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ABSTRACT

In Mexico, beekeeping is one of the main activities of the agricultural sector due to
the production of high quality honey, which is established through its different
properties, product of the floral resources that bees use to produce it, which
determine its botanical origin, therefore its importance in the economic, social and
environmental sector. In recent years, honey has gained recognition, especially
those that are labeled with their botanical identity, that is, with the plants that the
bees used to produce it, which at the same time increases its monetary value.

The objective of this work was to develop a DNA extraction protocol from the pollen
found in honey to identify the floral resources used by Apis mellifera to produce it,
which gives honey its botanical origin. 46 honey samples were used, collected in 16
different apiaries in the state of Guanajuato, Mexico. From the extraction of DNA
from pollen found in honey in conjunction with high-throughput sequencing and
metabarcoding using two genetic markers, ITS2 U3P4 and trnL c-h, we generated
genomic libraries, obtaining a total of 123 taxa for ITS2, which belong to 17 Orders,
24 Families, 46 Genera and 36 Species; and 100 for trnL which belong to 19 Orders,
24 Families, 36 Genera and 21 Species. The extraction protocol turned out to be
effective, it was also observed that the ITS2 gene had superior results in terms of
taxon identification, but together with trnL they proved to complement each other by
expanding the taxonomic identification to know the floral resources used by bees for

the production of honey.



RESUMEN

En Meéxico, la apicultura es una de las principales actividades del sector
agropecuario debido a la produccion de miel de alta calidad, la cual se establece a
través de sus diferentes propiedades, producto de las especies vegetales con las
gue se produce o recursos florales que utiliza, las cuales determinan su origen
botanico, por lo tanto es de importancia en el sector econdémico, social y ambiental.
En los ultimos afios la miel ha adquirido un reconocimiento, sobre todo las que son
etiquetadas con su identidad botanica, es decir con las plantas que las abejas
utilizaron para producirla, lo que al mismo tiempo incrementa su valor monetario.

El objetivo de este trabajo fue desarrolar un protocolo de extraccion del ADN del
polen que se encuentra en la miel para identificar los recursos florales que utiliza
Apis mellifera para producirla, los cuales le otorgan su origen botanico a la miel. Se
utilizaron 46 muestras de miel que fueron colectadas en 16 apiaros distintos del
estado de Guanajuato, México. A partir de la extraccién del ADN del polen que se
encuentra en la miel en conjunto con la secueciacion de alto rendimiento y
metabarcoding utilizando dos marcadores genéticos, ITS2 U3P4 y trnL c-h,
generamos librerias genomicas, obteniendo un total de 123 taxas para ITS2, los
cuales pertenecen a 17 Ordenes, 24 Familias, 46 Géneros y 36 Especies; y 100
para trnL de los cuales se identificaron 19 Ordenes , 24 Familias, 36 Génerosy 21
Especies. El protocolo de extraccion resultd ser efectivo, ademas se observo que
el gen ITS2 tuvo resultados superiores en cuanto a identificacién de taxones, pero

en conjunto con trnL demostraron complementarse ampliando la identificacion
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taxondmica para conocer los recursos florales que utilizan las abejas para la
produccion de la miel.

PALBRAS CLAVE: ITS2, trnL, origen boténico, recursos florales, melisopalinologia.
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1. INTRODUCCION

Dado que polinizan la mayoria de las plantas cultivadas por el ser humano,
asi como muchas plantas silvestres, las abejas constituyen un grupo de especies
con un importante papel en los ecosistemas naturales y manejados (Ortiz-Sanchez
& Belda, 1994; Prosser & Hebert, 2017). Se estima que contribuyen con cerca del
35% de la produccién global de al menos 800 plantas cultivadas (Nicholls & Altieri,
2013).

Apis mellifera es una abeja con un alto valor econdémico debido a la
produccion de miel y de otros derivados apicolas (Mostajeran et al., 2006). En
México, la apicultura es una de las principales actividades del sector agropecuario
debido a la produccién de miel de alta calidad exportada principalmente a Estados
Unidos y Europa (Froylan et al., 2018). La calidad de la miel se establece a través
de sus diferentes propiedades organolépticas como el sabor, el color y su aroma,
mismas que son producto de las especies vegetales o recursos florales con las que
se produce la miel y las cuales determinan su origen botanico (Castillo Cazares et
al., 2016). Por lo que, tiene gran impacto en el sector econémico, social y ambiental
(Froylan et al., 2018).

El andlisis del polen que se encuentra en la miel nos permite establecer la
proporcion de especies silvestres y cultivadas utilizadas, asi como el habitat y el
estado de conservacion de la flora en el entorno en el que fue creada. Esta
informacion nos ayuda a tomar decisiones que aumentaran el valor agregado de la
miel como producto comercial (Alaniz-Gutierrez et al., 2017).

La composicion del polen en la miel se ha determinado tradicionalmente
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mediante microscopia (melisopalinologia). Sin embargo, es comun que esta técnica
no permita la identificacion de plantas mas alla del nivel de género o familia, por lo
gue los estudios en diversidad de polen en la miel son muy limitados (Keller et al.,
2015; Leontidou et al., 2018; Smart et al., 2017). Por lo tanto, el andlisis de la
composicion polinica se ha realizado recientemente utilizando secuenciacion de alto
rendimiento mediante andlisis de regiones especificas del ADN denominadas como
"codigos de barras" o metabarcoding. Para mezclas biolégicas complejas los datos
pueden ser cuantitativos y cualitativos hasta el nivel de Especie o Género para
determinados grupos taxonémicos de plantas. (Omelchenko et al., 2022; Hawkins
et al., 2015; Bruni et al., 2014; Prosser & Hebert, 2017)

Actualmente se piensa que para identificar correctamente una especie de
planta, se deben secuenciar varias regiones gendmicas juntas. Las regiones del
cloroplasto rbcL y matK fueron las primeras propuestas de cddigos de barras para
plantas terrestres y junto con la inclusién las regiones nucleares ITS, 18S y psbA-
trnH, trnLdel cloroplasto representan los cddigos de barras mas importantes para la
determinacién taxondmica de especies vegetales (Ferreira de Lima et al., 2018;
Bruni et al., 2017).

Con el avance en la tecnologia de secuenciacion masiva, el estudio del
origen botanico y geografico de la miel es mucho mas facil ya que es rapido, preciso
y confiable (Laha et al., 2017). Debido al interés ecoldgico, social y econémico de
Apis mellifera el objetivo de este trabajo es desarrollar un protocolo de extraccion
de ADN del polen que se encuentra en la miel para la identificacion de los recursos

florales que utiliza Apis mellifera para la produccion de miel.
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2. ANTECEDENTES

Actualmente se estima la existencia de mas de 20,000 especies de Apoideos
incluidas en 425 géneros y siete familias distribuidas en el mundo (Reyes-Novelo
et al., 2009; Strange et al., 2008). A la fecha, se han descubierto alrededor de 26
subespecies y numerosos ecotipos de A. mellifera, descritos en funcién de su
morfologia, comportamiento y rasgos moleculares.

En las colonias de abejas meliferas, la busqueda de alimento es realizada
exclusivamente por las abejas recolectoras, estas colectan el néctar, polen, y agua,
ademas de resinas de una gran diversidad de recursos vegetales (Wright et al.,
2018). El néctar floral, compuesto principalmente por carbohidratos es su principal
fuente de combustible para el vuelo, la termorregulacion y la produccion de cera
(Wright et al., 2018; DeGrandi-Hoffman et al., 2018; Dominguez-Alvarez et al.,
2009). Las abejas meliferas recolectan comida y luego la refinan de modo que esta
sea diferente de como era originalmente. Las colonias de abejas europeas
almacenan alimentos principalmente en forma de miel (néctar) y pan de abeja
(polen).

Apis mellifera es considerada con valor econémico debido a los productos
apicolas que produce. La produccion de miel es una de las caracteristicas
conductuales mas complejas de las abejas ya que se ve afectada por distintos
factores genéticos y ambientales (Mostajeran et al., 2006). La miel es un alimento

natural mundialmente reconocido por su alto valor nutricional y por sus beneficios a
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la salud humana (Hasam et al., 2020; Machado De-Melo et al., 2018). La calidad de
la miel desde un punto de vista econdmico depende de la region geografica, las
condiciones climaticas (Chua et al., 2014; Ojeda de Rodriguez et al., 2004) y de la
eleccion floral de la abeja (Hasam et al., 2020; Bolland, 2003).

Solo el 16% de la flora mundial sirve como fuente de alimento para las abejas
meliferas, y solo el 1,6% es utilizada para producir la mayor parte de la miel que se
consume a nivel mundial, lo que representa alrededor de 4000 especies diferentes
de plantas meliferas (Cazares et al., 2016).

Aunqgue el contenido de polen en la miel es muy bajo (niveles traza), varia en
funcidn de la riqueza floral de cada zona y del aporte de néctar y polen de cada
especie vegetal, por lo que algunas especies estan infra o sobrerrepresentadas en
el perfil palinolégico. Comprender el origen botanico y geografico de la miel
producida por las abejas es de importancia ecoldgica y comercial.

Tradicionalmente se utiliza el andlisis del polen para determinar su origen
geografico, ya que el polen refleja el tipo de vegetacion de donde las abejas han
recolectado el néctar (Guertler et al., 2014). Existen varios métodos disponibles para
la determinacion del origen botanico y geografico de la miel. Estos consisten en la
identificacion del polen devuelto a la colmena por las abejas meliferas, ya sea
directamente recolectando polen en la entrada de la colmena utilizando trampas de
polen o examinando el polen que se encuentra mezclado en la miel
(melisopalinologia). La identificacion del polen llevado a la colmena proporciona una
medida directa del forrajeo de polen, mientras que el polen de la miel proporciona

una vision general a largo plazo de las plantas que se utilizan tanto para colectar
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néctar como para colectar polen. Estos métodos se utilizan habitualmente para
identificar la composicion botanica de la miel con el fin de comprobar su origen
geografico para mejorar la calidad y la trazabilidad de los alimentos (Hawkins et al.,
2015). Sin embargo, es comun que esta técnica no permita la identificacion de
plantas mas alla del nivel de género o familia, por lo que los estudios en diversidad
de polen son muy limitados (Keller et al., 2015; Leontidou et al., 2018; Smatrt et al.,
2017). Ademas, la identificacion morfolégica del polen requiere una habilidad y
experiencia considerables ya que algunos tipos polinicos pueden ser
particularmente dificiles de distinguir (Hawkins et al., 2015; Richardson et al., 2015).

Las técnicas basadas en el ADN han ganado importancia como resultado de
los avances en la genética molecular, que ahora permiten la deteccion de
cantidades diminutas de ADN, ya que con frecuencia estas técnicas son mas
rapidas, mas precisas y mas confiables. (Guertler et al., 2014). Incluso aun cuando
la presencia de pared celular vegetal, asi como la presencia de sustancias como
taninos, fenoles y polisacaridos complejos presentan desafios Unicos para la
extraccion de ADN de las plantas ya que pueden afectar la calidad del ADN e inhibir
reacciones posteriores (Jain et al., 2013). Un primer acercamiento para detectar la
presencia de ADN de polen o especies de plantas predefinidas, fue la aplicacion de
gPCR dirigida. Entre otros métodos, se han utilizado plataformas Sanger para
determinar el orden de los nucleétidos en los codigos de barras de ADN de
cloroplastos o regiones de genes nucleares para discriminar las especies vegetales

del polen contenido en la miel (Utzeri et al., 2018).

16



Este enfoque de secuencia dirigida, ha sido ampliado utilizando
secuenciacion de alto rendimiento para acelerar la produccién de secuencias de
datos que se analizan utlizando canales bioinformaticos disefiados
especificamente. Ademas del analisis de miel, los codigos de barra de ADN de
plantas se han utilizado para la identificacion de especies de polen, clasificacién de
plantas, estudios ecoldgicos y analisis forenses. Estas regiones incluyen genes
nucleares (18s rDNA y espaciadores transcritos internos ribosomales ITS1 e ITS2)
y genes de plastidos o regiones intergénicas de plastidos (matK, rbcL, trnH-psbA y
trnL, accD, ndhJ, rpoB, rpoC1, ycf5, atpF-H, psbK-I, rbcLa, trnL-F, etc).

Todas las regiones de ADN de cloroplasto o de genes nucleares tienen
ventajas y desventajas, incluida la capacidad discriminatoria entre diferentes
familias o especies, tasas de éxito de amplificacién y secuenciacion y disponibilidad
de conjuntos de secuencias de referencia para el analisis de datos (Utzeri et al.,
2018; Omelchenko et al., 2022; Kishor et al., 2018).

Las regiones del genoma del cloroplasto rbcL, matK, trnL, trnH-psbA e ITS2 nuclear
se utilizan con mayor frecuencia como cédigos de barras de ADN vegetal (Yao et
al., 2010, Omelchenko et al., 2022). Algunos de estos cbédigos de barras se han
utilizado con éxito variable para estudios con “metabarcoding” para polen. Sin
embargo, solo se ha evaluado la consistencia cualitativa y cuantitativa en estudios
de metabarcoding de las regiones rbcL, matK, ITS2 y trnL, mediante la comparacion
con meétodos tradicionales de microscopia. En particular, un estudio exhaustivo de

ITS2 y rbcL ha demostrado la utilidad del metabarcoding de polen para la
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construccion de redes de polinizadores y el analisis cualitativo de mezclas de polen
(Omelchenko et al., 2022).

Como uno de los marcadores mas importantes en estudios de evolucion y
sistematica molecular, la region ITS2 muestra una variabilidad de secuencia
significativa a nivel de especie o inferior. La disponibilidad de su informacién
estructural permite el analisis a un nivel taxonémico superior, lo que proporciona
informacion adicional para mejorar la precision y la solidez en la reconstruccién de
arboles filogenéticos. La region ITS2 se considera uno de los codigos de barras de
ADN candidatos debido a sus valiosas caracteristicas, incluida la disponibilidad de
regiones conservadas para disefiar cebadores universales, la facilidad de su
amplificacion y la suficiente variabilidad para distinguir incluso especies

estrechamente relacionadas (Yao et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la importancia ecolégica y econdmica de A. mellifera en México y de los
recursos que produce, es importante determinar el origen botanico de la miel que

produce.

4. HIPOTESIS

Mediante la extraccion de ADN del polen en la miel y su amplificacién en regiones
especificas del gen ITS2 U3P4 y trnL c-h podremos identificar los recursos florales

utiizados por Apis mellifera para la produccion de miel.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Desarrollar un protocolo de extraccion eficiente de ADN del polen que se encuentra
en la miel que nos permita identificar los recursos florales utilizados por A. mellifera
para producirla.
5.2. Objetivo particular
e Elaborar librerias gendmicas que nos permitan determinar los recursos
florales con los cuale se produce la miel mediante metabarcoding de ADN

utilizando las regiones genéticas ITS2 U3P4 y trnL c-h.
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6. MATERIALES Y METODOS

Muestreo en campo

Durante el mes de noviembre del afio 2021, correspondiente a la época seca,
48 muestras de miel fueron colectados en 16 apiarios localizados en los municipios
de Apaseo el Alto, Acambaro, Yuriria, Tarimoro, Jerécuaro, San Luis de la Paz, San
Diego de la Unién y Celaya, en el estado de Guanajuato, México (Figura 1). En la
Tabla 1, se enlistan los nombre de los apiarios, sus coordenadas geograficas y la

clave de identificacion.

LEYENDA po—
Estado de guanajuato ® ElJaral
I Division politica municipal ® El Maguey
Division politica municipal de guanajuato | « £l Sarampion
Ecorregiones terrestres de México ® La Estanzuela
[ califomia Mediterranea * La Parcela
[ Desiertos de America del Norte o La Puertita
[T Elevadiones Semiaridas Meridionales ® La Trinidad
[] Grandes Planicies © Las del Bordo-SLP
[ Selvas Calido-Humedas o Las Mesas
B Selvas Calido-Secas ® Los Mogotes
B Sierras Templadas ® Mesa de Capula
© 0Ojo de Agua de la Trinidad
MAPA DE ECORREGIONES TERRESTRES || & palo Alto
DE MEXICO
@ San Luis de La Paz 1
0 25 S0km o San Luis de Los Agustinos
| . o Tenera
ESCALA : 1: 2135613 WSG85 ZONA

Elaborado por : Andrea Lara Cecil
Aldaco Figueroa
De la Universidad Michoacana
San nicolas de Hidalgo
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En cada apiario se muestrearon tres colmenas y de cada cada colmena se
tomo un fragmento de 20 x 10 cm del bastidor con miel operculada, sumando un
total de 48 muestras de miel o tres muestras por cada uno de los 16 apiarios. Cada
fragmento fue puesto en una bolsa ziploc claramente etiguetada, y las muestras
fueron mantenidas a temperatura ambiente hasta su almacenamiento en
condiciones de refrigeracion en el Laboratorio Nacional de Andlisis y Sintesis

Ecologica (LANASE-UNAM).

Tabla 1. Tabla con la informacién de los apiarios visitados.

Identificacion de
colmena
15-1

La puertita 15-2 20.054514 -101.3333
15-3
San Luis de la 2-1
Paz 1* 2-2
G214
El maguey G215 20.109171 -100.69574
G216
12-1
Palo Alto 12-2 20.365223 -100.60474
12-3
G220
La estanzuela G221 20.175981 -100.49818
G222
G217
Guanajuato El jaral G218 20.109803 -100.71896
G219
13-1

San Luis de 13-3 20.183708  -100.68807
los Agustinos 13-2

11-1

Ojo de agua 11-2 20387854  -100.636406
de la trinidad 11-3

Mesa de 10-1
10-2 20.409063 -100.581100
capula 10-3

Estado Apiario Latitud Longitud

21.260117 -100.77005

Las mesas* 12:; 20.065132  -101.334444
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G223
El sarampién G224 20.181910 -100.539980
G225

7-1
La parcela 7-2 21.427391 -100.804267
7-3

9-1
La trinidad 9-2 21.341024 -100.915840
9-3

3-1
Las del bordo 3-2 21.222812 -100.646156
3-3

5-1
Teneria 5-2 20.598602 -100.791021
5-3

14-1
Los mogotes 14-2 20.133898 -101.333191
14-3

*En estos apiarios se perdieron muestras en el transcurso de la recoleccién a su almacenamiento
en LANASE.
Preparacion de las muestras de miel
Antes de iniciar propiamente el protocolo de extracciéon de ADN, todas las
muestras de miel fueron procesadas de acuerdo con Soares et al. (2015), con
algunas modificaciones, con el propdésito de recuperar los granos de polen
contenidos en la miel, utilizados para determinar el origen botanico, y eliminar la
mayor cantidad de azucares. Cada una de las 46 muestras de miel fue procesada
como se describe a continuacion:
1. De cada muestra se obtuvieron 15 ml de miel liquida que se repartieron
equitativamente en tres tubos tipo falcon de 50 ml, y a cada tubo se
agregaron 40 ml de agua destilada para completar un volumen final de 45ml.

2. Los tres tubos, por muestra, fueron puestos en bafio Maria durante 10

minutos a una temperatura de 40°C, para después homogeneizar el

22



contenido manualmente y centrifugar por 10 minutos a 11,000 revoluciones
por minuto (rpm).

. Todo el sobrenadante fue desechado por completo, incluyendo los restos de
cera, sin tocar el pellet adherido al fondo o en las paredes del tubo.

. El pellet de cada tubo se resuspendié con 5 ml de agua destilada, y los
triplicados de una misma muestra fueron mezclados en un solo tubo.
Posteriormente, se agregaron 30 ml de agua destilada a dicho tubo y el
contenido se homogeneizé manualmente.

. Cada tubo se centrifugé por 10 minutos a 11,000 rpm, y se deseché el
sobrenadante

. El nuevo pellet se resuspendié en 2 ml de agua destilada, y este volumen se
repartio equitativamente en dos tubos tipo falcon de 2 ml.

. Acadatubo de 2 ml, dos por muestra, se agregd 58.7 mg de mezcla de perlas
de borosilicato, previamente esterilizadas, de las siguientes medidas: 106
micras (30%), 150 a 212 micras (50%), 212 a 300 micras (10%) y 425 a 600
micras (10%).

. Estos tubos fueron puestos en el vortex durante 2 minutos, y después se
centrifugaron a 11,000 rpm durante 10 minutos.

. El sobrenadante fue desechado y el pellet se deshidraté en un vacofuga
usando una temperatura de 30°C y un tiempo entre 40 a 60 minutos
dependiendo de la muestra. Este pellet fue utilizado para realizar la
extraccion de ADN con el objetivo de conocer el origen botéanico de las 48

muestras de miel (3 por cada uno de los 16 apiarios).
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Extraccion de ADN ambiental de mezclas de polen obtenidas de miel
Para elegir un protocolo de extraccion de ADN, se probaron dos kits
comerciales, DNeasy Plant Mini Kit (Mca. Qiagen) y Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Mca. Promega), y uno basado en el protocolo publicado por
Lalhmangaihi et al. (2014) al que le realizamos una serie de modificaciones (por lo
que nos estaremos refiriendo a este protocolo como “protocolo modificado”), para
una misma muestra de miel. Los dos primeros se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante, sin modificacion alguna, y el tercero como se describe
mas adelante. Estos primeros resultados mostraron que el protocolo modificado de
Lalhmangaihi et al. (2014) fue notablemente eficiente en comparacion a las
extracciones obtenidas por cualquiera de los dos kits comerciales.
A continuacion se describe detalladamente el protocolo de extraccion modificado y
utilizado para la extraccion de ADN del polen contenido en la miel.
Materiales de laboratorio
Reactivos

Buffers de extraccion: Buffer SDS (50 mM Tris-HCI, 150 mM EDTA,

150 mM NaCl, SDS 2%, pH 7.5) y Buffer CTAB (100 mM Tris-HCI, 50

mM EDTA, CTAB 3%, 2% PVP, pH8.0).

Proteinasa K (Qiagen)

DTT 110mM

Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1)

Cloroformo:Alcohol isoamilico (24:1)

Acetato de Sodio 3 mM
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Isopropanol
Etanol al 70%
Agua ultrapura
Equipo
Tubos falcon de 50 mly 2 ml
Tubos de 1.5 ml
Centrifuga para tubos falcon de 50 ml
Centrifuga para tubos de 1.5 ml
Fluorometro
Bioespectometro
Vacuofuga

Vortex

Protocolo

Lisis celular y nuclear

1.

Al pellet de polen, obtenido tras la preparacion de la muestra, se agregaron
300 pL de Buffer SDS, 10 pL de Proteinasa Ky 100 pyL de DTT.

La mezcla anterior se homogeneizé en el vortex por unos segundos, y se
incubo a 37°C en un bafio seco durante 1 hr, sin agitacion.

Transcurrida la primera hora de incubacién, se agregaron 300 uL de Buffer
CTAB, otros 10 yL de proteinasa Ky 100 uL de DTT.

La nueva mezcla se homogeneizd en el vortex por unos segundos y se

incub6 a 56°C por 1 hr, sin agitacion.
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5. Transcurrida la segunda hora de incubacién, la muestra se dejé enfriar a

temperatura ambiente y se midi6 el volumen del sobrenadante.

Extraccion de proteinas y otros biomoléculas

6. EI sobrenadante se mezcl6 con un volumen igual de
Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico (25:24:1), la cual se homogeneizo en el
vortex por unos segundos hasta que adquirié una apariencia lechosa.

7. La nueva mezcla se centrifugd, a 10,000 rpm durante 10 minutos, para
separar la fase acuosa (superior) de la fase organica (inferior).

8. La fase acuosa se recuperd, con ayuda de una micropipeta con capacidad
de 20 - 200 uL, en un tubo de 1.5 ml esteril, previamente etiquetado, sin tocar
la fase orgéanica, y se volvio a medir su volumen.

9. La fase acuosa recuperada ahora se mezclé con un volumen igual de
Cloroformo:Alcohol isoamilico (24:1), la cual se homogeneizo en el vortex por
unos segundos.

10.La nueva mezcla se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos, para
separar las fases una vez mas.

11.La fase acuosa se recuperd, nuevamente con ayuda de una micropipeta, en

un tubo de 1.5 ml esteril, previamente etiquetado, sin tocar la fase orgénica.

Precipitacion y limpieza del ADN de las mezclas de polen

12.Por tercera vez se midié el volumen de la fase acuosa recuperada y se

agrego a esta un volumen correspondiente al 10% de acetato de Sodio 3 mM.
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13. A la mezcla anterior se agreg6 un volumen igual de Isopropanol, se mezclé
por inversion repetida del tubo y se incubo a -20°C durante toda la noche
(aproximadamente 12 hrs).

14.Se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos, y el sobrenadante se retird
con ayuda de una micropipeta sin tocar el precipitado o pellet formado al
fondo del tubo.

15.El precipitado se lavé con 400 uL de Etanol al 70%, mezclando lentamente
por inversion .

16. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos y se descarto el sobrenadante
con ayuda de una micropipeta cuidando de no tocar el precipitado.

17. Para secar el precipitado, el tubo con el pellet se coloc6 en una vacofuga
entre 20 a 40 minutos manteniendo una temperatura de 30°C.

18. Para rehidratar el pellet se agregaron 50 pyL de agua ultrapura y se colocé
en el vortex hasta que se disolvié completamente.

19.Las muestras fueron evaluadas y almacenadas a - 20 C hasta su uso para la

construccioén de bibliotecas.

Evaluacién del ADN ambiental obtenido de muestras de miel

Para evaluar el ADN extraido por el protocolo antes descrito se realizaron las

siguientes pruebas. En primer lugar, se estimd la concentracion de las soluciones

de ADN por fluorimetria y, en segundo lugar, se evalu6é la pureza de estas

soluciones por espectrofotometria. La concentracion (ng/ uL) se midid en un

fluorémetro modelo Quantus (Mca. Promega) y se utiliz6 un método de tincion
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especifico para ADN de doble cadena. La pureza fue medida en un
espectrofotometro modelo BioSpectrometer (Mca. Eppendorf), usando el programa
rutinario para ADN vy la microcubeta. Este programa evalla las proporciones de
absorbancia en 260/280 para la relacion ADN y proteinas presentes en la solucion,
y en 260/230 para la relacion ADN y otros contaminantes que absorben en 230 nm
como sales caotrépicas, fenoles, terpenos, carbohidratos, etc. Los valores
esperados son de 1.8 - 2 para la primera proporcién, y de 1.8 - 2.2 para la segunda.
Por ultimo, las muestras fueron reveladas con SYBR Safe (Mca, Thermo) en un gel
de agarosa al 1% con el objetivo de evaluar visualmente la integridad y grado de
degradacion, si lo presentaban, de las muestras respecto al control Lambda
DNA/Hindlll, que tiene un fragmento de aproximadamente 23 000 pares de bases
(pb). Este gel corrioé durante 30 minutos a 90 Voltios en una camara de electroforesis
modelo EasyCast (Mca. Thermo Scientific).

Para finalizar con la evaluacion de los tres diferentes protocolos de extraccion
de ADN, se procedio a la amplificacion de los marcadores ITS2 y el extremo 5 del
intron (UAA) de trnL para todas las muestras obtenidas de ADN, una para cada
protocolo comercial y dos réplicas para el protocolo modificado de Lalhmangaihi et
al. (2014). Los detalles para realizar este procedimiento son descritos en la siguiente
seccién y corresponden exclusivamente al paso de amplificacion del marcador

especifico.
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Construccion y secuenciacion de bibliotecas metabarcoding de los
marcadores ITS2 y trnL para la identificacion del origen botanico de mieles

Continuando con los objetivos propuestos, un total de 33 muestras de ADN
ambiental (mezcla de polen recuperado de las mieles) para ITS2 y 40 para trnL,
obtenidas por el protocolo de Lalhmangaihi et al. (2014), fueron empleadas para la
construccién y secuenciacion de dos marcadores, ITS2 y trnL, ampliamente
utilizados en el estudios de metabarcoding para la identificacion de plantas por
secuenciacion masiva. La construccion de ambos tipos de bibliotecas fue realizada
como una adaptacion del protocolo para el marcador 16s, empleado para la
identificacion de bacterias, publicado por la compafia lllumina (16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation Ref. 15044223).

Construccion y multiplexacion de bibliotecas. Las bibliotecas de cada
marcador se procesaron por separado utilizando los primers U3 y P4 propuestos
por Cheng et al. (2016) para el marcador ITS2, y los primers c y h propuestos por
Taberlet et al. (2007) para el marcador trnL (Tabla 2). Estos primers fueron
sintetizados, respectivamente, junto con los adaptadores “overhang” forward
(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG) y reverse
(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG) para los indices Nextera

XT de lllumina (ver lllumina Adapter Sequences Document # 1000000002694 v16).
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Tabla 2. Secuencias del gen ITS2 U3P4 y trnL c-h.

Nombre Secuenciab' > 3

Forward ITS2-U3 = CA[AT]CGATGAAGAACG[CT]AGC
Reverse ITS2-P4  CCGCTTA[GT|TGATATGCTTAAA
Forward trnL c CGAAATCGGTAGACGCTACG
Reverse trnL h CCATTGAGTCTCTGCACCTATC

En términos generales, la construccion de las bibliotecas se realizé por medio
de dos reacciones en cadena de la polimerasa para (1) amplificacion del marcador
de interés (de aqui en adelante nombrada como PCR-1) y (2) para indexar
(adicionar indices o ‘barcodes’) las bibliotecas obtenidas de la primera reaccion (de
aqui en adelante nombrada como PCR-1). Todas las reacciones fueron preparadas
en un Gabinete de PCR (Mca. Esco) y todos los consumibles estaban certificados
para uso en “biologia molecular” (tubos de 0.2 ml, puntas con filtro de diferentes
capacidades volumétricas).

Amplificacién del marcador especifico o PCR-1. Las primeras reacciones se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante para el Multiplex PCR kit
(Qiagen), ajustando a 35 uL el volumen total, utilizando entre 15 y 20 ng totales de
ADN ambiental, y el par de primers correspondiente a un marcador particular. Todas
las reacciones fueron puestas en un termociclador modelo Nexus (Mca. Eppendorf),
las condiciones especificas de las reacciones para cada marcador y del programa

de PCR estan indicadas en la Tabla 3.
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Tabla 3. Reaccion de amplificacién de los marcadores ITS2 U3P4 Y trnL c-h y programas de PCR.

Reactivos concentraciéon

Lo Volumen Concentracion final
inicial
2x QIAGEN Master Mix
Multiplex PCR 17.5 L x
Primer forward 1TS2-U3 2 uM
o] 1.25 uL 0.2 uM

Primer forward trnL ¢ 2 uM
Primer reverse ITS2-P4 2 uM
o] 1.25uL 0.2 uM
Primer reverse trnL h 2 uM

ADN ambiental segun concentracion inicial 15-20 ng
Agua ultrapura aforar a 35 pL
Programa PCR-1 para ITS2 Programa PCR-1 para trnL
3 minutos a 94° C 4 minutos a 94° C Desna_tu_rglizacién
inicial
40 35 Ciclos de amplificacion
40 segundos a 95° C 40 segundos a 95° C Desnaturalizaciéon
40 segundos a 50° C 40 segundos a 50° C AIinepe:mqig;\sto de
1 minuto a 72°C 4 segundos a 72° C Polimerizacion
7 minutos a 72° C 5 minutos a 72° C Polimerizacién final

Las amplificaciones esperadas fueron corroboradas por electroforesis capilar
en el equipo Qiaxcel Advanced (Mca. QIAGEN). Para ello, se preparan tiras de 12
muestras de acuerdo con las especificaciones del fabricante y agregando 3 pL de
las reacciones de amplificacion. El tamafio de los fragmentos para ambos genes fue
estimado utilizando el cartucho Qiaxcel DNA Screening (Mca. Qiagen), la escalera
QX Size Marker 50 bp - 800 bp v 2.0 (Mca. QIAGEN) y el perfil default para ambos

productos.
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Purificacion de amplificaciones de PCR-1 por perlas magnéticas. Una vez que se
corroboro la amplificacion de todas las muestras, 30 pL de las reacciones fueron
purificadas utilizando perlas magnéticas Pronex (Mca. Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para purificar las amplificaciones de ITS2, con un rango
de tamafio entre 468 y 475 pb, se utiliz6 una proporcién de 1.3X; y para el fragmento
amplificado de trnL, con un rango de tamafo de 241-300 pb, fue de 1.4X. Tras su
purificacion, todas las muestras fueron cuantificadas en Qubit usando el kit 1X
dsDNA HS para conocer la concentracion (ng/pL) antes de proceder a la segunda
amplificacion.

Indexacion de las bibliotecas o0 PCR-2. Estas segundas amplificaciones se
realizaron con el propdsito de indexar o marcar molecularmente cada biblioteca y
hacer posible su multiplexacion antes de su secuenciacion masiva. Para ello se
eligieron 33 combinaciones de los indices comerciales Nextera XT para las
bibliotecas de ITS2, y 40 para las bibliotecas de trnL.

Las segundas reacciones se realizaron de la misma manera para todas las
bibliotecas y siguiendo las instrucciones del fabricante para el Hotstart Master kit
(Qiagen). El volumen total se ajusto a 35 pL, se utilizaron entre 15y 20 ng totales
de la primera amplificacion, y una combinacion uUnica de los indices para cada
biblioteca. Todas las reacciones fueron puestas en un termociclador modelo Nexus
(Mca. Eppendorf), las condiciones especificas de estas reacciones y del programa

de PCR estan indicadas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Reaccion de indexacion para Nextera.

Reactlvog, S Programa PCR-1
concentracion Volumen Concentracion final
e paralTS2
inicial
2x Hotstart Master . o Desnaturalizacion
Mix 17.5uL 1x 3 minutos a 95° C inicial
indice i5 1.25 L 8 Ciclos de indexacion
indice i7 1.25 L 30 segundos a 95° C Desnaturalizacion
e segun . .
Amplificacion concentracion 15-20 ng 30 segundos a 55° C Allneam|ento de
PCR-1 o primers
inicial
Agua ultrapura aforar a 35 pL 30 minutos a 72° C Polimerizacién
5 minutos a 72° C Polimerizacion final

La indexacion de las bibliotecas fue corroborada, nuevamente, por
electroforesis capilar en el equipo Qiaxcel Advanced, usando el cartucho Qiaxcel
DNA High Resolution, la escalera QX Size Marker 50 bp - 800 bp v 2.0 (Mca.
QIAGEN) y una biblioteca no indexada como control para verificar el aumento de
tamafio. Tras verificar la indexacién de todas las bibliotecas, ambos grupos de
bibliotecas indexadas fueron purificadas nuevamente por perlas magnéticas Pronex
(Mca. Promega) siguiendo los mismos pasos que en la primera purificacion. Asi
mismo, estas bibliotecas fueron cuantificadas nuevamente en Qubit y utilizando el
mismo Kit.

Multiplexacién o formacion del pool de secuenciacion. Con las bibliotecas
indexadas, purificadas y cuantificadas se calculé la molaridad de cada una y se
procedié a su normalizacion y multiplexacion como lo indica el protocolo para la
preparacion de 16s de lllumina (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation

Ref. 15044223). Un pool a 4 nM fue preparado para cada grupo de bibliotecas, uno
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para aquellas de ITS2 y otro para trnL. Ambos pools fueron secuenciados en un
equipo MiSeq (instalado en el INMEGEN), utilizando una placa de 2 x 250 para las

bibliotecas de ITS2 y una de 2 x 150 para trnL.

Proceso bioinformético para el analisis metabarcoding de las regiones ITS2 y
trnL para la identificacién del origen botanico de mieles

Tras la secuenciacion de cada placa (una para cada gen), las bibliotecas
indexadas fueron demultiplexadas automaticamente en BaseSpace de lllumina
(https://basespace.illumina.com/). Por cada biblioteca indexada se obtuvieron dos
archivos tipo fastq.gz: R1 y R2 que contienen las secuencias forward o reverse,
respectivamente, sus calidades y el nimero de lecturas obtenidas; los cuales fueron
almacenados en el Cluster de supercomputo del LANASE para su posterior analisis
en QIIME 2 (Boylen et al., 2019). El analisis de cada marcador, ITS2 y trnL, se
realizé independientemente y consistio de cuatro grandes fases: 1) preparacion de
los datos y analisis de la calidad, 2) control de calidad de las secuencias y clustering,
3) andlisis taxonémico y, 4) andlisis de diversidad y origen botanico. En términos
generales, la primera fase se realizo de la misma manera para ambos marcadores
pero los parametros empleados para cada marcador son especificados en las dos
ultimas fases.

Preparacién de los datos y analisis de la calidad. Para conocer la calidad de
las lecturas de todas y determinar los valores requeridos para el procedimiento de
control de calidad se siguieron estos pasos: a) todos archivos fastq.gz de un mismo

marcador, tanto R1 como R2, fueron importados a un archivo .gza usando el
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comando import; b) este nuevo archivo se analiz6 estadisticamente y sus resultados
se visualizaron usando el comando summarize; c) el archivo .qzv producido en el
paso anterior se visualizé en QIIME 2 view (https://view.qgiime2.org/).
Control de calidad de las secuencias y clustering. El filtrado y limpieza de las
secuencias se realizO6 con DADA2 usando el comando denoised_paired y
especificando y asumiendo por default 97% de similitud para la clusterizacion.
Andlisis taxonomico para ITS2. En primer lugar, la base de datos All eucariota
de ITS2 fue obtenida desde UNITE (https://doi.org/10.15156/BI0/2483916) y un
clasificador fue entrenado con este utilizando el comando feature-classifier con el
método fit-classifier-naive-bayes. Posteriormente, las secuencias representativas
obtenidas en el paso anterior fueron clasificadas utilizando el comando feature-
classifier classify-sklearn y clasificador entrenado. Los resultados obtenidos fueron
tabulados y graficados usando los comandos metadata tabulate y taxa barplot.
Andlisis taxondmico para trnL. En primer lugar, se construyé una base de
datos con todas aquellas secuencias de trnL encontradas en el NCBI y que
corresponden a especies nativas de México, la cual se encuentra disponible en el
Repositorio del LANASE. Posteriormente, un clasificador fue entrenado con esta
base utilizando el comando feature-classifier y el método fit-classifier-naive-bayes.
Finalmente, las secuencias representativas obtenidas en el paso anterior fueron
clasificadas utilizando el comando feature-classifier classify-sklearn y clasificador
entrenado. Los resultados obtenidos fueron tabulados y graficados usando los

comandos metadata tabulate y taxa barplot.
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7. RESULTADOS

PARTE 1. PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN AMBIENTAL DE
MUESTRAS DE MIEL Y SU EVALUACION

En esta primera parte se muestran los resultados en cuanto a la seleccién
del protocolo de extraccion de ADN, aqui se presentan las imagenes y datos de
concentracion obtenidos por los diferentes protocolos DNeasy Plant Mini Kit, Wizard
Genomic DNA Purification Kit y el protocolo publicado por Lalhmangaihi et al.
(2014).

En primer lugar, la extraccion de ADN obtenida por el protocolo modificado de
Lalhmangaihi et al. (2014) presenta una concentracién 10 veces mayor que aquella
obtenida por el protocolo de Wizard Genomic DNA Purification Kit, mientras que los
valores de pureza son sustancialmente mejores que aquellos obtenidos para este
ultimo protocolo (ver Tabla 5). Por su parte, la extraccion de ADN por el protocolo
de DNeasy Plant Mini Kit no fue exitosa y los valores obtenidos no cumplen ni con

los minimos requeridos.

Tabla 5. Comparacion de pureza y cantidad de ADN por cada protocolo probado.

Wizard Genomic Modificado de

Protocolo DNA Purification Kit DNeasy P'af“ Mini Lalhmangaihi et al.,
Kit (Mca. Qiagen)

(Mca. Promega) (2014)
Concentracion ng/uL 6.1 0.011 67
260/280 1.89 -0.89 2.05
260/230 1.68 -0.81 1.93
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En la Figura 2 se observa claramente una banda de ADN de alto peso molecular,
aproximadamente con 23,000 pb en comparacion con el marcador Lambda
DNA/Hindlll (Mca. Promega) en ambas réplicas del protocolo modificado de
Lalhmangaihj et al. (2014), asi como un barrido acompafiante. Mientras que las
muestras obtenidas por los protocolos comerciales no revelan ninguna banda o

barrido.

Marcador ~ Wizard DNeasy .
Lambda  Genomic DNA Plant Modificado de
DNA/Hindlll Purfication kit ~ Mini KIT ~Lalhmangaihi et al., (2014)

Figura 2.Gel de extraccion que muestra el resultado de las extracciones de ADN con los tres
protocolos.

En lo que se refiere a la amplificacion de los marcadores ITS2 y trnL (extremo
57) como parte de la evaluacién de los protocolos de extraccion, la Figura 3 muestra
gue este procedimiento fue exitoso para ambas regiones, trnL (del carrill AO1 al
A06) e ITS2 (del carril AO7 al A12), para las extracciones del protocolo Wizard
Genomic DNA Purification Kit y aquellas del protocolo modificado de Lalhmangaihj
et al. (2014). En tanto que las amplificaciones hechas a partir del ADN extraido por

el protocolo de DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). En el carril AO1 perteneciente a la
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muestra tratada con Qiagen se observa que no hubo una amplificacién para el gen
trnl al igual que para el gen ITS2 en el carril AO7. En el carril AO3 se encuentra la
muestra tratada con Promega que amplifico para el gen trnL y para el gen ITS2 en
el carril A09; y en los carriles A04 y AO5 se encuentran las muestras tratadas con el
protocolo modificado de Lalhmangaihi et al. (2014), para el gen trnL y en los carriles

Al10 y All para el gen ITS2, donde se puede observar que amplific6 para ambos

genes.
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Figura 3. Amplificacién de los marcadores ITS2 U3P4 y trnL c-h.
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PARTE 2. APLICACION DE METODO DE EXTRACCION Y ANALISIS DE
METABARCODING PARA LA IDENTIFICACION DEL ORIGEN BOTANICO
DE LA MIEL.

En esta parte se muestran los resultados de la aplicacion del método de
extraccion, construccion y secuenciacion de las bibliotecas analizadas con
metabarcoding de los marcadores ITS2 y trnL para la identificaciéon del origen
botanico de las mieles pertenecientes a los 16 apiarios del estado de Guanajuato,
México.

Para el gen ITS2 solo se utilizaron 13 apiarios ya que un apiario no
amplificaron las muestras para este gen en la reaccién de PCR y de dos apiarios
no regresaron secuencias.

Para el gen ITS2 se obtuvieron un total de 873, 991 lecturas o reads
pertenecientes a plantas de las cuales 400,811 no fueron identificadas, mientras
473, 180 que si lo fueron; solo se tomaron en cuenta los taxa que tuvieran al menos
100 reads o lecturas de respaldo.

De acuerdo con los resultados, se identificaron en las muestras, polen
proveniente de 17 Ordenes: Asterales, Malvales, Brassicales, Myrtales, Sapindales,
Asparagales, Rosales, Fabales, Santalales, Malpighiales, Lamiales, Poales,
Cucurbitales, Caryophyllales, Gentianales, Ranunculales y Solanales. También se
identificaron 24 Familias: Asteraceae, Malvaceae, Myrtaceae, Brassicaceae,
Rutaceae, Asparagaceae, Resedaceae, Anacardiaceae, Fabaceae, Loranthaceae,
Rhamnaceae, Tropaeolaceae, Lamiaceae, Rosaceae, Euphorbiaceae, Poaceae,
Cucurbitaceae, Salicaceae, Tamaricaceae, Rubiaceae, Oleaceae, Verbenaceae,

Ranunculaceae y Moraceae (Tabla 6).
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También se identificaron 46 Géneros: Simsia, Triumfetta, Eucalyptus, Bidens,
Brassica, Asparagus, Reseda, Raphanus, Cosmos, Schinus, Psittacanthus
Viguiera, Pseudoziziphus, Medicago, Parthenium, Tropaeolum, Salvia, Fragaria,
Sicyos, Baccharis, Salix, Stevia, Eruca, Sonchus, Verbesina, Tamarix, Marina,
Richardia, Hilaria, Sida, Fraxinus, Melinis, Heterosperma, Melampodium, Aloysia,
Ageratina, Tagetes, Clematis, Cucurbita, Koanophyllon, Helianthus, Euphorbia,
Sechium, Brickellia, Ligustrumny Malva (Tabla 6).

Mientras que a nivel especifico se identificaron 36 especies: Bidens aurea,
Brassica carinata, Reseda luteola, Raphanus sativus, Cosmos bipinnatus, Schinus
terebinthifolia, Viguiera angustifolia, Parthenium hysterophorus, Tropaeolum majus,
Salvia tiliifolia, Psittacanthus mayanus, Baccharis salicifolia, Salix amygdaloides,
Fragaria daltoniana, Eruca vesicaria, Psittacanthus macrantherus, Sicyos anunu,
Eucalyptus globulus, Verbesina helianthoides, Tamarix usneoides, Marina maritima,
Brassica cretica, Eucalyptus alba, Richardia scabra, Hilaria cenchroides, Fraxinus
americana, Melinis repens, Sida parvifolia, Heterosperma pinnatum, Sonchus
oleraceus, Aloysia citrodora, Tagetes patula, Clematis henryi, Helianthus tuberosus,

Sechium edule y Euphorbia graminea (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla con la identidad botanica de la miel de cada apiario a partir del marcador ITS2.

Apiario Familia Total de Género Total de
reads reads
Simsia 58031
Viguiera 4572
El jaral Asteraceae 65005 Cosmos 749
Parthenium 330
Ageratina 243
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Sonchus 180

Melampodium 104

Rosaceae 4103 Fragaria 4098
Rutaceae 1923

Myrtaceae 1644 Eucalyptus 1633

Brassicaceae 1593 Brassica 1010

Resedaceae 872 Reseda 872

Melinis 445

Poaceae 804 Hilaria 348

Cucurbitaceae 436 Sicyos 373

Lamiaceae 391 Salvia 391
Euphorbiaceae 323
Fabaceae 245

Tamaricaceae 189 Tamarix 189

Malvaceae 107 Triumfetta 107

NA 3376

Simsia 46591

Viguiera 1357

Sonchus 756

Asteraceae 50102 Melampodium 136

Bidens 132

Koanophyllon 212

Heterosperma 406

Myrtaceae 11888 Eucalyptus 11888
Rutaceae 8932

El maguey | Resedaceae 5036 Reseda 5036

Lamiaceae 3688 Salvia 3688

Rhamnaceae 878 Pseudoziziphus 878
Euphorbiaceae 316

Rosaceae 245 Fragaria 245

Poaceae 186 Hilaria 170

Cucurbitaceae 165 Sicyos 147

Brassicaceae 128 Brassica 128
Malvaceae 124

NA 9082

Resedaceae 18577 Reseda 18577

estahiuela Malvaceae 15365 Trigmfgtta 15365

Asteraceae 8465 Simsia 8280
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Rhamnaceae 1181 Pseudoziziphus| 1176
Rutaceae 238
Ranunculaceae 182 Clematis 182
Myrtaceae 120 Eucalyptus 117
Euphorbiaceae 107
NA 291
Bidens 23119
Simsia 5777
Asteraceae 32058 Stevia 2445
La parcela Baccharis 567
Lamiaceae 194 Salvia 194
Resedaceae 129 Reseda 129
Salicaceae 101
NA 173
Simsia 16641
Bidens 3281
Asteraceae 23797 CoSmos 367
Verbesina 1373
Raphanus 22849
Brassicaceae 23055 Tropaeolum 5347
Brassica 204
La puertita Loranthaceae 8383 Psittacanthus 8383
Tropaeolaceae 5347
Rutaceae 2963
Triumfetta 2200
Malvaceae 2376 Sida 176
Myrtaceae 2257 Eucalyptus 2257
NA 561
Cucurbitaceae 311 Sicyos 311
NA 5530
Simsia 19222
Bidens 4827
Sonchus 828
Asteraceae 26496 Viguiera 475
La trinidad Parthenium 442
Brassica 21023
Brassicaceae 24645 Raphanus 997
Eruca 2339
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Myrtaceae 1753 Eucalyptus 1746
Cucurbitaceae 1312 Sicyos 1254
Asparagaceae 617 Asparagus 617

Rutaceae 576

Lamiaceae 307 Salvia 307

Fabaceae 299 Marina 152

Malvaceae 179

NA 1322
Asparagaceae | 35385 Asparagus 35385
. Brassica 8087
Brassicaceae 9054 Eruca 343
Fabaceae 7705 Medicago 7650
Las del Simsia 3378
bordo Asteraceae 4257 Bidens 316
Viguiera 163
Verbenaceae 331 Aloysia 331
Malvaceae 114 Malva 101
NA 989
Malvaceae 73919 Triumfetta 73912
Bidens 25961
Simsia 3273
Cosmos 616
Asteraceae 31542 Viguiera 322
Baccharis 212
Stevia 177
Tagetes 181
Loranthaceae 852 Psittacanthus 852
Sicyos 609
moLgOoStes Cucurbitaceae 796 Cucurbita 179
. Brassica 341
Brassicaceae 552 Raphanus 201
Rubiaceae 398 Richardia 398
Poaceae 394
Rutaceae 342
Resedaceae 197 Reseda 197
Myrtaceae 124 Eucalyptus 110
Fabaceae 100
NA 917
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Simsia 27310
Bidens 12831
Cosmos 9124
Parthenium 412
Asteraceae 51997 Triumfetta 5099
Eucalyptus 3385
Pseudoziziphus| 3274
Viguiera 225
Rutaceae 27713
Malvaceae 5315 Sida 182
Mesa, de Myrtaceae 3405
capula
Rhamnaceae 3277
Salicaceae 2928 Salix 2920
Poaceae 2775
Brassicaceae 2531 Brassica 2350
Fabaceae 898 Marina 882
Cucurbitaceae 461 Sicyos 404
Euphorbiaceae 275 Euphorbia 123
Rubiaceae 216 Richardia 216
Lamiaceae 139 Salvia 139
NA 199 NA 32817
Myrtaceae 22122 Eucalyptus 22122
Cosmos 4629
Viguiera 1636
Asteraceae 10223 | Pseudoziziphus 771
Simsia 264
Palo alto Helianthus 175
Brassicaceae 10192 Brassica 9675
Rutaceae 1916
Rhamnaceae 771
Euphorbiaceae 382
Oleaceae 326 Fraxinus 326
NA 5941
Simsia 1134
Asteraceae 1150 Triumfetta 448
San Luis Malvaceae 448
de la Paz Myrtaceae 391 Eucalyptus 391
NA 383
Lamiaceae 372 Salvia 372
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Resedaceae 171 Reseda 171

NA 399

Simsia 41334

Triumfetta 40252

Asteraceae 45002 |Pseudoziziphus| 1750

Cosmos 731

San Luis Baccharis 2067
de los Malvaceae 40261
Agustinos | Rhamnaceae 1750
Rutaceae 880

Brassicaceae 553 Brassica 541
Poaceae 128

NA 1576

Simsia 45851

Asteraceae 52346 Parthenium 4819

Viguiera 191

Myrtaceae 32839 Eucalyptus 32839

Teneria | Anacardiaceae | 14785 Schinus 14785
Euphorbiaceae 2822

Tamaricaceae 1069 Tamarix 1069
Rutaceae 160

NA 206

Los porcentajes de abundancia de

representacion

resultado que la composicion botanica de cada uno era especifica (Figura 4). La
Familia Asteracea esta presente en todos los apiarios, e incluso es la que tiene
mayor porcentaje de abundancia para la mayoria de los apiarios estando entre el
50 y 80% predominantemente sobre otras Familias, a excepcion de cinco apiarios,
‘La estanzuela” donde predominan tres Familias Resedaceae, Lamiaceae y
Malvaceae tendiendo una abundacia de casi el 30% cada una; “Las del bordo”donde

casi todo el perfil pertenece a la Famila Asparagaceaea; “La puertita” donde
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en la miel para cada apiario fueron diferentes, dando como




predominan Asteraceae y Brassicaceae; “Palo alto” donde predominan tres familias,
Asteraceae, Fabaceae y Brassicacea y “Los mogotes” donde predomina la Familia

Malvaceae. Y el resto de las Familias se encuentra com un porcentaje mas bajo.
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Figura 4. Gréfica que muestra los porcentajes de abundancia por Familia de cada apiario para el gen
ITS2

El Género Simsia perteneciente a la familia Asteraceae se encuentra en la
mayoria de los apiarios a excepcion de el apiario “Palo alto” y en la mayoria
igualmente es el mas abundante, seguido de Viguiera y Bidens; a excepcion del
apiario “Las del bordo” donde predomina el género Asparagus; “Los mogotes” donde
predomina Triumfetta y “Palo alto” donde predomina Eucalyptus. Y el resto de los

Géneros que se encuntran en menor abundancia (Figura 5).
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Figura 5. Grafica que muestra los porcentajes de abundancia por Género de cada apiario para el gen
ITS2.

Para el gen trnL se obtuvieron un total de 844, 571 lecturas o reads
pertenecientes a plantas de las cuales 591,074 no fueron asignadas contra 253,497
gue si lo fueron, de igual forma solo se tomaron en cuenta los taxa que tuvieran al
menos 100 reads o lecturas de respaldo.

De acuerdo con los resultados, se identificaron en las muestras, polen
proveniente de 19 Ordenes: Hypnales, Malvales, Fabales, Asterales, Poales,

Arecales, Asparagales, Cucurbitales, Apiales, Caryophyllales, Lamiales, Solanales,
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Myrtales, Sapindales, Brassicales, Malpighiales, Gentianales, Rosales, Pinales
(Tabla 7).

Se identificaron 24 Familias: Malvaceae, Fabaceae, Asteraceae, Poaceae,
Arecaceae , Orchidaceae, Cucurbitaceae, Apiaceae, Aizoaceae, Lamiaceae,
Acanthaceae, Solanaceae, Convolvulaceae, Onagraceae, Meliaceae,
Brassicaceae, Lythraceae, Malpighiaceae, Salicaceae, Apocynaceae,
Bignoniaceae, Moraceae, Asparagaceae, Pinaceae. Se pudieron indentificar 36
géneros: Solidago, Saccharum, Livistona, Dendrobium, Eleusine, Cucumis,
Eryngium, Zaleya, Betonica, Dicliptera, Physalis, Dalbergia, Pisum, Cicer, Vicia,
Alysicarpus, Vigna ,Pomoea, Ludwigia, Trichilia, Brassica, Lythraceae, Triumfetta,
Abutilon, Sida, Cassia, Amorimia, Populus, Mesosphaerum, Justicia, Strophanthus,
Markhamia, Salvia, Ficus, Aphyllanthes, Pinus (Tabla 7).

Por otro lado se identificaron 21 Especies: Dendrobium porphyrochilum,
Eleusine coracana, Cucumis sp. JP-2019, Eryngium campestre, Zaleya sp. JP-2019,
Dicliptera resupinata, Physalis sp. JP-2019, Pisum sativum subsp. Elatius, Vigna
unguiculata subsp. unguiculata, Ipomoea sp. JP-2019, Ludwigia sp. JP-2019,
Trichilia capitata, Brassica sp. YC, Lythraceae sp. JP-2019, Triumfetta sp. JP-
2019, Sida acuta, Cassia abbreviata, Amorimia candidae, Eryngium campestre,

Justicia, anselliana, Markhamia zanzibarica y Aphyllanthes monspeliensis (Tabla 7).
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Tabla 7. Tabla que muestra el origen botanico de la miel de cada apiario a partir del marcador trnL.

Apiario Familia Ttotal de Género Total de
reads reads
Convolvulaceae 26088 Ipomoea 26088
Cassia 15016
Fabaceae 15271 Vigna 101
Apiaceae 14076 Eryngium 14076
Meliaceae 13126 Trichilia 13126
Asteraceae 12534
Malpighiaceae 3013 Amorimia 3013
Sida 1986
Ojo de agua de la Malvaceae 2322 Abutilon 208
trinidad Triumfetta 128
Brassicaceae 2086 Brassica 2086
Salicaceae 1575 Populus 1575
Solanaceae 1117 Physalis 1117
NA 952
Arecaceae 817 Livistona 817
Pinaceae 402 Pinus 402
Orchidaceae 291 Dendrobium 291
NA 13699
Cassia 24119
Fabaceae 24221 Pisum 102
Meliaceae 8919 Trichilia 8919
Asteraceae 2820
Salicaceae 2732 Populus 2723
_ Arecaceae 1278 Livistona 1278
Sagg;ﬂ';iggslos Brassicaceae 1106 B.rassica 1106
Malvaceae 615 Triumfetta 540
Onagraceae 469 Ludwigia 469
Convolvulaceae 462 Ipomoea 462
Pinaceae 389 Pinus 389
Cucurbitaceae 156 Cucumis 156
NA 2861
Meliaceae 10963 Trichilia 10963
La puertita Malvaceae 6907 Triumfetta 6862
Brassicaceae 1292 Brassica 1292
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Cassia 943
Fabaceae 1247 Pisum 304
Solanaceae 412 Physalis 412
Asteraceae 406
Pinaceae 397 Pinus 397
Asparagaceae 359 Aphyllanthes 359
Acanthaceae 181 Justicia 181
Poaceae 156 Eleusine 156
NA 456
Sida 64311
Malvaceae 73001 Abutilon 8123
Triumfetta 495
Meliaceae 19418 Trichilia 19418
Asteraceae 11249
Cassia 3317
Fabaceae 3500 Pisum 170
Physalis 113
Mesa de capiila Brassicaceae 2953 Brassica 2953
Asparagaceae 2120 Aphyllanthes 2120
Pinaceae 841 Pinus 841
Apiaceae 760 Eryngium 728
Acanthaceae 695 Justicia 695
Salicaceae 431 Populus 431
Arecaceae 407 Livistona 407
Convolvulaceae 275 I[pomoea 275
Malpighiaceae 222 Amorimia 222
NA 11428
Solanaceae 113
Sida 2664
Las mesas Malvaceae 2985 Abutilon 304
Asteraceae 205
NA 205
Abutilon 6548
Malvaceae 63320 Sida 56723
Apiaceae 7676 Eryngium 5994
El maguey Asteraceae 2205
Brassicaceae 1029 Brassica 1029
Fabaceae 688 Cassia 570
Arecaceae 551 Livistona 551




Salicaceae 362
Convolvulaceae 177 Ipomoea 177
Onagraceae 137 Ludwigia 137
NA 4321
Brassicaceae 20259 Brassica 20259
Asteraceae 9065
Triumfetta 1942
Malvaceae 2847 Sida 798
Abutilon 107
El jaral Acanthaceae 2217 Justicia 2217
Meliaceae 2089 Trichilia 2089
Fabaceae 370 Cassia 364
Onagraceae 322 Ludwigia 322
Pinaceae 155 Pinus 155
NA 9084
Poaceae 64611
Asteraceae 12485
Brassicaceae 4932 Brassica 4932
Convolvulaceae 2501 Ipomoea 2501
Vigna 2058
Physalis 347
Fabaceae 2472 Cassia 246
La estanzuela - Pi.sum 163
Pinaceae 1477 Pinus 1477
Malvaceae 1334 Triumfetta 1254
NA 800
Meliaceae 545 Trichilia 545
Arecaceae 353 Livistona 353
Solanaceae 347
Salicaceae 154
NA 78055
Poaceae 19771
Asteraceae 6223
Aizoaceae 4315 Zaleya 4315
El sarampién Malvaceae 4134 Triumfetta 4115
NA 1914
Vigha 586
Fabaceae 726 Pisum 140
Arecaceae 615 Livistona 615
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Bignoniaceae 497 Markhamia 497
Apiaceae 492 Eryngium 492
Brassicaceae 315 Brassica 315
Lythraceae 223 Lythraceae 223
Acanthaceae 197
Convolvulaceae 184 I[pomoea 184
NA 28128
Aizoaceae 15687 Zaleya 15687
Asteraceae 5507
Malvaceae 4404 Triumfetta 4363
Convolvulaceae 1350 Ipomoea 1350
La parcela Lamiaceae 471 Salvia 471
Pisum 215
Fabaceae 415 Vigna 155
Apiaceae 130 Eryngium 130
NA 5564
Asteraceae 23516
Orchidaceae 6111 Dendrobium 6111
Solanaceae 1243
Brassicaceae 1116 Brassica 1116
Poaceae 1111
Aizoaceae 856 Zaleya 856
Pinaceae 726 Pinus 726
Salicaceae 598
Acanthaceae 583 Dicliptera 562
- Physalis 1243
La trinidad Fabaceae 552 Cassia 278
Pisum 274
Arecaceae 515 Livistona 515
Malvaceae 434 Triumfetta 370
Lamiaceae 241 Salvia 192
Bignoniaceae 229 Markhamia 229
Lythraceae 184 Lythraceae 184
Convolvulaceae 129 I[pomoea 129
NA 103
NA 25377
Asteraceae 14618
Palo alto Triumfetta 3674
Malvaceae 4686 Sida 1012




Poaceae 4411
Brassicaceae 1418 Brassica 1418
Cassia 1010
Fabaceae 1325 Pisum 232
Arecaceae 1052 Livistona 1052
Aizoaceae 930 Zaleya 930
Orchidaceae 675 Dendrobium 675
Acanthaceae 362 Dicliptera 362
Salicaceae 300
Lythraceae 213 Lythraceae 213
NA 211
Moraceae 197 Ficus 197
Apiaceae 196 Eryngium 196
NA 19624
Asteraceae 52460
Aizoaceae 8974 Zaleya 8974
Moraceae 1615 Ficus 1615
Apiaceae 1082 Eryngium 1082
Triumfetta 745
Malvaceae 876 Sida 131
Las del bordo Fabaceae 549 Ca55|§1 249
Physalis 114
Arecaceae 539 Livistona 539
Brassicaceae 385 Brassica 385
Solanaceae 114
Onagraceae 114 Ludwigia 114
NA 52479
Asteraceae 23222
Brassicaceae 16760 Brassica 16760
Aizoaceae 12365 Zaleya 12365
Sida 1067
Malvaceae 2137 Triumfetta 1028
Meliaceae 1756 Trichilia 1756
Teneria Apiaceae 1488 Eryngium 1488
Convolvulaceae 1015 Ipomoea 1015
Fabaceae 810 Cassia 745
Onagraceae 222 Ludwigia 222
Arecaceae 144 Livistona 144
Salicaceae 103
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NA 23525
Sida 34325
Malvaceae 40654 Abutilon 4042
Triumfetta 2287
Brassicaceae 19006 Brassica 19006
Los mogotes Meliaceae 2077 Trichilia 2077
Solanaceae 490
Asteraceae 470
Fabaceae Physalis 490
NA 470
Brassicaceae 24459 Brassica 24459
] Asteraceae 5138
San luis 1de la paz Meliaceae 2670 Trichilia 2670
Convolvulaceae 335 I[pomoea 335
Solanaceae 100
NA 5155
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Se observa que las familias con mayor abundancia son Asteraceae, Malvaceae y
Brassicaceae (Figura 6), en algunos de los apiarios incluso dominan el pérfil
palinoldgico estando presente al menos en un 50% .
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Figura 6. Grafica que muestra el origen botanico de la miel a nivel de Familia de cada apiario para
el gen trnL.
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En la figura 7 se observa que los géneros mas representantes que son Cassia, Sida
y Brassica y también resalta la categoria de secuencias no asignadas en la mayoria
de los apiarios.
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Figura 7. Gréafica que muestra el origen botanico de la miel de cada apiario para el gen trnL a nivel
de Género.
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8. DISCUSION

La extraccion de ADN de las plantas plantea desafios Unicos asociados con
la alteracion de la pared celular vegetal y la presencia de compuestos como taninos,
fenoles y polisacaridos complejos al momento de la lisis celular que pueden afectar
la calidad del ADN inhibiendo las reacciones posteriores (Jain et al., 2013).

Existe una variedad de metddos utilizados para la extraccion de ADN, desde
kits comerciales hasta los empleados en los laboratorios como el de bromuro de
cetiltrmetilamonio (CTAB) que es el comunmente utilizado en estos procesos ya que
es eficaz para eliminar compuestos como los polisacaridos y compuestos
polifendlicos que podrian dafiar la pureza y calidad del ADN (Narvaez, 2013).

Dada la naturaleza de nuestras muestras tuvimos que realizar una serie de
modificaciones al protocolo original de Lalhmangaihi et al. (2014) que tuvieron
impacto en la evaluacion del ADN , empezando por a) el tratamiento previo que se
le dio a las muestras, b) el manejo de temperaturas, c) los tiempos de incubacién y
d) la concentracion de los buffers de lisis.

Para el tratamiento previo se utilizo el protocolo de Soares et al., (2015) con
ligeras modificaciones, una de ellas fue el uso y tamafio de de las perlas, ya que es
fundamentales debilitar la exina del polen (Lalhmangaihi et al., 2014) y sea mas facil
gue las células se pongan en contacto con los buffers de extraccién, ya que debido
al tamafio que presentan es mas facil que colisionen con los granos de polen para
romperlo o fracturarlo.

Durante la extraccion de ADN es importante tener en cuenta los pasos

correspondientes a incubacion y precipitacion ya que es innecesario y poco eficiente
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el extender los tiempos ni aumentar las temperaturas con el fin de obtener mayor
cantidad de ADN (Mazo, 2011), por lo que decidimos disminuir temperaturas al igual
gue tiempos de incubacion en algunos pasos durante la extraccion ya que
probablemente estabamos degradando el ADN, con motivo de reducir el impacto de
la alta temperatura sobre el ADN (Jain et al., 2013), al igual que el tiempo de
precipitacion.

Por ultimo, la concentracion y contenido de los buffers de lisis, un buffer de
lisis adecuado es clave para la mayor obtencion de moléculas de ADN (Mazo, 2011),
en el buffer de lisis se aumenté la concentracién de las sales (NaCl) ya que esto
afecta la solubilidad de los polisacaridos en etanol, permitiendo una Optima
precipitacion de los &cidos nucleicos, otro inconveniente en la extraccién de ADN
es la remocion de polisacaridos sobre todo por la naturaleza de nuestras muestras,
debido a que estos al precipitarse junto con el ADN promueven a la formacién de
un pellet con consistencia pegajosa y gelatinosa; con el objetivo de solucionar esto
tambien se aumentan las concentracines de sales, ya que estos son uno de los
factores principales que inhiben las PCR (Mazo, 2011).

Se observd que las muestras tratadas con el kit de extraccion de Promega
Wizard Genomic DNA Purification Kit y DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen se
cuantific6 muy poca cantidad de ADN a diferencia de la muestra tratada con el
protocolo modificado de Lalhmangaihi et al. (2014), donde podemos notar que es
considerablemente mas alta, hasta diez veces mas que la que se obtiene con
Wizard Genomic DNA Purification Kit, e incluso més que la extraccién con DNeasy

Plant Mini Kit. Por otra parte la pureza de las muestras con el protocolo de Promega
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Wizard Genomic DNA Purification Kit y el protocolo modificado de Lalhmangaihi et
al. (2014) son adecuadas estando dentro de los parametros necesarios a diferencia
de la muestra de DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen que no tiene la pureza adecuada.

Como se pudo observar el mejor método de extraccion para tratar la miel es
con el protocolo modificado de Lalhmangaihi et al. (2014), cuyos resultados se ven
representados en el gel de agarosa (figura 2), ya que se pueden observar bandas
de alto peso molecular de hasta 23000 pb y un barrido a diferencia de los protocolos
de Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit y DNeasy Plant Mini Kit de
Qiagen donde no se va nada.

La secuenciacion de proxima generacion se ha utilizado con éxito para la
evaluacién taxondmica de plantas poliniferas a partir de muestras de miel (Laha et
al., 2017). La eleccion de los cebadores o primers para PCR es muy importante
durante la amplificacion del ADN de la miel (Jain etal., 2013) para brindar la
sensibilidad de deteccion y la resolucién taxonémica deseadas (Milla et al., 2021).
En cuanto a la amplificacion de los marcadores ITS2 y trnL como parte de la
evaluacién de los protocolos de extraccion, como se observa en la figura 3, muestra
que este procedimiento fue exitoso para ambas regiones, trnL (del carrill AO1 al A06)
e ITS2 (del carril AO7 al A12), para las extracciones del protocolo Wizard Genomic
DNA Purification Kit y aquellas del protocolo modificado de Lalhmangaihj et al.
(2014). En tanto que las amplificaciones hechas a partir del ADN extraido por el
protocolo de DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) no fueron exitosas.

Como pudimos observar a partir de la secuenciacion de ADN de regiones

especificas, se logré identificar el origen botanico de las muestras de miel. Para el
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gen ITS2 logramos identificar un total de 123 taxones pertenecientes a 17 ordenes,
24 familias, 46 géneros y 36 especies, donde destaca la Familia Asteraceae estando
presente en la mayoria de los apiarios y en mayor abundancia; 9 de los apiarios (“El
jaral”, “El maguey”, “La parcela”, “La trinidad”, “Mesa de capula”, “San luis de la paz’,
“San luis de los agustinos”, “Teneria”,y “Las del bordo”) tienen mas del 45% de un
solo taxa presente en este caso de la famila Asteracea; “Los mogotes” de la Familia
Malvaceae y “Las del bordo” con la familia Asparagaceae; y los tres apiarios
restantes (“ La estanzuela”, “La puertita” y “Palo alto”) tienen un poco mas de
diversidad. En cuanto a las secuencias no asignadas, no se encuentran de forma
notable a nivel de Familia y tampoco se encuentran de forma mas abundante. En
cuanto a Género, Simsia de la Familia Asteraceae se encontrd en todos los apiarios
y en mayor abundancia en 5 de ellos (“El jaral”’, “El maguey”, “San luis de la paz”,
“San luis de los agustinos” y “Teneria”) casi predominando en el perfil palinoldgico
con casi mas del 45%, Bidens predominé en “La parcela”; Asparagus predominando
en “Las del bordo” abarcando cerca del 60% del perfil palinolégico; “Los mogotes”
donde el Género predominante fue Triumfetta abarcando casi el 70% y “Palo alto”
donde el Género Eucalyptus abarca casi el 60%. En cuanto a las secuencias no
asignadas a nivel de Género es notable que hay mas a diferencia de Familia por
ejemplo en “Mesa de capula” que hay casi el 33% de secuencias sin asignar; estas
en comparacion con el nivel de Famila, son mas abundantes a nivel de Género.

En cuanto al gen trnL logramos identificar un total de 100 taxones

pertenecientes a 19 ordenes, 24 familias, 36 géneros y 21 especies. Donde a nivel

de Familia destacan Asteraceae predominando en el perfil de los apiarios “Palo
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alto”, “Teneria”, “La trinidad” y “Las del bordo” con el 45% de abundancia;
Brassicaceae en “San luis de la paz” y “El jaral” con mas del 50% de abundancia; y
Malvaceae con hasta el 60% de abundancia en “La puertita”, “Mesa de capula”, “El
maguey” y “Los mogotes”; Poaceae con hasta el 50% en “La estanzuela” y “El
sarampion” y; Aizoaceae con casi el 60% en “La parcela”. En cuanto a las no
asignadas, no se encuentran representadas de forma importante en cuanto a
abundancia en los apiarios. A nivel de Género para los apiarios “Mesa de capula”,
“El maguey”, “Las mesas”y “Los mogotes” abunda el Género Sida con mas del 50%;
en “San luis de los agustinos” abunda el Género Cassia con casi el 60%; en “La
puertita” abunda Trichilia con casi el 50%; en “El jaral” y “San luis de la paz” abunda
Brassica con mas del 50%; en “La parcela” abunda Zaleya con casi el 60%. A nivel
de Género es evidente que las categorias de secuencias no asignadas predomina
los perfiles palinolégicos de la mayoria de los apiarios, como es el caso de “La
estanzuela”, “El sarampion”, “La trinidad”, “Palo alto”, “Las del bordo” y “Teneria”
con mas del 40%.

De acuerdo a los porcentajes de polen encontrados en la miel, se puede clasificar
en mono o multifloral. EI primero surge predominantemente de un solo origen
botanico, generalmente una especie de planta que representa mas del 45% del
contenido total de polen (Soares et al., 2017). Por lo tanto si tomaramos en cuenta
esta referencia podriamos clasificar la miel de los apiarios. Aunque se sabe que no

puede haber una correspondencia lineal entre el nUmero de lecturas y los granos

de polen (Beltramo et al., 2017).
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El cédigo de barras de ADN ya se utiliza como técnica de identificacién en un
contexto legal para la trazabilidad del pescado (p. ej., por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de EE. UU. y por el gobierno de Filipinas) aunque, se
necesitan mas pruebas, pero todas las partes interesadas involucradas en la cadena
de suministro de miel deberian considerar seriamente esta oportunidad (Bruni et al.,
2014).

Como se pudo oservar obtuvimos una gran variedad de taxones en cuanto a
variedad de identificacion del gen trnL e ITS2, donde las familias Malvaceae,
Brassicaceae, Fabaceaee, Asteracea, Asparagaceae, Poaceae, Cucurbitaceae,
Lamiaceae ,Salicaceae y Moraceae aparecen identificadas para ambos genes, sin
embargo individulamente para el gen trnl hay 14 familias méas diferentes (Meliaceae,
Solanaceae, Pinaceae, Acanthaceae, Convolvulaceae, Aizoaceae, Arecaceae,
Orchidaceae, Apiaceae, Onagraceae, Lythraceae, Malpighiaceae, Apocynaceae y
Bignoniaceae) y para ITS2 tambien 14 (Myrtaceae, Rutaceae, Resedaceae,
Anacardiaceae, Loranthaceae, Rhamnaceae, Tropaeolaceae, Rosaceae,
Euphorbiaceae, Tamaricaceae, Rubiaceae, Oleaceae, Verbenaceae vy
Ranunculaceae); en cuanto a Género ambos genes coinciden solo con los géneros
Brassica y Sida, el resto son diferentes; en cuanto a especies todas son diferentes
para ambos genes.

En cuanto a la cantidad de secuencias que fueron asignadas y las que no,
ITS2 resulté tener una mayor capacidad en cuanto a identificacion ya que se
lograron identificar un poco mas de la mitad del total de las secuencias (473, 180) a

diferencia de trnL que solo logro identifcar 253, 497. Por separado, estas regiones
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presentan ventajas y desventajas para lograr un buen alcance discriminatorio para
una Familia o Especie de planta en particular (Beltramo, et al., 2021) ya que ITS2
siendo una region universal para eucariotas (Chen et al.,, 2010) va a identificar
cualquier organismo eucarionte que se presente en la muestra, a diferencia de trnL
gue es una region especifica de plantas ya que es material genético que se
encuentra en el cloroplasto, por lo que dada la naturaleza de nuestro estudio resultd
complementar a ITS2. Por lo que utilizados en conjunto pueden dirigirnos hacia
resultados mas aplios (Richardson et al., 2015, Milla et al., 2021); una de las
desventajas es que al trabajar con ITS2 y con un grupo exclusivamente como en
este caso de plantas hay que hacer una “limpieza” de secuencias que no sean
plantas a diferencia de trnL.

Cabe destacar que la identificacién es mejor a nivel de Género para ITS2 en
comparacion a trnL como lo menciona (Milla et al., 2022) ya que solo quedaron
62,619 sin asignar a diferenicia de trnL donde quedaron 280,431. Aunque
continuamente se actualizan las bases de datos para asignaciones taxonémicas,
esto también puede estar influyendo para la secuencias que quedaron sin
asignacion taxonémica en ambos genes, pero sobretodo para trnL. Ya que para
algunos genes existe mas informacion como es el caso de ITS2 que es el
comunmente utilizado para este tipo de estudios a diferencia de trnL que es menos
comun y aunque la informacion que existe no es limitada, tampoco es tan extensa

como para el gen ITS2 (Milla et al., 2021).
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Independientemente de la evalucion individual de cada gen, sino de forma
complementaria logramos nuestro obejtivo de darle una identidad botanica a las
muestras de miel de cada apiario logrando una amplia identificacion taxonomica.
La investigacion en el campo de la Biologia molecular para sabe el origen floral de
la miel ha sido impulsado en los utimos afios, permitiendo la obtencion de datos més
confiables y dedicando menos tiempo por lo tanto los estudios relacionados con este
tema son bastante significativos (Bayram, 2021).

El uso de metabarcoding Proporciona un método que puede usarse facil y
ampliamente para responder preguntas sobre el comportamiento de busqueda de
alimento de los polinizadores (Bruni et al., 2014), brinda informacién sobre el
servicio ecosistémico vital proporcionado por las abejas polinizadoras (Park & Nieh,
2017) y en el seguimiento de las dietas de las abejas podria ayudar a determinar si
tienen acceso a los recursos florales adecuados, que es una de las

recomendaciones para el manejo de la salud de las colmenas (Milla et al., 2021).
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. CONCLUSIONES

EL protocolo de extracciéon de Lalhmangaihi et al. (2014) que modificamos
tiene resultados superiores a los otros dos metdédos probados en cuanto a
los parametros (pureza, cantidad de ADN obtenida y peso molecular) que
utilizamos para la evalucion de la extraccion de ADN.

El uso de dos regiones genéticas de interés nos permitio tener un mayor
alcance y conocimiento de los taxones que le asignan su origen botanico a
las mieles.

La region genética ITS2 mostré ser superior a la region trnL en cuanto a la
identificacion de los taxones.

La Familia Asteraceae es una de las mas abundantes en el perfil palinilégico
de cada apiario para ITS2, sin embargo para trnL tambien es un taxdn que

persite aunque no de manera abundante.
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