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RESUMEN. La procedencia botanica del polen apicola es crucial para sus
propiedades nutricionales. Aunque su identificacidn mediante analisis microscépico
es precisa, resulta laboriosa. Los cédigos de barras de ADN ofrecen una alternativa
eficiente, utilizando secuencias estandarizadas para identificar la especie. No
obstante, esta técnica demanda ADN de alta calidad para la amplificacion y
secuenciacion. En este trabajo, se evalué como distintas variaciones en tres etapas
especificas (tiempo de incubacién, nimero de lavados y el solvente empleado
para la precipitacion de proteinas) afectan la cantidad y calidad del ADN genémico
extraido de polen apicola mediante un método basado en CTAB. El andlisis
de varianza revelé que el tiempo de incubacion no afecté el rendimiento del
ADN, mientras que el niumero de lavados tiene un efecto critico negativo en el
rendimiento del ADN. El solvente de precipitacion de proteinas también tuvo un
efecto significativo en el rendimiento del ADN, el cual alcanz6 los mayores valores
con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Para saber si las variaciones en los pasos
de extraccién afectan los analisis moleculares subsecuentes, se realizé una PCR de
verificacion con todas las muestras extraidas, obteniendo amplificaciones exitosas
del fragmento ITS2 en todos tratamientos y la identificacion precisa de 11 especies
de plantas. Este estudio provee informacién importante de la optimizacién de un
método de extraccion de ADN de alta calidad, y provee bases sélidas para realizar
cédigos de barras, deteccion de especies invasivas, transgénicas o toxicas en
muestras de polen apicola.

Palabras clave: ADN genomico, CTAB, Identificacion, ITS2, clonacion.

ABSTRACT. The botanical origin of bee pollen plays a key role in its nutritional
properties, while its determination by microscopic analysis demands experience and
time. Another alternative method of identification is the use of DNA barcoding, which
allows the determination of the species of a biological sample through standardized
DNA. However, this technique requires quality DNA to perform amplification and
sequencing. In this work, we compared the effect of different variations of the
three steps (incubation time, number of washes, and protein precipitation solvent)
in the CTAB-based method on the extraction of genomic DNA from bee pollen.
The analysis of variance revealed that the incubation time did not affect the DNA
yield, while the number of washes had a critical impact on DNA yield, which had
a negative effect. In addition, protein precipitation solvent also had a significant
effect on DNA yield, which achieved better yields with chloroform-isoamyl alcohol
(24:1). To investigate whether the variations in the steps of DNA extraction could
affect the subsequent molecular analysis, we performed PCR verification on all
processed DNA and compared the results. Our results showed that amplification of
the ITS2 fragment was successful with all treatments of genomic DNA samples, and
accurately identified 11 plant species. This study provides important information
on the optimization of a high-quality DNA extraction method, and provides a solid
basis for subsequent barcoding research, detection of invasive species, transgenic
or toxic plants.

Key words: Genomic DNA, CTAB, Identification, ITS2, Cloning.
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INTRODUCCION

Los granos de polen son estructuras mi-
croscopicas que se encuentran en las anteras de los
estambres de las plantas angiospermas. Esos granos
se adhieren a los cuerpos de las abejas obreras que
visitan las flores por medio de fuerzas electrostati-
cas débiles (Clarke et al. 2017), varios granos de
polen son aglutinados con las patas traseras y son
humedecidos con secreciones salivales y néctar para
formar gréanulos de 1 a 4 mm, los cuales son trans-
portados en las curbiculas de la abeja y almacena-
dos en alveolos del panal para su posterior consumo
(Thakur y Nanda 2020).

El polen apicola se puede recolectar colocando
una trampa en la entrada de las colmenas, la cual
permite desprender el polen de las patas traseras
de las abejas que regresan a la colmena. El polen
apicola debe consumirse fresco o secarse cuida-
dosamente para que conserve sus propiedades nu-
tricionales (Kieliszek et al. 2018). La composi-
cién del polen apicola varia dependiendo de factores
como la estacionalidad, la ubicacién geografica, la
humedad, entre otros. Estas variaciones le confieren
diferentes propiedades nutricionales, fisicoquimicas
y funcionales, no solo al polen sino también a los
otros productos apicolas tales como la jalea real,
la miel y el propdleo (Galimberti et al. 2014). El
polen de abeja es rico en carbohidratos, proteinas y
lipidos, contiene todos los aminodcidos y minerales
esenciales, acidos grasos y vitaminas principalmente
del complejo B, carotenoides y flavonoides (Thakur y
Nanda 2018, 2020). Actualmente se consume prin-
cipalmente como suplemento dietético, por lo cual
ha suscitado gran interés la investigaciéon sobre este
alimento, desde poder caracterizarlo fisicoquimica-
mente hasta la determinacion de su origen botanico
(Thakur y Nanda 2018, Végh et al. 2021).

El origen botanico del polen afecta el color de
los granulos de polen el cual puede variar desde
blanco hasta café oscuro (Thakur y Nanda 2020). El
polen se considera monofloral si presenta un Unico
origen botédnico en una frecuencia mayor al 90%,
0 bien no contar con polen accesorio en una fre-
cuencia mayor al 60%, cuando no hay un polen pre-

dominante se considera polen multifloral (Thakur y
Nanda 2020). Conocer cuales son las plantas que
son visitadas por las abejas es de gran importan-
cia para los apicultores, para asegurar la calidad y
seguridad de sus productos. Esta informacién pro-
porciona datos valiosos sobre cudles son las fuentes
relevantes de néctar y la preferencia alimenticia de
las abejas en diferentes épocas del afo (Tanaka et
al. 2020). Lo anterior permite elaborar estrate-
gias para preservar la salud y productividad de las
colmenas, determinar las caracteristicas florales de
una region y sus cambios fenoldgicos, detectar la
presencia de especies invasivas, derivado de lo an-
terior, funciona como herramienta de monitoreo de
la vegetacion (Milla et al. 2022). Tradicionalmente
el origen botanico del polen ha sido identificado por
medio de andlisis microscopico del tamario, forma y
superficie de los granos de polen, para asociarlo con
una especie de plantas. Sin embargo, este método
demanda un amplio conocimiento de las caracteristi-
cas distintivas del polen de cada especie, y frecuente-
mente este método resulta en una identificacion im-
precisa (Galimberti et al. 2014, Végh et al. 2021).
Las técnicas basadas en biologia molecu-
lar muestran un gran potencial para superar esas
limitaciones, ya que el andlisis de secuencias es-
tandarizadas como los codigos de barras de ADN
permiten identificar y discriminar exitosamente plan-
tas, incluso de taxones cercanos. En plantas, los
marcadores propuestos por el Consortium for the
Barcode of Life (CBOL) son las regiones del gen
de la Maturasa K (matK), y de la ribulosa bifosfato
carboxilasa (rbclL), adicionalmente se agregé el es-
paciador interno transcrito (ITS2) debido a su alto
poder de discriminacién de especies (Chen et al.
2010). Aunque estos fragmentos estandarizados
permiten la discriminacion entre especies, en mu-
chos casos practicos, no son capaces de identificar
a todas las especies de plantas o incluso diferen-
ciar entre plantas de un mismo grupo taxonémico
(Shneyer y Rodionov, 2019). Un punto clave para
obtener exitosamente codigos de barras de ADN,
es la extraccion del material genético, donde se re-
quiere un método rapido, facil y econémico, del cual
resulte un alto rendimiento y calidad de ADN. Para
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garantizar la reproducibilidad de los resultados es
necesario descartar la presencia de inhibidores de
la PCR (Safeena et al. 2021). Un ADN libre de
inhibidores permite realizar no solo la amplificacién
de los codigos de barras, si no también hace posi-
ble la deteccién de polen de plantas transgénicas,
alergénicas o bien de plantas invasoras (Guertler et
al. 2014). En el presente estudio, se evalué el efecto
del tiempo de incubacion, numero de lavados y el
solvente utilizado sobre la cantidad y calidad del ADN
gendmico extraido de polen extraido por medio de
la técnica con bromuro de hexadecil trimetil amonio
(CTAB). Ademas, se determiné la utilidad del ADN ex-
traido para identificar molecularmente algunas de las
plantas que son visitadas por las abejas para colectar
polen.

MATERIALES Y METODOS

Purificacion del ADN genémico de polen apicola
Se utilizé polen apicola multifloral colectado en
la comunidad de Las Rosas, Chiapas (16°22’ 00" LN
92° 21’ 00” LO). Para la extracciéon del ADN, se lle-
varon a cabo 12 variantes del protocolo previamente
documentado para extraer ADN de plantas (Sharma
et al. 2003). Las variaciones fueron en el tiempo
de incubacién inicial (tres variaciones), lavados (dos
variaciones) y el solvente utilizado (dos variantes)
(Tabla 1). El protocolo consistié en que 1 g de polen
fue sometido a diferentes tiempos de incubacion a
50 °C (0, 10 y 30 minutos) en 12 mL de tampdn de
fosfatos salino (PBS). Posterior a la incubacion se
centrifugé a 4 000 rpm por 5 min, el sobrenadante
se decant6 lentamente cuidando de no desprender
la pastilla. Se realizaron lavados agregando 8 mL de
agua ultrapura a la pastilla, se agité durante 30 s con
un agitador vortex y se centrifugé a 4 000 rpm por 20
min y se descarto el sobrenadante, este proceso se
realizd de una o tres veces segun el tratamiento. Pos-
terior al lavado, se agregaron 500 uL de amortiguador
de extraccion CTAB comercial (Promega Corpora-
tion, Madison, WI, USA) y se mezclo durante 40 s
con un agitador vortex. La solucion se transfirié a
un microtubo de 1.5 mL estéril y los tubos fueron in-
cubados a 65°C a 200 rpm, durante 30 min. Luego

se agregaron 0.6 volumenes del solvente cloroformo-
alcohol isoamilico (C-I) en proporcion 24:1 o fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (F-C-l) en proporcién
25:24:1 segun el tratamiento. Se agit6 durante 10
s en un agitador vortex y se centrifugbé cada tubo a
15 000 rpm durante 10 min. Con la ayuda de una
micropipeta se tomé la fase acuosa y se depositd en
un microtubo de 1.5 mL estéril y se agregaron dos
volumenes de etanol absoluto para posteriormente
centrifugar a 15 000 rpm por 5 min. Se decant6 el
sobrenadante y para lavar la pastilla formada se agre-
garon 400 uL de etanol al 70%, se volvié a centrifu-
gar a 15 000 rpm por 5 min y se descart6 el exceso
de etanol y dejo secar a temperatura ambiente. La
pastilla fue rehidratada con 100 uL de agua ultrapura
libre de nucleasas y se incubd a 50 °C a 200 rpm por
15 min. La integridad del ADN gendémico extraido fue
verificada por medio de una electroforesis en gel de
agarosa (Tris-acetato-EDTA 1x, 0.8% agarosa, 90V).

Cuantificacion del ADN genémico

Con el equipo Nanodrop (NANODROP
2000/2000c  Spectrophotometer, Thermo Scien-
tific) se realizd por triplicado la cuantificacién del
rendimiento de ADN gendmico y las proteinas
obtenidas, utilizando la aplicacién para acidos nu-
cleicos NANODROP 2000/2000c v.1.0 la cual arroja
como resultados la cantidad de ADN en ng vy las
absorbancias a 280, 260 y 230 nm. Para esto se uti-
lizé 1 uL agua ultrapura como solucion de referencia
(blanco) y de las muestras de ADN, las cuales fueron
depositadas individualmente en la superficie de medi-
cién. La intensidad de luz de la muestra y del blanco
son requeridas para calcular la absorbancia de una
longitud de onda determinada (Thermo Scientific;
v1.0 User Manual, NanoDrop 2000/2000c Spec-
trophotometer, 2009).

indices A260/A280 y A260/A230

Los indices A260/A280 y A260/A230 de cada
muestra fueron determinados automaticamente por la
aplicacion NANODROP 2000/2000c v.1.0. Se calcu-
lan dividiendo el valor de absorbancia a 260 nm entre
el valor a 280 nm y, dividiendo el valor de absorbancia
a 260 nm entre el valor a 230 nm, respectivamente.
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Tabla 1. Variantes de los tratamientos analizados.

Tiempo de Incubaciéon (min)  Numero de Lavados ~ Solvente  Tratamiento

1 C-l T

0 F-C-I T2
5 C-l T3

F-C-l T4

1 C-l T5

10 F-C-l T6
5 C-l T7

F-C-l T8

1 C-l T9

F-C-l T10

30 5 C-l T11

F-C-I T12

C-I: cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion 24:1, F-C-I: fenol-cloroformo-

alcohol isoamilico en proporcién 25:24:1

Amplificacion del marcador ITS2

El ADN obtenido en cada tratamiento se
utilizé para la amplificacion por PCR del frag-
mento ITS2 usando cebadores especificos (ITS-

2F: 5-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3, ITS-2R:
5-GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3’)  previamente
documentados (Chen et al. 2010). Para la PCR

se utilizé el kit comercial GoTaq Green Master Mix,
2XTM (Promega Corporation, Madison, WI, USA),
con reacciones de 25 uL de mezcla segun las es-
pecificaciones del fabricante, las cuales se colocaron
bajo un programa de amplificaciéon (95°C, 4min; 35x
(94°C, 45 s; 56°C, 1 min; 72°C, 1 min); 72°C, oo min)
en un termociclador (Axygen® MaxyGene™ Ther-
mal Cycler Il), de cada tratamiento se establecieron
reacciones por triplicado. Los productos de PCR
fueron visualizados por medio de electroforesis en
gel de agarosa (Tris-acetato-EDTA 1x, 0.8% agarosa,
90V), la banda putativa correspondiente al fragmento
ITS2, amplificada utilizando el DNA gendémico del
tratamiento T1 (Tabla 1), fue purificada utilizando el kit
Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Clonacion y secuenciacion de los fragmentos
ITS2

Los amplicones purificados fueron clonados
usando el kit comercial pGEM-T Easy Vector System
(Promega Corporation, Madison, WI, USA), siguiendo
las especificaciones del fabricante. El resultado de la
ligacién se utilizé para transformar cepas de E. coli

DH5a calcio competentes. Las cepas transformantes
resultantes fueron cultivadas en placas que contenian
medio agar LB con 50 mg mL~! de ampicilina. Las
colonias que resultaron resistentes a la ampicilina
fueron cultivadas en medio LB liquido con 50 mg
mL~! de ampicilina con la finalidad de realizar la ex-
traccién de los vectores recombinantes utilizando el
kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purifi-
cation Systems (Promega Corporation, Madison, WI,
USA), segun las especificaciones del fabricante. El
ADN plasmidico fue verificado por medio de electro-
foresis en gel de agarosa y utilizado como sustrato
para realizar la PCR utilizando cebadores universales
M13. Un total de 15 vectores presentaron un ampli-
con del tamarno esperado los cuales fueron secuen-
ciados de forma unidireccional con el cebador M13F
en Langebio-CINVESTAV (lrapuato, México) segun
las especificaciones del servicio.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza de tres vias
(factores: tiempo de incubacion * nimero de lavados
* tipo de solvente, p < 0.05). Para determinar si hubo
diferencias entre los rendimientos de ADN, proteinas,
indices A260/A280 y A260/A230 y, ademas determi-
nar si hay interaccion entre los factores. Se realizaron
graficas comparativas de las medias (+/- error es-
tandar) de cada variable evaluada (rendimiento de
ADN, rendimiento de proteinas, indice 260/280 e
indice 260/230) con respecto a cada factor (tiempo
de incubacién * numero de lavados * tipo de sol-
vente) y sus variantes. Utilizando el software R-studio
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4.1.2. En las secuencias resultantes se delimité el in-
serto por medio de la comparacién de la secuencia
obtenida con la secuencia del pGEM-T Easy Vec-
tor, las secuencias obtenidas fueron analizadas con
la herramienta BLASTn (NCBI 2022) considerando
un valor de E <1x10-5 y aciertos maximos de 98 a
100% para considerarse perteneciente a una especie
en particular (Ross et al. 2008).

RESULTADOS

Rendimiento de ADN

La electroforesis en gel de agarosa del ADN
genomico extraido permitio verificar la integridad del
material genético en todos los tratamientos realiza-
dos (Figura 1). El andlisis de varianza (p < 0.05)
indica que el tiempo de incubacién influye de forma
significativa sobre el rendimiento del ADN obtenido,
con diferencias altamente significativas derivadas del
numero de lavados realizados y del tipo de solvente
utilizado (Tabla 2). Por otra parte, los tratamientos se
tradujeron en diferencias en rendimiento de proteinas
(p < 0.05), jugando un papel relevante el tiempo de
incubacioén, al igual que el nimero de lavados y el sol-
vente en la proteina obtenida. El rendimiento del ADN
y de proteinas, no tuvieron evidencias de interaccién
entre los tratamientos, por lo que se puede inferir que
el tiempo de incubacién, lavados y tipo de solvente no
tienen influencia entre si (Tabla 2).

Los resultados de la cuantificacion, senalan
que el nimero de lavados reduce el rendimiento de
ADN extraido y, a su vez el uso de C:I como solvente
resulta en mayores rendimientos del ADN, aunque
no hay diferencias estadisticas. Los rendimientos
obtenidos en los diferentes tiempos de incubacién
fueron mayores en ausencia de incubacién y més ba-
jos con 10 y 30 min de incubacién. Se evidencia que
el mejor protocolo para obtener mayor rendimiento
de ADN, no incluye tiempo de incubacién a 50 °C, un
solo lavado del polen y el uso de C:l como solvente
(Figura 2A). El uso de C:l tuvo mayor rendimiento de
las proteinas comparado con el rendimiento obtenido
usando F:C:I (Figura 2B).

Los tratamientos con mayores rendimientos
del ADN permitieron obtener valores de hasta 180 ng

uL~!, y los tratamientos con menores rendimientos
registraron rendimientos del ADN de hasta 120 ng
uL~!, es decir, hasta un 33% menos. El rendimiento
de proteinas exhibié un comportamiento similar al del
rendimiento del ADN; es decir, los valores mas altos
del rendimiento de proteinas se presentaron en aque-
llos tratamientos que tuvieron mayores rendimientos
del ADN (Figura 2A y B), siendo ambos afectados
por los mismos factores, indicando una fuerte aso-
ciacion entre ambos tipos de moléculas. Los mayores
valores de rendimiento de proteinas alcanzar hasta 2
mg mL~! y los menores que se registraron fueron de
hasta 1.32 mg mL™!, es decir, hasta un 35% menos.

indices 260/280 y 260/230

Se encontraron diferencias significativas en
el indice 260/280 relacionadas a los diferentes sol-
ventes utilizados. También se detecté interaccién
entre los tiempos de incubacion y el ndimero de
lavados (Tabla 2). En cuanto al indice 260/230, se
encontrd diferencia significativa relacionada con el
tiempo de incubacién, nimero de lavados del polen,
y solvente utilizado; ademas de interaccién entre los
tiempos de incubacion y nimero de lavados (Tabla
2). Los indices 260/280 mas bajos se obtuvieron en
aquellos tratamientos que no contaron con tiempo
de incubacién, alcanzando un valor medio de 1.8
cuando se incluyé un tiempo de incubacién de 30
min, el cual es considerado 6ptimo (Figura 3A). Los
indices 260/230 obtenidos fueron bajos, oscilando
entre 1 y 1.3, aunque ninguna muestra obtuvo un
indice 260/230 mayor a 1.8 para ser considerado
aceptable (Figura 3B).

Amplificacion del fragmento ITS2 y secuenciacion

La amplificacién de los fragmentos ITS2
por PCR ocurri6 en todas las muestras de ADN
obtenidas. De las 15 muestras enviadas a secuen-
ciacién, se obtuvieron secuencias cuyo tamano es-
tuvo entre 365 y 482 pares de base, de las cuales
fue posible determinar la especie en 11 secuencias.
En el analisis por medio de Blastn indicé que cua-
tro muestras presentaron un porcentaje de identifi-
cacion menor al 98%, lo cual permite determinar uni-
camente el género, en la Tabla 3 se indica la especie
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Figura 1. Gel de electroforesis de los ADN gendmicos obtenidos en cada tratamiento (T1 a T12).

Tabla 2. Resultados del ANOVA de tres vias de cada una de las variables analizadas.

Factor ADN p-value  Proteinas p-value  indice 260/280 p-value  indice 260/230 p-value

Incubacién 0.07165* 0.046* 0.078 0.007**

Lavados 2.19x10-04** 1.69x10-4** 0.066 0.006**

Solvente 0.0022** 7.80x10-4** 0.020* 0.017*

Incubacién*lavados 0.0521 0.093 0.0018** 0.002**
Incubacién*solvente 0.22943 0.169 0.524 0.588
Lavados*solvente 0.29819 0.394 0.49 0.573
Incubacion*lavados*Solvente 0.7463 0.770 0.129 0.661

*** significativo y altamente significativo, respectivamente.
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Figura 2. A) Rendimiento de ADN y B) Rendimiento de proteinas promedios obtenidos (+/- error estandar).
mas probable. Tres muestras secuenciadas presen- tras se identificd6 una misma especie (Melampodium
taron dos especies probables y, en cuatro mues- divericatum).
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Figura 3. Medias de los indices A) 260/280 y B) 60/230 +/- error estandar.

Tabla 3. Especies identificadas por medio de Blastn.

OMIN 10 MIN 30 MIN 1LAVADO 3LAVADO - FCI (]

INCUBACION LAVADOS SOLVENTE

Género Especie Nucledtidos idénticos  Porcentaje de identidad
Helianthus annus/maximilani 479/495 96.77
Bidens alba/pilosa 487/492 98.98
Juglans Regia 437/453 96.47
Brassica Juncea 441/445 99.1
Alnus Cordata 482/498 96.79
Melampodium Divaricatum 365/365 100
Sigesbeckia Orientalis 423/468 90.4
Melampodium Divaricatum 368/368 100
Melampodium Divaricatum 383/383 100
Melampodium Divaricatum 368/369 99.7
Ageratum conyzoides/houstonianum 378/378 100
DISCUSION (125 mM Tris-HCL, 50mM EDTA, 50 mM NaCL)

Rendimiento de ADN

La identificacion molecular del origen botanico
del polen apicola, requiere un método de extraccion
de ADN que permita obtener buenos rendimientos y
la pureza necesaria para que no interfiera con los
andlisis posteriores. Uno de los principales retos a
vencer en la extraccién del ADN de polen apicola es
lograr el rompimiento de la exina, la cual es una es-
tructura dura que cubre los granos de polen (Thakur
y Nanda 2020, Swenson y Gemeinholzer 2021).

Los protocolos que se han desarrollado, en su
mayoria, incluyen mecanismos fisicos para la rup-
tura de la exina, incluyendo el uso de proteinasas o
de nitrégeno liquido junto al uso de kits comerciales
(Galimberti et al. 2014, Tanaka et al. 2020). Ademés
de los que incluyen el uso de DNAzol (Thermo Fis-
cher Scientific) y amortiguador de extraccion CTAB

(Torricelli et al. 2016, Manivanan et al. 2018). La
mayoria de los reportes previos enfocados al estu-
dio del polen apicola, analizan el polen que esté con-
tenido en la miel, lo cual hace necesario adicionar una
metodologia para extraer los granos de polen de la
miel. Los protocolos que se han documentado para
este objetivo incluyen ciclos de disolucién de la miel
en agua y una posterior centrifugacién para sedimen-
tar los granos de polen (Guertler et al. 2014, Bell et
al. 2016, Manivanan et al. 2018). En este estudio, la
extraccion se realizé directamente con polen apicola,
utilizando un protocolo basado en el uso del amor-
tiguador de extraccion CTAB.

El rendimiento del ADN obtenido en este tra-
bajo oscila entre 120-180 ng uL~!, a la fecha existen
pocos estudios que permitan establecer una com-
parativa real. La mayoria los estudios palinolégicos
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con técnicas moleculares, parten de una muestra de
miel a la cual se le extrae el polen y posteriormente
realizan la extraccion de ADN genémico, obteniendo
rendimientos inferiores a 50 ng uL~! (Galimberti et al.
2014, Bruni et al. 2015, Torricelli et al. 2016). En este
estudio se utilizé polen apicola, la cual es una mezcla
compleja que contiene moléculas de distinta natu-
raleza. Un trabajo similar fue realizado por Galim-
berti et al. (2014) quienes extrajeron ADN genémico
de polen apicola, utilizando un kit comercial (Plant
DNeasy Isolationy Purification kit, Qiagen, ltaly) y
nitrégeno liquido permiti6 obtener rendimientos de
hasta 20 ng uL~".

indices 260/280 y 260/230

Los indices 260/280 y 260/230 son utiles en
la deteccion de como proteinas, sales y polisacari-
dos en muestras de ADN; los cuales pueden inhibir
e interferir con los andlisis posteriores como la am-
plificacion o secuenciaciéon. La pureza del ADN
puede ser afectada por varios componentes pre-
sentes en el polen apicola y las plantas en general,
tales como polisacaridos, lipidos, polifenoles o bien
compuestos quimicos utilizados en la extraccién. El
indice 260/280 de 1.8 es indicativo que una muestra
de ADN tiene alta pureza y es libre de proteinas y
fenoles (Lucena-Aguilar et al. 2016, Abdel-Latif y Os-
man 2017). Durante la extraccion del ADN, se liberan
diversas sustancias enddgenas contaminantes, sin
embargo, el problema mas comun es la degradacién
del ADN gendmico por la presencia de formas oxi-
dadas de polifenoles, que se unen covalentemente
al ADN dafiandolo. El B-mercaptoetanol, que forma
parte del amortiguador de extraccion CTAB, es un
fuerte agente reductor que previene la oxidacién de
los polifenoles en las muestras vegetales (Youssef et
al. 2015).

En este estudio, el indice 260/280 se ubicd en
el rango de 1.76 a 1.82, pudiendo resaltar la pureza
del ADN extraido sin el uso de nitr6geno liquido. Se
considera que un indice 260/280 de 1.93 a 2.27 indica
niveles insignificantes de contaminacién por protei-
nas, polisacaridos y ARN, y un nivel menor de 1.7 in-
dica la presencia de fenol y otros contaminantes (Per-
vaiz et al. 2011, Abdel-Latif y Osman 2017, Safeena

et al. 2021). Las variaciones en el indice 260/280
son atribuibles al método de extraccion. Este indice
resulté mas cercano a 1.8 cuando se realiza una in-
cubacion de 30 min a 50°C, lo cual disminuye los
rendimientos de proteinas, mismas que aumentaron
en caso de no realizar la incubacion.

En cuanto al indice 260/230, es considerado
por diversos autores como una medida secundaria
de la pureza del ADN (Lucena-Aguilar et al. 2016),
las muestras aqui analizadas presentaron valores
entre 1.0 y 1.3. Estudios previos consideran que los
valores aceptables del indice 260/230 oscilan entre
2.0y 2.2, mientras que valores menores a 1.8 indican
la contaminacién con fenoles, compuestos organicos,
EDTA, carbohidratos y polisacaridos (Lucena-Aguilar
et al. 2016, Safeena et al. 2021). Existen cues-
tionamientos sobre la confiabilidad de este indice,
debido a que el amortiguador de elucién incrementa
la concentracién de sales en la muestra, reduciendo
el indice 260/230 (Lucena-Aguilar et al. 2016). En
este trabajo, la rehidratacion del ADN se realizd con
agua ultrapura, por lo que los bajos indices 260/230
son atribuibles a otros pasos de la extraccién. A pesar
del indice 260/230 bajo, la calidad del ADN gendmico
extraido fue suficiente para amplificar el fragmento
ITS2. Estos resultados apoyan los cuestionamientos
sobre la confiablidad de este indice, a la fecha existen
diferentes reportes que indican que un indice 260/230
bajo no interfiere en andlisis moleculares basados en
amplificacion (Shepherd et al. 2015).

Amplificacion del fragmento ITS2 y secuenciacion

Los cédigos de barras del ADN de origen
plastidico (como rbcL y matK), presentan cierta
problematica, debido al numero variable de plasti-
dos en diferentes especies y a los casos de heren-
cia biparental, lo cual interfiere en la identificacién
(Bell et al. 2016). Sin embargo, han sido previa-
mente utilizados de modo generalizado en estudios
de identificacion de polen apicola basado en méto-
dos moleculares (Galimberti et al. 2014, Guertler et
al. 2014, Manivanan et al. 2018, Tanaka et al. 2020,
Milla et al. 2022).

A la fecha se reportan cinco marcadores como
cédigos de barras de ADN para la identificacién de
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plantas, tres de ellos (rbcL, matK e ITS2) tienen
amplia aceptacion en el Barcode of Life Database
(BOLDSYSTEMS 2022). No obstante, el mar-
cador y cebadores seleccionados pueden representar
fuentes de sesgo durante la amplificacién por PCR.
Todos los marcadores presentan diferente tasa de
amplificacion en mdltiples especies, frecuentemente
es necesario redisefiar cebadores para un grupo
taxonémico especifico, lo cual conlleva a un sesgo
en los amplicones producidos, donde el ADN blanco
tiene fuentes muy diversas (Kraaijeveld et al. 2015,
Bell et al. 2016). En estudios que involucran una
especie o un numero limitado de individuos, la com-
binacién de multiples locus puede resultar en mayor
poder de discriminacién. Sin embargo, en el caso del
polen un analisis multilocus debe ir acompanado de
un andlisis bioinformatico para determinar con mayor
exactitud las especies presentes en la muestra.

En este trabajo se utiliz6 el marcador molecular
ITS2 para la identificacién de las especies de plantas.
Este marcador no plastidico, puede presentar proble-
mas debido a la ploidia de la especie en cuestion,
pero al mismo tiempo ha demostrado tener mayor
resolucion taxondémica (Chen et al. 2010) y ser un dis-
criminador eficiente entre especies en innumerables
familias de plantas (Timpano et al. 2020). A pesar
de su alta resolucién especifica en plantas, este mar-
cador tiene la desventaja de potencialmente poder
amplificar ADN fungico (Bell et al. 2016, Timpano et
al. 2020).

Los cebadores utilizados permitieron la am-
plificacién del fragmento ITS2 en las muestras de
ADN de cada uno de los tratamientos, lo cual resalta
la buena calidad del ADN obtenido. Con relacion
a la universalidad de los cebadores ITS2, debido
a que el polen apicola es una mezcla con diver-
sos taxones representados, es de esperarse que al-
gunos de ellos permitan la amplificacién, no obstante,
esto no implica mayor abundancia de una especie en
particular, aunque si resalta que cuatro muestras re-
sultaran en una misma especie (M. divericatum). En-
tre las especies identificadas destaca Alnus cordata,
considerada endémica de Italia (Smeriglio et al. 2019,
Villani et al. 2021), junto con Juglans regia fueron las
Unicas especies arbodreas identificadas. Mientras que

el porcentaje de identidad de A. cordata es marcada-
mente bajo, por lo cual hay duda sobre su identidad
a nivel especifico. La mayoria de las especies iden-
tificadas son consideradas herbaceas no perennes,
entre las que se identificd a Ageratum conyzoides es-
pecie considerada téxica (Kotta et al. 2020).

La secuenciacion de las muestras se realiz6
con la técnica de Sanger, la cual es Util para hacer
inferencias en una escala detallada, pero es imprac-
tica en la aplicacion de estudios metagendémicos. La
tecnologia de secuenciacién de préxima generacién
(NGS) permite la secuenciacion de alto rendimiento
para realizar analisis metagendémicos, permitiendo el
estudio a nivel bioma, incluyendo a los organismos
de un habitat especifico. Otros autores han repor-
tado estudios metagenémicos donde la identificacién
a nivel especie es limitada o nula (Richardson et al.
2015, Tanaka et al. 2020). A la fecha diversos es-
tudios con ADN gendmico de polen demuestran que
una herramienta eficiente para el monitoreo ambien-
tal, ya que permite detectar no solo de la flora rele-
vante en la alimentacién de las abejas, sino también
la identificacién de plantas toxicas (Bruni et al. 2015),
alergénicas (Kraaijeveld et al. 2015), invasoras (Noél
et al. 2023) y transgénicas (Wu et al. 2017, Bayram
2021).

CONCLUSIONES

Las modificaciones realizadas al protocolo de
extraccion del ADN basado en CTAB, tuvieron efec-
tos en el rendimiento de ADN gendémico y la contami-
nacién por proteinas. En términos generales, realizar
un lavado y el uso de cloroformo-alcohol isoamilico
resultaron en mayor rendimiento del ADN gendmico
con calidad suficiente para realizar la amplificacién
del marcador ITS2 y la identificacién de especies de
plantas. La informacion es importante para hacer efi-
ciente el uso de recursos y tiempo para extraer ADN
genomico de polen apicola. Este método permite
la identificacién de especies de relevancia ecolégica
para las abejas y demas polinizadores. Ademas, su
utilidad puede extrapolarse al monitoreo de héabitats
para la deteccién de especies de plantas invasoras,
transgénicas, alergénicas, entre otras.
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