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RESUMEN 

 

 

La familia Cactaceae es de gran interés en cuanto a su diversidad, importancia ecológica 

y económica. Actualmente, existen técnicas que permiten identificar las especies con base 

en caracteres moleculares mediante el uso de los códigos de barra de ADN. El presente 

trabajo se realizó con el objetivo de evaluar la capacidad del marcador molecular rbcL 

para la discriminación de especies del género Ferocactus, Mammillaria, Sclerocacthus. 

Los datos analizados corresponden a 12 especímenes colectados. Se llevó a cabo 

extracción de ADN genómico y PCR donde se amplificó la región rbcL, obteniendo los 

12 amplicones de cactáceas. Las cuales fueron secuenciadas y posteriormente las 

secuencias fueron depuradas mediante alineamiento a través del programa UGENE y 

MEGA X, generando las secuencias consenso de cada especie. El análisis BLAST 

proporcionó un poder de identificación del 99% de las especies. Permitiéndonos 

cuantificar la similitud entre las secuencias analizadas y analizar la variabilidad de la 

región rbcL, obteniendo una tasa de éxito del 96% de secuencias alineadas correctamente. 

Con el método de unión de vecinos cercanos a partir de la matriz de distancia Kimura con 

dos parámetros (K2P) se realizó la construcción de un dendrograma, mostrando el 

agrupamiento de las 12 secuencias e identificando la formación de tres clados. 

Observando que el género Mammillaria y Sclerocacthus parten de un ancestro común más 

reciente, el género Ferocactus mantiene una misma línea horizontal que representa en el 

árbol el mismo linaje que este divergió para las otras especies. En este estudio se pudo 

evaluar y corroborar la universalidad del cebador rbcL por su fácil amplificación, 

secuenciación y alineamiento en la familia Cactaceae.
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1. INTRODUCCIÓN 

La biodiversidad comprende de ciertos niveles de variación biológica como la variedad 

genética entre especies, la diversidad de especies y la variedad en un ecosistema. Sin 

embargo, los efectos antropogénicos han acelerado la pérdida de la diversidad biológica 

debido al cambio climático, uso inadecuado de la tierra, especies invasoras, entre otras 

causas. Por lo anterior se han implementado medidas para la conservación de los recursos 

naturales, siendo necesaria la descripción de un gran número de especies, sin embargo, la 

falta de información de especies se debe a la insuficiencia de estudios taxonómicos, lo 

complicado de la identificación a partir de la morfología y se dificulta más en especies 

estrechamente emparentadas, siendo limitantes para una acertada identificación para cada 

grupo de organismos (Blaxter, 2003). 

El 40% del territorio nacional mexicano está conformado por zonas semiáridas y áridas, 

siendo una de las regiones con mayores especies de cactáceas en el mundo. Las cactáceas 

son plantas endémicas y originarias del continente americano, este grupo consta de 

aproximadamente 4,000 especies. México cuenta con un total de 675 especies, de las 

cuales el 84% son endémicas (Gámez et al., 2016). Su mayor distribución abarca los 

estados Tamaulipas, Nuevo León, San Luis Potosí, Coahuila y el Desierto Chihuahuense, 

el estado de Coahuila cuenta con unas 130 especies de cactáceas (Villavicencio et al., 

2010). 

El alto endemismo presente, los diversos usos que tienen las especies de esta familia y la 

explotación no sustentable son las causas de que se encuentren en riesgo de extinción. Las 

cactáceas han sido utilizadas para obtención de alimento a partir de los tallos y/o frutos, 

combustible, fabricación de artesanías, uso ornamental, tráfico ilegal, entre otras (Jiménez 

Sierra, 2011). Las condiciones climáticas, fisiográficas y extensión del estado de Coahuila 

representan un reto para el estudio de la diversidad biológica y conservación de las 

especies de dicha familia. 

El uso de herramientas moleculares, concretamente el uso de secuencias de fragmentos de 

ADN estandarizados ha demostrado ser potencialmente útil en la identificación de 

especies. Para ello se utilizan regiones de ADN que consisten en secuencias cortas que 

son utilizadas como etiquetas para la identificación rápida de especies las cuales son 
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conocidas como “Código de Barras de ADN” (Kress et al., 2015). Se han identificado 

varias regiones del ADN de cloroplasto como marcadores para códigos de barras en 

plantas, entre ellos los fragmentos matK, rbcL, rpoB (CBOL et al., 2009),  una de las 

grandes problemáticas es que se ha tratado de generar un marcador universal para plantas 

pero ninguno de los loci funcionan en todas las especies (Li et al., 2015). La combinación 

de matK + rbcL ha permitido la discriminación entre especies en más de 72% en cactáceas 

(CBOL et al., 2009). 

En el presente trabajo se utilizó el marcador rbcL para identificar especies de la familia 

Cactaceae y así evaluar su efectividad para discriminar especies de este grupo. La región 

rbcL ha sido utilizada ampliamente, presentando varias ventajas como la facilidad de 

amplificar, secuenciar y alinear. Sin embargo, su utilidad en la discriminación de especies 

aun es cuestionable, debido a una baja variación intragénero (Fazekas et al., 2008). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Las limitaciones que se presentan al identificar miembros de la familia Cactaceae plantean 

la necesidad de esquemas para analizar los patrones de especies, subespecies y variedades 

pertenecientes a la familia, tras su dificultad para definir su estatus taxonómico. Los 

códigos de barras de ADN son una alternativa para la identificación taxonómica. La región 

rbcL del ADN de cloroplasto (ADNc) presenta una alternativa para la caracterización 

molecular de especies en la familia Cactaceae. 

 

3. OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

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

Cactaceae.  

 

Objetivos Específicos  

 

Determinar las secuencias de los fragmentos rbcL en Ferocactus, Mammillaria y 

Sclerocacthus especies de cactáceas sin reportes previos. 

Búsqueda y descarga de secuencias rbcL en Barcode Of Life Data System (BOLD 

SYSTEMS). 

Analizar con BLAST las regiones de similitud entre secuencias. 

Cálculo de las distancias genéticas y construcción del Dendrograma a partir de la unión 

de vecinos cercanos de las secuencias rbcL. 

 

4. HIPÓTESIS 

El marcador rbcL permite la identificación de especies en la familia Cactaceae mediante 

el uso de Código de Barras de ADN aun entre especies estrechamente relacionadas. 
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5. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

5.1. Familia Cactaceae    

 

Esta familia se originó en el continente americano hace aproximadamente 80 millones de 

años, su distribución natural abarca prácticamente todo el continente, aunque algunas 

especies han sido introducidas en otros continentes. Los cactus se han diversificado y 

adaptado a todo tipo de ambientes naturales de América desde las selvas húmedas hasta 

los desiertos pasando por selvas caducifolias, bosques templados y algunas especies se 

han logrado establecer en regiones que presentan nevadas durante el invierno. 

Concretamente, la mayoría de las especies, alrededor del 70% se distribuyen en regiones 

áridas y semiáridas (Arias, 2017). 

En México, una gran variedad de las cactáceas ha conquistado los extensos territorios 

áridos del norte y centro del país, llegando a ser probablemente las plantas más 

características del paisaje mexicano. Se calcula que la familia incluye alrededor de 110 

géneros y cerca de 4000 especies. Nuestro país se considera con el mayor número de 

diversidad de la familia contando con un alto grado de endemismo aproximadamente 

alrededor de 18 géneros (35%) y 675 especies (84%) existente únicamente en nuestro país 

(Pérez Valenzuela & Carmen, 2016).  

Las cactáceas son aquellas plantas suculentas con espinas que debido a la evolución ha 

desarrollado diversos mecanismos de adaptación para poder sobrevivir ante las extremas 

condiciones de aridez, se distinguen notablemente en ser perennes. Estas plantas se pueden 

distinguir en contraste a diversas suculentas generalmente por tener presente areolas en 

sus ramas y morfológicamente disponen de la presencia de espinas, flores y  (Seremi, 

2015). 

La mayoría de sus características morfológicas y fisiológicas están relacionadas con un 

uso muy eficiente del agua. Su forma globosa y robusta les permite almacenar agua, al 

mismo tiempo que disminuye la superficie de la planta expuesta al sol. La existencia de 

una cutícula impermeable que cubre toda la planta evita la pérdida de agua por 

transpiración. La falta de hojas y la presencia de espinas o pelos refrigerantes en algunas 

especies, ayuda a la planta a disminuir el calor provocado por la incidencia de los rayos 

solares (Bueno & Plumed, 2017).  
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Las cactáceas se pueden clasificar debidamente a las formas de sus tallos como:  

• Columnares: estos suelen tener ramificaciones y forma cilíndrica.  

• Globosos: en las cuales el tallo tiene un diámetro más grande.  

• Cladolios: estos son caracterizados por tener un tallo en forma de raquetas 

planas pertenecientes al nopal como ejemplo. 

   

Figura 1. Clasificaciones cactáceas por forma de tallo. a) Columnares, b) Globosos, c) 

Cladolios. 

 

5.2. Subfamilia  

 

Subdividiéndose en tres subfamilias, Cactoideae es, con mucho la subfamilia más rica en 

términos de diversidad morfológica y número de especies abarcando mayor del 80% de 

especies en cactus (Nyffeler, 2002). 

• Subfamilia Pereskioideae son cactus con hojas planas persistentes, pero no 

suculentas. 

• Subfamilia Opuntioideae son plantas arbustivas con hojas redondas y 

generalmente espinosas, son de forma redonda.  

• Subfamilia Cactoideae son cactus sin hojas. Es la subfamilia más diversa y rica en 

especies que comprende más del 80% de las especies de cactus, su característica 

más destacable es la carencia total, de hojas. 
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Figura 2. Subfamilias de la familia Cactaceae: A) Subfamilia Pereskioideae, B) 

Subfamilia Opuntioideae, C) Subfamilia Cactoideae. 

 

5.3. Tribu 
 

Una tribu es una clasificación taxonómica más bajo que la familia y más alto que el género, 

basándose para organizar las familias que poseen muchos géneros. La tribu cacteae son 

cactus solitarios o cespitosos, con aréolas ovales, flores pequeñas a medianas, subapicales. 

Tienen las características de forma globosa, aplanadas, cilíndricas y columnar, estás 

pueden medir algunos centímetros de altura (Mammillaria) o hasta cerca de los dos metros 

y medio (Ferocactus) conformadas por areolas en el ápice, espinas radiales y centrales, 

flores en el meristemo superior de las areolas, un fruto espinoso o desnudo, como semillas 

en funículos cortos (Korotkova et al., 2017).  

La tribu Cacteae es de importancia ecológica, representando uno de los grupos más 

diversos clasificados en los siguientes géneros: Acharagma, Ariocarpus, Astrophytum, 

Aztekium, Cochemiea, Coryphantha, Echinocactus, Echinomastus, Epithelantha, 

Escobaria, Ferocactus, Geohintonia, Leuchtenbergia, Lophophora, Mammillaria, 

Mammilloydia, Neolloydia, Obregonia, Ortegocactus, Pediocactus, Pelecyphora, 

Sclerocactus, Stenocactus, Strombocactus, Thelocactus, Turbinicarpus, los cuales se 

distribuyen en Estados Unidos, Canadá, México, Caribe, Venezuela y Colombia (Gibson 

& Nobel, 1986). 
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5.3.1. Género Ferocactus  

 

Tabla 1. Clasificación taxonómica del género Ferocactus. 

REINO Plantae 

DIVISIÓN Magnoliophyta 
CLASE Magnoliopsida 

ORDEN Caryophyllales 
FAMILIA Cactaceae 

SUBFAMILIA Cactoideae 
TRIBU Cacteae 

GÉNERO Ferocactus 

  

Las plantas del género Ferocactus poseen una forma globular en etapa temprana y al 

crecer van adaptando una forma de barril, llegan a medir unos 2 cm hasta más de 30 cm 

dependiendo de la especie ya que pueden llegar hasta los 3 metros, son longitudinales con 

fuertes espinas generalmente curvadas, tienen flores con forma de campana que van de un 

color amarillo hasta el violeta, floreciendo en verano donde proporcionan un pequeño 

fruto (Flores, 2005). 

 

5.3.2. Género Sclerocacthus 

 

Tabla 2. Clasificación taxonómica del género Sclerocacthus  

REINO Plantae 

DIVISIÓN Magnoliophyta 

CLASE Magnoliopsida 

ORDEN Caryophyllales 

FAMILIA Cactaceae 

SUBFAMILIA Cactoideae 

TRIBU Cacteae 

GÉNERO Sclerocacthus 

 

Son cactus xerofitos, mayormente se encuentran en grandes altitudes en los desiertos, 

soportan climas extremosos de veranos calurosos como inviernos bajo cero. Una de sus 

principales características es que estos cactus poseen tallos muy rígidos con numerosas 

costillas cubiertas completamente de espinas tipo gancho (Flores, 2005). 
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5.3.3. Género Mammillaria 

 

Tabla 3. Clasificación taxonómica del género Mammillaria 

REINO Plantae 

DIVISIÓN Magnoliophyta 

CLASE Magnoliopsida 

ORDEN Caryophyllales 

FAMILIA Cactaceae 

SUBFAMILIA Cactoideae 

TRIBU Cacteae 

GÉNERO Mammillaria 

 

Son un tipo de cactus de forma globosa, siendo de tamaño pequeño, mediano pero 

pudiendo medir desde los 2 a 25 cm de diámetro e inclusive llegar al medio metro de 

altura, son plantas agrupadas o solitarias, se caracterizan por poseer una estructura de 

espinas desde la base y llegan a cubrir toda la superficie, sus espinas son tan diversas que 

pueden adoptar diferentes formas, sus flores se presentan en forma de corona y llegan a 

florecer desde el verano hasta la llegada del otoño, su color varía entre el rojo al rosado 

(Flores, 2005). 

 

5.4. Código de Barras de ADN 

 

Los códigos de barras de ADN son secuencias cortas (400-800 pares de bases) de una 

región estandarizada del genoma. Estas secuencias se usan para ayudar a descubrir, 

caracterizar, distinguir especies y para asignar individuos no identificados a especies 

(Kress et al., 2005). En animales, el sistema de código de barras de ADN está basado en 

la secuencia del citocromo c oxidasa 1 mitocondrial (cox1), demostrando con éxito la 

identificación de especies y el descubrimiento de nuevas especies en animales e incluso 

en algunas especies fúngicas (grupos Ascomycota, Basidiomycota y Chitidrimycota). Sin 

embargo, el gen cox1 no es un buen candidato para la aplicación del código de barras de 

ADN en plantas, uno de los mayores problemas que exhiben las plantas son la baja tasa 

de sustitución de nucleótidos del genoma mitocondrial que las observadas en los genes 

plástidos o nucleares (Newmaster et al., 2006). La baja tasa de sustitución de nucleótidos 

de cox1, ha hecho más desafiante la tarea de encontrar un locus que sea universal y que 



 

9 

 

tenga una divergencia de secuencia suficientemente alta a nivel de especie en plantas 

(Kress & Erickson, 2007). 

Por lo cual se ha buscado determinar cuáles loci son los idóneos para la implementación 

de los códigos de barras en plantas. Según el Consorcio para el Código de Barras de la 

Vida (CBOL), las secuencias que pueden ser consideradas como código de barras de ADN 

en plantas deben presentar las siguientes características (Roy et al., 2010): 

• Universalidad: Debe estar presente en todos los organismos de este reino. 

• Calidad y cobertura: Tener secuencias con pocas bases ambiguas, tener un 

tamaño de secuencia corto y apropiado. 

• Discriminación: La secuencia del loci debe permitir la distinción de las 

especies. 

• Bioinformática: Contar con secuencias que permitan un buen alineamiento 

obteniendo altos niveles de confianza de las especies.  

De acuerdo a las características anteriores, para un adecuado resultado en la 

implementación de los códigos de barras en plantas, se especifican los siguientes 

marcadores moleculares que pueden servir como códigos de barras de ADN en plantas 

(Techen et al., 2014): 

• rbcL (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa – cloroplasto). Es el marcador que ha 

sido más caracterizado por su fácil amplificación, alineación y secuenciación, 

llegando a presentar una discriminación del 85 %. 

• matK (maturasa K – cloroplasto). Es un locus que aceleradamente ha 

evolucionado, teniendo un 66% de discriminación. Siendo un marcador complejo 

durante su amplificación y alineación. 

•  ITS2 (segundo espaciador transcrito interno – núcleo). Tiene una alta divergencia 

intraespecífica, posee un locus con el 94% de amplificación y una tasa de 

discriminación del 93%. 

• rpl132 – trnL (espaciador intergénico – cloroplasto). Muestra el 78% de 

variabilidad siendo el espaciador intergénico de cloroplasto más informativo. Su 

tamaño es sumamente variable, presentando indels (deleciones / inserciones), por 
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lo que se vuelve complicado durante la amplificación y su análisis 

bioinformáticos. 

• trnH – psbA (espaciador intergénico – cloroplasto). Tiene un porcentaje de 

variabilidad del 53% y en la amplificación un alto porcentaje del 93%. 

 

5.5.  Uso de rbcL en Código de Barras de ADN 

 

El gen codificador de la subunidad de la enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa (rbcL) 

dada por su universalidad en plantas, su fácil amplificación y alineación se ha sugerido 

para la caracterización molecular de especies dentro de la familia cactaceae (Kress et al., 

2005). En la actualidad el gen rbcL se utiliza para análisis filogenéticos, sin embargo, el 

nivel de variación proporciona una ubicación confiable de un taxón en una familia o 

genero de plantas (Kress & Erickson, 2007). Por ejemplo, un estudio comparó secuencias 

de rbcL de más de 1000 pb del GenBank, en este análisis encontró que rbcL no reconocía 

todas las especies de plantas, pero distinguía plantas dentro del mismo género (Cristians 

Niizawa, 2020), demostrando que este locus funciona bien como región central con 

suficiente variación para discriminar entre especies por pares congéneres.  

Finalmente, a pesar de que el gen rbcL del plástido se ha descartado como un 

discriminador a nivel de especie, algunos investigadores han sugerido que esta región 

debería incluirse como un estándar para la comparación con otros marcadores. Sin 

embargo, a pesar de esta región como un código de barras de un solo locus, los niveles 

generales más bajos de tasas de mutación pueden requerir un código de barras de múltiples 

locus para discriminar al máximo entre especies de plantas (Rubinoff et al., 2006).  

 

5.6.  Métodos para analizar el poder discriminatorio de los Códigos de barras de ADN    

 

5.6.1. Edición de secuencias 
 

Un electroferograma es un gráfico que genera el secuenciador, las secuencias de 

nucleótidos obtenidas a través del electroferograma permiten ensamblar cada muestra y 

editarla para generar una secuencia consenso definitiva. Es fundamental examinar los 

electroferogramas antes de proceder con los análisis de las muestras, ya que es un 
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indicador para la confiabilidad de los datos, calidad de la PCR y valorar su empleo en los 

siguientes análisis. Los cromatogramas generalmente llegan a tener “ruidos” o 

“interferencias” una de sus posibles causas son la contaminación de otro ADN, poco ADN 

molde, contaminación con otro cebador (normalmente el cebador reverso utilizado en la 

PCR).  Para efectuar la edición de las secuencias, se verifica manualmente la asignación 

de los pares de bases y primordialmente los extremos en los cuales no fue posible asignar 

una base nitrogenada (N), recortando, eliminando las posiciones cuya calidad y lectura 

fue baja durante la secuenciación. Una vez generada la secuencia de interés, 

independientemente de la finalidad del estudio es necesario compararla con las secuencias 

disponibles en múltiples bases de datos situadas en internet verificando la fiabilidad de la 

secuencia esperada (Márquez Valdelamar et al., 2014).  

 

5.6.2. BLAST (Herramienta Básica de Búsqueda de Alineación Local) 

 

BLAST es una de las herramientas de investigación bioinformática más utilizadas, siendo 

un programa de búsqueda de similitud de secuencias que se puede usar a través de una 

interfaz web o como una herramienta independiente para comparar la consulta de un 

usuario con una base de datos de secuencias. Además, por su versatilidad en búsqueda 

posee cinco formas diferentes: 

▪ Blastp: compara una secuencia de aminoácidos contra una base de datos de 

secuencias de proteínas. 

▪ Blastn: compara una secuencia de nucleótidos contra una base de datos de 

secuencias de nucleótidos. 

▪ Blastx: compara una secuencia de nucleótidos traducida en sus seis posibles 

marcos de lectura contra una base de secuencias de proteínas. 

▪ Tblastn: compara una secuencia de aminoácidos contra toda la base de datos de 

nucleótidos traducida en sus seis posibles marcos de lectura. 

▪ Tblastx: compara las seis traducciones en sus marcos de lectura de la secuencia 

de nucleótidos, contra las seis traducciones en sus marcos de lectura de toda la 

base de datos de nucleótidos. 
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Para determinar la idoneidad en la identificación de especies de cada código de barras de 

ADN se evalúa mediante el método BLASTn. Cada fragmento de ADN en las especies 

recolectadas o secuencias consenso se compara dentro de las bases de datos del Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) utilizando la herramienta BLASTn, para 

determinar la homología de secuencia de las secuencias amplificadas y la tasa de éxito de 

identificación de los individuos a través del porcentaje de identificación como cubierta de 

consulta mayor a un 98% en ambos casos. Finalmente nos muestra las relaciones 

filogenéticas entra las secuencias de nucleótidos obtenidos de las muestras estudiadas y 

las existentes en las bases de datos que presentan la mayor similitud con las mismas que 

se deben principalmente al tamaño de la muestra y la selección del taxón (Jáuregui, 2015). 

 

5.6.3. Unión de vecinos 

 

Es un método que fue propuesto en 1987 por Saitou y Masatoshi Nei, que produce la unión 

de los OTU’s (unidad taxonómica operativa, por sus siglas en inglés) seleccionando al 

vecino más cercano, tratando de minimizar la longitud total del árbol. Es el método más 

rápido para resolver análisis masivos de secuencias y no requiere que todos los linajes 

hayan divergido en cantidades iguales. El método es especialmente adecuado para 

conjuntos de datos que comprenden linajes con tasas de evolución muy variables (Naruya 

& Masatoshi, 1987). 

Por otro lado, existen métodos para el análisis filogenético: Neighbor-Joining (NJ), 

Máxima Parsimonia (MP) y Máxima Verosimilitud (ML). El método de NeighborJoining: 

consiste en identificar organismos de especies desconocidas uniendo las secuencias que 

tengan una menor distancia genética y son consideradas agrupaciones de miembros muy 

similares (Naruya & Masatoshi, 1987).  El método Máxima Parsimonia: muestra el menor 

número de cambios evolutivos y en donde los caracteres tienen la misma influencia en su 

estructuración (Peña, 2011). El método de Máxima Verosimilitud calcula cada árbol 

posible derivado de los datos según el modelo de evolución seleccionado y puede calcular 

la longitud de las ramas de cada árbol (Huelsenbeck & Rannala, 1997). El método NJ es 

el más usado en el código de barras  basado en el análisis de una secuencia de ADN que 

permite la identificación de las especies de organismos conocidas y el descubrimiento de 

desconocidas (Hebert et al., 2003). 
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5.7.  Extracción de ADN en Cactáceas 

 

Se ha documentado que la extracción de ADN en cactáceas representa un procedimiento 

complicado, debido a que llegan a contener una gran cantidad de metabolitos secundarios 

y polisacáridos, que conforman complejos insolubles con los ácidos nucleicos (de la Cruz 

et al., 1997). Estos contaminantes llegan a inhibir la acción de la ADN polimerasa. La 

mayoría de las plantas de la familia cactácea presenta una gran cantidad de componentes 

mucilaginosos generando una viscosidad, por lo que complica el proceso de extracción y 

amplificación genómica por PCR. El ADN genómico extraído en especies de cactáceas a 

menudo presenta cantidades significativas de mucílago y pectina (Yang et al., 2012). La 

pectina es uno de los principales componentes de las paredes celulares, mientras que el 

mucílago es un polisacárido complejo con una estructura ramificada. Por lo tanto, la 

extracción de ADN sin pectina ni mucílagos es un paso clave para los análisis posteriores 

basados en PCR (Liu et al., 2017). 

El componente principal de la pared celular es la pectina y varia su composición de 

acuerdo a la especie, las condiciones como entorno y ubicación. Los principales 

componentes moleculares de la pectina son cadenas α (1 → 4) unidas al ácido D -

galacturónico intercaladas por la inserción de residuos (1 → 2) unidos a residuos 

adyacentes (Goycoolea, 2003). El mucílago es un componente presente en las células 

parenquimatosas adyacentes que retienen el agua y células grandes (idioblastos) del 

clorénquima (Sepúlveda et al., 2007, Nobel et al., 1992). Principalmente el mucílago está 

compuesto por complejos polisacáridos que contienen proporciones de diversas azúcares 

(D – xilosa, D – galactosa, piranosa, furanosa, entre otras). En la mayoría de las especies 

de cactus, el mucílago se secreta en respuesta a heridas y durante el proceso de extracción 

de ADN. Más específicamente, durante el proceso de extracción de ADN aparece 

mucílago tan pronto como el tejido se pulveriza, lo que dificulta significativamente la 

eficiencia de la extracción y purificación (Aljanabi et al., 1999).   

Previamente se han reportado métodos eficaces de extracción de ADN del tejido vegetal 

basados en el uso de Bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB por sus siglas en inglés) 

para producir la lisis celular (Cota-Sánchez et al., 2006). Los métodos convencionales de 

extracción de ADN implican tres pasos básicos que a menudo está contaminado con 

grandes cantidades de mucílago y pectina (Patrick Griffith & Mark Porter, 2003). 
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• Lisis de las paredes y membranas celulares. 

• Eliminación de restos celulares y otros compuestos moleculares (por 

ejemplo, polisacáridos, metabolitos secundarios, proteínas, taninos, alcaloides 

y polifenoles). 

• Precipitación y purificación del ADN. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. Colecta en campo 

 

Se determinaron diferentes puntos de colecta en la región sureste del estado de Coahuila, 

tomando en cuenta la amplia distribución de cactáceas y la importancia ecológica de la 

zona, además, se consideró que las especies colectadas sean endémicas al territorio 

mexicano y que pertenecieran a la misma tribu.  

Con base en los criterios antes mencionados se seleccionaron tres ejemplares por especie 

los cuales fueron identificados con la guía morfológica propuesta (Flores, 2005). Se 

colectaron 3 gramos de tejido de brotes jóvenes y aparentemente sanos, los cuales se 

preservaron en alcohol de 96° para su análisis posterior. Al mismo tiempo se realizó el 

registro de coordenadas geográficas y toma de fotografías lo cual sirvió para el 

almacenamiento de las muestras “respaldo” en el Herbario Antonio Narro Saltillo México, 

Saltillo, Coahuila México (Herbario ANSM).  

 

6.2. Extracción de ADN genómico 

 

La extracción de ADN de cada una de las muestras colectadas se realizó siguiendo el 

protocolo de CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) “modificado” propuesto por Sharma 

et al. 2003. El cual se describe a continuación:  

Con la ayuda de un mortero se molió 1g de tejido vegetal finamente y se transfirió a un 

microtubo de 1.5 ml que contenía 700 μl de CTAB (previamente precalentado), la mezcla 

se dejó incubando a 60 ºC/50 rpm/30 min en un incumix ThermoMixer (Select 

Bioproducts, México). En seguida se agregaron 0.6 volúmenes de la solución cloroformo: 

alcohol isoamilico (24:1) y se mezcló por inversión durante 15 min, pasado este tiempo 

se procedió a centrifugar a 15000 rpm/10 min con la ayuda de una microcentrífuga 

(Spectrafuge 16M, Labnet International, USA). Después, se transfirió 300 μl de la fase 

acuosa a un microtubo de 1.5 ml nuevo y se agregaron 2 volúmenes de alcohol absoluto 

para precipitar el ADN, nuevamente la mezcla se centrifugó a 1500 rpm durante 5 min 

para sedimentar y formar una pastilla que contenía el ADN. Posteriormente se decantó el 

sobrenadante (SN) cuidando la pastilla formada y en seguida, se realizaron dos lavados 

con etanol al 70% (400 μl y 300 μl, respectivamente) centrifugando a 1500 rpm durante 5 
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min entre cada lavado, nuevamente se decantó el SN cuidadosamente, la pastilla obtenida 

se secó durante toda la noche, finalmente se resuspendió en 80 μl de agua libre de 

nucleasas y se incubó por 15 minutos a 60 °C, la muestra final de ADN se guardó a -20 

ºC para su posterior uso. 

 

6.3. Electroforesis de ADN 

 

La concentración y calidad del ADN extraído se comprobó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 0.8%, a 75 voltios durante 1:45 h, utilizando marcador de peso molecular (1 

Kb, Axygen, USA), para la carga de muestras se mezclaron 3 μl de ADN + 1.5 μl de buffer 

de carga (5x Green GoTaq Buffer + Diamond Nuclei Acid Dye, ambos de PromegaTM), 

el gel se visualizó mediante el Sistema Documentación Gel Axygen (Axygen GD-1000, 

USA).  

 

6.4. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

La amplificación por PCR de la región rbcL (Tabla 4) se llevó a cabo utilizando el estuche 

comercial GoTaq Green Master Mix, 2XTM (Promega, USA), según las especificaciones 

del fabricante. El proceso consistió principalmente en preparar una mezcla de 

componentes previamente optimizada (Tabla 5), con un volumen final de 20 μl de cada 

una de las 12 muestras de ADN genómico obtenidas. Los productos de PCR (amplicones) 

obtenidos se verificaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, a 75 voltios 

durante 1:45 h, utilizando marcador de peso molecular (1 Kb, Axygen, USA), para la 

carga de muestras se mezclaron 3 μl de ADN + 1.5 μl de buffer de carga (previamente 

mencionado), el gel se visualizó mediante el Sistema Documentación Gel Axygen 

(Axygen GD-1000, USA). Los productos de PCR que presentaron bandas inespecíficas, 

se purificaron utilizando el estuche comercial Wizard SV gel and PCR Clean Up 

SystemTM (PROMEGA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Tabla 4. Cebador rbcL y programa PCR utilizado para la amplificación de ADN. 

 

 Tabla 5. Mezcla para realizar PCR (GoTaq MasterMix de PromegaTM).   

Componentes Volumen Concentración 

GoTaq Green Master Mix, 2X 10 μl 1X 

Primer forward 2 μl 0.1-1.0 μM 

Primer reverse 2 μl 0.1-1.0 μM 

ADN templado 1 μl <250 ng 

Agua libre de nucleasas 5 μl N.A. 

 

6.5. Secuenciación  

 

Se enviaron 300 ng de producto de PCR y 5μl de cebadores de cada muestra al servicio 

de secuenciación en el Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad 

(LANGEBIO), del CINVESTAV, Irapuato, México. 

 

6.6. Análisis Bioinformático 

 

6.6.1. Edición de electroferogramas 

 

Los electroferogramas obtenidos a partir de la secuenciación de ADN fueron visualizados 

mediante el programa bioinformático Unipro UGENE y con base en la definición de los 

picos o curvas de fluorescencia, (universalmente están asignados colores por cada base; 

verde para la adenina, rojo para la timina, negro para guanina y azul para citosina), se 

determinó la calidad de las secuencias generadas en esta investigación (secuencias de 

consulta).  

Fragmento  Cebadores (5’-3’) Producto de PCR  Referencia 

rbcL 

rbcL-F: 

ATGTCACCACAAACAG

AGACTAAAGC 94◦C, 5 min; 35×(94◦C, 30 

s; 50◦C, 40 s; 72◦C, 40 s); 

72◦C, 10 min;∞4◦C. 

(Krees et al. 

2009) 
rbcL-R: 

GTAAAATCAAGTCCAC

CRCG 
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En seguida, se procedió a realizar el corte de los lados extremos de las secuencias, con la 

finalidad de eliminar bases ambiguas que tienen un bajo reconocimiento de bases 

correctas, lo cual afecta la calidad de la secuencia. Finalmente se eligió la región que 

mostrará una secuenciación de buena calidad para su análisis. 

 

6.6.2. Alineamiento de secuencias 

 

Un alineamiento múltiple es un método en el que comparan mayor o igual a dos secuencias 

de ADN. Las secuencias comparadas en las bases de datos se utilizaron para realizar un 

alineamiento múltiple con Clustal W, pero esto puede hacerse directamente desde el 

programa MEGA, para lo que se entra en el menú desplegable “Aligment” y se selecciona 

la opción “Align by ClustalW”. El alineamiento de secuencias consistió en dos etapas:  

 

6.6.2.1. Descarga de secuencias de referencia 

 

El Sistema de Datos de Código de Barras de la Vida (BOLD Systems por sus siglas en 

inglés) es una plataforma de análisis y almacenamiento de datos a través de la 

identificación de especies basada en el ADN de donde se descargaron nueve secuencias 

de referencia en formato FASTA (Tabla 6), correspondientes a la región rbcL las cuales 

sirvieron como guía para el alineamiento de las secuencias de consulta. Considerando un 

rango de entre 100 pares de bases mayor o menor a la secuencia generada, previamente 

analizando que no tengan espaciadores no codificantes, ni caracteres que dificultarían su 

alineamiento y limitarían su utilidad en estudios filogenéticos a niveles taxonómicos (Paz 

et al., 2011). 
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Tabla 6. Secuencias de referencia, tomadas del repertorio BOLD SYSTEMS junto con 

las descripciones de las secuencias. 

Identificador 

 (Bold Systems) 
Marcador Especie 

KC777014 rbcL Astrophytum coahuilense 

KC776996 rbcL Astrophytum asterias 

KC777019 rbcL Astrophytum capricorne 

CACTB010 rbcL Mammillaria parkinsonii 

IHGTI012 rbcL Mammillaria columbiana 

SDH781 rbcL Mammillaria dioica 

SDH3280 rbcL Ferocactus viridescens  

SDH779 rbcL Ferocactus cylindraceus 

MG246587 rbcL Coryphantha vivipara 

 

 
  

6.6.2.2. Creación de biblioteca con secuencias de consulta 

 

Se creó un archivo en formato FASTA con las secuencias de consulta editadas, un total 

de nueve secuencias correspondientes a tres especies de cactus formaron parte de la 

biblioteca de datos generados en el laboratorio. El alineamiento y ajuste de las secuencias 

de referencia y las secuencias de consulta se llevó a cabo utilizando la herramienta de 

ClustalW (Thompson et al., 1994) implementado en MEGA X (Tamura et al., 2011). 

 

6.6.3. BLAST  

 

Con la ayuda de la página de Internet del Centro Nacional para la Información 

Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés), la cual es una base de datos que cuenta 

con repositorios como la herramienta BLAST que encuentra regiones de similitud entre 

secuencias para validar la identificación taxonómica. Se realizó la identificación de las 

secuencias generadas a partir de un análisis BLAST en BLASTn 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) considerando un valor de E <1 × 10−5 y aciertos máximos 

(98 o 100%) con una especie.  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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6.6.4. Análisis en MEGA X 

 

El software de Análisis Genético Evolutivo Molecular (MEGA X) permitió realizar 

análisis de la genética evolutiva molecular, sirvió para interpretar la filogenia de las 

especies en estudio. 

 

6.6.5. Evaluación de la calidad de secuencias 

 

La calidad de las secuencias de consulta se realizó en MEGA X a partir del archivo 

FASTA que contenía el alineamiento de las secuencias. Con la herramienta de 

“Exploración de datos de secuencia” se obtuvo la información para la identificación de 

Sitios variables (V): presentan alguna variación de nucleótido en al menos una de las 

secuencias comparadas. Sitios conservados (C): regiones que no varían en grupo de 

secuencias o eventos de mutación, tales como sustitución de bases (cambio entre bases), 

inserciones (adición de una nueva base en la secuencia), deleciones (eliminación de una 

base). Indels (Pi): los gaps también se conocen como Indels y son llamados así porque 

representan una inserción o una deleción en el genoma (Thompson et al., 1994).  

 

6.6.6. Construcción del Dendrograma 

 

La historia evolutiva se infirió mediante el método de unión de vecinos (Saitou & Nei, 

1987), el resultado es un árbol o dendrograma óptimo con la suma de la longitud de la 

rama (tasa evolutiva). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de 2 

parámetros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980) y están en las unidades del número de 

sustituciones de bases por sitio. Todas las posiciones ambiguas se eliminaron para cada 

par de secuencias (opción de eliminación por pares). Únicamente las especies con 

múltiples individuos que formaron un clado monofilético en el árbol se consideraron 

identificadas con éxito. Dicho análisis se realizó en MEGA X (Kumar et al., 2018; Stecher 

et al., 2020). 
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7. RESULTADOS  

 

7.1. Colecta en campo 

 

En cuatro localidades de la región sureste del estado de Coahuila, México (Fig. 3). Se 

colectaron e identificaron morfológicamente las siguientes especies de cactáceas: 

Ferocactus hamathacanthus (Fig. 4 a), Mammillaria chionocephala (Fig. 4 b), 

Mammilaria heyderi (Fig. 4 c), Sclerocacthus scherii (Fig. 4 d), cada especie estuvo 

representada por tres ejemplares, teniendo un total de 12 muestras colectadas (Tabla 7). 

 

Figura 3. Puntos de colecta de cuatro especies de cactáceas en la región sureste del estado 

de Coahuila, México. 

La Paloma, Ramos 

Arizpe, Coahuila. 

General Cepeda, Coahuila. 

Estación Carneros, Coahuila. 

Jardín Botánico UAAAN, 

Saltillo, Coahuila. 
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Figura 4. Especimenes colectados: a) Ferocactus hamathacanthus, b) Mammillaria 

chionocephala,  c) Mammillaria heyderi, d) Sclerocactus scherii. 

 

 

 

 

 

                         a)                                  b) 

                         c)                                  d) 
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Tabla 7. Especies y localización geográfica de muestras colectadas    

Especie 

Identificador 

Herbario 

ANSM 

Identificador 

de colecta 

Latitud y 

Longitud 

Altitud 

(msnm) 
Localidad 

  103215  Fham1 
25°59’27.8’’N 

101°29’05.8”W 
1421 

La Paloma, Sierra 

La Paila, Ramos 

Arizpe, Coahuila. 

Ferocactus 

hamathacanthus 
103216 Fham2 

25°59’27.7’’N 

101°28’06.2”W 
1419 

La Paloma, Sierra 

La Paila, Ramos 

Arizpe, Coahuila. 

  103217 FhamaJB 
25°21’20’’N 

101°01’56”W 
1776 

Jardín Botánico 

UAAAN, 

Buenavista, 

Saltillo, Coahuila. 

   103235  Mchi1 
25°07’16.4”N 

101°07’17.5”W 
2333 

Estación Carneros, 

Saltillo; Coahuila. 

Mammillaria 

chionocephala 
 103202  Mchi2 

25°07’16.2”N 

101°07’17.8”W 
2335 

Estación Carneros, 

Saltillo; Coahuila. 

   103205  MchiJB 
25°21’21”N 

101°01’58’’W 
1776 

Jardín Botánico 

UAAAN, 

Buenavista, 

Saltillo, Coahuila. 

   103221  Mhey1 
25°39’17.3’’N 

101°32’40.9”W 
1138 

General Cepeda, 

Coahuila. 

Mammillaria 

heyderi 
103222 Mhey2 

25°39’16.8’’N 

101°32’38.7”W 
1139 

General Cepeda, 

Coahuila. 

  103223 Mhey3 
25°39’17.6’’N 

101°32’37.2”W 
1141 

General Cepeda, 

Coahuila. 

   103218  Ssch1 
25°21’29”N 

101°02’10”W 
1748 

Jardín Botánico 

UAAAN, 

Buenavista, 

Saltillo, Coahuila. 

Sclerocacthus 

scherii 
103219 Ssch2 

25°21’29”N 

101°02’10”W 
1748 

Jardín Botánico 

UAAAN, 

Buenavista, 

Saltillo, Coahuila. 

  103220  Ssch4 
25°21’29”N 

101°02’09”W 
1750 

Jardín Botánico 

UAAAN, 

Buenavista, 

Saltillo, Coahuila. 
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7.2. Extracción de ADN genómico 

 

Con el método de extracción de ADN utilizado se logró la extracción exitosa de las doce 

muestras colectadas. Se obtuvo ADN con la calidad óptima para su uso en la amplificación 

de ADN por PCR (Figura 5). 

 

Figura 5. Extracción de ADN genómico en muestras de especies de cactus. Carriles 1-3 

Ferocactus hamathacantus, carriles 4- 6 Mammillaria heyderi, carriles 7-9 Mammillaria 

chionocephala, carriles 10-12 Sclerocactus scherii.  

 

7.3.  Reacción en Cadena de la Polimerasa 

 

La figura 6 muestra la obtención de productos de PCR correspondientes al fragmento rbcL 

en las diferentes especies colectadas, con un tamaño de bandas que oscila entre los 500-550 

pb. La figura 7 indica la purificación de los productos de PCR en una reacción de 60 μl. 

  

     1         2         3         4         5         6         7         8         9         10       11      12       13 

  1          2         3         4         5          6         7          8        9        10       11     12 

 pb 
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Figura 6. Productos de PCR obtenidos a partir del iniciador rbcL. Carril 1 marcador de peso 

molecular, Carriles 2-4 muestran los amplicones de Ferocactus hamathacantus, carriles 5-7 

Mammillaria heyderi, carriles 8-10 Mammillaria chionocephala, los carriles 11-13 

Sclerocactus scherii. 

 

 

Figura 7. Purificación de gel de agarosa a partir de reacciones de PCR de 60 μl. Carril 1 

marcador de peso molecular, Carriles 2-4 muestran los amplicones de Ferocactus 

hamathacantus, carriles 5-7 Mammillaria heyderi, carriles 8-10 Mammillaria 

chionocephala, los carriles 11-13 Sclerocactus scherii. 

 

 

7.4. Análisis de secuencias 

 

La obtención de secuencias de buena calidad o recuperabilidad de secuencias fue del 100%, 

esto debido a que los electroferogramas presentaron una lectura de nucleótidos certera en 

más del 90% del total de longitud se secuencia de los 12 especímenes analizados. 

 

7.5.  Edición de secuencias 

 

La visualización de los electroferogramas permitió verificar la calidad de las secuencias y 

determinar el uso de las mismas las figuras 8-11 muestran la intensidad de lectura que 

alcanzaron los picos de cada base nitrogenada, con ello se determinó que las secuencias de 

consulta generadas fueron de buena calidad. 

     1         2         3         4         5         6         7         8         9         10       11      12       13 
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Figura 8. Electroferograma de Mammillaria chionocephala. 

 
Figura 9. Electroferograma de Ferocactus hamathacanthus. 

 
Figura 10. Electroferograma de Mammillaria heyderi. 

 
Figura 11. Electroferograma de Sclerocacthus scherii. 

 

7.5.1. Corte de extremos 

 

Típicamente se eliminan los extremos de las secuencias, dado que no presentan una lectura 

de nucleótidos bien definida, homogéneos o con bases determinadas, lo cual, interfiere en 

análisis posteriores. Para ello, se consideró conservar la mayor cantidad de nucleótidos, 

tomando en cuenta que las barras superiores al gráfico sirven como indicadores sobre la 

calidad de la lectura en los nucleótidos, además, se conservaron regiones con un rango de 

longitud entre los 500 a 552 pb de las 12 muestras, mientras que los lados extremos fueron 

eliminados (Figuras 12 y 13). 
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Figura 12. Extremo 5´ del electroferograma de Ferocactus hamathacanthus. 

 
  Figura 13. Extremo 3´ del electroferograma de Ferocactus hamathacanthus. 

 

 

7.6. Análisis en BLAST 

 

El análisis BLAST determina la identificación taxonómica de una muestra, la identificación 

puede ser a nivel de género, especie, o en su caso cuando se identifican diferentes géneros y 

especies se considera como una identificación ambigua. En este estudio, las secuencias de 

consulta proporcionaron un poder de identificación variable en las especies (Tabla 8-10).  

Así, la mayor identificación a nivel de género se obtuvo en las seis secuencias de 

Mammillaria con un porcentaje del 100%, mientras que las tres secuencias pertenecientes a 

Sclerocactus scherii fueron identificadas a nivel de especie con un porcentaje de 

identificación del 100%, finalmente la identificación de Ferocactus hamathacanthus fue 

ambigua.  

Tabla 8. Identificación género Mammillaria con porcentajes de identidad de la herramienta 

BLAST y delimitación de las secuencias. 

Especies # Pb seleccionadas Blast (%) Identificación  

Mchi1_rb 524 100 Género 

Mchi2_rb 523 100 Género 

MchiJB_rb 532 100 Género 

Mhey1_rb 519 100 Género 

Mhey2_rb 518 100 Género 

Mhey3_rb 525 100 Género 
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Tabla 9. Identificación especie Sclerocactus con porcentajes de identidad de la herramienta 

BLAST y delimitación de las secuencias. 

Especies # Pb seleccionadas Blast (%) Identificación  

Ssch1_rb 515 100 Especie 

Ssch2_rb 511 100 Especie 

Ssch4_rb 528 100 Especie 

 

Tabla 10. Identificación ambigua Ferocactus con porcentajes de identidad de la herramienta 

BLAST y delimitación de las secuencias. 

Especies # Pb seleccionadas Blast (%) Identificación  

Fham1_rb 519 100 Ambigua 

Fham2_rb 531 100 Ambigua 

FhamJB_rb 552 99.64 Ambigua 

 

7.7. Alineamiento de las secuencias  

 

El alineamiento múltiple permite comparar secuencias conforme a la homología de las bases, 

es decir, que lleguen a compartir un ancestro en común. Al realizar el alineamiento de las 

secuencias de consulta resaltan las zonas de similitud (señalizadas con asteriscos en Figura 

14), y al mismo tiempo permitió verificar la presencia de polimorfismos. Además, se delimitó 

el alineamiento cortando aquellos extremos que no tenían similitud alguna entre las múltiples 

bases lo cual causa espacio o “gaps” que representaran posibles deleciones o inserciones en 

la secuencia (Figura 15). 

         

  

Figura 14. Fragmento del alineamiento múltiple de secuencias de Consulta.   



 

29 

 

 

Figura 15. Fragmento del extremo 3´ del alineamiento múltiple que muestra la delimitación 

de las secuencias consulta y de referencia (línea amarilla). 

 

7.8. Análisis de las características de la secuencia  
 

Se evaluó la variabilidad de las secuencias generadas con el marcador rbcL en las doce 

especies de cactus. La longitud de las secuencias varió en cada especie (523-563 pb), 

mientras que la longitud alineada se mantuvo en el rango de nucleótidos reportados para el 

marcador (517 pb). El contenido de G+C fue del 22.1%.  

Consecutivamente este análisis identificó un total de 510 sitios conservados, siendo aquellas 

regiones similares o idénticas que no varían dentro de múltiples especies, esto representó el 

98% de la longitud alineada (Figura 16), lo que demuestra que las secuencias se han 

mantenido altamente conservadas a pesar de la especiación. El número de sitios variables fue 

de 7 (1%) (Figura 17), los sitios variables pueden estar asociados o no a genes, siendo 

aquellas regiones altamente mutables distribuidas en cualquier sitio del genoma, teniendo la 

utilidad para medir polimorfismos entre especies u organismos relacionados. 

Cabe recalcar que los sitios conservados son sitios constantes con cambios que ocurren solo 

una vez y los sitios variables son sitios no informativos. Por último, se detectaron 7 sitios 

informativos que representaron el 1% del total de secuencia alineada (Figura 18), estos sitios 

tienen la información necesaria para determinar la filogenia en un dendrograma, siendo 

aquellos que presentan al menos dos tipos diferentes de caracteres cada uno ocurriendo al 

menos dos veces. 
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Figura 16. Análisis de sitios conservados procedentes de la alineación. 

 

Figura 17. Análisis de sitios variables procedentes de la alineación. 

               

Figura 18. Análisis de sitios informativos procedentes de la alineación.  

 

7.9. Construcción del Dendrograma 

 

El dendrograma final incluyó un total de 12 secuencias de consulta las cuales representaron 

a cuatro especies de la familia Cactaceae. Con base en este método de identificación, los 

taxones de plantas recolectados se agruparon de acuerdo con el análisis de similitud donde 

se puede identificar la formación de tres grupos monofiléticos bien definidos (Figura 19). Se 
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observa la alta similitud entre secuencias (tres) de la misma especie, es decir, el uso de tres 

especímenes por especie resultó en una identificación correcta a nivel de especie en los cuatro 

taxones analizados.  

El dendrograma generado muestra un punto de ramificación que se encuentra justo en la base 

del dendrograma, lo cual indica claramente un evento de especiación o divergencia entre los 

géneros, esto permitió a su vez, la formación de tres clados monofiléticos con los géneros 

Ferocactus, Mammillaria y Sclerocacthus (respectivamente) estos dos últimos muestran una 

mayor similitud entre secuencias, respecto al género Ferocactus. 

 

Figura 19. Dendrograma de especies Cactaceae  a partir de un análisis de vecinos cercanos 

usando la región rbcL y con base en la distancia genética K2P. 
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8. DISCUSIÓN 

 

Los miembros de la familia Cactaceae se pueden encontrar en una amplia gama de hábitats 

incluidos climas fríos, selvas tropicales y en zonas desérticas. Su distribución está limitada 

por los requerimientos fisiológicos y ambientales de cada especie en particular. Se han 

llevado a cabo estudios genéticos a nivel poblacional en varias especies de cactus, mostrando 

patrones evolutivos asociados con rasgos de historia de vida (Hamrick et al., 2002). Por 

ejemplo, se han utilizado datos genéticos para definir las relaciones y el estado de las especies 

(Baker & Butterworth, 2013), determinando la alta diversidad genética y baja diferenciación 

de poblaciones como estrategias de identificación.  

Desafortunadamente, la incertidumbre taxonómica no solo afecta negativamente la 

comprensión de procesos evolutivos en la familia de los cactus, sino que puede ser una 

amenaza importante para comprender la diversidad de las cactáceas. La conservación 

adecuada de las especies solo va a ser posible implementando estrategias moleculares que 

permitan conocer las relaciones y los límites evolutivos de las especies en comparación con 

sus parientes cercanos. Desde el punto de vista de la genética de la conservación, es de central 

interés conocer tanto los mecanismos de diversificación como una correcta identificación 

taxonómica por las amenazas que presentan estos grupos (Breslin et al., 2021). Esto fragiliza 

a grandes cantidades de especímenes, poniendo en riesgo su diversidad biológica e 

impactando a nivel ecológico y económico. Por lo que se requieren estudios más específicos 

para producir clasificaciones taxonómicas más estables y comprender la divergencia de las 

especies. En particular, la familia de los cactus es un sistema ideal para estudiar los 

fundamentos de los mecanismos de especiación, potenciando así los análisis filogenéticos de 

grupos endémicos de la región sureste del estado de Coahuila con la implementación de 

marcadores genéticos, aprovechando técnicas de secuenciación y análisis de datos 

genómicos. Actualmente existen sistemas de verificación molecular como el código de barras 

de ADN. El código de barras ha sido utilizado exitosamente en la verificación de la identidad 

taxonómica de especies, permitiendo tener un mayor control de información en bases de 

datos. La caracterización molecular es un sistema muy efectivo para la diferenciación de 

especies que no pueden ser diferenciadas morfológicamente (Gathier et al., 2013). 
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En este estudio la amplificación de la región rbcL presente en las doce secuencias de especies   

de cactáceas, mostró resultados consistentes como un buen indicador por sus altas tasas de 

éxito en amplificación obteniendo productos de amplificación del tamaño esperado. En 

cuanto a la secuenciación de los productos amplificados se obtuvieron secuencias de buena 

calidad en las muestras de referencia. Resultados similares han sido reportados en diferentes 

grupos de plantas (Amandita et al., 2019; Fazekas et al., 2008; Maloukh et al., 2017). 

Confirmando que es posible la amplificación y secuenciación de buena calidad, en 

condiciones óptimas con los cebadores rbcL previamente reportados que aquí se utilizaron 

(Kress et al., 2009). En estudios previos se ha aceptado como código de barras la 

combinación de regiones codificantes como rbcL con regiones intergénicas no codificantes 

(Kress et al., 2009). La combinación de rbcL Y trnL-F se ha usado con éxito en la 

discriminación de especies (Hollingsworth et al., 2009). Los resultados indican que la región 

del cloroplasto rbcL es un candidato viable para la identificación de especies en la familia 

Cactaceae sin la necesidad de combinación con regiones intergénicas no codificantes siendo 

útil como código de barras para las especies de la tribu Cacteae. En este estudio presentaron 

resultados variables mostrando que la secuencia rbcL tuvo una cobertura alta de 

amplificación (100%), secuenciación (100%) y alineación (96%). Dentro de las 

angiospermas el gen rbcL ha sido ampliamente secuenciado y utilizado para inferir filogenias 

de plantas a niveles taxonómicos superiores (Hernández-Hernández et al., 2011). 

Desafortunadamente rbcL no suele contener información para resolver las relaciones entre 

géneros estrechamente relacionados (Gielly & Taberlet, 1994), también se ha observado que 

el nivel de variación interespecífico es bajo (Gielly & Taberlet, 1994; Renner, 1999). En un 

estudio previo, se evaluaron 10,000 secuencias de rbcL del Gen Bank, como código de barras 

en diferentes grupos, teniendo un 88% de eficacia en musgos, sin embargo, en otros grupos 

se encuentra altamente conservada siendo un fracaso para gimnospermas (Newmaster et al., 

2006).  

El método basado en similitudes de secuencia (BLAST) nos mostró que las secuencias 

analizadas tienen identificaciones correctas tanto a nivel género como especie, diferentes 

estudios han reportado altos porcentajes de identificación a nivel de género y especie, con el 

método de BLAST (Cabelin & Alejandro, 2016; García et al., 2013; Maloukh et al., 2017). 

Pacheco-Reyes et al.,(2021) reporta altos porcentajes de identificación (98.1%) en especies 
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de encinos, confirmando lo prometedora que es la región rbcL para su identificación. 

Permitiéndonos encontrar coincidencias correctas a pesar de variaciones de longitud de la 

secuencia, espacios, presencia de Indels (inserciones-deleciones) en la secuencia. Utilizando 

un algoritmo de alineamiento global, como el que se utiliza en el sistema de datos del código 

de barras de la vida (BOLD), que es más eficiente para alinear secuencias con variación de 

longitud con una mayor información concreta y precisa. Finalmente, este trabajo muestra que 

los resultados coinciden con lo expuesto por varios autores con respecto al poder 

discriminatorio de rbcL. Siendo un marcador muy utilizado en estudios filogenéticos de 

plantas por su robustez para ubicar un espécimen no identificado en la familia, el género y 

en algunos casos la especie a la que pertenece (Kress & Erickson, 2007).  

En los análisis mediante la metodología de unión de vecinos cercanos (NJ) y distancias 

evolutivas para las doce secuencias de cactáceas se generaron 3 clados monofiléticos 

conforme a los géneros de las especies de acuerdo al marcador utilizado. Los resultados del 

árbol (NJ) proporcionó información importante sobre las relaciones filogenéticas 

pertenecientes a la tribu Cacteae. Sin embargo a pesar que la región rbcL tiene una 

amplificación universal, su tasa de evolución es relativamente baja (Simeone et al., 2013). 

En un análisis a 99 especies de 80 géneros de 53 familias de rbcL fue por mucho, la que 

presento menor divergencia 0.38% en comparación de otros marcadores (Kress et al., 2005). 

En helechos se obtuvieron secuencias homólogas entre distintas especies, sin embargo, 

utilizando en conjunto rbcL y trnL.F se logró la identificación de género y especie del 100% 

(de Groot et al., 2011). Aunado a esto, García y colaboradores (2013) analizaron dos 

marcadores en 3 especies de Hylocereus y 2 de Selenicereus, reportan que el fragmento matK 

no presentó variación entre las especies de Hylocereus, mientras que rbcL les permitió 

discriminar a nivel intragénero, siendo similar a lo obtenido en nuestro trabajo. Sin embargo, 

en un análisis de la tribu Cacteae (Vázquez-Sánchez et al., 2013), indican que los árboles 

filogenéticos hechos con los marcadores matK y rbcL tienen una enorme influencia para 

determinar las relaciones entre los principales clados (nodos basales) a pesar del bajo número 

de caracteres informativos como en este trabajo. De igual manera en un análisis con cinco 

grupos críticos de la flora de México (Agaváceas, Cactáceas, Orquidáceas, Coníferas y 

Crasuláceas), se encontró que, aunque la resolución a nivel familia fue excelente, el código 

de barras estándar de rbcL tuvo un desempeño variable en la discriminación a nivel género y 
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especie (Gernandt et al., 2011), lo que fue similar a este estudio donde el uso de rbcL en 

cactáceas logro la identificación de las secuencias de una manera correcta a nivel familia, 

género pero a nivel especie Ferocactus tuvo una identificación ambigua mostrando un punto 

de ramificación que se encuentra justo al inicio del dendrograma partiendo así a un mismo 

de un ancestro en común indicándonos un evento de especiación o divergencia entre el género 

Ferocactus sobre Mammillaria y Sclerocacthus. Para que un conjunto de secuencias de 

distintos organismos que teóricamente están relacionados sean comparables entre sí y 

determinen sucesos que pudieron surgir entre linajes desde que estas secuencias divergieron 

a partir de un ancestro común. Cuando se conforma una matriz de datos previo a las diversas 

secuencias no siempre van a coincidir las bases, esto debido a que las secuencias poseen 

distintas longitudes que van generando el desplazamiento de las bases por ello es preciso 

llevar a cabo, un alineamiento.  
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9. CONCLUSIONES  

 

La extracción, amplificación y secuenciación de ADN fue exitosa en todas las muestras de 

cactus analizadas. 

Se logró la caracterización molecular de doce especímenes mediante el marcador rbcL  

Con base en los análisis bioinformáticos se obtuvieron altos porcentajes de identificación de 

las secuencias generadas en este estudio.  

La metodología de BLAST proporcionó diferentes porcentajes de identificación a nivel de 

género, especie o ambigua en los especímenes.  

La metodología de unión de vecinos cercanos generó un árbol con tres clados los cuales 

mostraron el agrupamiento de las especies por género pertenecientes a la familia Cactaceae.  

Este análisis muestra que, dada la universalidad y la capacidad para distinguir entre especies 

del género Mammillaria, Sclerocacthus y Ferocactus el uso del marcador rbcL como código 

de barras de ADN parece ser esencial en la discriminación de grupos de plantas 

estrechamente relacionadas. 
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Coahuila, San Luis Potosí y Nuevo León, México. Instituto Nacional de Investigaciones 
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