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RESUMEN 

El género Opuntia, es de gran importancia socioeconómica y ecológica en el Perú, 

destacando Opuntia ficus-indica por su cultivo y la producción de cochinilla, un tinte 

natural fundamental para la industria. A pesar de su relevancia, los estudios genómicos en 

Opuntia en Perú son escasos y se han enfocado principalmente en caracteres 

morfológicos, lo cual es insuficiente para delimitar especies y genotipos. Avances en las 

tecnologías de secuenciación de próxima generación (NGS) permiten analizar genomas 

de cloroplastos, que son una herramienta valiosa para la conservación y el mejoramiento 

genético, dado su tamaño relativamente pequeño, estructura simple y alta conservación 

en plantas. En este contexto, el objetivo general de esta investigación fue caracterizar y 

comparar el genoma cloroplástico de Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens, y 

reconstruir su filogenia en relación con otras especies del género Opuntia. Los resultados 

de la investigación incluyen el ensamblaje y la anotación exitosa de los genomas 

cloroplásticos de O. ficus-indica (152,730 pb) y O. pubescens (150,927 pb), ambos con 

alta calidad y cobertura de secuenciación. Se identificaron 139 genes en O. ficus-indica y 

137 en O. pubescens, que incluyen genes codificantes de proteínas, ARNt y ARNr, así 

como pseudogenes. El análisis filogenético confirmó que el género Opuntia es 

monofilético con alto soporte, agrupando a O. pubescens con especies centroamericanas 

y a O. ficus-indica con otras especies nativas de México. En conclusión, la caracterización 

de los genomas cloroplásticos de Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens proporcionó 

una visión integral de la diversificación del género al identificar sus tipos y estructuras 

genómicas. Los genomas de cloroplastos ofrecen una base sólida para futuros estudios de 

diversidad genética y para el desarrollo de programas de mejoramiento en estas especies. 

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, genoma del cloroplasto, reconstrucción 

filogenética. 
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ABSTRACT 

The Opuntia genus, known as prickly pear, is of great socioeconomic and 

ecological importance in Peru, with Opuntia ficus-indica standing out for its cultivation 

and the production of cochineal, a natural dye that is essential for industry. Despite its 

relevance, genomic studies on Opuntia in Peru are scarce and have focused mainly on 

morphological characteristics, which is insufficient to delimit species and genotypes. 

Advances in next-generation sequencing (NGS) technologies allow the analysis of 

chloroplast genomes, which are a valuable tool for conservation and genetic 

improvement, given their relatively small size, simple structure, and high conservation in 

plants. In this context, the overall objective of this research was to characterize and 

compare the chloroplast genomes of Opuntia ficus-indica and Opuntia pubescens, and to 

reconstruct their phylogeny in relation to other species of the genus Opuntia. The results 

of the research include the successful assembly and annotation of the chloroplast genomes 

of O. ficus-indica (152,730 bp) and O. pubescens (150,927 bp), both with high quality 

and sequencing coverage. A total of 139 genes were identified in O. ficus-indica and 137 

in O. pubescens, including protein-coding genes, tRNA, and rRNA genes, as well as 

pseudogenes. Phylogenetic analysis confirmed that the genus Opuntia is monophyletic 

with high support, grouping O. pubescens with Central American species and O. ficus-

indica with other species native to Mexico. In conclusion, the characterization of the 

chloroplast genomes of Opuntia ficus-indica and Opuntia pubescens provided a 

comprehensive view of the diversification of the genus by identifying its genomic types 

and structures. Chloroplast genomes provide a solid basis for future studies of genetic 

diversity and for the development of breeding programs in these species.  

Keywords: Opuntia ficus-indica, chloroplast genome, phylogenetic reconstruction.
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INTRODUCCIÓN 

El género Opuntia pertenece a la familia Cactácea, es nativo de América y se ha 

distribuido ampliamente en las regiones de todo el mundo. Debido a su eficiente uso del 

agua, se adapta perfectamente en regiones áridas y semiáridas. Actualmente, el género 

Opuntia forma parte del sistema agrícola y del entorno paisajístico de muchos países, 

principalmente de México, Argentina, Bolivia, Perú, Brasil, Estados Unidos, Italia, 

España, Marruecos, Túnez, Israel y Sudáfrica. En los que se encuentra disponible como: 

plantaciones comerciales, huertos familiares y comunidades silvestres (Mohamed et al., 

1996; Sáenz et al., 2004; Mannai et al., 2024). 

En el Perú, los matorrales de Opuntia forman parte de uno de los socioecosistemas 

más importantes de la costa y valles andinos, proporcionando productos diversos como 

frutas, compuestos químicos farmacéuticos, forrajes suculentos para alimento de 

animales y materia prima para la fabricación de trabajos ornamentales. Históricamente, 

los matorrales de Opuntia han sido de gran importancia para la crianza de Dactylopius 

coccus (cochinilla del carmín) para la obtención de ácido carmínico, un tinte natural, 

empleado en la industria alimentaria, farmacéutica y textil (Guevara et al., 1996; 

Rodrı́guez & Pascual, 2004; Yanqui et al., 2024). Actualmente, Perú es el mayor 

productor comercial del mundo de cochinilla del carmín, empleando entre 60% y 70% de 

la superficie de los matorrales de Opuntia para satisfacer la demanda mundial (Almora et 

al., 2018; Berhe et al., 2023). 

En las dos últimas décadas, se han visto avances revolucionarios en las 

tecnologías de secuenciación masiva de ADN, sobre todo, respecto a la aparición de las 

técnicas de secuenciación de próxima generación (NGS: Next-Generation Sequencing), 

permitiendo secuenciar millones de bases de ADN en una sola ronda, ya que, cada vez 

estas plataformas NGS se vuelven más óptimas y asequibles (Egan et al., 2012). A medida 
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que los costos y capacidades de estas tecnologías continúan mejorando, se seguirá 

facilitando la aparición y el avance de nuevos campos de estudio, resolviendo diversas 

cuestiones que nunca habrían sido posibles de responder antes, para así generar 

conocimiento en el área de la Biología, pero especialmente de la genómica (Sanger et al., 

1977). 

Las herramientas NGS disponibles en mercado son lo suficientemente capaces 

para proporcionar análisis de alta resolución de genomas de plantas. Esta herramienta ha 

permitido generar grandes cantidades de datos secuenciados, facilitando la elaboración 

del perfil genómico (Singh et al., 2015; Nguyen et al., 2019). Hasta la fecha, se ha 

secuenciado aproximadamente 800 genomas completos y más de 4 235 genomas de 

cloroplastos completos en plantas, los cuales están publicados oficialmente y son de 

acceso público. La información genómica varía entre especies, poblaciones e incluso 

individuos (Zhou et al., 2021; Hong et al., 2023; Song et al., 2023). Por esta razón, la 

abundante información sobre los genomas de cloroplastos de plantas obtenida, a lo largo 

del tiempo, mediante el uso de herramientas de NGS ha permitido alcanzar una 

comprensión detallada de la estructura del genoma de los cloroplastos, así como de su 

composición genética, funcionalidad y procesos evolutivos en diversas especies. Este 

avance también ha facilitado el progreso en ingeniería genética en plantas superiores, lo 

que ha llevado a la obtención de cultivos genéticamente mejorados. Esta información 

crucial ha sido fundamental para impulsar la investigación y el desarrollo en la agricultura 

(Green, 2011; L. Gao et al., 2010; Bansal & Saha, 2012; Llorente et al., 2021).  
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CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

1.1. Descripción de la realidad problemática  

El género Opuntia cuenta con más de 300 especies existentes, destacando en el 

Perú Opuntia macbridei, Opuntia ficus-indica, opuntia pubescens y opuntia quitensis, 

siendo ficus-indica una de las especies con mayor presencia, ventajas comparativas y 

competitivas de importancia socioeconómica para los departamentos productores como 

Ayacucho, Cusco, Huancavelica, Apurímac y Lima. Además. Esta especies cuenta con 

cinco variedades: blanca, amarilla, morada, colorada y forrajera. Durante el año 2020, la 

producción de los frutos de Opuntia ficus-indica (tuna) superó las 62 000 toneladas, 

provenientes de una superficie cosechada de 12 000 hectáreas, con un rendimiento 

promedio de 5.3 toneladas por hectárea. Por otro lado, la producción de tuna en el Perú 

está destinada principalmente al consumo local, ya que más del 98% de la producción 

total se destina al mercado fresco, siendo Lima el principal mercado, donde las variedades 

más demandadas son la blanca, la amarilla y la morada (Arenas et al., 2017; Almora et 

al., 2018; MIDAGRI, 2022). 

A pesar de su importancia, la Opuntia en el Perú ha sido poco estudiada. Hasta la 

fecha de elaboración de este texto no existen investigaciones sobre la filogenia, la 

delimitación de especies ni la diversidad genética de Opuntia que empleen códigos de 

barras de ADN. No obstante, se han realizado estudios parciales, como el libro Opuntia 

del Perú de Ostolaza (2019), que describe las características morfológicas de diversas 

especies, y la investigación de Tineo (2019) sobre caracterización morfológica y 

diversidad genética, en la que se identificaron 26 morfotipos entre las accesiones de la 

Estación de Canaán del INIA (Ayacucho). El escaso número de estudios constituye un 

obstáculo para abordar investigaciones de mayor envergadura, por ejemplo, genética de 

poblaciones e mejoramiento; por ello, resulta prioritario generar al menos un genoma de 
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referencia del cloroplasto que permita diseñar marcadores moleculares para estudios de 

filogenia y delimitación de especies. 

Actualmente, las investigaciones donde se ensambla y se caracteriza nuevos 

genomas de cloroplasto amplían aún más las fronteras de la investigación sobre biología 

del cloroplasto, analizado a profundidad las funciones de las secuencias del genoma del 

cloroplasto para mejorar nuestra comprensión de la transferencia de genes intracelulares, 

conservación, diversidad y mejorar los rasgos agronómicos de las plantas. Por estas 

razones ensamblar, analizar y comparar el genoma de cloroplasto de especies del género 

Opuntia es crucial para desarrollar programas de mejoramiento genética y conservación. 

Tradicionalmente se consideraba que los genomas de cloroplasto estaban altamente 

conservados en estructura, pero estudios recientes en Cactácea han revelado una notable 

variación estructural del genoma, incluyendo reordenamientos estructurales, pérdidas de 

genes y cambios en la estructura de las regiones repetidas (Köhler et all., 2023). En este 

contexto, el proyecto tiene el propósito de caracterizar el genoma del cloroplasto de la 

especie cultivada O. ficus-indica y la especie silvestre O. pubescens, para proporcionar 

información crucial para entender la historia evolutiva de genoma cloroplasto y la 

filogenia del género Opuntia. 

1.2. Formulación del problema  

1.2.1. Formulación del problema general 

 

¿Qué aportes para la filogenia y la historia evolutiva del género Opuntia puede 

proporcionar la caracterización detallada del genoma cloroplástico de O. ficus-indica y 

O. pubescens? 

1.2.2. Formulación del problema especifico  
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¿Es posible obtener genoma de cloroplasto mediante ensamblaje de novo y 

anotación de O. ficus-indica y O. pubescens adecuados para análisis comparativos? 

¿Qué variaciones estructurales presentan el genoma de cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens respecto a otras especies de Opuntia? 

¿Qué tipos y abundancia de secuencias repetitivas contienen el genoma de 

cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens y cómo difieren de otras especies de 

Opuntia? 

¿Qué topología filogenética se obtiene al utilizar genomas de cloroplasto de O. 

ficus-indica, O. pubescens y otras especies del género Opuntia? 

1.3. Objetivo de la investigación 

1.3.1. Objetivo general 

 

Caracterizar el genoma del cloroplasto de la especie cultivada O. ficus-indica y la 

especie silvestre O. pubescens, para entender la historia evolutiva de genoma cloroplasto 

y la filogenia del género Opuntia. 

1.3.2. Objetivo específico  

 

Ensamblar de novo y anotar el genoma del cloroplasto de O. ficus-indica y O. 

pubescens. 

Comprar las variaciones estructurales del genoma del cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens, así como en otras especies de Opuntia. 

Identificar y caracterizar secuencias repetitivas en los genomas del cloroplasto de 

Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens, así como en otras especies de Opuntia, 
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Realizar una reconstrucción filogenética utilizando secuencias del genoma de 

cloroplasto de O. ficus-indica, O. pubescens y todas las especies de Opuntia disponibles 

en el NCBI. 

1.4. Justificación de la investigación 

 

La importancia económica y ecológica que tiene el género Opuntia, radica a sus 

múltiples usos y beneficios; además, sus metabolitos han demostrado diversas actividades 

farmacológicas, entre las que se incluyen efectos antimicrobianos, antioxidantes, 

antiinflamatorios, antitumorales, neuroprotectores, hepatoprotectores e hipotensores 

(López et al., 2014; Shirazinia et al., 2019) ha llamado la atención de su investigación en 

diferentes partes de mundo. Sin embargo, en Perú aún son escasos los estudios genéticos 

y genómicos dentro de este grupo. Tanto así que existen investigaciones de análisis de la 

variabilidad genética en Opuntia que solamente se basan en caracterización morfológica 

(Tineo, 2019), cuando en otras partes del mundo se usan marcadores moleculares de 

ADN. Además, en el Perú algunas especies endémicas de género Opuntia se encuentran 

categorizadas como vulnerables y otras en peligro de extinción  (Ostolaza, 2019). No se 

sabe el origen de este problema, pero se tiene algunas hipótesis como factores abióticos 

debido al cambio climático y factores bióticos como la presencia de insectos fitófagos y 

enfermedades.  

Los estudios sobre diversidad genética en el género Opuntia son escasos y aún no 

se han realizado estudios genómicos de este género en Perú, según la literatura disponible. 

La investigación existente se ha centrado principalmente en la taxonomía y la variabilidad 

fenotípica de O. ficus-indica (tuna), con algunos trabajos que exploran la diversidad 

genética intraespecífica entre las diferentes variedades principalmente por características 

morfológico (Sejuro, 1988; Tineo, 2019; Ostolaza, 2019). Pero no obstante Köhler et al., 
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(2023), ha empezado a investigar y publicar investigaciones en genoma cloroplastidiales 

en los de la tribu  Opuntieae. La falta de interés en comprender este grupo de plantas, que 

es de gran importancia para el Perú, ha impedido el desarrollo de estrategias adecuadas 

para su conservación y mejora genética. Esta falta de atención podría resultar en la pérdida 

de recursos genéticos en las especies silvestres en el género de Opuntia. 

La información genómica de cloroplasto, puede ser una herramienta valiosa para 

la conservación de especies vegetales. El genoma del cloroplasto es relativamente 

pequeño entre 20 a 25 Kb y presenta una estructura simple cuatripartita conformada por 

la región larga única (LSC) la región corta única (SSC), y las dos regiones repetidas 

invertidas (IRa y IRb), así mismo se encuentran en múltiples copias en cada célula 

vegetal, lo que facilita su secuenciación y análisis. A partir de esta información, se pueden 

desarrollar estrategias de conservación y el rescate genético (Caycho, 2023). Además, la 

información del genoma del cloroplasto permite realizar investigaciones en diversidad 

genética de poblaciones, genotipado, fenotipado e ingeniería genética, todas ellos 

importantes para desarrollar fitomejoramiento (Daniell et al., 2016).  

Este proyecto se tiene propósito de caracterizar el genoma del cloroplasto de la 

especie cultivada O. ficus-indica (tuna) y la especie silvestre O. pubescens, para 

proporcionar información crucial para entender la historia evolutiva de genoma 

cloroplasto y la filogenia del género Opuntia. 

1.5. Delimitación del estudio  

El estudio se centrará en describir y comparar la información del genoma 

cloroplástidial de O. ficus-indica y O. pubescens, y en reconstruir sus relaciones 

filogenéticas con otras especies del género Opuntia. Para ello se emplearán herramientas 

bioinformáticas de ensamblaje de novo, anotación genómica, detección de variaciones 

estructurales, análisis de secuencias repetitivas y análisis filogenético. 
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Este proyecto se realizará el Laboratorio de Genómica y Bioinformática para la 

Biodiversidad (FCB), en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima – Perú. 

Donde se realizará las extracciones de ADN y los análisis bioinformáticos. Así mismo se 

tendrá soporte de otros laboratorios como el Laboratorio de Biotecnología de la 

Producción, de la Facultad Ingeniería Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental de la 

Universidad Nacional José Faustino Sánchez Carrión, Huacho - Perú.  

1.6. Viabilidad del estudio   

Este estudio es viable dado que el Instituto Nacional de Innovación Agraria (INIA) 

cuenta con un banco de germoplasma de Opuntia ficus-indica, y se cuenta con las 

coordenadas de colecta para Opuntia pubescens. Asimismo, se cuenta con las 

experiencias del grupo de investigación del Laboratorio de Genómica y Bioinformática 

para la Biodiversidad (LGBB) de la Facultad de Ciencias Biológicas, UNMSM. Por otra 

parte, este proyecto cuenta con financiamiento para el secuenciamiento del genoma de 

dos especies y los kits de extracción de ADN por parte de proyecto titulado 

Caracterización y análisis comparativo del genoma de cloroplasto de la tuna (Opuntia 

ficus-indica) y su pariente silvestre (Opuntia pubescens). Los gastos faltantes serán 

cubiertos serán cubiertos por el Laboratorio de Genómica y Bioinformática para la 

Biodiversidad (LGBB).  

CAPITULO II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes de la investigación 

2.1.1. Antecedentes internacionales 

En la actualidad existe diversas investigaciones relacionadas con caracterización 

genómica de cloroplasto en género Opuntia, pero muy pocas en O. ficus-indica, y ninguna 

en O. pubescens.  
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La caracterización de los genomas organelares ha permitido comprender mejor la 

evolución y plasticidad genética en Cactaceae. Opuntia cochenillifera, una especie de 

reproducción clonal con relevancia agrícola e industrial, ha sido objeto de estudios 

recientes que han revelado una gran dinámica en sus genomas mitocondrial y 

cloroplástidial. Liu et al. (2024) secuenciaron y ensamblaron el genoma mitocondrial de 

esta especie, identificando su compleja organización y la presencia de fragmentos 

homólogos compartidos entre ambos organelos. Estos hallazgos resaltan la importancia 

de la variabilidad estructural en la evolución de los genomas organelares y su potencial 

aplicación en programas de mejoramiento genético. En este contexto, el análisis del 

genoma cloroplastidial de O. ficus-indica y O. pubescens permitirá ampliar el 

conocimiento sobre la evolución estructural de los genomas cloroplastidiales en Opuntia 

y su impacto en la filogenia del grupo. 

Matias Köhler et all., demostró que los genomas cloroplastidiales suelen ser 

altamente conservados en plantas, pero en algunas líneas evolutivas, como Cactaceae, se 

han identificado modificaciones estructurales significativas. Estudios recientes han 

demostrado que los genomas cloroplastidiales en Opuntia, presentan una notable 

variabilidad en tamaño, estructura y contenido génico, con eventos de expansión y 

contracción de la región de repeticiones invertidas (IR), así como la pérdida o 

pseudogenización de ciertos genes. Köhler et all. (2023) analizaron los genomas 

cloroplastidiales de 43 especies de Opuntieae, los cuales fueron agrupados en base a su 

estructura en nueve tipos distintos, lo que evidencia la dinámica evolución de estos 

genomas en el grupo. A pesar de que los datos cloroplastidiales han permitido esclarecer 

relaciones filogenéticas dentro de la tribu, algunos nodos continúan siendo conflictivos y 

requieren más estudios.  
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Majure et al., (2023) estudiaron la biogeografía del clado Xerocarpa de Opuntia, 

compuesto por especies adaptadas a ambientes desérticos del oeste de América del Norte. 

Este grupo se originó en el Plioceno medio-tardío, probablemente en el altiplano del 

Colorado, y posteriormente se dispersó hacia los desiertos de Mojave, Sonora y 

Chihuahua, así como regiones montañosas de California. El clado presenta adaptaciones 

morfológicas notables que han facilitado su éxito ecológico: O. basilaris desarrolló una 

epidermis pubescente para tolerar condiciones más cálidas y áridas, mientras que O. 

polyacantha, con tallos cubiertos de espinas, logró expandirse hacia ambientes más fríos 

del norte. Asimismo, la sinapomorfía de frutos secos influyó en la capacidad de dispersión 

de las especies, limitando a unas como O. basilaris y favoreciendo a otras como O. 

polyacantha. Estos cambios reflejan cómo el género Opuntia ha evolucionado para 

adaptarse a hábitats contrastantes, mostrando patrones complejos de diversificación 

influenciados por la geografía y el clima. 

Majure et al., (2012), sostienen que género Opuntia. constituye un clado bien 

sustentado que se originó en el suroeste de América del Sur, diversificándose rápidamente 

tras una migración hacia el norte o un evento de dispersión a larga distancia hacia las 

zonas áridas del oeste de América del Norte. En este proceso, la evolución reticulada y la 

poliploidización han desempeñado un papel crucial, al generar fenotipos novedosos e 

incrementar la riqueza específica. La presencia de múltiples niveles de ploidía entre 

especies ha dificultado la resolución de relaciones filogenéticas dentro del grupo, 

resaltando la necesidad de determinar el nivel de ploidía de todos los taxones para 

reconstruir con precisión su historia evolutiva. En este contexto, la caracterización el 

genoma del cloroplasto de la especie cultivada O. ficus-indica (tuna)y la especie silvestre 

O. pubescens proporcionará información crucial para entender la historia evolutiva de 

genoma cloroplasto y la filogenia del género Opuntia. 
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2.1.2. Antecedentes nacionales  

En la actualidad al momento que se escribe el presente trabajo, no existe trabajos 

en sobre caracterización genómica usando el genoma cloroplasdial para especies nativas 

delgénero Opuntia en Perú. Así mismo tampoco existen trabajos empleando técnica de 

Código de barras de ADN para identificación de especies nativas de Opuntia. 

En el contexto de la diversidad de cactáceas del sur del Perú, Pauca & Quipuscoa 

(2020) abordaron la taxonomía del género Cumulopuntia en el departamento de Arequipa, 

realizando una revisión sistemática de 12 especies registradas en esta región. En este 

estudio, se designaron neotipos para varias especies originalmente descritas bajo el 

género Opuntia, como O. dimorpha, O. unguispina, O. ignota y O. rauppiana, lo que 

evidencia la importancia histórica y taxonómica del género Opuntia en la región andina. 

Las redefiniciones nomenclaturales y tipificaciones efectuadas contribuyen 

significativamente a la estabilización del conocimiento sistemático de este grupo, 

aportando a la correcta identificación y clasificación dentro de la subfamilia 

Opuntioideae. 

Por otra parte, existe un trabajo en caracterización morfológica y análisis de la 

variabilidad genética de la colección nacional de germoplasma de tuna (Opuntia spp) del 

Perú.  Tineo (2016) realizó la caracterización de 183 accesiones del género Opuntia o de 

O. ficus-indica (tuna) en la colección nacional de germoplasma del Perú, identificando 

26 morfotipos de fruto y 20 morfotipos de planta mediante el análisis de caracteres 

morfológicos. Mediante análisis de componentes principales, se determinó que variables 

como el peso y tamaño del fruto, así como el diámetro de la semilla, son altamente 

discriminantes en la variabilidad genética del germoplasma. Además, se identificaron 

accesiones promisorias con características comerciales destacadas, lo que resalta la 
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importancia de la caracterización genética para el mejoramiento y conservación de las 

especies del género Opuntia. 

En esta línea, García-Godos (2015) evaluó la variabilidad genética de Opuntia 

ficus-indica en 40 accesiones conservadas en el banco de germoplasma del Instituto 

Nacional de Innovación Agraria (INIA) de Ayacucho, utilizando marcadores moleculares 

AFLP. El análisis molecular reveló un alto nivel de polimorfismo, con 208 loci 

polimórficos sobre un total de 233 bandas generadas por cinco combinaciones de primers. 

La variación genética promedio fue de 0,276, y el índice de información de Shannon 

alcanzó 0,426, indicando una considerable diversidad genética. El agrupamiento de las 

accesiones mediante análisis de distancia con el coeficiente Simple Matching permitió 

identificar cuatro grupos claramente diferenciados, sin evidenciar duplicados, lo que 

resalta la riqueza genética del material conservado. Estos resultados demuestran la 

utilidad de los marcadores moleculares en la caracterización genética y ofrecen criterios 

valiosos para programas de mejoramiento y conservación del germoplasma. 

Rafael-Ramírez et al., (2012) describe detalladamente la morfología O. ficus-

indica, señalando que presenta un sistema radical extenso y superficial, alcanzando 

profundidades de hasta 80 cm. Sus tallos modificados, denominados cladodios o pencas, 

tienen forma ovoide, elíptica u oblonga, y pueden medir entre 33-60 cm de largo por 18-

25 cm de ancho, con un grosor de 1.8-2.3 cm. Estos órganos fotosintéticos pueden ser 

espinosos o no, dependiendo de la variedad, y poseen areolas con espinas grandes (hojas 

modificadas) y gloquidios. Las flores, hermafroditas y sésiles, miden entre 6 y 7 cm y se 

desarrollan en la parte apical del cladodio. Además, se resalta la fisiología CAM de la 

planta, que le permite optimizar el uso del agua en condiciones áridas mediante un 

intercambio gaseoso nocturno.  
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No obstante, estos estudios se han enfocado principalmente en características 

morfológicas, que resulta ser insuficiente para delimitar especies y genotipos. En este 

contexto, la caracterización del genoma cloroplástico de O. ficus-indica y O. pubescens 

complementará dichas investigaciones al proporcionar información relevante sobre la 

arquitectura genómica, los patrones evolutivos y la filogenia del género Opuntia, 

aportando nuevas perspectivas para su conservación y mejoramiento genético. 

2.2. Bases teóricas 

2.2.1. Generalidades de las dos especies perteneciente al género Opuntia  

a. Opuntia ficus-indica (L.) Mill.  

O. ficus-indica conocido como tuna es la especie de mayor importancia 

agronómica histórica, debido al sabor dulce del fruto, pero también debido a su tallos, que 

se utiliza como forraje para el ganado y en la producción de insecto escamoso Dactylopius 

sp. para obtención de carmín (Inglese, 2017).  

El cultivo de O. ficus-indica históricamente está relacionado con las antiguas 

civilizaciones mesoamericanas, específicamente en las regiones semiáridas y llevado a 

otras partes del mundo mediante el cultivo y el comercio como a África, Europa y Asia 

(Sidney Novoa, 2006; Yahia & Sáenz, 2011). En los sistemas agropastoriles de los Andes 

peruanos esta especie representa un recurso de gran importancia agronómica. Esta 

cactácea se encuentra ampliamente distribuida en los valles interandinos, donde ha 

logrado establecerse debido a las condiciones favorables. Su principal uso se centra en la 

cría de un insecto llamado cochinilla, cuyo pigmento natural, conocido como carmín, es 

ampliamente utilizado en diversas industrias, incluyendo la alimentaria, farmacéutica y 

textil (Rodríguez et al., 2006; Novoa, 2006). El Perú continúa siendo uno de los 

principales productores mundiales de carmín, satisfaciendo alrededor del 80% de la 

demanda global de este pigmento. La actividad productiva se sustenta en la acopio 

artesanal de cochinilla productores de carmín, principalmente en los departamentos de 
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Apurímac , Ayacucho, Cusco y Huancavelica (Rodrı́guez & Pascual, 2004; 

AGRARIA.PE, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Abbas et al., 2022) 

 

O. ficus-indica (L.) Mill. es un arbusto erguido y extendido que alcanza una altura 

de 3 a 5 metros. Sus cladodios, que son las estructuras similares a las hojas, son suculentos 

y típicamente tienen forma elíptica, específicamente espatulado-oblongos, con 

dimensiones que varían entre 25 y 60 cm de largo y 20 a 40 cm de ancho (Figura 1). Las 

areolas son ovaladas, se encuentran a 2 mm por debajo de la superficie de la piel y se 

distribuyen en forma helicoidal. Pueden desarrollar espinas cortas parecidas a pelos 

llamadas gloquidias. Por lo general, las espinas se encuentran en las primeras etapas del 

crecimiento de los cladodios, y el aumentar la temperatura hace que, la mayoría se caigan. 

Las espinas tienen una superficie rugosa, mientras que los gloquidias la tienen lisa. Las 

espinas son blancas y están presentes como una o dos espinas largas acompañadas de dos 

más pequeñas, mientras que los gloquidias se encuentran en grupos de 7 a 12. Las flores 

son hermafroditas y actinomorfo con pétalos de color amarillo brillante, aunque en 

ocasiones también pueden tener colores naranjas, rosa, morado, rojo o blanco (Figura 1). 

Figura 1.  Plata entera de Opuntia ficus-indica mostrando las principales características 

morfológicas. 
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Las frutas tienen diferentes formas, tamaños y colores (verde, amarillo, naranja, rojo y 

morado) según la variedad, además tienen forma de barril de 5 a 10 cm de largo y de 4 a 

9 cm de diámetro, mostrando areolas que pueden tener espinas, pero siempre tienen 

gloquidias. Las semillas están incrustadas en la pulpa carnosa y tiene formas redondeados 

de color marrón pálido con 5 mm de diámetro (Galati et al., 2003; Abbas et al., 2022; F. 

J. Barba et al., 2022). 

b. Opuntia pubescens  

Opuntia pubescens (Cariofilales: Cactáceas; Opuntiea: Opuntia) es una planta 

subarbustiva y suberecta que puede alcanzar hasta 30 cm de altura, caracterizada por tener 

una epidermis pubescente. Sus cladodios son verdes y de forma cilíndrica a ligeramente 

aplanada, con dimensiones que oscilan entre 10 y 26 cm de largo y de 1 a 2.7 cm de ancho, 

con una superficie tuberculada que se desprende fácilmente. Presenta gloquidios 

amarillos con espinas de 1 a 4 barbas. Las flores son amarillo-verdosas y tienen una 

longitud de 3 a 5 cm, con un diámetro proporcional. Los frutos son de color verde con un 

ligero tinte rojizo y tienen un tamaño aproximado de 2 a 2.5 cm de largo (Ostolaza, 2019). 

2.2.2. Importancia económica y ecológica de Opuntia en el Perú 

La Opuntia comúnmente conocida como tuna, tiene un notable valor económico 

y ecológico en el Perú. Su cultivo y comercialización generan ingresos importantes para 

los agricultores, particularmente en regiones áridas donde otros cultivos tienen 

dificultades para crecer. La Opuntia sirve como ingrediente valioso en diversos productos 

alimenticios, medicinales y cosméticos, contribuyendo a la diversificación económica y 

la creación de empleo. La producción de tuna en el peruano ha superado las 62 000 

toneladas, con una superficie cosechada de 12 000 hectáreas y un rendimiento promedio 

de 5,3 toneladas por hectárea. Si bien la tendencia ha sido negativa en los últimos años, 
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es evidente una recuperación, con rendimientos superiores al promedio histórico (Novoa, 

2006; Arenas et al., 2017; MIDAGRI, 2022). 

Ecológicamente, Opuntia juega un papel crucial en la conservación del suelo y la 

preservación de la biodiversidad y riqueza genética. Sus raíces profundas ayudan a 

prevenir la erosión del suelo, mientras que su capacidad para prosperar en condiciones 

áridas contribuye a estabilizar los ecosistemas afectados por la desertificación. Además, 

Opuntia proporciona alimento y refugio a una amplia gama de especies silvestre, lo que 

ayuda a mantener la diversidad biológica en los hábitats donde está presente (Berhe et al., 

2023; Ostolaza, 2019; Yanqui et al., 2024). 

2.2.3. Los cloroplastos  

a. Origen y funciones de los cloroplastos 

Los cloroplastos son orgánulos únicamente de las plantas y no se hallan de forma 

natural en otros grupos eucariotas desde su aparición. Su origen se remonta hace unos 

3.500 millones de años, cuando surgió a partir de una endosimbiosis entre una célula 

ancestral y una cianobacteria. Esta cianobacteria que poseía una forma ancestral del 

fotosistema (fotosistema anoxigénico), las cuales no generan oxígeno durante el proceso 

fotosintético. Necesito unos mil millones de años para que sucede una reelaboración del 

nuevo aparato fotosintético  con la capacidad de utilizar el agua como fuente de 

electrones, dando lugar así a la fotosíntesis que libera oxígeno (Rascio, 2013). 

Posteriormente estas procariotas similares a las cianobacterias fueron engullidas por un 

protoeucariota heterótrofo aeróbico, esta endosimbiosis dio origen a los cloroplastos, los 

organoides en las células vegetales responsables de la fotosíntesis.  

Los cloroplastos realizan muchas funciones metabólicas importantes para la 

planta, participando en fotocinesis, síntesis de carbohidratos, respiración, síntesis de 

lípidos y otras rutas metabólicas. Así mismo, los cloroplastos preservan su propio genoma 
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altamente reducido, con genes propios que no se localizan en el genoma nuclear. El 

genoma del cloroplasto opera de manera armonizada con el genoma nuclear para la 

biogénesis y función de los cloroplastos (Liebers et al., 2022; H. Gao et al., 2023). 

b. Estructura del cloroplasto 

La estructura de los cloroplastos tiene una serie de estructuras clave, que permiten 

su funcionalidad. La estructura está definida por tres sistemas: las membranas 

envolventes exterior e interior y el sistema de tilacoides (Figura 2) (Staehelin, 1986; 

Kirchhoff, 2019). La membrana externa es una capa envolvente suave que constituye una 

bicapa de fosfolípidos y permeable a pequeñas moléculas orgánicas. Dentro de la 

membrana externa existe una membrana interna más compleja y menos permeable a estas 

mismas moléculas, pero que atraviesan a través de las proteínas transportadoras de 

membrana específicos (Krupinska et al., 2013). Al interior del cloroplasto se encuentra el 

estroma, espacio donde se encuentra el sistema genético del cloroplasto y una variedad 

de enzimas metabólicas, asimismo alberga reacciones metabólicas independientes de la 

luz e incluidas las responsables de la conversión crítica de CO2 en carbohidratos mediante 

la fotosíntesis (Cooper, 2000; Nevo et al., 2012; Kirchhoff, 2019).  

Los tilacoides se encuentran en el estroma del cloroplasto, como se muestra en la 

Figura 2. Estos tilacoides están organizados en pilas, formando sacos aplanados que 

pueden estar aislados o conectados entre sí. En estos tilacoides se lleva a cabo la 

fotosíntesis, gracias a la presencia de complejos multiproteicos y clorofilas involucradas 

en las reacciones luminosas. Además de la fotosíntesis, en los tilacoides también tienen 

lugar otros procesos metabólicos propios del cloroplasto (Rascio, 2013; Pribil et al., 

2014). El ADN de cloroplasto está organizado en conglomerados de ADN y proteínas 

llamados nucleoides de cloroplasto, que se encuentran dentro del estroma del cloroplasto 

(Figura 2). Los nucleoides presentan 8 numerosas copias del genoma del cloroplasto y se 
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cree que los nucleoides de los cloroplastos son la unidad funcional de diversos procesos, 

incluida la herencia, recombinación, replicación, reparación y transcripción del ADN 

(Kuroiwa, 1991; Sakai et al., 2004; Kamimura et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

(Kirchhoff, 2019) 

 

c. Estructura del genoma cloroplastidial 

El genoma del cloroplasto (cpDNA) es una molécula de ADN bicatenaria en 

forma circular y su longitud varía aproximadamente entre 120 y 200 Kb. Los cloroplastos 

presenta su sistema genético reducido lo que evidencia sus orígenes evolutivos a partir de 

bacterias fotosintéticas, pero preservado genes indispensables para la fotosíntesis y la 

biogénesis de los cloroplastos e plastidios (Wicke et al., 2011; Kamimura et al., 2018; 

Turudić et al., 2021). En la estructura del cpDNA esta mayormente constituido por cuatro 

partes (Figura 3): una región larga de copia única (LSC), una región corta de copia única 

(SSC) y dos regiones repetidas invertidas (IR). Existe dos regiones IR que están separados 

por la región LSC y una sección corta de SSC (Schwarz et al., 2015; Morley et al., 2019; 

Wang & Lanfear, 2019; Turudić et al., 2022). 

Figura 2. Un diagrama que muestra la estructura general de los cloroplastos de plantas 

superiores. 
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Las regiones IR están altamente conservadas en diferentes especies de plantas y 

tienen una longitud aproximadamente de 20 000 a 25 000 pb, además la recombinación 

homóloga (flip-flop) originó la aparición de dos haplotipos estructurales,  manifestándose 

como la invertida la orientación de la secuencias (Palmer, 1983; Sloan et al., 2012; Wang 

& Lanfear, 2019). Se ha informado la existencia de especies que han perdido las regiones 

IRs o una copia de la repetición invertida en los genomas de sus cloroplastos, estos caso 

se encuentran en leguminosas, coníferas, Cactaceae, Arecaceae, y la mayoría de las 

plantas parásitas y no fotosintéticas de la familia Orobanchaceae (Tangphatsornruang 

et al., 2010; Wicke et al., 2011; Wu & Chaw, 2014; Barrett et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Dobrogojski et al., 2020) 

 

El genoma del cloroplasto es rico en adenina (A) y timina (T) y una concentración 

más baja de guanina (G) y citosina (C) en comparación con el ADN nuclear. El cpDNA 

tiene regiones codificantes y no codificantes. Estas regiones codificantes son 

Figura 3. Presentación clásica del mapa del genoma cloroplastidial, donde se muestran 

las cuatro regiones: Dos secuencias de repeticiones invertidas (IR), una secuencia larga 

de copia única (LSC) y secuencia de corta copia única (SSC). 
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responsables de la síntesis de proteínas indispensables para el funcionamiento del 

cloroplasto. El número de genes codificados en cpDNA se encuentra aproximadamente 

en 9 100 genes (Wicke et al., 2011), y en número de genes codificados que varía entre 

diferentes especies de plantas puede ir de 0 hasta 315 según Dobrogojski et al., (2020). 

Además, en el genoma del cloroplasto se encuentran codificados diversos tipos de ARN, 

entre ellos genes que contienen información para la síntesis de ARN de transferencia 

(ARNt) y ARN ribosomal (ARNr).  

2.2.4. Secuenciación de ADN de última generación 

La secuenciación de próxima generación (NGS) son un grupo de tecnologías que 

permite secuenciación de ADN y ARN. NGS ofrecen una gama diversa de métodos, lo 

que brinda a los investigadores la capacidad de abordar prácticamente cualquier pregunta 

relacionada con el genoma, transcriptoma o epigenoma de cualquier organismo. Las 

técnicas de secuenciación varían principalmente en cómo se adquieren las muestras de 

ADN o ARN, así como en las opciones de análisis de datos empleadas. Aunque el número 

de métodos de NGS está en constante crecimiento, se presenta aquí un breve resumen de 

los métodos más comunes. 

2.2.4.1. Tecnología de primera generación: Sanger y Maxam & Gilbert 

Los primeros esfuerzos para secuenciar el ADN y el ARN se basaron en técnicas 

de degradación química de las moléculas, lo que permitía generar fragmentos que podían 

ser analizados individualmente. Uno de los hitos importantes en este proceso fue el logro 

de Robert Holley en 1964, cuando secuenció una molécula de ácido nucleico, el ARNt de 

alanina, utilizando la ribonucleasa de S. cerevisiae (Holley et al., 1965). Y la secuenció el 

ARNt de alanina usando ribonucleasa. Luego Walter Gilbert y Allan Maxam 

desarrollaron una técnica de degradación química para secuenciar PhiX174. Sin embargo, 

el verdadero avance llegó con la introducción del método de secuenciación basado en 
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terminación de cadena por parte de Frederick Sanger. Este método, conocido como 

secuenciación de Sanger, utilizaba didesoxinucleótidos (ddNTP) que interrumpían el 

alargamiento de la cadena de ADN durante la replicación, permitiendo la obtención de 

producción de secuencia de hasta unos pocos cientos de nucleótidos de longitud (Sanger 

et al., 1977).   

La técnica de Sanger fue ampliamente adoptada y revolucionó el campo de la 

biología molecular al permitir la secuenciación rápida y precisa de ADN y ARN. En 1987, 

se lanzó en los Estados Unidos la primera máquina comercial de secuenciación 

automatizada denominado Applied Biosystems ABI 370. Esta máquina utilizaba ddNTP 

marcados con fluorescencia y electroforesis capilar para automatizar el método de 

secuenciación de Sanger, aumentando significativamente la velocidad y precisión de la 

secuenciación del ADN (Schuster, 2008; M. Barba et al., 2014). Esta tecnología 

proporciono importantes descubrimientos y avances en nuestra comprensión de la 

genética y la biología molecular, así como en la diagnosis y tratamiento de enfermedades 

genéticas y otras condiciones médicas.  

2.2.4.2. Tecnología de secuenciación de segunda generación 

a. Tecnología Illumina  

Las plataformas de secuenciación de Illumina utilizan la fluorescencia para 

secuenciar moléculas individuales de ADN, tras una amplificación clonal en un soporte 

sólido. La secuenciación ocurre en una celda de flujo con múltiples canales que pueden 

contener varias muestras. El ADN se une a la celda y se amplifica en puentes clonales 

(Płoski, 2016). Después, la secuenciación procede mediante síntesis con ciclos de 

polimerización y detección de fluorescencia. Se eliminan las cadenas complementarias y 

se procede a secuenciar el otro extremo del ADN. Esta técnica es altamente confiable, 

con un margen de error inferior al 0.1%, y rápida. Sin embargo, puede enfrentar 
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dificultades al secuenciar regiones con secuencias repetidas de un solo nucleótido, 

conocidas como regiones homopoliméricas. La tecnología de Illumina ha sido 

fundamental en la secuenciación de próxima generación (NGS), revolucionando la 

genética y la biología molecular. Su capacidad para secuenciar ADN y ARN ha permitido 

avances significativos en la investigación científica, medicina y diagnóstico 

genético(Adey et al., 2010; Płoski, 2016). 

b. Tecnología Ion Torrent 

La metodología de Ion Torrent basadas en semiconductores emplea la detección 

de cambios de pH durante la síntesis de ADN para la secuenciación. Este proceso, 

conocido como PCR en emulsión, amplifica moléculas de ADN individuales (Dressman 

et al., 2003; Rothberg et al., 2011). La preparación de la biblioteca comienza con la 

fragmentación del ADN y la ligación de adaptadores, seguida de PCR en emulsión, donde 

la biblioteca se mezcla con microperlas en una emulsión de aceite y solución acuosa. 

Después de la PCR, las perlas se separan, se enriquecen y se preparan para la 

secuenciación. Las perlas se colocan en pozos de un chip especializado (Ion Chip) y se 

someten a ciclos de síntesis de ADN, donde la incorporación de nucleótidos libera iones 

H+, detectados por sensores. La secuenciación es rápida, con una sola ejecución que toma 

aproximadamente 2 horas y altamente confiable con error (<0.1%). El sistema Ion Torrent 

fue el primero en utilizar esta tecnología en 2010, capaz de secuenciar exomas (Płoski, 

2016). 

2.2.4.3. Tecnología de Secuenciación de tercera generación 

a. Tecnología de secuenciación SMRT de Pacific Biosciences 

La técnica más conocida de SMS es la secuenciación en tiempo real de molécula 

única (SMRT) de (PacBio). SMRT utiliza una química de secuenciación por síntesis 

similar a la de la segunda generación, pero con menos material inicial y sin PCR, lo que 



 

23 
 

reduce los errores y produce lecturas largas en menos tiempo. Durante el proceso de 

secuenciación, está la preparación de la biblioteca de ADN, síntesis de ADN a partir 

ADNss circular, después las señales de fluorescencia se activan mediante un láser tan 

pronto como se incorpora un dNTP marcado al ADN. Luego, un sistema de cámara 

registra el color y la duración de la luz emitida en tiempo real en la celda de flujo equipada 

con guías de onda de modo cero (ZMV) (Xiao & Zhou, 2020; Athanasopoulou et al., 

2022). Todas las plataformas de PacBio se basan en la tecnología de secuenciación en 

tiempo real de molécula única. Por ejemplo, el último secuenciador de SMRTbell 

template (SMRTbell) puede producir 4 millones de lecturas con más del 99% de precisión 

en solo 30 horas (Garrido-Cardenas et al., 2017; Slatko et al., 2018). Todas plataformas 

ofrecen lecturas contiguas, largas y rápidas, pero presenta una tasa de error (>5%) y 

además costos elevados.   

b. Tecnología de secuenciación de nanoporos de Oxford Technologies 

La tecnología de Oxford Nanopore es utilizado para secuenciación de ADN en 

tiempo real desde una sola molécula, empleando nanosensores que forman estructuras de 

canales y transportan la muestra a un sensor que permite la detección de cada residuo 

nucleotídico presente en la cadena de ADN. Esta tecnología se basa en creación de poros 

para separar dos compartimentos. La molécula de ADN cruza el poro gracias a la acción 

de una proteína motora, produciendo una alteración corriente iónica entre ambos lados 

del poro, lo que permite su identificación por la proteína lectora (Wick et al., 2019). Esta 

plataforma no solo detecta la composición de una plantilla de ADN, sino que también 

puede interpretar secuencias k-mer. Esta tecnología utiliza ADN no modificado, lo que 

ofrece resultados rápidos a partir de cantidades mínimas de muestra. Sin embargo, a pesar 

del potencial prometedor de estas plataformas de secuenciación de moléculas simples en 
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tiempo real, aún tienen la gran desventaja de baja precisión (Y. Yang et al., 2013; Garrido-

Cardenas et al., 2017).  

2.2.5. Metodologías de ensamblaje y anotación de genoma de cloroplasto 

2.2.5.1. Método de ensamblaje 

Para el ensamblaje del genoma cloroplastidial, existen diversas metodologías, 

como señala Turudić et al., (2021), identifican tres enfoques distintos. Sin embargo, estos 

se pueden agrupar en dos categorías principales: Las rutas bioinformáticas, también 

conocidas como pipelines, y el uso de ensambladores especializados. En este trabajo uso 

ensambladores especializados, dado que el primer método implica una combinación 

extensa de varios programas que realizan funciones diversas en el proceso, lo que resulta 

en una menor flexibilidad en la entrada de datos. 

La metodología que utiliza ensambladores especializados para este propósito 

surgió hace unos años. Freudenthal et al. (2020), llevaron a cabo una comparación 

exhaustiva de siete programas especializados en el ensamblaje de genomas cloroplásticos, 

además menciona que estas herramientas extraen datos rápidos correspondiente al 

genoma cloroplastidial y permitiendo ensamblar y solucionar el genoma circular del 

cloroplasto. GetOrganelle (https://github.com/Kinggerm/GetOrganelle) es un grupo de 

herramientas que permite ensamblar genomas de orgánulos precisos a partir de datos 

NGS. Además, superó significativamente a todos los demás ensambladores 

especializados en consistencia, precisión y tasa de éxito (Freudenthal et al., 2020; Jin 

et al., 2020). Este conjunto de herramientas recluta lecturas utilizando un enfoque 

modificado de cebo y mapeo iterativo, realiza un ensamblaje de novo, filtra y desenreda 

el gráfico de ensamblaje y produce todas las configuraciones posibles de genomas de 

orgánulos circulares. Además, GetOrganelle pueden producir configuraciones flip-flop u 

https://github.com/Kinggerm/GetOrganelle
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otros isómeros de ensamblaje mediados por repeticiones (Guo et al., 2014; Qu et al., 

2017; Tsumura et al., 2000).   

2.2.5.2. Método de anotación  

Para la anotación de los genomas cloroplastidiales, la herramienta más utilizada 

es GeSeq (https://clorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html) para la anotación rápida y 

precisa de secuencias de genomas de organelos, en particular genomas de cloroplastos. A 

diferencia de las herramientas existentes, GeSeq combina el procesamiento por lotes con 

una selección de secuencias de referencia totalmente personalizable de registros del 

genoma organelar del NCBI y/o referencias cargadas por el usuario. Por otra parte, GeSeq 

permite identifica genes u otras regiones que codifican características mediante 

búsquedas de homología basadas en BLAT y búsquedas de perfil HMM de genes 

codificantes de proteínas y ARNr (Tillich et al., 2017). Debido a su capacidad para 

manejar diferentes tipos de genes, esta herramienta se ha convertido en la más popular 

para la anotación de genomas cloroplásticos en los últimos 5 años. 

2.3. Definición de términos básicos  

ADN genómico: El material genético que contiene la información hereditaria de 

un organismo. Se encuentra en el núcleo de las células eucariotas y en el citoplasma de 

las células procariotas. El ADN genómico incluye todos los genes y secuencias no 

codificantes que conforman el genoma de un organismo. Su estructura y organización 

varían entre diferentes organismos, pero su función principal es almacenar y transmitir la 

información genética necesaria para el desarrollo, funcionamiento y reproducción del 

organismo. 

Anotación del genoma:  La anotación del genoma es el proceso de identificar y 

marcar los elementos funcionales dentro de una secuencia de ADN. Esto incluye la 

identificación de genes, exones, intrones, regiones regulatorias, y otros elementos 

https://clorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html
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relevantes. La anotación del genoma es crucial para comprender las funciones de 

diferentes partes del genoma y cómo contribuyen al organismo en su totalidad. Este 

proceso generalmente implica el uso de software bioinformático y bases de datos 

genéticas para predecir y categorizar las características genómicas. 

Análisis bioinformático: Disciplina que combina la biología, la informática y la 

estadística para analizar y comprender datos biológicos. Este campo implica el uso de 

herramientas y técnicas computacionales para procesar grandes volúmenes de datos 

biológicos, como secuencias de ADN, proteínas y metabolitos. El objetivo del análisis 

bioinformático es extraer información valiosa y generar hipótesis sobre la estructura, 

función y evolución de los organismos. Las aplicaciones típicas incluyen la anotación de 

genes, el estudio de interacciones proteína-proteína, la reconstrucción de árboles 

filogenéticos, y la identificación de biomarcadores. 

Las secuencias repetitivas simples (SSR): También conocidos como 

microsatélites, son secuencias cortas de ADN que se repiten de manera consecutiva en el 

genoma. Cada repetición suele tener una longitud de 1 a 6 pares de bases. Por ejemplo, 

una secuencia de repetición podría ser "ACACACAC", donde "AC" se repite cuatro 

veces. 

Análisis genómico: El análisis genómico es el estudio exhaustivo del genoma 

completo de un organismo, lo que incluye la secuenciación, la anotación y la 

interpretación de todas las secuencias de ADN. Este análisis permite identificar los genes 

y sus funciones, así como las variaciones genéticas que pueden estar asociadas con 

enfermedades o rasgos específicos. 

Filogenia: Estudio de las relaciones evolutivas entre diferentes especies o grupos 

de organismos. Este campo de estudio se centra en la reconstrucción de los árboles 
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filogenéticos, que representan las hipótesis sobre las relaciones de parentesco basadas en 

características heredadas. Los análisis filogenéticos utilizan datos genéticos, 

morfológicos y moleculares para entender cómo las especies están relacionadas y cómo 

han evolucionado a lo largo del tiempo. 

2.4. Hipótesis de investigación  

2.4.1. Hipótesis general  

Los genomas de cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens presentan 

diferencias en su estructura, contenido génico y secuencias repetitivas, las cuales reflejan 

su historia evolutiva y permiten esclarecer las relaciones filogenéticas dentro del género 

Opuntia. 

2.4.2. Hipótesis especifico  

Es posible ensamblar y anotar el genoma de cloroplasto de O. ficus-indica y O. 

pubescens mediante metodologías bioinformáticas actuales. 

Los genomas de cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens presentan 

expansiones/contracciones de IR, pérdidas/duplicaciones génicas detectables en 

comparación con otras especies del género Opuntia. 

Lo genoma de cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens difieren en la 

composición y abundancia de secuencias repetitivas con otros opuntias 

La reconstrucción filogenética basada en genomas completos de cloroplasto 

generará topologías más resolutivas y ubicará de forma consistente a O. ficus-indica y O. 

pubescens dentro del género Opuntia. 
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2.5. Operacionalización de variables e indicadores 

Tabla 1. Tabla de la operacionalización de las variables estudiadas. 

Variables 
Definición 

Operacional 
Indicadores Escala de Medición 

Variables: 

- Datos de secuenciación de 

ADN de lecturas cortas (151 

pb). 

- Genoma cloroplástico 

ensamblado y anotado. 

- Secuencias de cloroplasto 

propias y otras especies 

relacionadas. 

- Identificación y 

caracterización de variaciones 

estructurales. 

- Secuencias repetitivas 

identificadas. 

- Relaciones filogenéticas entre 

las especies de Opuntia 

Ensambla y 

anotar 

- Nº de contigs. 

- Tamaño total (~120–160 kb). 

- Cobertura media (> 50×). 

- N° de k-mers. 

- Número total de genes anotados (esperado: 

~110–130). 

- Presencia y correcta ubicación de regiones 

IR, LSC y SSC. 

- Concordancia con genomas cloroplásticos de 

referencia (>80% identidad). 

- Anotación funcional completa y sin errores 

(genes codificantes, tRNAs, rRNAs). 

– Nº de contigs 

– Tamaño 

– Cobertura 

– k-mers  

– Nº genes 

– Concordancia  

 

Analizar 

variaciones 

- Existencia de inversiones, deleciones, 

duplicaciones, translocaciones. 

- Tamaño medio de cada evento (bp). 

- Ubicación (LSC/SSC/IR; génica/intergénica) 

- Nº de genes afectados por inversiones o 

reordenamientos 

– Existencia de eventos 

– Tamaño 

– % genoma afectado 

– Nº genes afectados 

Identificar 

repeticiones 

- Número total de secuencias repetitivas. 

- Porcentaje del genoma ocupado por 

repeticiones. 

- Tipos de repeticiones detectadas 

(palindrómicas, tándem, dispersas, 

microsatélites). 

- Comparación del patrón de repeticiones 

entre las especies analizadas. 

 

– Nº total 

– % ocupado 

– Densidad 

– Tipos 

 

Reconstruir 

filogenia 

- Soporte estadístico de las ramas (valores 

bootstrap o posterior probabilities ≥ 70%) 

- Número total de especies incluidas en el 

árbol. 

- Concordancia con clasificaciones 

taxonómicas previas. 

- Topología coherente con datos moleculares 

previos por literatura. 

– Soporte 

– Nº especies  

– Coherencia 

topológica 

Fuente propia 

CAPITULO III. METODOLOGÍA  

3.1. Diseño metodológico 

El tipo de investigación fue descriptivo y no experimental, lo que implicó observar 

y describir el fenómeno del genoma del cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens, sin 

influir sobre ellos de ninguna manera. 

Esta investigación se enfocó en caracterizar la información generada a partir de la 

secuenciación masiva de ADN, el ensamblaje y la anotación de los genomas de 
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cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens; asimismo, estos genomas de cloroplasto 

obtenidos fueron comparados con genomas de taxones filogenéticamente relacionados. 

3.2. Población y muestra  

3.2.1. Población  

La población está constituida por un espécimen para cada especie (O. ficus-indica 

y O. pubescens). La muestra de cladodios de O. ficus-indica se realiza fueron obtenidos 

de la Estación Experimental Canaán del INIA (Instituto Nacional de Innovación Agraria). 

La muestra de cladodios de O. pubescens se colectó en las afueras de Santa Eulalia, Lima 

con coordenadas -11.83330°S, -76.62657°O, a 1517 m s. n. m. Antes de la colecta se llevó 

a cabo un reconocimiento morfológico detallado para garantizar la correcta identificación 

de la especie y evitar posibles confusiones. 

3.2.2. Muestra  

Las muestras para la extracción de ADN estuvieron constituidas por epidermis de 

cladodios secos de O. ficus-indica y O. pubescens. Para su obtención, se separó la 

epidermis de los cladodios y luego se desecó a 50 °C empleando perlas de gel de sílice. 

3.3. Técnicas de recolección de datos   

Se muestra el diagrama de flujo de la investigación propuesta (Figura 4). 
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Fuente propia 

3.3.1. Métodos de campo 

Se llevó a cabo la búsqueda de las especies Opuntia pubescens, en la que se 

indicaron las ubicaciones geográficas de referencias sobre el avistamiento de estas 

especies (Tabla 2). Una vez encontradas, se realizó el reconocimiento morfológico de 

especies para evitar algún tipo de confusión, como se muestra en la Figura 5. Luego se 

extrajeron cladodios jóvenes de cada uno de los individuos identificados y se guardaron 

con perlas de silicagel. Por otra parte, las muestras biológicas de tunas (Opuntia ficus-

indica) fueron compradas en la Estación Experimental Canaán del INIA, Ayacucho. 

Figura 4. Diagrama de flujo del trabajo del proyecto de investigación. 
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Posteriormente, los cladodios obtenidos fueron transportados a las instalaciones del 

Laboratorio de Biotecnología de la Producción de la Universidad Nacional José Faustino 

Sánchez Carrión, donde fueron disecados obteniéndose la epidermis y secando 50 °C en 

estufa.  

 

Figura 5. (A) Muestras de O. ficus-indica código de accesión PTI 003 INIA. (B) Colecta 

de O. pubescens. 

 Fuente propia 

Tabla 2. Ubicación de referencias para Opuntia pubescens. 

Especies Lugar Referencias geográficas 

Opuntia pubescens Santa Eulalia 
-11.83330°S, -76.62657°O, 1517 

m s. n. m. 

Fuente propia 

3.3.2. Método de laboratorio  

3.3.2.1. Extracción y purificación de ADN genómico   

La extracción del ADN se realizó en las instalaciones del Laboratorio de 

Genómica y Bioinformática para la Biodiversidad (FCB-UNMSM), para ello se empleó 
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el kit Plant Genomic DNA (Tiangen, China), siguiendo el protocolo GDP305-Plant 

Genomic DNA Kit-240514 

(https://en.tiangen.com/upload/file/20240712/20240712135931_23071.pdf), con una 

modificación en el Paso 1, en el que se añadieron 20 µl de proteinasa K y 4 µl de RNase 

A. 

El ADN total purificado se almacenó entre –25 °C y –50 °C durante los días 

siguientes, hasta que se evaluó su calidad y concentración. 

3.3.2.2. Determinación de concentración y calidad del ADN obtenido  

La calidad y cantidad del ADN extraído se evaluó utilizando el espectrofotómetro 

Nanodrop™ One C de Thermo Scientific y el fluorómetro Qubit™ 4 de Invitrogen 

empleando el kit Qubit™ dsDNA Quantification Assay. Para ambas mediciones se 

utilizaron 2 μL de ADN por muestra. Además, la integridad del ADN fue verificada 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, utilizando el tinte de ácido nucleico 

Diamond™ de Promega. La visualización de los resultados se realizó mediante 

iluminación UV con un foto-documentador. 

La secuenciación del ADN se realizó utilizando la plataforma NovaSeq 6000 de 

Illumina, a través de los servicios del laboratorio externo Macrogen (Macrogen Inc., Seúl, 

República de Corea). Para la preparación de la biblioteca se empleó el kit TruSeq DNA 

PCR-Free de Illumina. Durante el proceso de secuenciación se generaron lecturas paired-

end en ambas direcciones (forward 5’–3’ y reverse 3’–5’), con una longitud de 151 pb. 

Los reportes de control de calidad asociados al proceso fueron los siguientes: 

• Evaluación de la muestra original – Reporte 1 

• Evaluación de la muestra original – Reporte 2 

https://en.tiangen.com/upload/file/20240712/20240712135931_23071.pdf
https://drive.google.com/file/d/1mhEgDA8Zdg2Ak9L2qEcegVgwkWb0zd8x/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Ld8b5Z2QkV9BZE2Io5QYP29Q9VWX3quq/view?usp=sharing
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• Control de calidad de la biblioteca NGS 

• Reporte final de secuenciamiento NGS 

 

3.3.3. Método bioinformático  

3.3.3.1. Análisis de calidad de datos de secuenciación de ADN y filtrado  

A partir de este punto, se llevaron a cabo análisis bioinformáticos utilizando una 

Workstation PC con las siguientes características: Intel Xeon Gold 5115 (20) @ 

3.200 GHz, 3038 MiB / 127427 MiB de memoria y sistema operativo Ubuntu 22.04.4 

LTS x86_64. 

Para cada una de las especies, se realizó por separado un análisis de calidad de los 

datos de secuenciación y un proceso de filtrado. La evaluación de la calidad de los datos 

obtenidos a través de la secuenciación por Illumina se llevó a cabo utilizando FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Posteriormente, se 

escanearon las secuencias con una ventana de desplazamiento de 30 nucleótidos, 

eliminando aquellas con una calidad promedio inferior a Q = 33; este proceso de 

eliminación se llevó a cabo utilizando Trimmomatic 

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Una vez completado el proceso de 

filtrado, se procedió a realizar una nueva evaluación de la calidad de las lecturas 

utilizando FastQC, con el objetivo de asegurar que los datos filtrados cumplieran con los 

criterios de calidad establecidos previamente (Bolger et al., 2014). 

3.3.3.2. Ensamblaje del genoma cloroplastidial de O. ficus-indica y O. pubescens 

La secuencia consenso del genoma de cloroplasto de Opuntia ficus-indica y 

Opuntia pubescens se obtuvo por separado para cada especie. 

https://drive.google.com/file/d/1CwWJzd8y1PpWtjMVarYqKckEOkv4WCz6/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1doYcOUuK1-JzT8jr08M5u2lck9AYmv-K/view?usp=sharing
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic)
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El ensamblaje de novo se llevó a cabo utilizando el software GetOrganelle, 

disponible en el enlace https://github.com/Kinggerm/GetOrganelle. Este software integró 

varias herramientas, incluyendo Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), BLAST 

(Camacho et al., 2009), SPAdes (Bankevich et al., 2012), así como librerías de Python. 

Su función principal fue identificar las secuencias relacionadas con el genoma 

cloroplastidial (cpDNA) y ensamblarlas. 

El flujo de trabajo de GetOrganelle comenzó con la identificación de una 

secuencia semilla en sus librerías, la cual se mapeó con las lecturas proporcionadas por 

Bowtie2, actuando como “carnadas”. Luego, SPAdes buscó lecturas superpuestas, 

extendiendo la secuencia hasta completar el ensamblaje de contigs. Estos contigs se 

guardaron como archivos de gráfico de ensamblaje (GFA). Posteriormente, se eliminaron 

los contigs ensamblados que no estaban relacionados con la semilla inicial, y se 

etiquetaron las regiones del ensamblaje según la base de datos de etiquetas de 

GetOrganelle. 

El archivo filtrado y etiquetado se empleó para obtener los mejores resultados de 

un genoma circular, los cuales fueron sometidos a análisis posterior. Se especificó en 

GetOrganelle el uso de los datos filtrados previamente (lecturas forward y reverse), se 

emplearon 15 rondas de iteraciones de extensión y se buscó un plastidio de planta. Los 

demás parámetros se mantuvieron por defecto. 

El archivo gráfico de ensamblaje obtenido se visualizó utilizando Bandage 

(https://rrwick.github.io/Bandage/) para comprender la estructura del cpDNA y 

determinar la profundidad de la secuenciación (Wick et al., 2015). 

A partir del ensamblaje realizado por GetOrganelle se generaron archivos FASTA 

por cada especie. Las secuencias obtenidas en el caso de O. ficus-indica fueron analizadas 

https://github.com/Kinggerm/GetOrganelle
https://rrwick.github.io/Bandage/
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empleando EMBOSS http://emboss.open-bio.org/, con la opción stretcher, para 

determinar la secuencia con mayor identidad a los genomas de referencia existentes de 

esta misma especie mediante alineamiento global (Rice et al., 2000). 

3.3.3.3. Anotación del genoma cloroplastidial  

La anotación del genoma del cloroplastidial se realizó por separado para cada 

especie, empleando la herramienta GeSeq (Tillich et al., 2017), siguiendo flujograma 

desarrollada por Caycho (2023) con algunas modificaciones. GeSeq, disponible en el 

servidor web Chlorobox, permitió realizar la anotación a partir de los archivos FASTA 

obtenidos en el ensamblaje anterior, utilizando las opciones por defecto del software. 

El software generó dos resultados de anotación, los cuales fueron comparados con 

las secuencias génicas de los genomas de Arabidopsis thaliana (NC_000932), y Opuntia 

macbridei (NC_085762), disponibles en NCBI. Esta comparación permitió determinar 

cuál de los dos resultados era más adecuado para los análisis posteriores. 

Una vez seleccionada una de las dos versiones del ensamblaje, se especificó que 

la secuencia correspondía a un genoma de cloroplastidial de plantas terrestres. Se 

procedió a la anotación de diversas características, incluyendo las repeticiones invertidas 

(IR), las secuencias codificantes de proteínas (CDS), ARN ribosomales (ARNr), ARN de 

transferencia (ARNt) y las secuencias génicas interespaciadas rps12. Para la anotación, 

se establecieron umbrales del 25 % de identidad para proteínas y del 85 % para ARN. 

Se empleó tRNAscan-SE como segundo anotador de ARNt y se utilizó el anotador 

externo Chloë v0.1.0 (https://github.com/ian-small/chloe), disponible en el mismo 

servidor web (Chan & Lowe, 2019). El servidor devolvió archivos en formato GenBank 

con los genes identificados. 

http://emboss.open-bio.org/
https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://github.com/ian-small/chloe
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Posteriormente, se realizó una corrección manual de cada gen identificado, 

comparándolos con sus homólogos en otros cpDNA de especies del género Opuntia, con 

el fin de completar la anotación de manera precisa y exhaustiva. 

Del mismo modo, el reconocimiento y la anotación de las regiones LSC, SSC, IRa 

e IRb se llevaron a cabo utilizando Geneious Prime® v1.3, en función de los resultados 

obtenidos con GeSeq. 

3.3.3.4. Análisis estructural del genoma cloroplastidial 

Para el análisis del cpDNA, se utilizaron los datos obtenidos de la anotación y 

otros genomas de Opuntia como se muestra en la Tabla 3.  Para el análisis se empleó 

Geneious Prime® (https://www.geneious.com/), lo cual permitió extraer el orden de los 

genes y clasificarlos por tipo, en función de las configuraciones cuatripartitas de los 

genomas (Nhat et al., 2023). 

Tabla 3. Números de acceso de GenBank de referencias e incluyendo nuestros 2 genomas 

de Opuntia. 

Especies Tamaño del 

genoma pb 

GenBank 

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 150,927 PV849967 

Opuntia pachyrrhiza H.M.Hern., Gómez-

Hin. & Bárcenas 

152,690 OQ613397 

Opuntia stenopetala Engelm. 152,717 OQ613406 

Opuntia pycnantha Engelm. 152,441 OQ613399 

Opuntia quimilo K.Schum. 150,374 OQ613400 

Opuntia arechavaletae Speg. 149,275 OQ613377 

Opuntia colubrina A.Cast. 147,853 OQ613385 

Opuntia retrorsa Speg. 147,640 OQ613402 

Opuntia macbridei Britton & Rose 148,031 OQ613392 

Opuntia quitensis F.A.C.Weber 148,114 OQ613401 

Opuntia auberi Pfeiff. 138,379 OQ613378 

https://www.geneious.com/
https://www.geneious.com/
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Opuntia dejecta Salm-Dyck 137,452 OQ613387 

Opuntia gaumeri (Britton & Rose) R.Puente 

& Majure 

137,818 OQ613389 

Opuntia caracassana Salm-Dyck 138,141 OQ613382 

Opuntia jamaicensis Britton & Harris 137,596 OQ613391 

Opuntia guatemalensis Britton & Rose 137,494 OQ613390 

Opuntia scheeri F.A.C.Weber 151,001 OQ613404 

Opuntia pubescens H.L.Wendl. ex Pfeiff. 152,730 PV849966 

Fuente propia 

3.3.3.5. Análisis genómico comparativo del genoma cloroplastidial 

Los genomas de anotados de O. ficus-indica y O. pubescens se compararon con 

los de dieciséis especies del género Opuntia (Tabla 3) mediante el programa mVISTA 

(https://genome.lbl.gov/vista/index.shtml), empleando el modo Shuffle-LAGAN (Frazer 

et al., 2004), identificando regiones divergentes. 

3.3.3.6. Identificación de secuencias repetitivas  

Para la identificación de secuencias repetitivas, se empleó varios programas. Se 

identificó secuencias SSR (Short Sequence Repeat) empleando el programa software 

MISA (Beier et al., 2017), aplicando los siguientes parámetros de búsqueda: diez 

repeticiones para mononucleótidos, ocho para dinucleótidos, cuatro para trinucleótidos y 

tetranucleótidos, y tres para pentanucleótidos y hexanucleótidos.  

Para identificar las repeticiones en tándem (forward, palindromic, reverse y 

complementarias) en estas especies, utilizamos REPuter (Kurtz & Schleiermacher, 1999) 

con los siguientes parámetros: distancia de Hamming igual a 3, tamaño mínimo de 

repetición establecido en 30 pb y tamaño máximo de repetición calculado en 300 pb. 

3.3.3.7. Reconstrucción filogenética  

Para la reconstrucción filogenética se emplearon los genomas cloroplastidiales de 

O. ficus-indica y O. pubescens anotados en el presente trabajo y 39 genomas 

https://genome.lbl.gov/vista/index.shtml
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cloroplastidiales del género Opuntia disponibles en el NCBI (Anexo 2). Previamente se 

realizó un alineamiento múltiple utilizando MAFFT v7 (Katoh & Standley, 2013). Luego 

se empleó trimAl v1.5 para realizar el recorte de las alineaciones con un umbral de 

cobertura global del 80 % para eliminar posiciones no conservadas (Capella-Gutiérrez et 

all., 2009).  

La reconstrucción filogenética se llevó a cabo mediante tres enfoques: Máxima 

Verosimilitud (ML) usando el software IQ-TREE (Nguyen et al., 2015; Minh et al., 2020), 

empleando 10,000 réplicas de Bootstrap; Máxima Parsimonia (MP) usando MPBoot 

v.1.1.1 (Hoang et al., 2018) empleando 10,000 réplicas de Bootstrap; e Inferencia 

Bayesiana (BI) usando MrBayes v.3.2.7 (Ronquist et al., 2012), empleando algoritmo 

Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 200,000 generaciones, con una frecuencia de 

muestreo de árboles cada 200,000 generaciones y un burn-in del 20% , utilizando el 

modelo de sustitución GTR+F+I. El algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC) se 

calculó para 200,000 generaciones, y el árbol de muestreo para cada 10,000 generaciones. 

El 20% de las generaciones se descartó como burn-in. 

3.4. Técnicas para el procesamiento de información  

Para el procesamiento de la información, se emplearon técnicas de ensamblaje de 

novo mediante GetOrganelle, seguido de la anotación del genoma cloroplastidial con 

GeSeq. Las variaciones estructurales se analizaron mediante alineamientos múltiples en 

MAFFT y Geneious Prime ®, para la identificación de SSR se empleará software MISA. 

Para la reconstrucción filogenética, se utilizaron herramientas de inferencia bayesiana y 

máxima verosimilitud (MrBayes, MPBoot y IQ-TREE), permitiendo establecer 

relaciones evolutivas entre O. ficus-indica, O. pubescens y otras especies del género 

Opuntia disponibles en NCBI. 
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3.5. Matriz de consistencia 

Tabla 4. En este punto se aprecia el cuadro de la operacionalización de las variables estudiadas. 

PROBLEMA OBJETIVOS HIPÓTESIS VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES DISEÑO DE 

INVESTIGACIÓN 
Problema general 

 

¿Qué aportes para la filogenia y la historia 

evolutiva del género Opuntia puede 

proporcionar la caracterización detallada del 

genoma cloroplástico de O. ficus-indica y O. 

pubescens? 

 

Objetivo general 

 

Caracterizar y comparar el genoma 

cloroplástico de Opuntia ficus-

indica y Opuntia pubescens, y 

reconstruir su filogenia en relación 

con otras especies del género 

Opuntia 

 

Hipótesis general   

 

Los genomas de cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens presentan 

diferencias en su estructura, contenido 

génico y secuencias repetitivas, las 

cuales reflejan su historia evolutiva y 

permiten esclarecer las relaciones 

filogenéticas dentro del género Opuntia. 

1. Datos de 

secuenciación de 

ADN de lecturas 

cortas (151 pb). 

2. Genoma cloroplástico 

ensamblado y 

anotado. 

3. Secuencias de 

cloroplasto propias y 

otras especies 

relacionadas. 

4. Identificación y 

caracterización de 

variaciones 

estructurales. 

5. Secuencias repetitivas 

identificadas. 

6. Relaciones 

filogenéticas entre las 

especies de Opuntia 

 

 

Ensambla y 

anotar 

- Nº de contigs. 

- Tamaño total (~120–160 kb). 

- Cobertura media (> 50×). 

- N° de k-mers. 

- Número total de genes anotados 

(esperado: ~110–130). 

- Presencia y correcta ubicación de 

regiones IR, LSC y SSC. 

- Concordancia con genomas 

cloroplásticos de referencia (>80% 

identidad). 

- Anotación funcional completa y sin 

errores (genes codificantes, tRNAs, 

rRNAs). 

 

INVESTIGACIÓN 

Descriptiva 

 

 

TIPO DE 

INVESTIGACIÓN 

Básica  

 

 

DISEÑO 

No experimental  
 
 

Analizar 

variaciones 

- Existencia de inversiones, deleciones, 

duplicaciones, translocaciones. 

- Tamaño medio de cada evento (bp). 

- Ubicación (LSC/SSC/IR; 

génica/intergénica) 

- Nº de genes afectados por inversiones o 

reordenamientos 

Problema especifico  

- ¿Es posible obtener genoma de cloroplasto 

mediante ensamblaje de novo y anotación de 

O. ficus-indica y O. pubescens adecuados 

para análisis comparativos? 

- ¿Qué variaciones estructurales presentan el 

genoma de cloroplasto de O. ficus-indica y 

O. pubescens respecto a otras especies de 

Opuntia? 

- ¿Qué tipos y abundancia de secuencias 

repetitivas contienen el genoma de 

cloroplasto de O. ficus-indica y O. 

pubescens y cómo difieren de otras especies 

de Opuntia? 

- ¿Qué topología filogenética se obtiene al 

utilizar genomas de cloroplasto de O. ficus-

indica, O. pubescens y otras especies del 

género Opuntia? 

Objetivos específicos 

- Ensamblar de novo y anotar el 

genoma del cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens. 

- Comprar las variaciones 

estructurales del genoma del 

cloroplasto de O. ficus-indica y O. 

pubescens, así como en otras 

especies de Opuntia. 

- Identificar y caracterizar 

secuencias repetitivas en los 

genomas del cloroplasto de O.  

ficus-indica y O.pubescens, así 

como en otras especies de Opuntia, 

- Realizar una reconstrucción 

filogenética utilizando secuencias 

del genoma de cloroplasto de O. 

ficus-indica, O. pubescens y todas 

las especies de Opuntia disponibles 

en el NCBI. 

 

Hipótesis especifico  

- Es posible ensamblar y anotar el 

genoma de cloroplasto de O. ficus-indica 

y O. pubescens mediante metodologías 

bioinformáticas actuales. 

- Los genomas de cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens presentan 

expansiones/contracciones de IR, 

pérdidas/duplicaciones génicas 

detectables en comparación con otras 

especies del género Opuntia. 

- Lo genoma de cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens difieren en la 

composición y abundancia de secuencias 

repetitivas con otros opuntias 

- La reconstrucción filogenética basada 

en genomas completos de cloroplasto 

generará topologías más resolutivas y 

ubicará de forma consistente a O. ficus-

indica y O. pubescens dentro del género 

Opuntia.  

Identificar 

repeticiones 

- Número total de secuencias repetitivas. 

- Porcentaje del genoma ocupado por 

repeticiones. 

- Tipos de repeticiones detectadas 

(palindrómicas, tándem, dispersas, 

microsatélites). 

- Comparación del patrón de repeticiones 

entre las especies analizadas. 

 

Reconstruir 

filogenia 

- Soporte estadístico de las ramas 

(valores bootstrap o posterior 

probabilities ≥ 70%) 

- Número total de especies incluidas en el 

árbol. 

- Concordancia con clasificaciones 

taxonómicas previas. 

- Topología coherente con datos 

moleculares previos por literatura. 
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CAPITULO IV. RESULTADOS 

4.1. Extracción y purificación de ADN total  

La extracción de ADN total se realizó con el kti Plant Genomic DNA el cual está 

basado en el protocolo publicado por Doyle y Doyle (1990). Para la extracción se necesitó 

0.1 g de cladodios jóvenes deshidrados y triturado. Al terminar la extracción de ADN se 

realizó la cuantificación con Nandodrop para determinar las concentraciones de muestras 

extraídas, si las concentraciones eran muy bajas se concentraban con el centrifugador 

Concentrador Plus (Eppendorf) se juntaba en un solo tubo de 1.5 ml, y se volvía a 

cuantificar por Nandodrop y fluorometro Qubit. Los resultados de esta evaluación 

mostraron que se obtuvo ADN en concentraciones y calidades (A260/280 ≥1.80) en valor 

adecuadas para ser secuenciadas (Tabla 5).  También se corrió un gel de agarosa 1% con 

2 μL de cada muestra, encontrando que el ADN se encontraba mayormente integro como 

una sola banda, con un tamaño mayor de 10 000 pb como se muestra en la (Figura 6). 

Tabla 5. Concentración y calidad del ADN extraído de cladodios jóvenes de Opuntia 

ficus-indica y Opuntia pubescens. 

A260/A280: relación entre los valores de absorbancia a 260 nm y 280 nm.  

 

Código de 

muestra 

Concentra en Nanododrop 

(ng/μL) 

Concentra en Qubit 

(ng/μL) 

A260/280 

OF1 177.0 81.1 1.9 

OF1B 69.5 65.8 1.8 

OP1 63.0 53.2 1.9 

OP1B 130.0 65.8 1.9 
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Los mejores valores de DIN (Número de integridad del ADN) fueron las muestras 

OP1 y OF1B. así mismo las muestras OF1 y OP1B tienen una mayor fragmentación de 

ADN genómico las cuales fueron obtuvieron mediante la concentración por 

centrifugación empleando Concentrador Plus a partir de varias muestras extraídas de 

bajas concentraciones de ADN (Anexo 1).  

La secuenciación del ADN produjo un total de 593909978 lecturas (83.56 Gb) 

para O. ficus-indica y 592026904 lecturas (83.33 Gb) para O. pubescens, con una longitud 

Figura 6. Electroforesis de ADN extraído de O. ficus-indica y O. pubescens en un gel de 

agarosa 1% (M: marcador de pesor molecular de 1kb, OP1: O. pubescens, OF1: O. ficus-

indica), la muestras OP1B y OF1B son respaldo de muestras OP1 y OF1. 
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de lectura de 151 pares de bases (pb). Los datos exactos de la distribución de base y 

calidad de lecturas obtenidos por secuenciación de ADN se encuentran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Datos de cantidad y calidad obtenidos por el secuenciamiento de ADN por el 

laboratorio externo. 

Código de 

muestra 

Total de pares 

de bases (bp) 

Total de 

lecturas 

GC% AT% Q20% Q30% 

OF1B 89 680 406 678 593 909 978 37.8 62.2 96.2 90.6 

OP1 89 396 062 504 592 026 904 38.3 61.7 96.1 90.4 

 

4.2. Análisis de calidad y filtrado de lecturas  

Los datos obtenidos de la secuenciación se descargaron en una estación de trabajo 

(computadora de alto rendimiento), la cual se encuentra en el LGBB de la Facultad de 

Ciencias Biológicas – UNMSM. Los datos fueron analizados empelando FastQC tanto 

las lecturas forward como reverse de cada uno de las especies, presentado una alta calidad 

de secuenciamiento (Figura 7 y 9). Posterior se realizó un proceso de filtrado de lecturas 

utilizando Trimmomatic, estableciendo un umbral de calidad mínimo de Q = 33 en la 

escala Phred para eliminar nucleótido o lectura cuya calidad estuviera por debajo de este 

valor.  

Después del filtrado, se realizó una nueva evaluación de la calidad, confirmando 

se encuentran pro encima de Q = 33. Las lecturas totales que pasaron el filtro de calidad 

en O. ficus-indica son 191 787 444, lo que representa el 33.71% de las lecturas originales 

y las lecturas eliminadas son 200 205 936, equivalente al 33.71% del total inicial (Figura 

8). Para O. pubescens, el número de lecturas que pasaron el filtro de calidad ascendió a 

294,579,560 que equivale 49.76% del total inicial, mientras que 121 211 444 lecturas 
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fueron descartadas, lo que corresponde al 20.47% de las lecturas originales de esta especie 

(Figura 10). 

4.3. Ensamblaje y anotación de los genomas de cloroplasto  

Los datos filtrados se utilizaron para realizar el ensamblaje de novo del ADN de 

cloroplasto de ambas especies. Para ello, se empleó el programa GetOrganelle, 

configurado con parámetros específicos para plantas y ejecutado con 15 rondas de 

iteración, según las recomendaciones del desarrollador. 

En el caso del ensamblaje de O. ficus-indica, se obtuvieron seis rutas posibles de 

genomas candidatos. Para seleccionar el ensamblaje más adecuado, se utilizó el paquete 

EMBOSS, aplicando funciones de comparación con un genoma de referencia (Accesión: 

NC_085762). Finalmente, se seleccionó la ruta que mostró mayor similitud con el 

genoma de referencia, la cual presentó una profundidad promedio de cobertura de 550X. 

Para O. pubescens se obtuvieron dos rutas posibles de ensamblaje, que diferían 

principalmente en la región SSC (Copia Única Corta) del genoma cloroplastídico. Ambas 

rutas presentaron una profundidad de cobertura aproximada de 545X. Tras la 

comparación, se seleccionó la segunda opción por mostrar mayor coherencia estructural 

con genomas de cloroplasto en Opuntia. 

Los genomas seleccionados para cada especie fueron invertidos y convertidos a 

su reverso complementario, ya que el ensamblaje original se encontraba en esa 

orientación. Posteriormente, se asignaron los nombres genome_OF_12 para O. ficus-

indica y genome_OP_2 para O. pubescens. El tamaño de los genomas ensamblados fue 

de 152,730 pb y 150,927 pb, respectivamente. Estos genomas correspondieron a la 

versión final, sobre la cual se procedió a realizar la anotación genética (Figura 11).  
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Figura 7. Calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia ficus-indica. 

 

 



 

45 
 

 

Figura 8.  Evaluación de la calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia ficus-indica tras el proceso de 

filtrado, donde se eliminaron aquellas con un valor de calidad inferior a Q = 33. 
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Figura 9. Calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia pubescens. 
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Figura 10. Evaluación de la calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia pubescens tras el proceso de 

filtrado, donde se eliminaron aquellas con un valor de calidad inferior a Q = 33.
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En O. ficus-indica se identificaron un total de 139 genes, de los cuales 25 

corresponden a genes duplicados. Este conjunto incluye 89 genes codificantes de 

proteínas, que abarcan una longitud total de 67 188 pb, 37 genes de ARN de transferencia 

(ARNt), con una longitud combinada de 2 786 pb, y 8 genes de ARN ribosomal (ARNr), 

que suman 9 108 pb (Tabla 7).  

En O. pubescens se identificaron 137 genes totales, de cuales procese 22 genes 

duplicados.  Se identificaron 87 genes codificantes de proteína, que corresponde a 67 086 

pb de longitud, 37 genes de ARN de transferencia (ARNt), con una longitud combinada 

de 2786 pb, y 8 genes de ARN ribosomal (ARNr) a 9 106 pb (Tabla 7).  

En O. ficus-indica y O. pubescens se identificaron los siguientes genes 

funcionales: 15 genes (psb) relacionados con el Fotosistema II, 5 genes (psa) del 

Fotosistema I, 6 genes (atp) codificantes de ATP sintasa, 17 genes (ndh) asociados a la 

NADH deshidrogenasa, 6 genes (pet) del complejo citocromo b6/f, 1 gen (rbcL) 

correspondiente a la Rubisco, 12 genes (rpl) en O.  ficus-indica y 11 genes (rpl) en O. 

pubescens, los cuales codifican para las subunidades grandes de las proteínas 

ribosomales, 4 genes (rpo) asociado polimerasa de ARN dependiente de ADN, 16 gene 

(rps) en O. ficus-indica y 15 genes (rps) en O. pubescens asociados a las subunidades 

pequeñas de proteínas ribosomales. También se hallaron genes asociados a funciones 

específicas como el de la subunidad de la Acetil-CoA carboxilasa (accD), el gen de 

síntesis del citocromo tipo c (ccsA), la proteína de membrana del sobre del cloroplasto 

(cemA), la subunidad proteolítica de la proteasa Clp (clpP), la maturasa K (matK), el 

factor de inicio de la traducción 1 (infA), y seis genes (ycf) codificantes de proteínas 

hipotéticas de función desconocida. Asimismo, se observó que O. pubescens presenta una 

copia adicional de los genes rpl2, rpl23 y rps19, y cuatro seudogenes, en comparación 

con O. ficus-indica, que posee cinco seudogenes (Tabla 8). 
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Figura 11. Mapas de versión final de los genomas cloroplastidiales de Opuntia ficus-indica (A) y Opuntia pubescens (B). Se muestra las 4 regiones 

de genoma: LSC, SSC, IRA e IRB.  Los genes ubicados en la parte interna del círculo se transcriben en sentido horario, mientras que los localizados 

en la parte externa lo hacen en sentido antihorario. Los genes están representados con colores que indican sus respectivos grupos funcionales.  

Fuente propia 
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Tabla 7. Principales características del genoma cloroplastidial de O. ficus-indica y O. 

pubescens ensamblado a partir del ADN obtenido de cladodios jóvenes mediante 

secuenciación de alto rendimiento. 

Fuente propia 

 

 

 

 

Características Valor Valor 

Especie Opuntia pubescens Opuntia ficus-indica 

Origen del genoma Cloroplasto Cloroplasto 

Tamaño (pb) 150927 152730 

Contenido de GC total (%) 36.6 36.6 

Tamaño LSC (pb) 88850 87373 

Tamaño SSC (pb) 4108 4109 

Tamaño IR (pb) 28985 30673 

Regiones codificantes de proteínas (pb) 67086 67188 

Regiones codificantes de ARNt (pb) 2786 2786 

Regiones codificantes de ARNr (pb) 9106 9108 

Número de genes 137 139 

Número de genes codificantes de proteínas 87 89 

Número de ARNr 8 8 

Número de ARNt 37 37 

Genes con intrones 23 23 

Seudogenes 5 5 
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Tabla 8. Composición genética del genoma cloroplastidial de O. ficus-indica y O. pubescens. 

Categoría de genes Grupo funcional Genes de Opuntia pubescens Genes de Opuntia ficus-indica 

Fotosíntesis Fotosistema II psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, 

psbI, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, 

psbZ 

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, 

psbI, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, 

psbZ 

Fotosistema I psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ 

ATP sintasa atpA, atpB, atpE, atpFb, atpH, atpI atpA, atpB, atpE, atpFb, atpH, atpI 

NADH deshidrogenasa ndhAab, ndhBab, ndhC, ndhD, ndhE, ndhFa, 

ndhGa, ndhHa, ndhIa, ndhJ, ndhK 

ndhAab, ndhBab, ndhC, ndhD, ndhE, ndhFa, 

ndhGa, ndhHa, ndhIa, ndhJ, ndhK 

Complejo Citocromo b6/f petA, petBb, petDb, petG, petL, petN petA, petBb, petDb, petG, petL, petN 

Rubisco rbcL rbcL 

Síntesis de proteínas y 

replicación del ADN 

ARN de transferencia trnA-UGCab, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-

UUC, trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCCb, 

trnH-GUG, trnI-GAUab, trnI-CAUa, trnK-

UUUb, trnL-CAAa, trnL-UAAb, trnL-UAG, 

trnfM-CAU, trnM-CAU, trnN-GUUa, trnP-

UGG, trnQ-UUG, trnR-ACGa, trnR-UCU, 

trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU, 

trnT-UGU, trnV-GACa, trnV-UACb, trnW-

CCA, trnY-GUA 

trnA-UGCab, trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-

UUC, trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCCb, 

trnH-GUG, trnI-GAUab, trnI-CAUa, trnK-

UUUb, trnL-CAAa, trnL-UAAb, trnL-UAG, 

trnfM-CAU, trnM-CAU, trnN-GUUa, trnP-

UGG, trnQ-UUG, trnR-ACGa, trnR-UCU, 

trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU, 

trnT-UGU, trnV-GACa, trnV-UACb, trnW-

CCA, trnY-GUA 
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Categoría de genes Grupo funcional Genes de Opuntia pubescens Genes de Opuntia ficus-indica 

Síntesis de proteínas y 

replicación del ADN 

ARN ribosomal rrn4.5a, rrn5a, rrn16a, rrn23a rrn4.5a, rrn5a, rrn16a, rrn23a 

Subunidades grandes de proteínas 

ribosomales 

rpl2, rpl14, rpl16b, rpl20, rpl22, rpl23, rpl23Ѱ, 

rpl32a, rpl33, rpl36 

rpl2a, rpl14, rpl16b, rpl20, rpl22, rpl23a, 

rpl32a, rpl33, rpl36 

Polimerasa de ARN dependiente de ADN rpoA, rpoB, rpoC1b, rpoC2 rpoA, rpoB, rpoC1b, rpoC2 

Subunidades pequeñas de proteínas 

ribosomales 

rps2, rps3, rps4, rps7a, rps8, rps11, rps12ab, 

rps14, rps15a, rps16b, rps18, rps19 

rps2, rps3, rps4, rps7a, rps8, rps11, rps12ab, 

rps14, rps15a, rps16b, rps18, rps19Ѱ, rps19 

Otras funciones Subunidad Acetil-CoA Carboxilato accD accD 

Gen de síntesis del Citocromo tipo C ccsA ccsA 

Proteína de envoltura de membrana cemA cemA 

Proteasa clpP clpP 

Maturasa K matK matK 

Traducción infA infA 

Desconocida Marcos de lectura conservados ycf1Ѱa, ycf2Ѱa, ycf3b, ycf4 ycf1Ѱa, ycf2Ѱa, ycf3b, ycf4 

a genes duplicados, b genes con intrón(es), Ѱ pseudogenes.
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4.4. Tipos, estructuras y patrones evolutivos de los genomas de cloroplasto 

Para analizar los tipos, estructuras y patrones evolutivos de los genomas 

cloroplastidiales en el género Opuntia, seleccionamos aquellos genomas que presentan la 

típica estructura cuatripartita (LSC, SSC e IR). Estos genomas se detallan en la Tabla 3, 

la cual incluye tanto nuestras anotaciones como las de otras especies del género. El 

análisis comparativo de su arquitectura reveló cuatro configuraciones cuatripartitas 

diferentes (Tipos 1–4), tal como se muestra en la Figura 12. El tamaño de los cloroplastos 

varió entre 137 y 162 kb y contenía de 126 a 139 genes en total: 83–89 codificantes de 

proteínas, 32–37 de ARNt y 7–8 de ARNr.  

Figura 12. Configuraciones cuatripartitas de los genomas cloroplastidiales linealizados 

en el género Opuntia. Se muestran los cuatro tipos (1–4) identificados de arreglo LSC–

IRb–SSC–IRa. Cada gen aparece como un recuadro situado por encima o por debajo de 

la línea central según su dirección de transcripción (+/–). Las regiones invertidas (IRa e 

IRb) están coloreadas en rojo. El triángulo punteado señala la reubicación del bloque 

génico trnA-UGC – trnV-GAC en la configuración del Tipo 3. 

El Tipo 1 es el más completo, con 139 genes totales, y exhibe la LSC extendida 

desde trnH‐GUG hasta rpl22. Las regiones invertidas IRb e IRa abarcan simétricamente 

el bloque génico rps19–ndhG, flanqueando una SSC de trnL‐UAG a ndhE. Esta simetría 
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sugiere una alta conservación estructural y funcional, probablemente asociada a una 

estabilidad replicativa y reparativa óptima de las IR. 

El Tipo 2, de tamaño moderado (130 genes totales), muestra una LSC algo más 

acotada, que va de trnH‐GUG a rps12. Las IR parten de trnV‐GAC y terminan en ndhG, 

mientras que la SSC mantiene el mismo rango de trnL‐UAG a ndhE. La compresión del 

límite IR podrían reflejar procesos de contracción selectiva en regiones no críticas para 

la expresión génica esencial con respecto a genomas de tipo 1 y 4. 

El Tipo 3 se caracteriza por su minimalismo genético, con sólo 126 genes totales, 

y por una reubicación notable de un conjunto de ARNt y ARNr: el bloque trnA‐UGC/trnI‐

GAU/rrn16/trnV‐GAC, originalmente en la IRs, migra a la LSC. Su LSC tiene un 

intervalo trnH‐GUG–rpl22, las IR abarcan de rrn23 a ndhG, y la SSC, de ndhE a trnL‐

UAG.  

El Tipo 4, intermedio (137 genes totales), presenta LSC de trnH‐GUG a rpl2, IR 

delimitadas por rpl23 y ndhG, y la tradicional SSC entre ndhE y trnL‐UAG. 

4.5. Comparación de los genomas de los cloroplastos 

Se examinaron dieciocho genomas cloroplastidiales dentro del género Opuntia 

(O. ficus-indica, O. pachyrrhiza, O. stenopetala, O pycnantha, O. quimilo, O. 

arechavaletae, O. colubrina, O. retrorsa, O. macbridei, O. quitensis, O. auberi, O. 

dejecta, O. gaumeri, O. caracasana, O. jamaicensis, O. guatemalensis, O. scheeri y O. 

pubescens) utilizando mVISTA para identificar regiones divergentes dentro los genomas 

como se muestra en la Figura 13. El análisis reveló una baja sintenia en las regiones IR, 
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acompañada de una notable reorganización génica, lo que sugiere una divergencia 

evolutiva significativa a nivel estructural del genoma, evidenciada en las Figuras 12 y 13.  

 

En general, los resultados revelaron una mayor divergencia en las regiones no 

codificantes en comparación con las codificantes. Las regiones IRa e IRb mostraron una 

baja identidad de secuencia e incluso ausencia de alineamiento en algunos casos, lo que 

sugiere una posible erosión estructural en ciertas especies del género Opuntia. Entre las 

regiones codificantes con mayor variabilidad se identificaron los genes infA, rpoA, petD, 

clpP, atpF, ycf3, rps18, rpl32, rps15, ndhH, ndhA, ndhI, ccsA y ndhE. Por otro lado, la 

mayor diversidad en las regiones no codificantes se concentró en varios intervalos 

Figura 13. Visualización de 18 genomas de los cloroplastos de genero Opuntia, mediante 

mVISTA. Cada banda horizontal representa uno de los genomas analizados. Rojo: 

regiones no codificantes. Azul: regiones codificantes. Blanco: ausencia de alineación bajo 

el umbral mínimo de identidad del 70% similitud. Las flechas verdes son genes que se 

transcriben en sentido 5’ a 3’ (+) y en sentido 3’ a 5’ (-).  Amarillo: regiones comparadas 

con alta diversidad. 
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intergénicos, destacando los segmentos comprendidos entre psbB–clpP, rpoB–psbD, 

rps4–ndhJ, atpE–psaI, psbE–rps12 y rpl32–rps15.  

Por otro lado, la región SSC resultó ser la más conservada entre los genomas 

analizados, seguida por la región LSC. Sin embargo, incluso dentro de estas zonas 

conservadas se detectaron focos de diversidad, particularmente en regiones intergénicas. 

En la región LSC, el tramo comprendido entre psbD y ycf3 presentó una baja identidad 

de secuencia en aquellas especies que exhiben la configuración estructural Tipo 3, como 

se evidencia en la Figura 13.  

4.6. Análisis de secuencias repetitivas  

4.6.1. Repeticiones de secuencias simples (SSR) 

Considerando el papel de secuencias repeticiones simples de genoma 

cloroplastidial (cpSSRs)  como marcadores filogenéticos y recursos para rastrear la 

evolución genómica, examinamos y cuantificamos seis tipos de repeticiones (mono- a 

hexanucleotídicas), que engloban dieciocho clases de motivos (Figura 14). El número 

total de SSR identificados osciló entre 88 en O. ficus-indica con valor máximo y 69 en 

O. arechavaletae con el valor mínimo como muestra en la Figura 14A. 

Todas las especies compartieron repeticiones mononucleotídicas A/T, seguidas de 

dinucleotídicas AT/AT y trinucleotídicas AAT/ATT. Entre las pentanucleotídicas, los 

motivos AAAAC/GTTTT, AAAGT/ACTTT y ACTAG/AGTCT estuvieron presentes en 

todas las muestras. El motivo C/G también fue casi universal, con la excepción en O. 

ficus-indica y O. quimilo, mientras que AATAT/ATATT estuvo ausente en O. 

arechavaletae. Por su parte, AAAT/ATTT resultó ser exclusivo de O. quitensis (Figura 

14B). 
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En O. ficus-indica se identificó 88 repeticiones de secuencias simples (SSR), 

distribuidos en cinco tipos: 58 mononucleótidos, 3 dinucleótidos, 4 trinucleótidos, 19 

pentanucleótido y 4 hexanucleótido. Estas repeticiones se agrupan en diez motivos 

distintos, entre los cuales destacan por su abundancia A/T con 58 repeticiones, los 

AAGTG/ACTTC con 12 repeticiones y AAT/ATT con 4 repeticiones.  

Por otra parte, en O. pubescens se ha identificado 75 repeticiones de secuencias 

simples (SSR), distribuidos en cuatro tipos: 60 mononucleótidos, 2 dinucleótidos, 4 

trinucleótidos, 9 pentanucleótido. Estas repeticiones se agrupan en diez motivos distintos, 

Figura 14. Distribución, motivos, tipo de repeticiones de secuencias simples (SSR) en 

los genomas de cloroplastos de O. ficus-indica y O. pubescens, así como en otras especies 

de Opuntia. (A) Número de SSR totales por especies. (B) Frecuencia de motivos SSR en 

diferentes tipos de clases de repetición identificados. (C) Número de tipos de SSR 

identificados por especies. 
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entre los cuales destacan por su abundancia A/T con 59 repeticiones y AAT/ATT con 4 

repeticiones. A diferencia de O. ficus-indica, O. pubescens carece de los motivos C/G, 

AAAAT/ATTTT y AAATT/AATTT, y no presenta repeticiones hexanucleotídicas.  

4.6.2. Secuencias de repetición largas 

Las secuencias de repetición largas se detectaron con REPuter, identificando un 

rango de 95 a 300 repeticiones entre los 18 genomas de Opuntia (Figura 15A), donde O. 

ficus-indica alcanzó el valor máximo de 300 y O. colubrina el mínimo de 95. Al clasificar 

los tipos de repeticiones, observamos que las repeticiones directas (Forward) son las más 

abundantes, que varía desde 178 en O. pachyrrhiza hasta 70 en O. dejecta (Figura 15B). 

El segundo grupo en orden de frecuencia lo constituyen las repeticiones Palindrómicas, 

encabezadas por O. pachyrrhiza con 105 repeticiones y con el menor número en O. 

retrorsa 16 repeticiones. 

En cuanto a la longitud de la secuencia de repetición, las secuencias de 31–40 pb 

fueron las más comunes, variando entre 105 en O. ficus-indica y 31 repeticiones en O. 

arechavaletae como muestra en la Figura 15C. Les siguieron los intervalos de 0–30 pb y 

41–60 pb.  Asimismo, se detectó un elevado número de repeticiones mayores a 90 pb en 

prácticamente todos los genomas analizados, con la excepción de O. dejecta, que presentó 

solo tres de este tamaño. Esta alta densidad de repeticiones > 90 pb sugiere una trayectoria 

evolutiva en la que los genomas de cloroplasto de Opuntia han experimentado episodios 

recurrentes de duplicación interna o inserciones mediadas por mecanismos 

recombinantes.  
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En O. ficus-indica se detectaron 300 repeticiones largas en el genoma de 

cloroplasto, frente a 148 en O. pubescens. Al clasificarlas por tipo, las repeticiones 

directas (forward) fueron las más frecuentes (131 en O. ficus-indica y 101 en O. 

pubescens), seguidas de las palindrómicas (87 y 36), las reversas (50 y 5) y las de 

complemento (32 y 6) (Figura 15B). 

Respecto a la longitud, el intervalo de 31–40 pb concentró la mayor proporción 

de repeticiones en ambas especies con 105 en O. ficus-indica frente y 59 en O. pubescens 

(Figura15C). Esta diferencia cuantitativa se alinea con el hecho de que O. ficus-indica 

posee un plastoma de mayor tamaño y un número superior de genes, tal como se observa 

Figura 15. Secuencias de repetición largas los genomas de cloroplastos de O. ficus-indica 

y O. pubescens, así como en otras especies de Opuntia. (A) Número de repeticiones total 

por especie. (B) Número de diferentes tipos de repeticiones. (C) Longitud de la secuencia 

de repeticiones. 
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en la Fig. 12 y la Tabla 3, lo cual podría favorecer la acumulación de secuencias repetitivas 

largas. 

4.7. Análisis filogenético del género Opuntia  

Los resultados de reconstrucción filogenética se hicieron utilizado los genomas 

de cloroplastos de 39 especies previamente publicadas para determinar la posición de O. 

ficus-indica y O. pubescens. Para esto se crearon arboles de Máxima Verosimilitud (ML), 

Máxima Parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (BI). Los resultados muestran que 

genero Opuntia es un clado monofilético con valores altos de soporte bootstrap del 100% 

en ML y MP, y probabilidad posterior bayesiana de 1.0 en IB (Fig. 16). Los grupos 

externos identificados en el árbol corresponden a los géneros Airampoa, Brasiliopuntia y 

Salmonopuntia.  
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Figura 16. Árbol filogenético de 39 especies para determinar ubicación O. ficus-indica y 

O. pubescens. El árbol fue construido empleando 3 métodos de diferentes: Máxima 

Verosimilitud (ML), Máxima Parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (BI). Los 

asteriscos en negro representan 100 % soporte de bootstrap [BP] y 1.0 de probabilidad 

posterior [PP]. 

 

Opuntia pubescens se agrupa con O. dejecta, O. jamaicensis y O. guatemalensis 

en un clado respaldado por valores altos de soporte (BP=88 y 98 para ML y MP 

respectivamente; y BI =1.0), mientras que O. ficus-indica forma un clado con O. 

stenopetala, O. pachyrrhiza y O. pycnantha, con soporte de (BP=92 y 94 para ML y MP 

respectivamente; y BI =1.0). La posición más derivada de O. ficus-indica refleja su 
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historia de domesticación y selección humana tras la divergencia de un ancestro común 

próximo a O. pubescens. 

CAPITULO V. DISCUSIÓN  

5.1. Discusión de resultados 

La investigación genómica empleando tecnología NGS se ha masificado 

rápidamente permitiendo la secuenciación eficiente de genomas de cloroplasto completo 

(Moore et al., 2006).  Los genomas de cloroplasto tienen varias ventajas sobre el genoma 

nuclear, como estructura haploide única, herencia materna y baja tasa de evolución 

(Vadim et al., 2003); además permite diferenciar molécularmente especies de un mismo 

género y poblaciones o variedades dentro de una misma especie (Yang et al., 2013).  

En nuestra investigación, el genoma cloroplastidial de O. ficus-indica presenta 

una longitud de 152 730 pares de bases (pb), ligeramente superior a la reportada por Silva 

(2021), cuyo ensamblaje alcanza los 152 387 pb, eso se podría deber a heteroplasmia o 

limitaciones del ensamblaje. Por su parte, el genoma de O. pubescens posee 150 927 pb, 

siendo considerablemente mayor que los tamaños observados en especies relacionadas 

como O. dejecta (137 452 pb), O. jamaicensis (137 596 pb) y O. guatemalensis (137 494 

pb) (Köhler et al., 2023). 

En cuanto al contenido génico, el genoma de O. ficus-indica incluye un total de 

139 genes, ligeramente superior los 137 genes reportados por Silva (2021). Esta 

diferencia se explica por la presencia de 89 genes codificantes de proteínas, 37 genes de 

ARN de transferencia (ARNt), 8 genes de ARN ribosomal (ARNr) y cinco seudogenes, 

dos más que los identificados en el estudio comparativo. Además, se detectaron dos 

copias del gen ycf2 en nuestra anotación. Por otra parte, O. pubescens presenta un total 

de 137 genes, cantidad que coincide con la reportado para O. scheer. No obstante, existen 
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diferencias en la composición génica: O. pubescens posee 87 genes codificantes, mientras 

que O. scheer cuenta con 85 genes codificantes. Asimismo, se observa una variación en 

el número de seudogenes, ya que O. scheer presenta 7 seudogenes, en contraste con los 5 

seudogenes identificados en O. pubescens (Köhler et al., 2023). Aunque estas dos 

especies comparten la misma cantidad de genes y comparten la estructura del genoma 

cloroplasto no se encuentra emparentadas, esto se puede deber a que la adaptación 

convergente a ambientes extremos puede producir similitudes en la composición de los 

genes de especies no emparentadas (Xu et al., 2020). 

El análisis de las configuraciones cuatripartitas de los genomas cloroplastidiales 

en Opuntia muestra una clara concordancia con los tipos estructurales descritos por 

Köhler et al., (2023). Nuestra estructura tipo 1 se corresponde con su tipo 1; el tipo 2 con 

su tipo 3; el tipo 3 con su tipo 6; y el tipo 4 con su tipo 9 (Figura 12). En este marco, O. 

ficus-indica se ubica dentro del tipo 1, mientras que O. pubescens se asocia al tipo 9. 

Un total de 69 a 88 repeticiones de secuencia simple del genoma cloroplastidial 

(cpSSRs) fueron encontradas en las configuraciones cuatripartitas en género Opuntia 

(Figura 14), menores que los reportado por Silva (2021), el cual identifico entre 253 y 

240 SSRs para O. ficus-indica, O. monacantha y B. brasiliensis. En cuanto a la 

composición de los motivos, los más abundantes en nuestros resultados corresponden al 

tipo A/T, lo cual coincide con lo observado por Silva (2021). Esta diferencia en la cantidad 

de repeticiones de secuencia simple podría deberse a que se utilizaron distinto parámetro 

a compresión de nosotros que utilizamos los parámetros estándares de búsqueda: diez 

repeticiones para mononucleótidos, ocho para dinucleótidos, cuatro para trinucleótidos y 

tetranucleótidos, y tres para pentanucleótidos y hexanucleótidos (Contreras-Díaz et al., 

2024). 
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El género Opuntia resultó monofilético lo cual concuerda con estudios previos 

Köhler et al. (2023). Los análisis basados en secuencias completas de plastoma han 

demostrado un elevado poder resolutivo para inferir las relaciones filogenéticas en este 

grupo. En nuestro estudio, recuperamos diez clados principales, cifra que difiere de los 

ocho clados delimitados por Köhler et al. (2023) y de los ocho clados descritos por Majure 

et al. (2023a), quienes integraron datos de plastoma y caracteres morfológicos. Sin 

embargo, en un análisis posterior, Majure et al. (2023b) determinaron diez clados 

principales, lo cual sugiere que las diferencias en el muestreo taxonómico y en los 

criterios de delimitación pueden influir significativamente en la resolución filogenética.  

En nuestros análisis filogenéticos se identifican dos clados con distribución 

estrictamente sudamericana: el clado Quitensis, integrado por O. macbridei y O. 

quitensis; y el clado Elatae, que agrupa a O. sulphurea, O. colubrina, O. monacantha, O. 

retrorsa, O. arechavaletae, O. quimilo y O. caracasana (excluyendo O. gaumeri y O. 

auberi) (Majure et al., 2012). El resto de los clados está conformado por especies 

originarias de Centro y Norteamérica. 

Opuntia pubescens presenta una distribución que abarca desde Norteamérica 

hasta Sudamérica. Filogenéticamente se asocia con especies centroamericanas como O. 

jamaicensis, O. guatemalensis y O. dejecta. Además, en la Figura 16 nuestro estudio sitúa 

a O. pubescens en un ancestro común con O. engelmannii y O. basilaris, hallazgo que 

coincide con lo reportado por Boudjouan et al. (2022). 

Por otro lado, O. ficus-indica, especie nativa de México, se agrupa en un clado 

junto a O. stenopetala, O. pachyrrhiza y O. pycnantha las cuales son nativas de norte 

América. Este patrón filogenético está respaldado por los resultados de Boudjouan et al. 

(2022), quienes también ubican a O. ficus-indica y O. pycnantha en el mismo clado. 
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CAPITULO VI. CONCLUSIÓN Y RECOMENDACIONES 

6.1. Conclusión  

Presentamos el ensamblaje y la caracterización de los genomas de cloroplasto de 

Opuntia ficus‑indica y Opuntia pubescens, aportando datos completos sobre su estructura, 

contenido génico y patrones de repetición. Estos resultados amplían el conocimiento 

sobre la diversidad estructural de los plastomas en Opuntia y proporcionan recursos 

moleculares útiles para estudios comparativos y taxonómicos. 

Las señales filogenéticas derivadas de los genomas de cloroplasto sitúan a O. 

ficus‑indica y O. pubescens dentro del clado norteamericano de Opuntia, lo que refuerza 

relaciones evolutivas previamente sugeridas. La reconstrucción filogenómica basada en 

los plastomas constituye un marco sólido para futuros estudios sobre biogeografía, 

diversidad genética y conservación.  

6.2. Recomendación  

Para asegurar un desarrollo fluido de la tesis y obtener resultados robustos, 

proponemos las siguientes recomendaciones: 

- Definir fases claras: muestreo, extracción de ADN, control de calidad, ensamblaje 

del genoma, anotación y análisis comparativo. 

- Estandarización de la extracción de ADN: Diseñar el protocolo definitivo, evaluar 

de forma comparativa varios métodos o kits comerciales (CTAB modificado, 

columnas de sílice, kits de perlas magnéticas) con cual te permita obtener ADN (≥ 

50 ng/µL). Y realizar pruebas piloto midiendo rendimiento (μg de ADN por g de 

tejido), pureza (260/280 y 260/230) e integridad (electroforesis en gel). 

- Verificar la fragmentación y contaminación del ADN con espectrofotómetro y 

Tapestation/Bioanalyzer. 
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Anexo 1. Boleto de compra de muestra de Opuntia ficus-indica (tuna). 

Fuente propia 
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Anexo 2. Evaluación del DIN (Número de integridad) de ADN genómico de las muestras 

mediante TapeStation por el laboratorio externo. 

 Fuente propia 

 

Anexo 3. Lista de secuencias empleadas para realizar la reconstrucción filogenética en 

genero Opuntia. 

Especies 

Cobertura 

base 

promedio 

Tamaño del 

genoma pb 
GC% GenBank 

Opuntia arechavaletae Speg. 551.6 149,275 36.6 OQ613377 

Opuntia auberi Pfeiff. 664.7 138,379 35.9 OQ613378 

Opuntia aureispina (S.Brack & K.D.Heil) 

Pinkava & B.D. Parfitt 

595.2 124,016 36.1 OQ613379 

Opuntia austrina Small 198.9 123,091 36.1 OQ613380 

Opuntia basilaris Engelm. & Bigelow  538.8 123,500 36.1 OQ613381 

Opuntia caracassana Salm-Dyck 660.0 138,141 35.9 OQ613382 

Opuntia chisosensis (Anthony) D.J.Ferguson 584.5 123,987 36.1 OQ613383 

Opuntia chlorotica Engelm. & Bigelow 367.0 123,748 36.1 OQ613384 

Opuntia colubrina A.Cast. 319.8 147,853 36.7 OQ613385 

Opuntia engelmannii var. cuija 687.1 123,275 36.1 OQ613386 

Opuntia dejecta Salm-Dyck 166.2 137,452 35.9 OQ613387 

Opuntia drummondii Salm-Dyck 672.5 123,611 36.1 OQ613388 
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Opuntia gaumeri (Britton & Rose) R.Puente & 

Majure 

424.7 137,818 35.9 OQ613389 

Opuntia guatemalensis Britton & Rose 210.1 137,494 35.9 OQ613390 

Opuntia jamaicensis Britton & Harris 114.3 137,596 35.9 OQ613391 

Opuntia macbridei Britton & Rose 284.1 148,031 36.6 OQ613392 

Opuntia macrocentra Engelm. 596.5 123,988 36.1 OQ613393 

Opuntia macrorhiza Engelm. 235.0 123,881 36.1 OQ613394 

Opuntia mesacantha Raf. 679.2 123,784 36.1 OQ613395 

Opuntia microdasys (Lehm.) Pfeiff. 591.8 124,337 36.2 OQ613396 

Opuntia pachyrrhiza H.M.Hern., Gómez-Hin. & 

Bárcenas 

196.0 152,690 36.6 OQ613397 

Opuntia pycnantha Engelm. 500.8 152,441 36.6 OQ613399 

Opuntia quimilo K.Schum. 301.6 150,374 36.6 OQ613400 

Opuntia quitensis F.A.C.Weber 376.8 148,114 36.6 OQ613401 

Opuntia retrorsa Speg. 517.3 147,640 36.7 OQ613402 

Opuntia rufida Engelm. 577.8 123,145 36.1 OQ613403 

Opuntia scheeri F.A.C.Weber 210.4 151,001 36.7 OQ613404 

Opuntia setispina Engelm. in Salm-Dyck 133.1 123,480 36.1 OQ613405 

Opuntia stenopetala Engelm. 477.8 152,717 36.7 OQ613406 

Opuntia strigil Engelm. 600.7 123,994 36.1 OQ613407 

Opuntia sulphurea Gillies ex Salm-Dyck - 147,442 - PV464448  

Opuntia monacantha - 149,076 36.6 MZ579523 

Opuntia pubescens H.L.Wendl. ex Pfeiff. 545.5 152,730 36.6 PV849966 

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 550.0 150,927 36.6 PV849967 

Airampoa erectoclada (Backeb.) Doweld 165.3 145,686 36.6 OQ613412 

Airampoa soehrensii (Britton & Rose) Lodé 404.9 156,992 36.8 OQ613413 

Salmonopuntia salmiana (Pfeiff.) P.V.Heath 308.1 147,474 36.7 OQ613408 

Salmonopuntia schickendantii (F.A.C.Weber) 

Font & M.Köhler 

229.3 148,035 36.7 OQ613409 

Brasiliopuntia schulzii  (A.Cast. & H.V.Lelong) 

Backeb. 

80.1 162,564 36.7 OQ613372 

Fuente propia 


