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RESUMEN

El género Quercus es de gran importancia en México, representa una gran oportunidad
econdmica debido a su alto aprovechamiento como biomasa, madera y en algunos casos
incluso como fuente de alimentos, sin embargo, no podemos dejar de lado su impacto
ambiental, porque representa la diversificacion de los ecosistemas ayudando a la
proliferacion de la vida silvestre. Es por ello que es suma importancia el tener un registro de
todas las posibles especies que se localizan en el territorio nacional, esto puede ser posible
gracias a los codigos de barras de ADN, que consisten en el andlisis molecular de
especimenes seleccionados, partiendo de una clasificacion taxondmica, extraccion de ADN
gendmico, amplificacion con cebadores aceptados por CBOL en este caso ITS2, su posterior
secuenciacion y la realizacion de un anélisis filogenético que derive en la discriminacion a
nivel especie. Es importante el desarrollar este tipo de estudios porque datos reportados en
BOLDSYSTEMS mencionan que solamente un 5% de los encinos mexicanos cuentan con

una secuencia en codigo de barras.

A su vez recalcar la importancia de la calidad del ADN extraido de los especimenes, todo
esto basandonos en parametros establecidos por estudios anteriores, siendo uno de los méas
destacados los indices de absorbancia A260/A280 y A230/A260, estos nos ayudan a discernir
si las muestras obtenidas son éptimas para realizar todos los analisis posteriores que se
requieran, ademas de que nos ayuda a conocer los efectos que pueden tener sobre el ADN,

los métodos de conservacion y los tratamientos que los herbarios aplican sobre las plantas.

PALABRAS CLAVE

Extraccion, Herbario, Codigo de barras, ITS, ITS2, cebador, Fagaceas, Quercus, Lobatae.
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1. INTRODUCCION

La familia Fagaceae incluye més de 1000 especies de arboles y arbustos, como los
familiares robles (género Quercus), hayas (Fagus) y castafios (Castanea), que estan
muy extendidos en el hemisferio norte. Sin embargo, la familia también incluye
géneros relacionados como Castanopsis y Lithocarpus que comprenden cientos de
especies en Asia, mientras que las hayas del sur pertenecen a una familia estrechamente
relacionada (Nothofagaceae) distribuida en América del Sur y Australasia (Wheeler &
Sederoff, 2009). Se compone principalmente por arboles o arbustos monoicos,
perennifolios o caducifolios. Cuentan con pelos simples, capitados, fasciculados o
estrellados, glandulares o no, rara vez con collares resiniferos o escamas en hoyos del
enveés de las hojas. Estas son simples, pecioladas, estipuladas, alternas, raramente se
encuentra verticiladas en verticilos de tres; cuentan con margen entero, almenado,
aserrado o sinuoso; con estipulas caducas, que raramente persisten o a veces adheridas
peltadamente. Sus inflorescencias son pendulares, muy pocas veces erectas o reducidas
en espigas, cabezuelas o cimulos, o reducidas a flores solitarias (Kubitzki, 1993). El
género Quercus dentro de la familia Fagaceae, es el que presenta la mayor distribucion
alrededor del mundo. Se encuentran casi en todos los bosques templados del hemisferio
norte, asi como en regiones tropicales y subtropicales del mismo, algunas especies
existen incluso en habitats mas secos, como en el sureste de Asia y el nororiente de
Africa. En el continente americano se localizan desde Canada hasta Colombia. Se
reconocen dos centros de diversidad para el género, el primero se localiza en el sureste
de Asia con alrededor de 125 especies (Govaerts & Frodin, 1998). El segundo se
presenta en México, particularmente en las regiones montafiosas, en donde forman

parte importante de los bosques templados (Govaerts & Frodin, 1998).

El cdodigo de barras de ADN fue ampliamente anunciado como una herramienta
revolucionaria de descubrimiento taxondmico, porque representa quizas el marco mas
confiable disponible para organizar especimenes y datos basados en especimenes para
la investigacion sistematica. La disposicion de los especimenes por haplotipo de

cddigo de barras al principio del proceso de estudio permite una inspeccion eficiente
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del material y facilita la organizacion y gestion de una gran cantidad de datos de
caracteres e informacion del historial de vida, segin la cantidad disponible para los
especimenes con cadigo de barras. Si bien las secuencias de ADN se han utilizado para
identificar especimenes o partes de especimenes desde la década de 1980, su uso como
una herramienta de historia natural mas amplia no se formalizé hasta 2003 (Hebert et
al., 2003).desde sus inicios el codigo de barras de ADN fue visto como un programa
de gran ciencia o el renacimiento de la taxonomia, sin embargo, la secuencia de la
citocromo oxidasa 1 ( CO1), que se ha desarrollado como un cédigo de barras universal
en animales, no discrimina a la mayoria de las plantas debido a una tasa de mutacion
mas lenta (Kress et al., 2009). Aunque muchos estudios han buscado un cédigo de
barras de planta universal, ninguno de los loci disponibles funciona en todas las
especies (Chase & Fay, 2009; Chen et al., 2010). EI Consortium for the Barcode of
Life-Plant Working Group (CBOL) recomend6 recientemente la combinacion de dos
locus de matK + rbcL como el mejor cddigo de barras de plantas con una eficiencia
discriminatoria de solo el 72 % (Group et al., 2009) (CBOL Plant Working Group,
2009). Los taxdbnomos han sugerido que puede ser necesario un método multi-locus
para discriminar especies de plantas (Chase et al., 2007; Hebert et al., 2003). Sin
embargo, CBOL demostré que el uso de multiples loci no mejord claramente la
capacidad de discriminacion a nivel de especie de estas técnicas (CBOL Plant Working
Group, 2009)(Group et al., 2009).

Ha de manera de presentar una vision diferente, el grupo BOL de pantas de China
argumento recientemente que cuando la secuenciacién directa era posible, la region
ITS deberia incorporarse en los codigos de barras principales debido a su mayor poder
discriminatorio que los codigos de barras de plastidios. Para resolver las dificultade
involucradas en la secuenciacion de todo el ITS, sugirieron ITS2 como respaldo debido
a sus caracteres de secuencia conservados que reducen los problemas de amplificacién
y secuenciacion. Se acepto que ITS2 podria usarse como un nuevo codigo de barras
universal para la identificacion de una gama mas amplia de taxones de plantas (Gao et
al., 2010; Han et al., 2013) incluso en especimenes de herbario con ADN degradado
(Chiou et al., 2007).



1.1 HipOtesis

Existen diferencias en la calidad del ADN, amplificacion y secuenciacion de ADN,

extraido a partir de muestras vegetales con diferente método de conservacion.

1.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de la conservacion de una muestra vegetal en la purificacién de ADN

1.3 Objetivos especificos

1. Determinar la calidad del ADN obtenido de una muestra vegetal en cuatro

diferentes tratamientos de conservacion

2. Determinar el impacto de cuatro diferentes tratamientos de conservacion de

muestras vegetales en la amplificacion del ADN

3. Determinar el impacto de cuatro diferentes tratamientos de conservacion de
muestras vegetales en la secuenciacion de amplicones y el uso de estas

secuencias



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Familia Fagaceae

Las Fagaceas son una familia de angiospermas, con especies presentes por todo el
hemisferio norte, abarcando desde regiones tropicales hasta las boreales. Los robles
(Quercus), castafios (Castanea) y hayas (Fagus) son los Unicos géneros que se
distribuyen en Asia, Europa'y América del Norte, donde cubren bosques continuos muy
grandes y constituyen importantes recursos forestales que se aprovechan para una
amplia gama de usos (biomasa, fibra, productos de madera y alimentos). Ademas de
sus contribuciones a la economia, son especies clave en los ecosistemas forestales y
son los principales impulsores de la biodiversidad terrestre en sus ecosistemas. En la
mayoria de los paises, también se consideran importantes recursos patrimoniales y
culturales (Logan, 2005). Independientemente de la importancia econdmica, ecolégica
y cultural que esta familia representa, la investigacion genética en las fagaceas tiene
menos interés que en las coniferas, esto debido a las limitaciones bioldgicas (largo
periodo de generacion y su longevidad) (Kremer et al.,, 2012). Las pocas
investigaciones de procedencias en robles se iniciaron en el siglo XX por Cieslar en
1923 y ha continuado a lo largo del siglo XX por Kleinschmit en 1993. La genémica
en las Fagaceae comenzo con el mapeo de enlaces en castafio (Kubisiak et al., 1997),
roble (Lexer et al., 1998) y haya (Scalfi et al., 2004) y mas tarde con el mapeo

comparativo entre robles y castafios (Barreneche et al., 2004; Casasoli et al., 2006).
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Figura 1. Distribucién generalizada de Fagaceae (adaptado de Manos y Stanford
2001).

Esta familia de angiospermas comprende de ocho a diez géneros y un aproximado de
900 especies lefiosas, de igual manera abarca dos grupos morfolégicos muy diversos
que se localizan en una gran variedad de habitats en todo el hemisferio norte (Kremer
et al., 2012). Estas floras templadas, subtropicales y semiaridas son muy ricas en
especies de Quercus (alrededor de 415), mientras que los bosques mas céalidos del
sudeste asiatico son comparativamente diversos en los géneros de castafios Lithocarpus
(300 especies) y Castanopsis (120 especies). La disparidad en el tamafio de los clados
es sorprendente en Fagaceae, ya que al menos 4 géneros tienen menos de 12 especies
(Manos & Stanford, 2001). ElI Museo Sueco de Historia Natural puntualizé que el linaje
formado por el género Fagus (apox.10 especies) es muy contrastante comparado con

su linaje hermano el género Quercus (600 especies) que es altamente diverso.
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Figura 2. Resumen de la filogenia de Fagaceae con un conjunto de diagramas e
imagenes de tipos representativos de cUpula/fruto (adaptado de Manos et al. 2008).

Estas diferencias en las tasas de especiacion han sido discutidas a fondo, evidenciando
que, si bien las frutas parecidas a bellotas han evolucionado independientemente varias
veces, no se asocian directamente con mayores tasas de diversificacion (Petit et al.,
2013). Este fendmeno de innovaciones clave en frutos se comprende mejor analizando
a la familia Fagaceae en las areas tropicales y subtropicales donde se produce la mayor

riqueza de especies, es decir, el sudeste de Asiay México

2.2 Género Quercus

Para el género Quercus, el mas grande de la familia Fagaceae, Nixon (1993), reconoce
dos subgéneros en este taxon, que son Quercus y Cyclobalanopsis, al primero lo divide

en tres secciones: Lobatae, Protobalanus y Quercus, estando presentes las tres en
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México. El clado Quercus se ha denominado como el de los robles del nuevo mundo
con robles rojos y negros (Lobatae), robles de copa oro (Protobalanus) y los robles
blancos (Quercus). Bajo este concepto se enfatiza un origen putativo y una posterior
diversificacion en las Américas, seguido de por al menos una dispersion de un grupo
ancestral de robles blancos a Eurasia que dio lugar a encontrar una minima de 20
especies en la seccion Quercus (por ejemplo, Quercus robur, Quercus mongolica). Por
otro lado, el clado Cyclobalanopsis es estrictamente de la region Euroasiatica y une dos
grupos: los robles Cerris (50 especies) y los robles tropicales de hoja perenne
Cyclobalanopsi (90 especies) (Denk & Grimm, 2010).

El género Quercus (L), comprende arbustos o arboles que tienen hojas alternas simples
y de madera muy caracteristica, flores que se polinizan por el viento, su fruto son las
bellotas y tienen una longevidad importante. Estos arboles varian de tamafio que van
desde especies arbustivas pequefias hasta robles con grandes alturas, teniendo el
registro como el arbol mas alto de este género, un roble negro que se localiza en

Warrensville Heights, Ohio con medidas de 37.5 metros de altura.

2.2.1 Género Quercus en México

Quercus es el género en la familia Fagaceae que presenta mayor distribucién mundial.
Es posible encontrarlo en todos los bosques templados del hemisferio norte, asi como
en zonas tropicales y subtropicales del mismo. El sureste de Asia y México son
reconocidos como los dos centros de diversidad de este género, el primero cuenta con
alrededor de 125 especies (Govaerts & Frodin, 1998); el numero de especies para
México no se conoce con exactitud, pero existen autores que dan cifras aproximadas
como las descritas por Trelease (1924) que calcula que hay alrededor de 253 especies.
Por otra parte, las estimaciones de Nixon (1993) arrojan entre 135 y 150 especies, otras
cifras registradas son las de Gonzales (1993) quien considera que en el territorio

mexicano hay entre 173 y 213 especies del género Quercus.



El bosque meséfilo de montafia incluye un conjunto de comunidades heterogéneas que
difieren en cuanto a la fisiografia en la que se desarrollan, en su estructura y
composicion floristica. Una caracteristica importante de este ecosistema es la mezcla
de elementos de afinidad boreal y tropical (Gonzalez-Espinosa et al., 2012). Con una
distribucion natural de forma fragmentada en las regiones de montafia y himedas de
Mexico se estima que ocupa entre el 0.5% y 7% del territorio nacional (Cruz-Cardenas
et al., 2012), su limite norte se encuentra en el estado de Nuevo Leén, en la region del
oeste se localiza desde Sinaloa hasta Chiapas, asi como en las regiones mas himedas
de la Faja Volcénica Transmexicana (Cruz-Céardenas et al., 2012) y una pequefia area
que se localiza en el municipio de Huimanguillo, Tabasco representa su distribucion

mas oriental.

La familia Fagaceae es representada en este tipo de bosques principalmente por los
géneros Quercus y Fagus. en nuestro pais el género Fagus (Hayas), solo cuenta con
una especie con una distribucién limitada a las regiones montafiosas y templadas del
noreste, por su parte el género Quercus (robles y encinos) tiene una amplia distribucion
y se estiman més de 160 especies mexicanas (Valencia, 2004).

Figura 3. Regiones prioritas de conservacion del Bosque Mesdfilo de Montafa en
México. | Sierra Madre Oriental Plegada; Il Serranias de Nayarit; 111 Huasteca alta
Hidalguense; IV Sierra Madre del Sur y Franja Neovolcanica de Jalisco; V Centro de
Veracruz; VI Cuenca alta de Balsas; VII Los Tuxtlas; VIII Sierra Madre sur de
Michoacan; IX Sierra Norte de Oaxaca; X Cordillera Costera del Sur; XI Sierra Sur de
Chiapas; XII Montafia del Norte y Altos de Chiapas; XI1I Cafiadas de Ocosingo.
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2.2.2 Género Quercus en Coahuila

Coahuila esta ubicado en el norte de la republica mexicana ademas de situarse en la
parte media de la regidn septentrional y con una extension territorial que lo coloca
como el tercer estado més extenso de México. Dentro de sus fronteras se encuentra la
parte terminal de la Sierra Madre Oriental y su continuacién en una serie de montafias
aisladas que se distribuyen en la region centro y norte del estado, con un clima
particularmente arido en todo el territorio y con una escasa precipitacion que va de los
300 a 500 mm en todo su extension, ademas de la humedad atmosférica baja y una
elevada evapotranspiracion , se puede encontrar un clima templado y sub humedo en
las zonas montafiosas que permite el crecimiento de comunidades de encinos
(Villarreal et al., 2008). La mayor representacion floral de los encinos se encuentra en

las sierras del noroeste y las del sureste sumando en total 32 especies para el estado.



Figura 4. Distribucion del género Quercus en el estado de Coahuila.

De los seis tipos de vegetacion citados para Coahuila por Villarreal y Valdés (1993)
los encinos se encuentran principalmente en el matorral submontano y el Bosque de
montafa, y de manera ocasional en el Matorral Tamaulipeco y la Vegetacion Riparia.
El primero ocupa aproximadamente el cinco por ciento del territorio coahuilense, se
conforma principalmente de arbustos y arboles pequefios que ocupan las laderas y
cafiones en condiciones de alta humedad. Es frecuente encontrar varias especies del
género Quercus en esta region. En cuanto al bosque de montafa especificamente en la
comunidad de Bosque de encino, se distribuye en valles intermontanos y cafiones de
las sierras, donde el clima es templado y subhimedo, la altura promedio oscila entre

los 1200 a 1800 msnm y ocupa menos del 1% de la superficie del estado. Se encuentra
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mayormente poblado por arboles en comunidades esparcidas o densas, muy
homogéneas donde se encuentran especies pertenecientes al género Quercus como lo
son Q. gravessi, Q. grisea, Q. laceyi, etc. La comunidad de bosque de pino ocupa cerca
del 2% de superficie, es comun en laderas y partes altas de sierras con climas templados
y sub humedos, se encuentra dominada por el género Pinus, sin embargo, es posible
encontrar especies asociadas como lo son Q. intricata, Q. striatula y Q. pringlei. En
tanto para las comunidades del Bosque de Oyamel y la Vegetacion Subalpina se
encuentran en minoria especies de encinos como los son Q. greggi, Q. saltillensis y Q.

hintoniorum.

2.2.3 Problematicas en la taxonomia de Quercus

Debido a patrones taxondmicos desconcertantes de variacion morfologica
intraespecifica las especies de roble son muy conocidas, todo esto puede deberse en
gran parte a la hibridacion (Howard et al., 1997; June & Miiller, 1952). Esta hibridacion
en robles ha dado solidez al argumento de las alternativas al concepto de especie
biol6gica, asi como para sugerir un mecanismo por el cual las especies pueden
adaptarse genotipicamente a un paisaje ecolégico cambiante. Esta hipotesis de
hibridacion entre especies de robles esta respaldada por varios tipos de observacion. El
flujo de genes entre especies se informd sobre la base de patrones compartidos de
haplotipos de ADN de cloroplasto (ADNcp) en poblaciones simpatricas de especies en
roble blanco (Whittemore & Schaal, 1991).

Cualquier tipo de estudio biogeografico, evolutivo, filogenético, ecoldgico, de
diversidad o uso sobre el reconocimiento de cualquier grupo se basa en su taxonomia.
Sin embargo, el género Quercus se considera un grupo dificil taxonémicamente, y
aunque se han obtenido avances sustanciales en el reconocimiento de especies
mexicanas del género, aun prevalecen graves problemas, sobre todo en complejos de
especies que hibridan y forman gradientes. Los puntos mas comunes que generan

problemas en el reconocimiento taxonémico para Quercus en México estan:
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La gran variacion morfoldgica intraespecifica, esta incluso en un solo individuo,
que en muchas ocasiones puede conducir a una identificacion errénea, lo que
refleja la imprecision de la diversidad especifica en las especies de este grupo
(Avalos, 2010).

Descripciones deficientes, las primeras caracteristicas documentadas fueron
producidas en el siglo XIX y en la primera mitad del siglo XX, es por ello que
ofrecen informacion limitada sobre la variacién de las especies, resultandos
ineficientes para la identificacion de especies con mucha similitud. La escasez de
material para describir nuevas especies, la gran variaciéon morfoldgica y la escasa
comprension de los grupos, han llevado a interpretar cualquier variacion como
indicadora de una nueva especie, lo que resulta en una descripcion excesiva
(Avalos, 2010).

La hibridacion comun incluso entre robles de la misma seccidn, ha sido observada
en campo y ampliamente documentada en diferentes fuentes bibliogréficas, para
diferentes especies y lugares. Esta hibridacion se ha reconocido con mayor
frecuencia entre especies de la seccion Quercus de amplia distribucion. Este
fendmeno no ocurre estrictamente entre especies con relacion filogenética; es
suficiente que las especies que se hibridan sean simpatricas y tengas barreras
débiles para el cruzamiento. Los hibridos resultantes en la mayoria de los casos
aparecen en campo de forma esporadica y aislada entre los padres, sin formar
grandes masas de individuos hibridos. Los hibridos pueden presentar un mosaico
de caracteres intermedios, o pueden parecerse mas a uno de los padres que al otro;
si estd involucrada la introgresion, la variacion aumentard. En estos casos los
limites morfologicos y genéticos se diluyen y la identificacion taxondmica se
convierte en un problema dificil, requiriendo mucho cuidado en la observacion de
la variacién a fin de identificar adecuadamente la especie o posibles hibridos
(Whittemore & Schaal, 1991).

Considerando todo lo anterior se han establecido caracteres de valor taxonémico en la
identificacion de especies dentro del género Quercus, basandose principalmente en las

hojas maduras, ya que estas proporcionan la informacion mas Util para la identificacion
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(Vazquez, 2006). El tamafio, la forma general del limbo, del &pice, de la base, el
namero de venas, el tipo de margen, la consistencia y el color son muy importantes;
aunque es evidente que de solo considerar estas caracteristicas es posible errar en la
identificacion del material, por lo que es necesario tomar en cuenta todo el conjunto e
incluir también los caracteres de las ramas, brotes, estipulas y frutos, para una mejor
identificacion de la especie (Valencia & Delgado, 2003). A pesar del gran valor de los
caracteres que ofrecen las hojas para el reconocimiento de especies, es necesario tener
en cuenta caracteres que convergen por el tipo de habitat, como es el caso de la
coherencia. Por ejemplo, las hojas esclerofilas predominan en las especies de altiplanos
(Altiplano Central en México) y areas semidesérticas, mientras que en zonas mas
himedas y templadas las hojas tienden a ser méas delicadas. Las flores masculinas y
femeninas de los robles no han sido consideradas con alto valor taxonémico, sin
embargo, puede haber diferencias en el tipo de pubescencia, en la longitud de los
pedicelos y en el tamafio y forma de los tépalos de flores masculinas (Avalos, 2010).

2.3 Cddigos de barras de ADN

De manera tradicional la morfologia ha sido la base para la identificacion de especies
(Heinrich et al., 1998), lo que hace a los taxonomistas esenciales para los estudios
bioldgicos, sin embargo, en los ultimos afios se cuenta con una técnica novedosa que
utiliza una region de ADN corta y estandarizada para identificar especies el cddigo de
barras de ADN (Hebert et al., 2003), y tiene como objetivo identificar correctamente
las muestras ademas de ampliar el descubrimiento de nuevas especies. Este método no
solo facilita el trabajo de los taxonomistas profesionales, sino que también abre las
puertas a los no expertos para la identificacion de especies de manera rapida, precisa y
eficiente. El codigo de barras de ADN ha sido propuesto como una herramienta
taxondmica novedosa y poderosa (Gao et al., 2010), el Consorcio para el Cdodigo de
Barras de la Vida (CBOL) y Plant Working Group (PWG) han establecio6 el uso de
rbcL + matK como cddigos de barras de ADN centrales y, el ITS/ITS2 (espaciador

transcrito interno / espaciador transcrito interno 2) como un marcador suplementario
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para diferenciar plantas. Teniendo como objetivo la creacion de una biblioteca de
referencia con amplia cobertura de la vida en la tierra, los cddigos de barras de ADN
se centran en encontrar una o algunas regiones de ADN que distingan entre si la
mayoria de las especies del mundo (Hebert et al., 2003), utilizando secuencias de
fragmentos de genes altamente conservados para la identificacion de especies,
apoyados de informacidn taxondmica altamente sustentada. Su aplicacion se basa en la
poca variacion que existe dentro de las especies comparada con la existente entre estas,
es por ello que la diversidad intraespecifica se puede determinar con un pequefio
tamafo de muestra, siempre y cuando esta comprenda un grupo representativo de las
subpoblaciones. Para ello deben tenerse en cuenta, de manera primordial, las
variaciones geograficas y fenotipicas (Dasmahapatra & Mallet, 2006; Moritz & Cicero,
2004). Para establecer el cddigo de barras de ADN es necesario contar con una base de
datos uniforme que contenga toda la informacion que exista de las especies, esta
informacion debe contener su descripcién morfolégica y ecoldgica, asi como las
secuencias de nucledtidos de los mismos genes para todas (Rubinoff, 2006). El estudio
de los cadigos de barras del ADN en plantas, actualmente, va mas alla de comparar el
rendimiento de diferentes regiones de ADN, en aplicaciones practicas que van desde
proporcionar informacion sobre la taxonomia a nivel especie para contribuir a la
definicion y delimitacion de especies, asi como el de la identificacion de especimenes
desconocidos para especies conocidas. La obtencidn de estas secuencias es un trabajo
comun en taxonomia molecular, al ir generando informacion se procede a interpretar y
determinar la identidad de la especie, y posteriormente compararla con las disponibles

en otras bases de datos ya existentes.

2.4 Marcadores utilizados como codigos de barras de ADN

Los cddigos de barras tradicionales se han estudiado ampliamente, pero aun tienen
limitaciones importantes. A continuacion, se describen algunos de estos cddigos de

barras de un solo gen que son ampliamente utilizados.
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Maturasa K (matK) El gen del cloroplasto esta altamente conservado en la sistematica
vegetal que esta involucrada en el corte y empalme de intrones del Grupo Il. Cuenta
con una tasa de evolucion alta, una longitud adecuada y una divergencia interespecifica
obvia, asi como una baja tasa de transicion/ transversion (Min & Hickey, 2007; Selvaraj
et al., 2008). El tamafio del gen es de 1500 pb de longitud, ubicado dentro del intrén
de trnK.

rbcL entre los genes de plastidos, rbcL es la secuencia de genes mejor caracterizada,
por lo tanto, los grupos de investigacion han probado su eficacia en los codigos de
barras. Este gen codifica la subunidad grande de la rubilosa 1-5 bifosfato carboxilasa /
oxigenasa (RUBISCO), al ser esta una enzima critica implicada en la fotosintesis, fue
el primer gen que se secuencio a partir de las plantas.

ITS2 (espaciador transcrito interno 2). Esta situado entre los genes ribosomales 5.8S y
28S y probablemente tiene una funcién en la regulacién de la transcripcion de
subunidades ribosémicas activas, ya que este espaciador proporciona los elementos
estructurales necesarios para el correcto procesamiento del pre-rRNA (Jgrgensen et al.,
2013). Debido a sus caracteristicas valiosas, incluida la disponibilidad de regiones
conservadas para disefiar cebadores universales, la facilidad de su amplificacion y la
variabilidad suficiente para distinguir incluso especies estrechamente relacionadas,
ITS2 se propuso como codigo de barras estandar para la autenticacion de plantas

medicinales (Gao et al., 2010).

La region ITS2 forma parte del espaciador transcrito interno y se utiliza ampliamente
como marcador taxondmico molecular (Gao et al., 2010; Han et al., 2013;
Hollingsworth et al., 2011). Esta region tiene ventajas bien definidas debido a su corta
longitud (412 pb). 1TS2 ha mostrado una alta variabilidad de secuencia significativa
en un nivel de especie o inferior, lo que lo ha posicionado como uno de los marcadores
mas importantes en la sisteméatica molecular y la evolucion, al tener de manera
disponible su informacion estructural permite el analisis a un nivel taxonémico
superior, lo que proporciona informacion adicional para la precision y robustez en la
reconstruccion de arboles filogenéticos (Keller et al., 2010). ITS2 se considera uno de

los codigos de barras de ADN candidatos debido a sus caracteristicas valiosas, incluida

~ 15 ~



la disponibilidad de regiones conservadas para disefiar cebadores universales, la
facilidad de su amplificacion y la variabilidad suficiente para distinguir incluso
especies estrechamente relacionadas. Se ha validado a ITS2 como un poderoso
marcador de cddigos de barras que identifica 6600 muestras de plantas pertenecientes
a 4800 especies de 753 géneros distintos y demostraron que la tasa de identificacion
exitosa utilizando el cddigo de barras ITS2 fue del 92,7% y el 99,8% a nivel de especie

y género, respectivamente (Chen et al., 2010; Han et al., 2013).

2.5 Metodologia para producir codigos de barras de ADN

El codigo de barras de ADN es una herramienta para la identificacion de especies que
utiliza regiones de ADN acordados internacionalmente para crear una base de datos
global de organismos vivos (Hebert et al., 2003). Se estan llevando a cabo iniciativas
internacionales en cientos de paises para codificar con barras de ADN la biodiversidad
del mundo y poner estos datos a disposicion del pablico para todos los usuarios (Hebert
et al., 2003). El desarrollo de esta técnica en plantas responde a la necesidad de una
identificacion precisa de las especies tanto para su conservaciébn como su
aprovechamiento, sin embargo, en muchas partes del mundo esto puede verse
obstaculizado por la falta de conocimientos taxondmicos. Ademas de poder identificar
plantas completas, también es Gtil poder discriminar especies a partir de materiales
como raices, semillas y polen, o en mezclas de plantas muestreadas del agua o suelo
(de Vere et al., 2012). El codigo de barras de ADN de las plantas ya se estd empleando
en una amplia variedad de aplicaciones, por ejemplo, las secuencias genéticas
obtenidas mediante esta herramienta también se han utilizado para crear arboles
filogenéticos para su uso en la ecologia de comunidades filogenéticas (Kress et al.,
2009).

La caracteristica mas importante para que el sistema sea universalmente aplicable es la
posibilidad de lograr una amplificacion universal, es decir, en todos los taxones, usando

cebadores estandarizados, y que sea técnicamente simple de secuenciar y lo
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suficientemente corto como para hacerlo en una reaccion; de igual manera, el cddigo
de barras debe tener suficiente variabilidad para la identificacion a nivel de especie,
idealmente con una divergencia de secuencia interespecifica alta e intraespecifica baja,
juntos, estos permiten una facil referencia y delimitacibn de especies.
Complementariamente el codigo de barras deber ser facilmente alineable, una
secuencia de ADN con otra, y debe contener pocas inserciones/deleciones que puedan
Ilegar a complicar la comparacion e interpretacion. Ademas, para muchas aplicaciones
potenciales, el cddigo de barras debe poder recuperarse facilmente de muestras de
herbario y otras muestras degradadas (Chase et al., 2007). Debido a las limitaciones
que representa trabajar con el genoma mitocondrial como fuente de un codigo de barras
de ADN en plantas, se han considerado el genoma nuclear y plasmidico, sin embargo,
el uso del primero arrastra la dificultad para recuperar ADN adecuado para
secuenciacion a partir de muestras de herbario o degradadas. Esto se debe en gran parte
a que hay muchas mas copias por célula del genoma del pléastido y a las diferencias en

la proteccion proporcionada por las membranas nuclear y plastidica.

El uso de codigos de barras de ADN como una herramienta de identificacion de
especimenes también depende de la creacion de bases de datos de secuencias de
referencia de alta calidad (Hollingsworth et al., 2011). Es esencial que cada secuencia
de ADN se encuentre asociada con el espécimen de la planta de donde proviene, aunado
a un comprobante de herbario y una etiqueta que contenga los datos de colecta (cuando,
dénde y quien lo recopilé e identificd), aunque en ocasiones para especies muy raras o
gue se encuentran amenazadas se puede sustituir la muestra con una fotografia (de Vere
etal., 2012). De igual manera es primordial registrar los procedimientos de laboratorio
a traves de los cuales se procesa una muestra, con los cebadores seleccionados, los
datos de seguimiento y una estadistica de calidad para la secuencia de ADN, todos
disponibles para los usuarios finales de los datos (de Vere et al., 2012). Toda esta
informacion debe ser de dominio publico; GenBank proporciona un depdsito para las
secuencias de ADN, pero ademas se recomienda depositar los datos en el BOLD
(Ratnasingham & Hebert, 2007). La plataforma BOLD Systems brinda un medio para
gestionar proyectos y permite almacenar archivos de seguimiento, escaneo de

especimenes de herbario y fotografias, junto con secuencias de ADN. Sin embargo,
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extraer ADN de especimenes de herbario puede ser mas problematico en comparacion
con recolectar nuevas muestras de la naturaleza. La utilidad de las muestras para la
extraccion de ADN en diferentes herbarios varia segun las condiciones en las que se
han almacenado los especimenes y como se conservaron originalmente. EI material
mas nuevo funciona mejor que el mas antiguo y ciertos grupos taxonémicos funcionan

menos que otros (Sarkinen et al., 2012).

Todos los codigos de barras deben pasar puntos de control rigurosos después de la
secuenciacion para identificar secuencias incorrectas y verificar la precision y calidad
de las bases. La secuenciacion de multiples individuos por especie es de suma
importancia ya que permite realizar comparaciones entre secuencias. Cada una de estas
debe editarse y verificarse manualmente mediante la examinacién de la ubicacion de
las especies muestra dentro de arboles filogenéticos. Esta etapa es particularmente
importante para las especies de plantas porque los marcadores utilizados, en particular
rbcL, suelen ser bastante similares entre especies estrechamente relacionadas
(Hollingsworth et al., 2011).

A lo largo de la recoleccion y el procesamiento de muestras en campo, herbario y el
laboratorio, se deben implementar procedimientos para garantizar que se evite la
contaminacion. En el campo, las pinzas y tijeras que se utilizan para la recoleccién se
pueden limpiar en etanol al 70 % antes y entre cada uso. En el laboratorio, se debe
utilizar etanol al 70 % o un producto similar para la limpieza regular. Se deben usar
batas de laboratorio y guantes de nitrilo o latex en todo momento. Las pipetas, puntas
y otros consumibles deben esterilizarse en autoclave antes de su uso 0 comprarse en

paquetes estériles.

2.6 Importancia de las muestras de herbario

La creacién de bases de datos de cddigos de barras de ADN a gran escala, es muy
relevante para todos los herbarios, debido a su posicionamiento Gnico como

repositorios de la flora mundial. Una revision reciente realizada por un destacado
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botanico de una institucion de colecciones afirma: “Las colecciones son una mina de
oro tanto de informacién como de muestras de tejido y hay mdas avances en camino”
(Escobar et al., 2015). La existencia de los herbarios recae principalmente en la
recoleccion, ayuda en la preservacion de la flora mundial y en la interpretacion de las
relaciones taxonomicas, pero los datos de los herbarios también tienen mas
aplicaciones importantes (Heberling & lsaac, 2017; James et al., 2018). Se puede
argumentar que no se puede garantizar que ninguna identificacion sea 100% precisa,
pero ese es el proposito de la retroalimentacion continua, facilitar las correcciones y
actualizaciones de las designaciones taxondmicas de los especimenes (Funk et al.,
2005) y ademas proporcionar los medios para evitar o corregir los errores en serie que
pueden resultar de una erronea identificacion de materiales de referencia (Bortolus,
2008). Sin embargo, histéricamente los herbarios no han sido un lugar de acceso
automatico para los especimenes de referencia con cddigo de barras, esto
principalmente por la disponibilidad de material adecuado para la extraccién de ADN.
Aunque el problema es doble, primeramente los herbarios muestran una comprensible
oposicion a permitir un muestreo extremo de sus recursos finitos e irremplazables
(aunque generalmente se permite bajo condiciones controladas, excepto en algunas
circunstancias especiales, como con especimenes muy raros o cuando el muestreo
destructivo dafaria la utilidad futura del mismo); en segundo lugar la influencia de los
métodos de recoleccion, conservacion y el tiempo transcurrido desde la colecta de estos
especimenes de herbario dejan el ADN que es potencialmente extraible en varias etapas
de degradacion, este suele ser de dificil codificacion debido a la corta longitud de los
fragmentos, especialmente con los codigos de barras de ADN mas largos (Dormontt et
al., 2018).

Se han realizado varios avances para superar en gran escala las limitantes anteriores,
ahora es muy comun en la préctica que los herbarios incluyan material adecuado para
la extraccion de ADN en sus protocolos de recoleccion en campo; la hoja u otro tejido
adecuado ahora se puede usar de manera rutinaria para los protocolos de extraccion sin
comprometer la integridad de los especimenes de prueba (Funk et al., 2017; Gaudeul
& Rouhan, 2013). Estos tejidos son almacenados de manera que se preserven las

caracteristicas para una extraccion de ADN de alta calidad, por lo general se desecan
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rdpidamente y se almacenan en geles. En otros casos especiales se han desarrollado
métodos de extraccion que evitan el muestreo destructivo (Shepherd, 2017). Ademas,
los avances en los enfoques de secuenciacion han reducido los requisitos para secciones
largas no fragmentadas de ADN de alto peso molecular (Hart et al., 2016; Zeng et al.,
2018), lo que ha provocado que el material de herbario sea cada vez mas adecuado para
la extraccion de ADN.

2.7 Extraccion de ADN de muestras vegetales frescas y de herbario

Con la llegada de técnicas de andlisis de ADN por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y secuenciacion de ADN, el interés en la sistematica de plantas ha aumentado,
haciendo uso de datos de secuencias para estudiar las relaciones entre especies,
complementando asi la enorme cantidad de datos morfoldgicos disponibles (Gervais &
Bruneau, 2002; Wojciechowski, 2003). Sin embargo, para obtener informacion precisa
sobre la secuencia de interés, es indispensable aislar ADN de buena calidad que este
relativamente libre de muchos contaminantes que se encuentran en las células vegetales
(Jobes et al., 1995). Una gran mayoria de especies de plantas poseen cantidades
caracteristicamente altas de polisacaridos, polifenoles y otros metabolitos secundarios,
estas sustancias son conocidas por su increible afinidad a los acidos nucleicos durante
la extraccion y de interferir con las reacciones posteriores. Se han establecido varios
métodos para superar estos problemas, que incluyen la sedimentacion en gradientes de
cloruro de cesio o la extraccion con CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
(Couch & Fritz, 1990), uniendo selectivamente el ADN utilizando una columna RPC-
5 (Pearson et al., 1971), Sin embargo, no se puede utilizar un método Unico para
obtener grandes cantidades de ADN razonablemente puro de todas las especies de

plantas.

Una dificultad general en el aislamiento de ADN de células vegetales es la presencia
de una pared celular. Es necesario degradar las paredes celulares de las plantas, ya sea

fisica o enziméaticamente, para aislar de forma eficaz el ADN de las plantas. Ademas,
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algunos tejidos (como el endospermo) o algunas especies contienen altos niveles de
almidones o compuestos fenolicos que pueden complicar el aislamiento del ADN.
Varios protocolos de aislamiento de ADN de plantas estan disefiados para superar las
dificultades especificas de la especie. Este es un protocolo relativamente simple que
utiliza un tampon de extraccion que contiene CTAB; se puede utilizar para muchas
especies de plantas. Proporciona una cantidad sustancial de ADN de alta calidad que
es adecuado para los procedimientos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y

es estable durante largos periodos de tiempo.

2.8 Parametros importantes en la calidad de ADN extraido

Al momento de iniciar un analisis molecular se debe ponderar la identificacion de la
eficiencia de los protocolos de extraccion de ADN gendmico, considerando la especie
que se va a trabajar. La calidad y cantidad del ADN que se puede obtener es de suma
importancia para el uso de marcadores moleculares, por lo que el protocolo debe
considerar el tipo de muestra a utilizar, desde el tipo de membrana celular a ser
degradada para liberar el ADN, prever acciones de DNAsas, acciones de compuestos
fendlicos y polisacéaridos (Lombardo et al., 2012).

A través de la espectrofotometria se puede determinar la concentracion y la pureza de
una muestra de ADN, todo esto basado en la capacidad de absorbancia de un compuesto
presente en una solucion a una longitud de onda determinada. En soluciones que
contienen proteinas y ADN, la absorbancia a 260 nm se debe principalmente al ADN
presente, sin embargo, una pequefia cantidad se debe a la proteina. En los 280nm, la
absorbancia se debe predominantemente a la proteina presente. Por lo tanto, la pureza
del ADN se puede calcular examinando la relacion de los dos valores de absorbancia.
Una relacion de los valores de absorbancia a 260/280 nm de aproximadamente 1,7 a
1,8 predice ADN "limpio o puro”, mientras que los valores mas bajos pueden ser
indicativos de una contaminacion significativa de proteinas (O’neill et al., 2011). No

obstante, esta relacion 260/280 no siempre representa una pureza del ADN, algunas
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muestras pueden ser dificiles de evaluar a 280 nm debido a la interferencia. Por lo tanto,
los enlaces peptidicos que se absorben a 228 nm, suelen ser un indicador més constante
de la presencia de proteinas en la muestra, es por ello que las lecturas de absorbancia
medidas tanto a 230 nm como a 280 nm brindan una estimacion mas precisa de los
péptidos que pueden estar presentes en las muestras de &cido nucleico (O’neill et al.,
2011). La relacién de valores de absorbancia 260/230 debe ser mayor a 1.5, ya que los
acidos nucleicos tienen un minimo de absorbancia a 230,260 y 280 nm. Las sales
tampon pueden contribuir significativamente a las lecturas de absorbancia,
especialmente por debajo de 260 nm. Por lo tanto, es imperativo poner en blanco el
espectrofotometro en el mismo tampén en el que se diluye su muestra de ADN
(McMillan et al., 2008).

Tabla 1. Valores indicativos de pureza en muestras de ADN.

Técnica de analisis Anadlisis Parametros Criterios de validez

> 1.8 — 2.1 pureza optima

> 1.6 — 1.7 purea aceptable

< 1.6 ADN contaminado con
A260/A280 Pureza _
compuestos aromaticos

> 2.1 ADN contaminado con
ARN

Espectrofotometria > 2 — 2.2 pureza optima

> 1.8 pureza aceptable

< 1.8 ADN contaminado con
A260/A230 Pureza sales, fenol, hidratos de

carbono

< 1.5 ADN altamente

contaminado
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Colecta de material vegetal y establecimiento de tratamientos

Basandose en la morfologia que presenta la seccion Quercus, arboles o arbustos de
corteza normalmente rugosa, escamosa, de color gris o blancosa. Hojas con margen
entero, dentado o lobado y dientes mucronados. La presencia de flores estaminadas con
caliz de dos a seis I6bulos, anteras apiculadas y flores pistiladas con caliz adherido al
ovario y estilo alargado; fruto anual, ctpula con escamas con base engrosada y nuez
glabra a tomentulosa (Villarreal et al., 2008).

Figura 5. Caracteristicas de la seccion Quercus. A) tronco de corteza rugosa color
blancosa; B) hojas con margen dentado.

Y la seccion Lobatae, arboles o arbustos. Corteza lisa a fisurada, café a negruzca. Hojas
con margen entero, dentado o lobado, dientes y l6bulos usualmente terminados en
aristas. Flores estaminadas con caliz de 26 I6bulos, anteras usualmente retusas. Flores
pistiladas con céliz libre del ovario y estilo linear a espatulado. Fruto bianual, raramente
anual, ctpula con escamas con base plana, algunas veces engrosada y nuez tomentosa
(Villarreal et al., 2008).
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B

Figura 6. Caracteristicas de la seccion Lobatae A) Corteza lisa y café; B) Lobulos
terminados en aristas.

Se establecieron puntos de colecta en la region sureste del estado de Coahuila, México,
de acuerdo a una revision de documentacién previa (Villarreal et al., 2008). Se colect6
tejido foliar de hojas aparentemente sanas y de brotes jovenes, los tratamientos que se

le dieron a las muestras fueron los siguientes:

e Tratamiento 1. T1. Conservacion en etanol al 96% durante un periodo de cuatro
horas.

e Tratamiento 2. T2. Conservacion en etanol al 96% por un periodo de diez dias
después de su colecta en campo.

e Tratamiento 3. T3. Conservacién en etanol al 96% por un periodo de 20 dias
después de su colecta en campo.

e Tratamiento herbario. TH. Se procesaron 13 muestras herborizadas de Quercus,
provenientes del Herbario Antonio Narro, Saltillo, México (ANSM); estas con
diferentes tiempos de colecta, siendo la mas antigua de 2010 y la mas reciente
de 2018.

Tomando los datos necesarios para registrarlos bajo el formato Darwin Core (especie,
clave de espécimen, coordenadas, altura sobre el nivel del mar y localidad); de igual
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manera se tomaron muestras a manera de comprobantes de herbario que se depositaron
en el Herbario Antonio Narro, Saltillo, México (ANSM).

3.2 Extraccion de ADN

Se realizaron extracciones de ADN gendmico, de cada uno de los tratamientos,
mediante el método previamente documentado (Sharma et al., 2003), para lo cual se
precalentaron 700 pL de CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) a 60°C; se
molieron trozos dos centimetros cuadrados de tejido, en un mortero con 1 ml de
alcohol, hasta pulverizar por completo la muestra, el tejido pulverizado fue transferido
a un microtubo el CTAB precalentado, se mezcl6 por inversion diez veces. Se incubo
la mezcla a 60° por 30 minutos mezclando ocasionalmente, posteriormente se
agregaron 0.6 volumenes de cloroformo: alcohol isoamilico en relacion 24:1,
mezclando por inversién e incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos, la
mezcla se centrifug6 a 15000 rpm por 10 minutos, tras lo cual se transfirieron 400 pL
de la fase acuosa a un nuevo tubo, posteriormente se agregaron dos volumenes de
etanol absoluto, mezclando levemente por inversion. Posteriormente la muestra se
centrifugo a 15000 rpm por cinco minutos, se decanto el etanol absoluto y se afiadieron
400 pL de etanol al 70% y se centrifugd a15000 rpm durante un minuto, este paso se
repitié una vez mas. El exceso de etanol fue descartado por decantacion y se dejo secar
la muestra durante 30 minutos. Posterior al secado, se rehidrato con 100uL de agua
libre de nucleasas y se llevo a incubacién por 15 minutos a 37°. La presencia del ADN
genomico se realiz6 mezclando 2 pL de la muestra con Blue/Orange Loading Dye, 6X
(Promega) como colorante de carga y Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega) como
colorante de ADN, segun especificaciones del fabricante, y realizando electroforesis
en gel de agarosa al 0.8%, durante 45 minutos a 90 voltios. Después de la electroforesis,
el gel fue documentado en un sistema de documentacion de geles (Axygen® Gel
Documentation Systems). EI ADN se conservé a -20 °C para su uso posterior.
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3.3 Amplificacion

Para llevar a cabo la amplificacion de los fragmentos ITS2, se llevo a cabo PCR usando
cebadores previamente documentados (Chen et al., 2010). Se utiliz6 el estuche
comercial GoTaq Green Master Mix, 2XTM (Promega, USA), segun las
especificaciones del fabricante. Se elaboraron las mezclas de reaccion como se detalla
en la Tabla 2, las cuales se procesaron bajo las condiciones de la PCR que se detallan
en la Tabla 3. Posterior a la reaccion de amplificacion, se realiz6 electroforesis como
se detalla en el paso anterior y utilizando un marcador de peso molecular (1 Kb,
Axygen, USA).

Tabla 2. Componentes de la Mezcla para la reaccion de PCR.

Componentes Volumen Concentracion final
GoTaq Green Master Mix,2X 10pL 1X
Cebador rio arriba 2 uL 0.1-1uM
Cebador rio abajo 2 uL 0.1-1uM
Molde de ADN 1puL <250 ng

Agua libre de Nucleasas 5uL N. A

Tabla 3. Cebadores y programa de PCR utilizados para la amplificacién de ADN.

Fragmento Cebadores (5"-3") Programa de PCR
ITS2 ITS-2F: 95°C, 4min; 35x (94°C, 45 s:
ATGCGATACTTGGTGTGAAT 56°C, 1 min: 72°C, 1
ITS-2R: min):72°C, 10 min.

GACGCTTCTCCAGACTACAAT
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3.4 Cuantificacion de ADN

Mediante el equipo Nanodrop (NANODROP 2000/2000c Spectrophotometer, Thermo
Scientific) se realizé la cuantificacion de la concentracion de ADN vy proteinas con la
aplicacion para acidos nucleicos del software NANODROP 2000/2000c v.1.0. Para
esta lectura se deposita una solucion de referencia (blanco) de la cual el equipo crea un
espectro y lo almacena en la memoria como una matriz de intensidades de luz por
longitud de onda. Lo mismo hace con las muestras de ADN y proteinas que son
depositadas directamente en la superficie de medicion. La intensidad de luz de la
muestra y del blanco son requeridas para calcular la absorbancia de una longitud de
onda determinada (Thermo Scientific; v1.0 User Manual, NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometer, 2009).

3.5 Andlisis de varianza

Las lecturas de la cuantificacion de la concentracion de ADN vy las proteinas fueron
analizadas por medio de un andlisis de varianza de dos vias, donde el factor A son los
tratamientos a los que fueron sometidos las muestras, y el factor B son las moléculas
cuantificadas (ADN o proteinas), y se realizaron graficas comparativas de las medias de los

resultados utilizando el software R-studio (Proc Plot Mean).

3.6 Indices A260/A280 y A260/A230

El indice A260/A280 de cada muestra se determino dividiendo el valor de absorbancia
a 260nm entre el valor de absorbancia a 280nm. El indice A260/A230 de cada muestra
se determind dividiendo el valor de absorbancia a 260nm entre el valor de absorbancia
a 230nm. Se realizaron graficas comparativas de las medias de los resultados utilizando

el software R-studio (Proc Plot Mean)
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3.7 Secuenciacion

Se enviaron 200 ng de producto de PCR y 5 ng de primers de cada muestra al servicio
de secuenciacion LANGEBIO, CINVESTAYV, Irapuato, Guanajuato, México.

3.8 Andlisis de codigo de barras de ADN.

Se cred una base de datos con secuencias de referencia pertenecientes a especies del
género Quercus considerando las secciones Quercus y Lobatae, descargadas de BOLD
SYSTEMS. Para evaluar la efectividad del poder discriminatorio de las secuencias de
ADN generadas, se utilizaron los métodos de BLAST y union de vecinos cercanos.
Para la identificacion con BLAST, se cred una base de datos con las secuencias de
consulta y mediante la herramienta de BLASTn (NCBI, 2021) se realizé6 un BLAST
considerando un valor de E<I1x107 y aciertos maximos de 98 a 100 % con una especie
(Ross et al., 2008). La unioén del vecino mas cercano (Saitou & Nei, 1987), se baso en
la matriz de distancia bajo el método de 2 parametros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980).
Los arboles se construyeron en MEGA X (Kumar et al., 2018; Stecher et al., 2020). Se
evalué el desempefio discriminatorio mediante el calculo de la proporcion de especies.
Unicamente las especies que formaron un clado monofilético en el &rbol se

consideraron identificadas con éxito.
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4. RESULTADOS

4.1 Colecta de material vegetal

En las localidades de la Sierra Zapalinamé, el mirador, Saltillo y el Jardin Botanico de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro del estado de Coahuila, México, se
colectaron muestras de 14 especies del género Quercus. De las cuales diez pertenecen
a la seccion Quercus y cuatro a la seccion Lobatae (Tabla 4). También se colectaron
muestras de respaldo de cada una de las especies, que fueron depositadas en el Herbario
Antonio Narro Saltillo (Figura 7).

Tabla 4. Especies, seccion y ubicacion geografica de muestras colectadas.

Especie Localidad Latitud Longitud  Altura  Seccidn

Quercus grisea Camino del 4, 25°22°35” 100°58’11” 1950 Quercus
Saltillo

Quercus laceyi  Camino del 4, 25°22°01” 100°57°56” 1920 Quercus
Saltillo

Quercus laeta  Camino del 4, 25°22°03” 100°57°00” 2000 Quercus
Saltillo

Quercus laeta  Camino del 4, 25°22°01” 100°56°55” 2000 Quercus

X arizonica Saltillo

Quercus Jardin 25°20°25” 101°02°15” 1943  Quercus)
greggi Botéanico,

UAAAN
Quercus Jardin 25°20°25” 101°02°15” 1943 Quercus
fusiformis Botanico,

UAAAN
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Figura 7. Especimenes depositados como respaldo en Herbario ANSM. A) Q. laeta, B) Q.
grisea, C) Q. laceyi, D) Q. intricata, E) Q. laetaxarizonica, F) Q. saltillensis, G) Q.
gravessii, H) Q. polymorpha, 1) Q. fusiformis, J) Q. muehlenbergii, K) Q. greggii, L) Q.
hypoxantha, M) Q. sp, N) Q. rubra.

4.2 Eficiencia en la extraccion y amplificacion.

La extraccidon de gendmico realizada en este trabajo para muestras conservadas en alcohol
con diferente tratamiento (tiempo de conservacion: uno, diez y veinte dias), arroj6 una
efectividad del 92.85% para los dos primeros casos y un 100% para el ultimo tratamiento
(Figura 8).
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Figura 8. Gendmicos de muestras en tratamiento con etanol. Visualizadas en electroforesis
en Gel de agarosa a 0.08%. 1) Q. muehlenbergii, 2) Q. laceyi, 3) Q. polymorpha, 4) Q. grisea,
5) Q. fusiformis, 6) Q. saltillensis, 7) Q. intricata, 8) Q. greggii, 9) Q. hypoxantha, 10) Q.
rubra, 11) Q. laetaxarizonica, 12) Q. gravessii, 13) Q. laeta, 14) Q. pringlei.

Por otro lado, en muestras herborizadas se observo un 100% para el mismo proceso. Todos
los anteriores con condiciones iddneas para su amplificacion mediante PCR, y previamente

visualizados en un gel de agarosa (Figura 9).

Figura 9. Gendmicos de muestras de herbario. Visualizadas en electroforesis en Gel de
agarosa a 0.08%.1y 2) Q. intricata, 3y 7) Q. mexicana, 4) Q. castanea, 5y 9) Q. pringlei,
6,8,10,11,12 y 13) Q. greggqii.

Se puntualiza que en el presente trabajo la amplificacion de ADN con el uso de ITS2 como
cebadores y con la previa extraccion mediante el meétodo de CTAB modificado (Sharma et
al., 2003) varia de acuerdo a cada régimen, siendo los tratamientos 1 y 2 en los que mejores
porcentajes de obtuvieron llegando hasta el 92.85% respectivamente. Los amplicones fueron
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visualizados en gel de agarosa (Figura 10). Por su parte, en las muestras herborizadas con
hasta 10 afios de antigiiedad se obtuvo un 100% de efectividad en amplificacion por PCR con
los cebadores previamente mencionados (Tabla 5), esto combinando la extraccion con la

purificacion por columnas (Figura 11).

Figura 10. Productos de PCR de muestras conservadas en alcohol, visualizadas en
electroforesis en Gel de agarosa a 0.08%. 1) Q. muehlenbergii, 2) Q. laceyi, 3) Q.
polymorpha, 4) Q. grisea, 5) Q. fusiformis, 6) Q. saltillensis, 7) Q. intricata, 8) Q. greggii,
9) Q. hypoxantha, 10) Q. rubra, 11) Q. laetaxarizonica, 12) Q. gravessii, 13) Q. laeta, 14)
Q. pringlei.

9 10 11 12 13

Figura 11. Productos de PCR de muestras de herbario. Visualizadas en electroforesis en Gel

de agarosaa 0.08%. 1y 2) Q. intricata, 3y 7) Q. mexicana, 4) Q. castanea, 5y 9) Q. pringlei,
6,8,10,11,12 y 13) Q. greggii.
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Tabla 5. Porcentajes de extraccion y amplificacion en tres tratamientos analizados y
muestras de herbario.

Tratamiento T1 T2 T3 Herbario
Extraccion 92.85% 92.85% 100% 100%
Amplificacion 92.85% 92.85% 71.42% 100%

4.3 Secuenciacion

Las muestras seleccionadas para secuenciacion, se determinaron basandose en los datos
existentes en el repositorio CBOL, esto con la finalidad de alimentar con nueva informacién
de encinos mexicanos. Dentro de estas muestras se encontraban 6 especimenes conservados
en alcohol al 96% (Quercus hipoxantha, Quercus fusiformis, Quercus greggii, Quercus
muehlenbergii, Quercus rubra y Quercus polymorpha) y 2 de las obtenidas de herbario
(Quercus mexicana y Quercus Castanea). Los amplicones obtenidos con el fragmento 1TS2
de ocho especies presentaron una recuperabilidad del 75% en secuencias.

4.4 Cuantificacion de concentracion de ADN y proteinas

La cuantificacion arrojé concentraciones mas altas de ADN en las muestras con mayor
tiempo de conservacion en alcohol llegando hasta 245.8 ng/pL, de igual manera la cantidad
de proteina por muestra fue superior en el mismo contexto presentandose concentraciones de
2321.69 ng/pL (Tabla 6). Para el caso de las muestras herborizadas que fueron extracciones

de un solo tiempo se obtuvieron buenas concentraciones de ADN (Tabla 6).

En el presente trabajo se procedio a la extraccion de ADN gendémico partiendo de muestras
de aproximadamente 2 centimetros cuadrados por especie, los ejemplares de herbario con

hasta 12 afios de antigliedad mostraron concentraciones de ADN bastante aceptables llegando
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hasta una media de 205.8 ng/ UL y con la suficiente calidad para sus analisis posteriores (PCR

y secuenciacion).

Tabla 6. Medias de concentracion de ADN y proteina en cada uno de los tratamientos.

Tratamiento Medias de concentracion  Medias de concentracion de
de ADN proteinas
T1 32.1 ng/ pL 367.83 ng/ uL
T2 69.5 ng/ UL 775.5 ng/ pL
T3 245.8 ng/ pL 2321.69 ng/ pL
Herbario 205.8 ng/ pL 3004.5 ng/ pL

4.5 Andlisis de varianza (ANOVA)

Las medias de concentracion de ADN tanto como de proteinas en cada uno de los
tratamientos previamente mencionados se analizaron mediante ANOVA de dos vias,
considerando un nivel de significancia de 0.05, arrojando que, A) hay diferencias
significativas en la media de concentracion de ADN entre los tratamientos, B) hay diferencias
significativas entre las medias de la concentracion de proteinas entre los tratamientos, y C)
hay interaccién entre la concentracién de ADN y la concentracion de proteinas de los
tratamientos (Tabla 7). En términos generales la concentracion de ADN aumenta
considerablemente en base al tiempo de conservacion, pasando de 32.1 ng/uL para T1 hasta
alcanzar 245.8 ng/uL para T3 y presentando nimeros altos para el caso de las muestras de

herbario (Figura 12).
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Tabla 7. Resultado del andlisis de varianza de dos vias (significancia de 0.05), donde el factor
A es la concentracion de ADN (ng/uL) en cada tratamiento, el Factor B es la concentracion
de proteinas (ng/uL) en cada tratamiento.

Grados de Suma de
Libertad Cuadrados Valor P
Factor A 1 5.67E+07 2.84E-09
Factor B 3 3.49E+07 3.29E-05
interaccion 3 2.57TE+07 4.90E-04
Modelo 7 1.18E+08 1.77E-11
Error 96 1.27E+08 --

CONCENTRACION DE ADN

Media +/- Error estandard

300 -
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(=] [4)]
o o
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Media ng/pL
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|

I ! T ' T T |
TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 HERBARIO

Figura 12. Medias de la concentracion de ADN en todos los tratamientos estudiados (+/-
error estandar).
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Bajo los mismos parametros previamente explicados la concentracion de proteina presentd
un comportamiento similar, es decir los promedios son significativamente diferentes para
cada tratamiento, observando datos que parten de 367.83 ng/pL para T1 hasta 2321.69 ng/pL
para T3. De igual manera se observo que la concentracion en muestras herborizadas era

incluso mayor a los tratamientos que involucraron alcohol (Figura 13).
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Figura 13. Medias de la concentracion de proteina en todos los tratamientos estudiados (+/-
error estandar).

4.6. Analisis de pureza de ADN

Durante la cuantificacion por espectrofotometria se analizaron las muestras en distintos
rangos de densidad Optica, siendo estos a longitud de onda de 280, 260 y 230 nm. Con los
valores obtenidos en esas categorias se establecieron relaciones de absorbancias A260/A280
y A260/A230 esto para evaluar la pureza de las muestras. La primera relacion A260/A280 es

muy estable y nos sefiala, segin los rangos de valores, contaminacién por compuestos
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aromaticos como fenoles y proteinas o incluso la presencia de ARN. Bajo esta
correspondencia se obtuvo una pureza Optima para el tratamiento uno, estando la mayoria de
las muestras dentro del rango 2-2.1; caso contrario al siguiente régimen que presento en la
totalidad de los especimenes un indice mayor a 2.1, lo que nos pondera la presencia de ARN
en la solucion; en el caso del tercer tratamiento todas las muestras se ubicaron dentro de un
rango aceptable de pureza y para los ejemplares de herbario se observé un 50% de inclusion
en pureza aceptable, mientras lo restante se ubicé debajo de 1.6 lo que apunta a una

contaminacion por compuestos fenolicos y proteinas (Figura 14).
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Figura 14. Pureza de las muestras mediante espectrofotometria relacion A260/A280.

La relacion A260/A230 resulta mucho mas variable que la anterior, porque depende de
factores como la concentracion del ADN o de la composicion del tampdn de resuspension de
la muestra. A 230 nm absorben contaminantes como sales caotrdpicas, fenoles o
carbohidratos; los valores que estan bajo el ratio de 1.5 demuestran una impureza que podria
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comprometer la funcionalidad del ADN. Para el caso de del tratamiento uno, las muestras se
dispersan en un rango que vade 1 a 1.9, esto nos indica que la mayoria no cuenta con una
pureza aceptable; el segundo tratamiento se comport6 de manera muy diversa para cada
espécimen bajo este régimen, llegando a generar un alcance que va desde 1.0 hasta 3.9,
solamente cuatro muestras de ADN genomico se ubicaron en los rangos de calidad aceptable
y Optima, el resto manifiesta contaminacion segun los estandares; para el tratamiento tres y
los conservados por herborizacién ninguna muestra presento calidad aceptable, todas se
ubicaron por debajo de 1.5 lo que se traduce como una alta contaminacion de la solucion,

puede contener sales , hidratos de carbono y fenoles (Figura 15).
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Figura 15. Pureza de las muestras mediante espectrofotometria relacion A260/A230.
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4.7 Analisis de cddigos de barras de ADN

Antes de realizar el alineamiento de las secuencias obtenidas de los amplicones de 1TS2, se
debe revisar que cumpla con ciertas normas de calidad. Es necesario visualizar los
electroferogramas resultantes de manera individual y verificar que cada base nucleotidica,
representada por un pico cromatografico, esté bien definida, lo cual es indicativo de una
buena calidad de secuenciacion. De las 8 secuencias de ADN previamente mencionadas,
solamente 6 cumplieron con los parametros para poder ser consideradas en los analisis
bioinformaticos posteriores, es decir , presentaban amplificaciones con bandas visibles y
brillantes, y secuencias claras con picos unitarios claramente legibles en los
electroferogramas, esto nos arrojo un 75% de recuperabilidad de secuencias, las que fueron
descartadas presentaban solapamientos de picos y en un caso no se observo una estabilidad
de secuenciacion representando un 25% (Figura 16). Y de estas Ultimas mencionadas

solamente una pertenece a una muestra herborizada (Q. mexicana), con un tiempo de

conservacion de 6 afios.
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187 188 189 190 191 192 193 184 195 19 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214
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Figura 16. Electroferograma de mala calidad, se observa un alto solapamiento de picos.
Secuencia Quercus fusiformis. Visualizados con el programa Unipro UGENE version 33.

Las secuencias de buena calidad se presentan en la Tabla 8. Y podemos observar una alta
definicion (Figura 17). Normalmente los primeros y los tltimos 30 a 40 nucleétidos no estan
bien definidos por lo que no son considerados en la secuencia consenso, de igual forma

cuando existe un excesivo solapamiento de los picos cromatograficos, la calidad de la
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secuenciacion no es optima y por ende afectaria el alineamiento con las secuencias de

referencia.
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Figura 17. Electroferograma Quercus hypoxantha. Calidad de secuencia aceptable con picos
bien definidos. Visualizados con el programa Unipro UGENE version 33

La plataforma GenBank es un ejemplo de base de datos de secuencias nucleotidicas del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), es de acceso libre que mantiene una
coleccion de carécter publico de secuencias y de traduccion de proteinas anotadas, este
repositorio se encuentra enlazado a una herramienta llamada Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). Para la identificacion por el método BLAST del NCBI, todas las secuencias
fueron analizadas por el algoritmo de este repositorio, que encuentra regiones de similitud
entre secuencias bioldgicas de consulta contra secuencias de referencia disponibles y calcula
la significancia estadistica de esta similitud, para este andlisis se tom6 como minimo
aceptable un 98% de identidad, asi mismo se trat6 de manejar un nimero estandar de
nucleotidos para todas las secuencias (Tabla 8). Todas las secuencias fueron identificadas

con secuencias de especies del género Quercus del repositorio.
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Tabla 8. Delimitacion y porcentajes de identidad a nivel de género con otras secuencias
mediante BLAST del NCBI.

Porcentaje de

Especies Electroferograma  Pb. seleccionadas
Identificacion

Quercus fusiformis 0 0 0
Quercus hypoxantha 1 383 98.7
Quercus greqggii 1 335 98.81
Quercus muehlenbergii 1 252 100
Quercus rubra 1 396 98.24
Quercus polymorpha 1 407 98.28
Quercus mexicana 0 0 0
Quercus Castanea 1 300 99.33

Para realizar el alineamiento de secuencias (Figura 18) se alimentd una base de datos con
nuestras 6 secuencias de consulta y 10 secuencias referencias descargadas del CBOL
(https://www.boldsystems.org/), considerando Unicamente aquellas que estuvieran
registradas bajo el mismo cebador, en este caso ITS2 y ademas que dichas especies
pertenecieran al subgénero Quercus. Las secuencias se alinearon con los genomas de
referencia de Q. petraea subsp petraea (ITSAJ1109-14) ,Q. pontical (ITSAJ1121-14) , Q.
pubescens (ITSAJ1131 14) , Q. fulva (GBITS27172-21), Q. arizonica (GBITS69790-21),
Q.gravesii (GBITS69807- 21) , Q.hintoniorum (GBITS27188-21), Q.sinuata (GBITS27248-
21), Q. fusiformis (GBITS27173-21) , Q. laeta (GBITS27198-21), Q. mexicana
(GBITS27198-21) y Q. muehlenbergii (MKTRT534-12) reportadas en BOLD SYSTEMS.
Para editarlas y comparar varias especies, fue necesario recortar las secuencias 1TS2

generadas, hasta una secuencia comparable de entre 250 a 400 pb.
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Species/Abbrv

1. ITSAJ1109-14|Quercus petraea subsp. petraealTS2|FM244139
2. [TSAJ1121-14|Quercus ponticallTS2|FM244151

3. ITSAJ1131-14|Quercus pubescens|ITS2|FM244162
4. GBITS27172-21|Quercus fulva|lTSIMK169262

5. GBITSE9790-21|Quercus arizonicallTS|KM200955

6. GBIT369807-21|Quercus gravesiil TS[KM200965

7. GBITS27188-21|Quercus hintoniorum|ITS|MK 169267
8. GBITS27248-21|Quercus sinuatallTS|AF176394

9. Quercus fusiformis|GBITS27173-21[ITS|AF 174633
10. Quercus laeta|GBITS27198-21|TS|AF098421

11. Quercus mexicanalGBITS27207-21|TS|MK169271
12 Quercus muehlenbergiil MKTRT534-12|

13. Quercus muehlenbergii

14 Quercus hipoxantha

15. Quercus greggii

16. Quercus rubra

17. Quercus polymorpha

18. Quercus castanea
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Figura 18. Alineamiento de secuencias de referencia y de consulta. Realizado en el programa
MEGA X.

Bajo este andlisis se pudieron obtener datos como el nimero de sitios variables, conservados,

la cantidad de indels informativos y el contenido C+G de las secuencias (Tabla 9).

Tabla 9. Resumen de variabilidad de la region ITS2 en género Quercus.

Marcador Longitud de Contenido de No. de sitios No. de sitios No. de indels
secuencia G+C (%) variables (%) conservados (%) informativos
alineada
ITS2 217 pb 0.683 54 (24.88) 157 (72.35) 16 (7.37)

Basandonos en el método de union de vecinos cercanos, que busca secuencialmente los taxa
(“vecinos”) que minimizan el largo total del arbol, y se basa en la divergencia promedio entre
los pares de nodos, se realiz6 un dendrograma con seis secuencias de consulta y tres de
referencia, de las mencionadas en primer lugar, tres pertenecen a especies de encinos que se
encuentran dentro de la seccion Quercus y las restantes pertenecen a la seccion Lobatae. En
el arbol filogenético obtenido se observa la separacion de especies en dos clados definidos,
perteneciendo estos a las ya mencionadas secciones (Quercus y Lobatae) del subgénero

Quercus (Figura 19). En el disefio del dendrograma se optd por incluir tres secuencias
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obtenidas del CBOL, las cuales se eligieron por ser representantes de las dos secciones, para
la seccion Quercus fueron las secuencias de Q. laeta (GBITS27198-21) y Q. muehlenbergii
(MKTRT534-12); y para la seccion Lobatae fue Q. mexicana (GBITS27207-21).

Quercus mexicana

Quercus rubra y
Seccion Lobatae

Quercus lypoxantha

—— Quercus castanea

Quercus laeta

= Quercus greggii

— Quercus polymorpha Seccidén Quercus

Quercus muehlenbergii

Quercus muehlenbergii

am

Figura 19. Arbol filogenético de encinos mexicanos usando la region I1TS2 para nueve
secuencias con base en la distancia genética K2P.
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5. DISCUSION

Desde el primer uso del método basado en CTAB para la extraccién de ADN en plantas se
ha modificado varias veces para reducir los contaminantes presentes en el tejido de las plantas
como los son los polifenoles y los polisacaridos (Peterson et al., 1997). Todo esto con el fin
de obtener ADN adecuado para amplificacion por PCR o digestion por restriccion. Con una
efectividad por encima del 90% para todos los tratamientos, incluyendo las muestras de
herbario, el método empleado para extraccion resulté en gendmicos con la calidad necesaria
para analisis posteriores. Resultados similares han sido reportados en extracciones y posterior
digestion por endonucleasas utilizadas para el analisis de PCR utilizando pétalos de flores de
una planta suculenta (Gasteria croucheri), un arbusto (Erythrina humeana) y un arbol
(Calpurnia aurea) (Ibrahim, 2011). Por otro lado, hubo excepciones en la obtencién de

gendmicos debido a que estos no se visualizaron en los geles de agarosa.

Una alta pureza del ADN y que se encuentre libre de contaminantes ha sido reconocida en
estudios de genomas antiguos, Yy varios de estos se han centrado en desarrollar protocolos de
extraccion que optimicen no solo el rendimiento sino también la pureza (Rohland &
Hofreiter, 2007). Se conoce de un estrecho vinculo entre la pureza del ADN vy éxito de la
PCR, se puede esperar inconvenientes especialmente en las plantas debido a la gran cantidad
de sustancias quimicas primarias y secundarias presentes en las células (Sarkinen et al.,
2012). La amplificacion de las muestras de los tratamientos conservados en alcohol evidencio
que la gran cantidad de proteinas y algunos polifenoles que se encontraban en los
especimenes reducen considerablemente el porcentaje de éxito de la PCR, presentandose asi
para los dos primeros, una efectividad mayor al 90%, en contraparte en el Ultimo tratamiento
esta tasa de amplificacion cayo hasta un 70%. La gran concentracion de proteinas, aunada a
todos los componentes que son requeridos para el proceso de herborizacion de ejemplares
son una amenaza constante para la amplificacion en este tipo de muestras. Es por ello que
para este tipo de especimenes se opt6 por implementar la purificacion por columnas en los
gendémicos obtenidos de la extraccion con CTAB, consiguiendo asi un 100% de
amplificacion, esto gracias a que con este proceso se logra limpiar el ADN de polisacaridos

y polifenoles, ya se habia documentado que la combinacion de métodos durante la extraccion
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arroja datos aceptables, como lo reportado por Sarkinen et al., (2012) al emplear el CTAB
con unién de silice, obteniendo un 80% de amplificacion con rbcL en muestras de herbario.
Por lo tanto, se puede esperar que la importancia del ADN de alta pureza sea alin mayor para
las muestras de plantas degradadas, como el ADN de herbario, en comparacion con el ADN

antiguo de otros organismos.

El indicador 260/280 se refiere a la relacion de absorbancia de la cantidad de ADN medida a
260 nm sobre la cantidad de proteina medida a 280 nm, esta se utiliza constantemente para
evaluar la pureza de ADN extraido, es uno de los parametros mas importantes que se deben
de tener en cuenta a la hora de observar si un método de extraccion es exitoso, ademas de la
cantidad y la integridad de las muestras (Pineda et al., 2021). Con rangos entre 1.8 a 2.2, la
mayoria de las muestras procesadas bajo el tratamiento uno presentaron una calidad éptima,
el segundo método se localizé totalmente fuera de los parametros establecidos, evidenciando
una contaminacion con compuestos fendlicos y proteinas, los dos regimenes restantes ( T3y
Herbario) arrojaron resultados sobre el rango de pureza aceptable entre 1.6 a 1.7, con esto se
establece que le método de extraccion mediante CTAB es efectivo para la obtencién de ADN
de calidad para procesos posteriores, ponderando la modificacién en el precalentado del
CTAB vy dos lavados extras con etanol al 70%. Debido a las caracteristicas del tipo de
muestra, se implementaron las modificaciones presentadas en el protocolo para la depuracion
de contaminantes fenolicos y sustancias organicas de otros protocolos de extraccion. Se
reportan estudios similares, con muestras con un alta contenido de compuestos organicos y
con modificaciones en el protocolo quimico, implementando CTAB y dodecilsulfato sddico
(SDS) para depuracién de contaminantes (Bag et al., 2016; Miao et al., 2014). La relacion
de absorbancia a 260 nm y 280 nm se utiliza para evaluar la pureza del ADN y el ARN. Una
proporcion de ~1.8 generalmente se acepta como “pura™ para el ADN; una proporcion de
~2.0 generalmente se acepta como "pura™ para el ARN. Si la relacion es apreciablemente mas
baja en cualquiera de los casos, puede indicar la presencia de proteina, fenol u otros

contaminantes que se absorben fuertemente a 280 nm o cerca de ellos (Miao et al., 2014).

La relacidon 260/230 se utiliza como medida secundaria de la pureza del acido nucleico. Los
valores para el acido nucleico "puro™ suelen ser mas altos que los respectivos valores de

260/280. Los valores esperados de 260/230 estdn comunmente en el rango de 2.0-2.2. Si la
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relacién es apreciablemente mas baja de lo esperado, puede indicar la presencia de
contaminantes que se absorben a 230 nm como carbohidratos y fenoles (Bag et al., 2016). La
contaminacion por polisacaridos se evalla calculando la relacion de absorbancia A260/230
(Wilson et al., 2018). No obstante, esta relacion resulta mucho maés variable que la relacion
A260/280 dependiendo de factores como la concentracion de ADN o de la composicion del
tampon de resuspension de la muestra. En las gréficas de cuantificacion de ADN, para todos
los tratamientos con los esquemas de calidad de ADN, se observa una relacion en base a la
concentracion, en el tratamiento uno se obtuvo una media de 30 ng/pL lo que corresponde a
una baja acumulacion de acidos nucleicos, pero en contraste, bajo el régimen de la relacion
260/280 la media de estas muestras se ubicé sobre el rango 1.8 a 2.15, es decir, cumplen el
pardmetro de calidad éptima, por otro lado basandonos en la relacién 260/230 se localizan
debajo del rango de pureza aceptable, observandose la media en 1.4, Se ha reportado que el
método CTAB de extraccion sin modificacion arroja un rendimiento de ADN de 255,23 ug
por gramo de material foliar. Sin embargo, las lecturas espectrofotométricas revelaron una
gran contaminacion con polisacaridos y compuestos fenolicos, que dieron una relacion
A260/230 de 0,782 y una relacion A260/280 de 1,750. La muestra era muy viscosay de color
rosado (Puchooa & Khoyratty, 2004).

La secuenciacion de especimenes de herbario es extremadamente Util para buscar soluciones
a muchos problemas ecoldgicos, epidemioldgicos, filogenéticos y de taxonomia (Bieker &
Martin, 2018). La recuperabilidad alcanzdé un 75% de efectividad, presentandose dos
secuencias con picos no definidos, siendo una de ellas de las conservadas en alcohol y la otra
obtenida del herbario. Resultados similares fueron reportados por Pacheco et al., (2021) en
un estudio con cebadores ITS2, obtuvieron secuencias de alta calidad en un 86% de las
muestras analizadas en especies de encinos. Efectos parecidos fueron registrados en la
recuperacion de secuencias del genoma de plastidos y secuencias de rADN en especimenes
de herbario, algunos con hasta 80 afios (Zeng et al., 2018). De igual manera en especimenes
de herbario con tamarfio similar de muestra (1 cm cuadrado) para extraccion obtuvieron bajas
concentraciones de ADN inicial degradado siendo estas de 500 pg (Zeng et al., 2018).
Demostrando lo anterior la viabilidad practica de la recuperacion del genoma de los organelos
y el ADNr con impactos minimos en las muestras herborizadas. Con estos hallazgos basados

en los otros estudios realizados confirman que la obtencion de genoma se puede realizar con
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una limitada destruccion de la muestra (Bakker et al., 2016) lo que nos permite un acceso
relativamente facil a un alta nimero de copias de ADN en muestras de herbario conservados

que como sabemos abarcan una amplia cobertura filogenética.

La bioinformatica tiene en gran parte como centro de operaciones y analisis, al alineamiento
de secuencias, tanto para la bdsqueda de patrones entre secuencias de aminoacidos y
nucleodtidos, como para la basqueda de relaciones filogenéticas entre organismos. El
alineamiento de secuencias permite aclarar que tan parecidas son dos 0 mas secuencias ya
conocidas y que tanto puede llegarse a parecer una secuencia totalmente desconocida
(Attwood & Parry-Smith, 2002).

Para el género Quercus, las relaciones filogenéticas basadas en la morfologia son algo
complicadas, en gran parte debido a la pronunciada variacion vegetativa (Barreneche et al.,
1998), que contrasta marcadamente con un conjunto aparentemente constante y estabilizado
de caracteres florales. Sin embargo, sin esa clasificacion basada en la morfologia seria
préacticamente imposible discernir entre especies, incluso con la utilizacion de herramientas
moleculares. ElI dendrograma obtenido en este trabajo diferencia claramente las secciones
Quercus y Lobatae, ambas dentro del subgénero Quercus, cada una con 3 especies que las
representan y con al menos una secuencia ya registrada en el CBOL que rectificara este dato,
estas especies de referencia fueron elegidas basandose en las caracteristicas morfoldgicas
reportadas; para la seccion Quercus, son arboles o arbustos de corteza usualmente rugosa,
escamosa, gris o blancosa. Hojas con margen entero, dentado o lobado, dientes mucronados.
Flores estaminadas con céliz de 2-6 l6bulos, anteras apiculadas. Flores pistiladas con céliz
adnado al ovario y estilo alargado. Fruto anual, cipula con escamas con base engrosada y
nuez glabra a tomentulosa (Villarreal et al., 2008), bajo esta descripcidn caen tres especies

analizadas que son, Q. greggii, Q. polymorpha y Q. muehlenbergii.

Por otro lado, la seccion Lobatae es descrita como arboles o arbustos de corteza lisa a
fisurada, café a negruzca, cuenta con hojas con margen entero, dentado o lobado, dientes y
I6bulos usualmente terminados en aristas. Flores estaminadas con céliz de 2-6 lobulos,
anteras usualmente retusas. Flores pistiladas con caliz libre del ovario y estilo linear a
espatulado. Fruto bianual, raramente anual, cUpula con escamas con base plana, algunas

veces engrosada y nuez tomentosa (Villarreal et al., 2008). Bajo estas caracteristicas Q.
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hipoxantha, Q. rubra y Q. Castanea fueron separadas en esta seccién, esta ultima

corresponde a una muestra de herbario.
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6. CONCLUSIONES

Dada la importancia econémica de los encinos para su aprovechamiento, ya sea en biomasa,
fibra, productos de madera y alimentos; ademas de que constituyen importantes recursos
forestales y son los principales impulsores de la biodiversidad terrestre en sus ecosistemas,
es importante continuar y expandir los trabajos de cddigos de barras de ADN en encinos
mexicanos, ya que segun datos del BOLDSYSTEMS solamente un 5% de los mismos
cuentan con al menos un cddigo de barras; la extraccion de ADN mediante el método de
CTAB modificado fue exitosa en todos los tratamientos de conservacion y herborizacion, de
igual manera los cebadores demostraron una alta tasa de amplificacion para cada régimen,
aunque fueron notorias las diferencias entre la concentracion y calidad de ADN extraido en
cada caso, los amplicones obtenidos fueron aptos para ser secuenciados obteniendo una

recuperabilidad de secuencias del 75%.

En cuanto a la cuantificacion de ADN extraido, la concentracion de ADN varia de acuerdo a
los diferentes tratamientos, asi mismo la concentracion de proteinas varia de acuerdo a los
diferentes tratamientos, existe una interaccion entre la cantidad de ADN y la cantidad de
proteinas extraidas en cada tratamiento. EI ADN presentd una calidad por debajo de la
aceptable segln los indices de A260/280 Y A260/230, siendo la excepcidn el tratamiento uno
que se situd en los rangos de calidad optima de ADN, sin embargo, estos indicativos no

impidieron la amplificacién y posterior secuenciacion de los especimenes.
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