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RESUMEN

Las especies de la familia Quercus son de gran importancia ecoldgica y econdmica. Sin
embargo, su identificacion basada en métodos taxondmicos tradicionales se ha visto limitada,
por lo que, en esta investigacion se utilizd la herramienta molecular “Codigo de Barras de
ADN” utilizando los fragmentos rbcL e ITS2 como marcadores moleculares para la
caracterizacion de especies de encinos. Para ello, se utilizaron 15 muestras de cinco especies
del género Quercus para cada marcador. Se realizé la extraccion de ADN y la amplificacién
mediante PCR de las muestras colectadas. Las secuencias “consulta” obtenidas fueron
analizadas mediante los programas UGENE y MEGAX, generando asi las secuencias
consenso de cada especie. Mediante la herramienta bioinforméatica BLAST, se logré la
identificacion a nivel género de todas las secuencias (con ambos marcadores), mientras que
con el método de vecinos cercanos se realizé un dendrograma en el cual las 15 secuencias
obtenidas para ITS2 se agruparon en tres clados bien definidos, mientras que con el marcador
rbcL el resultado obtenido de las 14 secuencias analizadas mostré inconformidades. Por
ultimo, se observaron superposiciones en el analisis de la Brecha de codigo de barras en las
secuencias analizadas con ambos marcadores. Se deduce finalmente la eficacia del marcador

ITS2 en la identificacion de especies del género Quercus.

Palabras clave: Encino, ADN, BLAST, Brecha, VVecinos cercanos.
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1. INTRODUCCION

El género Quercus comprende una serie de arboles y arbustos utilizados en distintas areas
econdémicas y ecologicas alrededor del mundo; posee diversas formas, tamafios y
consistencias por lo que es un taxon clave en la biodiversidad de los ecosistemas (Aldrich &
Cavender-Bares, 2011). Las especies del género se distribuyen a lo largo del hemisferio norte,
en bosques templados, zonas altas, montafiosas y semiaridas (Burlacu et al., 2020). Este
grupo taxonémico se ha integrado como un clado modelo para la ecologia y la evolucion ya
que permite comprender la influencia del pasado y las respuestas ecoldgicas al entorno
cambiante (Cavender-Bares, 2019). EI nimero total de especies es inexacto dado que aun
existen regiones geograficas como México, América central, Chinay el Sudeste Asiatico en
ddnde continua el descubrimiento de nuevas especies (Backs & Ashley, 2021). En México,
el género se encuentra principalmente formando comunidades en las zonas montafiosas
dentro de areas de clima templado y semihimedo, sin embargo, las especies pueden residir

en diferentes ambientes y lugares geograficos del pais (Rangel et al., 2002).

Las especies de Quercus, cominmente Ilamadas encinos, son importantes dentro de los
ecosistemas terrestres al brindar un habitat, proporcionar frutos (bellotas), hojas y madera
que sirven a una gran cantidad de animales e insectos (Cavender-Bares, 2019). Por otro lado,
se ha reportado la importancia de sus extractos en areas de la salud por sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, su potencial actividad anticancerigena, nutraceutica, el uso
maderable destaca en la industria vinicola (Burlacu et al., 2020). Sin embargo, diversas
actividades del ser humano como el uso de la tierra para la agricultura o ganaderia han puesto

en riesgo algunas especies y su conservacion esta siendo estudiada (Backs & Ashley, 2021).

Debido a su importancia econdmica y ecoldgica es imprescindible la identificacion de
encinos, la mas utilizada se basa en cuestiones morfoldgicas, sin embargo, se ve limitada
debido a la gran similitud morfoldgica de las hojas y frutos, alto nimero de especies, la
variacion morfologica dentro de la misma especie, su variacion ecolégica y la hibridacion la
hacen taxonomicamente limitada (Villarreal Q et al., 2008; Sab&s-Rosales et al., 2017). Por

ello, surge la necesidad de un sistema capaz de identificar las diversas especies del género.



El codigo de barras de ADN nacio como una respuesta a necesidades como el mantenimiento
de la biodiversidad, proteccion de especies, control de la bioseguridad etc. Esta herramienta
molecular que ha demostrado ser potencialmente Util en la identificacion de especies (Frézal
& Leblois, 2008; Hebert et al., 2003). Los primeros trabajos con codigo de barras se
realizaron en animales con el marcador CO1, cuya estandarizacion, universalidad y
escabilidad lo hacen el marcador por excelencia en este reino (Hebert et al., 2003). En plantas
la busqueda de un codigo de barras fue extensa y debatible (Pennisi, 2007). Pese a ello, se
han propuesto numerosos marcadores como matK, rbcL, ITS, ITS2 (entre otros) para ser
utilizados en la medicina forense ecoldgica, identificacion de materiales comercializados, en
la identificacion de especies con limitacion de experiencia taxondmica, ademas, del
descubrimiento de nuevas especies y descripcion de especies cripticas (Hollingsworth et al.,
2011). A pesar de poseer numerosas caracteristicas prometedoras, el cddigo de barras debe

complementarse con datos morfologicos para describir las especies (Guo et al., 2022).



2. JUSTIFICACION

México es el mayor centro de diversificacion de especies del genero Quercus, sin embargo,
de acuerdo con reportes de las bases de datos como GenBank y BOLDSYSTEMS un bajo
porcentaje de encinos cuentan con al menos un codigo de barras de ADN. Esto representa
una limitante para la realizacion de anélisis filogenéticos o para la identificacion de especies
con base en dichos repositorios. Continuar con la obtencion y envio de nuevas secuencias de
diferentes especies de encinos mexicanos generadas mediante la tecnologia de Cddigo de

Barras de ADN, permitira facilitar el acceso a la informacion de manera fécil y rapida.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Caracterizar mediante dos marcadores moleculares (fragmentos rbcL e ITS2) cinco especies
de encinos y obtener secuencias de bases de datos para determinar el poder discriminatorio

de ambos marcadores.
3.2. Objetivos especificos
Determinar las secuencias de encinos generadas con marcadores rbcL e ITS2.

Obtener secuencias de encinos previamente reportadas en distintas bases de datos.

Determinar el poder discriminatorio de ambos marcadores en especies de encinos.

A wbp e

Enviar las secuencias generadas al sistema de BOLDSYSTEMS.

4. HIPOTESIS

Los marcadores ITS2 y rbcL permiten la identificacion de especies de la familia Quercus
mediante la aplicacion de la tecnologia de Cédigo de Barras de ADN en especies

estrechamente relacionadas.



5. ANTECEDENTES

5.1. Generalidades de la familia Fagaceae

La familia Fagaceae esta compuesta por arboles o arbustos que tienen hojas perennes,
caducas, alternas, simples, pinnadas y nervadas que pueden ser lobuladas o no lobuladas
(Aldrich & Cavender-Bares, 2011). Las especies de encinos tienen un amplio espacio de
localizacion ecoldgica, encontrandose en vegetacion de climas templados y subtropicales del
hemisferio boreal (Dominguez & Quintanilla, 2002). Dentro de la familia sobresale el género
Quercus por su importancia en términos ecoldgicos (alta diversidad de especies) y

econdmicos (por su amplia utilidad en el comercio) (Manos et al., 1999; Nixon, 2006).

El nimero de especies para el género Quercus es dificil de precisar, debido al amplio rango
ecologico, su distribucidn extensa en los principales tipos de vegetacion de climas templados
y subtropicales, ademas de ser taxondémica y fisondmicamente muy diverso son causas que
limitan conocer el nimero exacto de especies (Dominguez & Quintanilla, 2002), Govaerts
R et al., (1998) estima que existen alrededor de 531 especies distribuidas en todo el mundo.
En México, Valencia-A, (2004) estima que existen 161 especies de este genero, clasificadas
en tres secciones: 76 en la seccidn Lobatae (encinos rojos), 81 en la seccién Quercus (encinos

blancos) y cuatro especies en la seccién Protobalanus (encinos intermedios).

Las especies del género Quercus presentan una gran variedad de tamafios y formas, ya que
pueden ser arbustos bajos y rizomatosos con una altura de 1 metro, por ejemplo, las especies
Quercus depressipes, Quercus frutex o Quercus striatula, o pueden ser arboles de hasta 50
metros de altura, por ejemplo, Quercus insignias (Gonzalez Villarreal, 2017). Ademas,
poseen un sistema de raices de penetracion profunda que los hace aptos en épocas de sequia

por su tolerancia al estrés hidrico (Abrams, 1990).
5.2. Secciones y distribucion de encinos en el mundo y en México
En el hemisferio occidental, las fagaceas se encuentran desde el sur de Canada hasta

Colombia, sin embargo, la mayor diversidad la posee el género Quercus y México ocupa el

primer lugar de diversificacion de especies, siendo en su mayoria endémicas del pais



(Oldfield & Eastwood, 2007) seguido de la region suroeste de los Estados Unidos (Nixon,
1993b).

El género Quercus es taxondmicamente complejo (Valencia-A, 2021). De acuerdo con
Nixon, (1993a) el género se dividia principalmente en tres secciones (Fig. 1). Sin embargo,
estudios y revisiones posteriores han descrito dos subgéneros (Quercus y Cerris)
subdivididos en ocho secciones (Fig. 2). La seccion Quercus distribuida por América del
Norte, México, Antillas, América Central, Eurasia y parte de Africa, se encuentra
conformada por arboles o arbustos siempre verdes o caducifolios con cortezas casi blanca,
gris, marrdn o negra, lisa, escamosa o0 algunas veces surcada, se estima un aproximado de
200 especies para esta seccion (Nixon & Muller, 1997). Aproximadamente 195 especies
forman parte de la seccién Lobatae, los cuales son encinos con corteza de gris a marron
oscuro 0 negra, lisa o surcada se encuentran dispersos por América del Norte, México,
América Central, América del Sur (Colombia) (Jensen, 1997). Existen muy pocas especies
documentadas para la seccién Protobalanus (cinco especies), cuya caracteristica mas
predominante es su corteza de color blanco grisdceo a marrdn rojizo, ubicados al suroeste de

América del Norte y noroeste de México (Manos, 19997).

Trigonobalanus
Colombobalanus
— Quercus subgenus Cyclobalanopsis
—Quercus section Lobatae (ed oaks)

— Quercus section Protobalanus (intermediate oaks)

Quercus (white oaks sensu stricto)

— Quercus (Cerris group)
Quercus (llex group)

Figura 1. Propuesta de relaciones filogenéticas de los principales grupos infragenéricos de
Quercus (Nixon, 1993a).



Nueva clasificacion
Subgénero Cerris Subgénero Quercuis

pr—
Seccion Seccion Seccion
Cerris Ponticae Protabalanus

X

Figura 2. Clasificacion de los subgéneros y secciones de Quercus (Denk et al., 2017).

5.3. Usos y aplicaciones comerciales de los encinos.

Debido a sus propiedades fisicas, mecanicas y quimicas, la madera de encino, principalmente
el duramen, se ha encontrado util en la industria del vino (B. Zhang et al., 2015).
Especificamente en la toneleria, la madera es requerida en la fabricacién de barricas, lo que
permite una mejora en el vino al proveer de una entrada lenta de oxigeno e impartir el caracter
de la madera (Deguilloux et al., 2004; B. Zhang et al., 2015). Por otra parte, se ha
documentado que el extracto del roble acta como un bioestimulante de los polifenoles de la
uva, produciendo vinos menos alcohdlicos y &cidos, con una coloracion mas intensa (Pardo-
Garcia et al., 2014). Los polifenoles pueden ser importantes en las plantas en procesos donde
el nitrégeno es limitante o cuando el crecimiento de las hojas es bajo (Lattanzio et al., 2012).
Una de las formas de clasificacién de los taninos es de acuerdo con sus propiedades
estructurales, en ellos se encuentran los taninos condensados, taninos complejos, galotaninos
y elagitaninos (Khanbabaee & van Ree, 2001). Estos ultimos tienen implicaciones en la

mejora y coloracion del vino (Arroyo Almeida, 2013).

Ademas, con la madera proveniente de los encinos se puede fabricar multiples objetos de uso
diario como mangos para herramientas, muebles, accesorios deportivos, escaleras, puertas,
columnas y vigas (Spavento et al., 2008). Entre otros usos, se encuentra la fabricacion de
papel y aquellos productos quimicos como los taninos destinados a la curtiduria (Salazar &
Pérez, 1998).



Los encinos proporcionan recursos Vitales para aves migratorias y residentes (Block et al.,
1992) y se han utilizado como fuente de forraje de pastoreo para industrias ganaderas
(Clawson, 1981).

Una de las mayores amenazas para el género Quercus es la enfermedad del marchitamiento
del roble, su protagonista es el hongo invasivo Bretziella fagacearum que afecta los bosques
del este de los Estados Unidos (Sapes et al., 2021).

5.4. Cédigo de barras de ADN

Los codigos de barras de ADN implican la secuenciacion de una region estandar de ADN
con el proposito principal de identificar especies, (Hollingsworth et al., 2009). Esta
identificacion se puede realizar de forma rapida, precisa y automatizable utilizando una
region corta de ADN funciona como etiqueta de especies (Hebert & Gregory, 2005; Meyer
& Paulay, 2005). Se requiere que el cddigo de barras se pueda recuperar con un solo par de
cebadores, ser compatible con la secuenciacién bidireccional y por ultimo debe proporcionar
la maxima discriminacidn entre especies (Hollingsworth et al., 2009). En general, se pretende
utilizar la informacion dentro de una misma region génica para todos los taxones con
secuencias universalmente aceptadas y estandarizadas con la finalidad de ligar esta

informacidn con ejemplares almacenados en bases de datos o museos (Lanteri, 2007).

Los codigos de barras de ADN estan disefiados para diversos objetivos, atendiendo en
primera instancia las deficiencias que se tienen al desconocer la mayor parte de la
biodiversidad existente y de la ya descrita (Hammond, 1992; Wilson, 2003). Altos
porcentajes de especies terrestres (86%) y maritimas (91%) no han sido descritas o
descubiertas (Mora et al., 2011) por lo cual no cuentan con secuencias que sirvan de
referencia, otros estiman que existen cerca de 1,7 millones de especies nombradas y
probablemente otras 10 millones sin nombrar, (exceptuando las bacterias y arqueas). De aqui
surge la necesidad de continuar con el trabajo del descubrimiento de especies aun no descritas

de manera mas rapida y asequible (Stoeckle, 2003).

La clave para comprender los codigos de barras de ADN es entender que basa su
funcionamiento en observar las divergencias genéticas intraespecificas que son

significativamente menores de las interespecificas (Robins et al., 2007). En un episodio



tedrico, podremos obtener finalmente una enciclopedia de todas las especies, en donde se
permitird encontrar nuevos genes cuyas ventajas proveeran de beneficios al sector agricola y
farmacéutico, ademas, podremos detectar con anticipacion patdgenos invasivos de plantas y

animales, con lo cual obtendremos una respuesta rapida a sus efectos (Wilson, 2003).

Para realizar la técnica de codigo de barras de ADN, es indispensable el uso de marcadores
moleculares. Estos marcadores permiten determinar la variacion genética y la biodiversidad.
Principalmente se clasifican en dos tipos: marcadores mitocondriales y los nucleares (Arif &
Khan, 2009).

Los investigadores desarrollaron un sistema denominado BOLD (Sistema de Datos de
Caodigo de Barras de la Vida) donde se proporciona toda la informacion del codigo de barras
con algunas de las siguientes caracteristicas: nos indica el origen de la muestra de la especie
(nombre, ubicacion geogréafica, fechas de recoleccién), las secuencias que se utilizaron,
identificadores de la especie, datos del comprobante y algunas veces fotografias (Hebert et
al., 2003b). Gracias a esos datos almacenados, los consultores pueden tener a la mano la
informacion para explorar pautas y los limites de la variacion en una rango amplio de taxones

de manera formal y comparativa (Miller, 2008).

5.4.1. Gen COI

Para el reino animal existe una region del gen mitocondrial del Citrocromo C Oxidasa 1
(CO1) establecido como el identificador principal con un tamafio de 648 pb (Hebert et al.,
2003b). (Pentinsaari et al., 2016). Se ha documentado la facilidad con la que se puede asociar
castas, patrones biogeograficos y evolutivos utilizando este marcador (Fisher & Smith,
2008).

Por otro lado, en insectos su alto potencial se ha documentado en experimentos hechos en
especies de escarabajos terrestres estrechamente relacionados (Raupach et al., 2010) y como
fuente de informacién en familias del orden Diptera (KP & Sebastian, 2015). Trabajos
realizados en especies marinas han revelado su eficacia para la identificacion y resolucién de
ambigledades taxondmicas (Malakar et al., 2012) y en filogeografia molecular (Mao et al.,

2011). En plantas se ha documentado que el marcador por excelencia de animales, COX1,



es inapropiado para su uso, debido a que los genomas mitocondriales evolucionan lentamente

en secuencia (Cho et al., 2004).

5.4.2. Marcadores rbcL y matK

En plantas se han utilizado los marcadores moleculares de genes provenientes del
cloroplasto: rbcL y matK por ser genes altamente conservados (Hollingsworth et al., 2009;
Manzara & Gruissem, 1988). rbcL codifica para la enzima RuBisCO, compuesta de ocho
subunidades pequefias (ss) codificadas por una familia de pequefios multigenes nucleares
(rbcS) y ocho subunidades grandes (Ls) codificadas por un solo gen (rbcL) en el genoma del
cloroplasto multicopia (Ichikawa et al., 2008). Esta enzima es la encargada principal de
asimilar el CO de la biosfera. Se encuentra en la mayoria de los organismos autétrofos, desde
procariotas (bacterias fotosintéticas y quimioautrotofas, cianobacterias y arqueas) hasta

eucariotas (diversas algas y plantas superiores) (Andersson & Backlund, 2008).

El marcador rbcL se ha probado en estudios de filogenia molecular en algas marinas rojas
(Calderon Rios, 2017), en la identificacion de la diversidad de algas presentes en la industria
del tratamiento de aguas residuales (Ghosh & Love, 2011), en genética forense (Xia et al.,
2021) y en la discriminacion de plantas medicinales amenazadas por el comercio ilicito (Negi
et al., 2021). Sin embargo, rbcL en ocasiones se debe complementar con algin otro locus

como matK para dar un poder de resolucion mayor (Li et al., 2011).

Por otro lado, el gen matK posee un tamafio aproximado de 1570 pb y codifica una proteina
maturasa (J. Yu et al., 2011). Este gen tiene una rapida evolucién y su alto numero de
sustituciones de nucleétidos y mutaciones ha permitido resolver filogenias en plantas en
distintos niveles taxonémicos (Barthet, 2006). EI marcador molecular matK fue propuesto en
el afio 2009 para dar solucion a la problematica que se tenia en los cédigos de barras en
plantas (Hollingsworth et al., 2009), desde entonces se ha utilizado en diversos estudios que
van desde plantas venenosas (Bruni et al., 2010), nueces (Tallei & Kolondam, 2015), plantas

vasculares (Saarela et al., 2013) y especies de arroz (W. Zhang et al., 2021).

5.4.3. Marcadores ITS- ITS2



El marcador molecular ITS (Internal Transcribed Spacer) es una region del cistron nuclear
18S- 5.8S- 26S, utilizado en la inferencia filogenética a nivel genérico e infragenérico en
plantas (Alvarez & Wendel, 2003). EI ARN largo producto de la transcripcion inicial del
cistron ribosémico nuclear, contiene los tres genes de ARN mas los espaciadores ITS1 e
ITS2, este ultimo, representa una insercion no traducida ubicada cerca del extremo 5’ del
dominio 1 de la region de ADNr eucariota que codifica la subunidad ribosomica grande
(Coleman, 2003). Estas regiones se encuentran adyacentes a la region conservada 5.8S rRNA
y flanqueados por los genes conservados 28 y 26S RNA, lo que facilita el desarrollo de
cebadores (Fig. 3) (Shneyer, 2009). Dichos marcadores cuentan con caracteristicas
sobresalientes que facilitan su uso en hongos, algunas de ellas son: facil amplificacién con
cebadores universales, maltiples copias en el genoma (més de 200) y por ultimo lleva una
alta variabilidad entre especies (Gencheva & Beev, 2020). Ademas de poseer la brecha de
codigos de barras mejor definida entre la variacion intraespecifica e interespecifica (Schoch
et al., 2012), puede distinguir entre especies estrechamente relacionadas (Yao et al., 2010),
se ha documentado un funcionamiento adecuado en la identificacion de plantas medicinales
y especies relacionadas (Chen, Yao, Han, Liu, Song, Shi, Zhu, Ma, Gao, & Pang, 2010). En

hongos, demostrd ser un buen locus de codigo de barras de ADN (Dentinger et al., 2011).

Non-coding internal transcribed spacers

185 rRNA 151 5.85 IT52 265 rRNA

Coding genes (conserved regions)

Figura 3. Ubicacion de las regiones ITS (Vu et al., 2017).

Los codigos de barras de ADN, a pesar de ser un método eficiente en la gran mayoria de
especies, se ha documentado una insuficiencia en su uso con respecto a los marcadores, por
ejemplo, se tiene el caso de la papa silvestre donde el marcador ITS presenta una variacion
intraespecifica elevada y los marcadores rbcL y matK no tienen el polimorfismo adecuado
(Spooner, 2009).
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5.4.4. Codigo de barras de ADN en encinos.

Los cadigos de barras se han empleado principalmente en la identificacion de encinos en el
trafico ilegal de la madera, de esta manera se permite a las autoridades tener un control de
las importaciones y dudas sobre la proveniencia de esta (Schroeder et al., 2016). Ademas, se
ha pensado su utilidad para predecir que especies tienen mas probabilidades de hibridarse, su
monitoreo de acuerdo con el cambio climético y predecir como la introduccion de especies
afectaran la hibridacion en plantaciones artificiales (Fitzek et al., 2018). Ahora bien, se ha
documentado que el uso Unico de marcadores de plastidios puede no ser lo suficientemente
eficiente para la identificacion en la mayoria de las especies, por lo que incluir marcadores
como ITS2 puede ser esencial (Simeone et al., 2013). Por otro lado, estudios realizados en
encinos de hoja perenne asiaticos demostraron una baja eficiencia de identificacion utilizando
marcadores de ADN-cp, pero son Utiles para inferir la ubicacion de las especies en los clados
principales de la secciones de Quercus (Yan et al., 2018). Sin embargo, existen diversas
limitantes como la hibridacion e introgresion interespecifica y patrones de especiacion que
implican una clasificacion de linaje incompleta que complican el uso de cddigo de barras en

estas especies (Pang et al., 2019).

5.4.5. Tipos de analisis con codigo de barras de ADN

Existen diversos métodos utilizados para analizar los codigos de barras de ADN como una
biblioteca de referencia para su identificacion, entre los cuales encontramos: los métodos
basados en arboles, los métodos basados en similitudes, métodos estadisticos y de

diagnostico (van Velzen et al., 2012).

El método llamado ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), es un método rapido y
simple que permite detectar el gap del codigo de barras y lo utiliza para particionar los datos
de alineacion de secuencias en especies candidatas que deben complementarse con otras

pruebas en un enfoque taxonomico integrador (Puillandre et al., 2012).

El llamado BLOG (Barcoding with LOGic), utiliza reglas de clasificacion basado en
caracteres y diagnostico con el proposito de clasificar especimenes en especies tomando en

cuenta sus secuencias de codigo de barras de ADN (Weitschek et al., 2013).
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BLAST es una herramienta ampliamente utilizada que intentan optimizar una medida de
similitud especifica utilizando secuencias en las bases de datos de proteinas y ADN (Altschul
et al.,, 1997). Estos programas pueden incluir bdsquedas de motivos, busquedas de
identificacion de genes y andlisis maltiples de regiones de similitud en secuencias largas de
ADN (Altschul et al., 1990). Con esto, se puede deducir la funcion de los genes secuenciados,

predecir miembros de familias de genes y explorar relaciones evolutivas (Madden, 2013).

Por su parte, los arboles filogenéticos permiten asignar cédigos de barras no identificados,
Ilamados “consulta”, a las especies en funcion de su pertenencia a grupos llamados clados
(van Velzen et al., 2012). Uno de los métodos para construir estos arboles es el conocido
método de union de vecinos, el cual basa su principio en examinar todos los patrones de
ramificacion posibles que se aproximen al arbol verdadero con una cantidad minima de
cambios evolutivos totales como arbol final (Saitou & Nei, 1987). Una forma de realizar un

arbol filogenético se muestra en la Figura 4.

Seleccion del organismo o una
familia de genes

Seleccién de un marcador
molecular apropiado

}

Amplificacién, secuenciaciéon
y ensamble

}

Alineamiento

}

Modelo evolutivo

}

Analisis filogenético

}

Construccion del arbol

}

Evaluacién del arbol
filogenético

Figura 4. Etapas de un estudio de filogenia molecular utilizando marcadores moleculares.
(Patwardhan et al., 2014).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Colecta en campo de material vegetal

Para la colecta de muestras vegetales se tomaron en cuenta aquellas especies que
representaran a diferentes secciones del subgénero Quercus.

Los puntos de colecta se localizaron en la region Suroeste del estado de Coahuila y se realizé
de la siguiente manera: se muestrearon tres ejemplares por especie, de los cuales se colectaron
tres gramos (g) de tejido de brotes jévenes aparentemente sanos y se preservaron en alcohol
al 96°. A la par se tomaron fotografias y se registraron las coordenadas de cada espécimen
para su almacenamiento como muestras “respaldo” en el Herbario Antonio Narro Saltillo
Meéxico (Herbario ANSM). Dicha informacion sirvié para el envio de secuencias a la base de

datos del http://www.boldsystems.org/index.php/.

6.2. Extraccién de ADN gendémico

Para la extraccion de ADN de cada muestra colectada se sigui6 el protocolo CTAB (Bromuro
de cetiltrimetilamonio) “modificado” propuesto por Sharma et al., (2003). En un mortero se
molié finamente 1 g de tejido vegetal, el producto se transfirié a un microtubo de 1.5 ml que
contenia 700 pl de CTAB (previamente precalentado). La mezcla resultante se dejo
incubando a 60 °C /50 rpm/30 min en un incumix ThermoMixer (Select Bioproducts,
México). Posteriormente se afiadieron 0.6 volimenes de la solucién de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y se mezclé por inversion durante 15 min. Luego se procedio a centrifugar
a 15000 rmp/10 min con la ayuda de una microcentrifuga (Spectrafuge 16 M, Labnet
International, USA). En seguida para precipitar el ADN, se transfirié 300 pl de la fase acuosa
a un microtubo de 1.5 ml y se agregaron 2 volimenes de alcohol absoluto. Nuevamente se
procedio a centrifugar la mezcla a 15000 rpm durante 5 min con el objetivo de sedimentar y
formar una pastilla que contuviera el ADN. Después se decant? el sobrenadante (SN) cuidado
la pastilla formada. Posteriormente se realizaron dos lavados con etanol al 70% (400 ul y 300
ul, respectivamente) centrifugando a 1500 rpm durante 5 min entre cada lavado. De nuevo

se decantd el SN cuidadosamente y se dejé secar toda la noche. Finalmente, la pastilla se
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resuspendié en 80 ul de agua libre de nucleasas y se incubo a 60°C durante 5 minutos. El

ADN resuspendido se guardo a -20 °C para su uso posterior.

6.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar la integridad y calidad del ADN extraido se utilizd la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con un voltaje de 75 v (voltios) durante un tiempo
de 1: 45 h. Para la carga de muestras se realizo una mezcla con 3 pl de ADN+ 1.5 ul de buffer
de carga (5x Green GoTaq Buffer + Diamond Nuclei Acid Dye, ambos de Promega™), al
mismo tiempo en un carril exclusivo se cargé el marcador de peso molecular (1Kb, Axygen,
USA). Para la visualizacion del gel se utilizo el Sistema de Documentacion Gel Axygen
(Axygen GD-1000, USA).

6.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los marcadores rbcl e ITS2 (Tabla 1) se utilizé el estuche comercial
GoTagq Green Master Mix, 2X™ (Promega, USA), seguin las indicaciones del fabricante. Los
componentes del proceso se describen en la Tabla 2, obteniendo al final un volumen de 20
ul de cada una de las 12 muestras de ADN gendmico obtenidas. El producto de PCR
resultante (amplicones) se verificd por medio de electroforesis en gel de agarosa con las
mismas condiciones descritas anteriormente. Para la visualizacion del gel se utilizé el
Sistema Documentacion Gel Axygen (Axygen GD-1000, USA). En los productos de PCR
que presentaron bandas inespecificas, se utilizo el estuche comercial Wizard SV gel and PCR
Clean Up SystemTM (PROMEGA, USA) para realizar una purificacion adicional, segun las

indicaciones del fabricante.

Tabla 1. Cebadores y programas de PCR utilizados para la amplificacion de ADN.

Fragmento  Cebadores (5"-3") Programa de PCR Referencia
rbcL rbcL-F: ATGTCACCACAAACAG 94°C, 5 min; 35x (94°C, 30 s; (Kress et
AGACTAAAGC 500C, 40 s; 72°C, 40 s); 72°C, 10 al., 2009)
rbcL-R: GTAAAATCAAGTCCAC min; oo 4°C
CRCG
ITS2 ITS2-F: ATGCGATACTTGGTGTGAAT 5°C, 4 min; 35 x (94°C, 45 s; (Chen, et
ITS2-R: o . R . R al., 2010
GACGCTTCTCCAGACTACAAT 06 C 1 min;72°C, 1 min); 72°C, )
10 min; 004°C.
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Tabla 2. Mezcla para realizar PCR (GoTagq MasterMix de PromegaTM).

Componentes Volumen Concentracion
GoTaq Green Master Mix, 2X 10 ul 1X
Cebador directo 2ul 0.1-1.0 uM
Cebador reverso 2 ul 0.1-1.0 yM
ADN templado 1 ul <250 ng
Agua libre de nucleasas 5ul N.A.

6.5. Secuenciacion

Para la secuenciacion, se generaron 300 ng del producto de PCR y junto con 5 ul de cebadores
para cada muestra se enviaron al Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO), del CINVESTAV, Irapuato, México.

6.6. Edicion de electroferogramas

Una vez obtenidos los electroferogramas generados mediante la secuenciacion de ADN, se
procedio a visualizarlos a través del programa Unipro UGENE. Con base a los distintos
colores (azul para citosina, rojo para la timina, negro para la guanina y verde para adenina)
mostrados en los electroferogramas, se determind la calidad de las secuencias generadas en
esta investigacion (secuencias consulta). Posteriormente se realizd la eliminacion de bases
ambiguas, esto para evitar afectar la calidad de la secuencia. Este proceso consiste en cortar
los extremos de las secuencia, en donde existe la mayor cantidad de secuencias con un bajo

reconocimiento de bases.
6.7. Creacion de bibliotecas con secuencias consulta y de referencia
Una vez obtenidas las secuencias de consulta editadas se cred con estas un archivo en formato

FASTA. Un total de 15 secuencias correspondientes a cinco especies de encinos formaron la

biblioteca de datos generados en el laboratorio.

Para la obtencion de secuencias de referencia se utilizaron las plataformas de bioinformatica
BOLD (Barcode of Life Data System) (BoldSystems, 2023) y NCBI (National Center

Biotechnology Information) (NCBI, 2023), ambas plataformas proporcionan un analisis y
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almacenamiento de datos a través de la identificacion de especies basada en el ADN. Se
descargaron 10 secuencias para el marcador rbcL y 10 para el marcador 1TS2 en formato
FASTA. Estas secuencias sirvieron como guia para el alineamiento de las secuencias

consulta.

6.8. Alineamiento de secuencias.

Para la alineacion y ajuste de las secuencias de referencia y consulta se aplicé un alineamiento
multiple donde la comparacion es mayor o igual a dos secuencias de ADN, esto con la ayuda
de la herramienta bioinformatica ClustalW (Thompson et al., 1994) en el programa MEGA

X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), utilizando la opcion “Align by ClustalW”.

6.9. Evaluacion de la calidad de secuencias

Para determinar y evaluar la calidad de las secuencias consulta se analiz6 mediante el
software MEGA X. Para ello, se utilizo el archivo FASTA con el alineamiento de las
secuencias previamente realizado. Utilizando la herramienta de “Exploracion de datos de
secuencia” se obtuvo la informacion para la identificacion de Sitios variables (V): presentan
alguna variacion de nucledtido en al menos una de las secuencias comparadas. Sitios
conservados (C): regiones que no varian en grupo de secuencias o eventos de mutacion, tales
como sustitucion de bases (cambio entre bases), inserciones (adicién de una nueva base en
la secuencia), deleciones (eliminacién de una base). Indels (Pi): los gaps también se conocen
como Indels y son Ilamados asi porque representan una insercion o una delecion en el genoma
(Thompson et al., 1994).

6.10. Anédlisis BLAST

Para la identificacién de las secuencias consulta, se utilizo la herramienta BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), especificamente
BLASTN presente en la plataforma bioinforméatica NCBI (National Center Biotechnology
Information). BLASTn es un programa que, dada una consulta de ADN devuelve las
secuencias de ADN mas similares de la base de datos que especifique el usuario (BlastN,
2019). Se considerd de parametros un valor E<1 x 10 y aciertos maximos (98 o 100%) con

una especie.
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6.11. Elaboracion de Dendrogramas

Para el analisis de la genética evolutiva molecular se utilizo el programa MEGA X, el cual
implementa diversas herramientas analiticas en estudios de filogenomica y filomedicina
(Kumar et al., 2018). En esta investigacion se utilizé para la interpretacion de la filogenia de
las especies, a través de la interpretacion de dendrogramas.

El dendograma correspondiente para cada marcador fue realizado con el método de union de
vecinos (Saitou & Nei, 1987), cuyo resultado es un &rbol con la suma de la longitud de la
rama (tasa evolutiva). Para el calculo de las distancias evolutivas se utilizo el método de 2
parametros de Kimura (K2P) (Kimura, 1980). Posteriormente se eliminaron todas las
posiciones ambiguas para cada par de secuencias. Solo aquellas especies con mdltiples
individuos que formaron un clado monofilético en el arbol se consideraron identificadas con
éxito.

6.12. Brecha de Codigo de Barras de ADN

El analisis de la brecha del codigo de barras sirvio para calcular la variacidn interespecifica
(entre especies) y variacion intraespecifica (dentro de la misma especie). Dicho andlisis se
realiz6 bajo el modelo de distancia por pares (K2P) (Kimura, 1980) con el software SPIDER
en R version 2021.09.2 (Meyer & Paulay, 2005) utilizando los archivos FASTA previamente

creados a partir de las secuencias de consulta y de referencia.

7. RESULTADOS

7.1. Colecta y ubicacion geografica de muestras vegetales

Se colectaron muestras vegetales en cinco sitios del estado de Coahuila (Fig. 5), el muestreo
final involucrd a un total de 15 especimenes provenientes de cinco especies, la Tabla 3
muestra las especies colectadas y la seccidon a la cual pertenecen. Por otra parte, las muestras
respaldo fueron resguardadas en el Herbario ANSM en donde se les asigné un identificador
unico. Actualmente dichas muestras se encuentran registradas en la base de datos del

BoldSystems y cuentan con su respectivo identificador (Tabla 3).
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Sitios de colecta Sureste de Coahuila

Colecta_San Antonio de Las Alazanas-
El Cedral NL (limites)

® Colecta_Zapalinamé
Colecta_Carneros

Colecta_UAAAN

Latitude

= 7 0 20 40 60 80 100 120km

S e S

Lengitude

Figura 5. Ubicacion geografica de los sitios de colecta de encinos en la zona sureste del
estado de Coahuila, México.

1.1. Extraccion de ADN gendmico y amplificaciéon por PCR

Del total de especimenes analizados se logré la extraccion de ADN de alto peso molecular y
de calidad 6ptima para la amplificacion mediante PCR en el 80% de muestras (Fig. 6).

Tabla 3. Especies colectadas en campo.

Especie Espécimen  Seccion Identificador  Identificador BoldSystems Sitio de
ANSM Colecta
ITS2 rbcL (Municipio)
Quercus 3 Lobatae 103278 FAGIT017-22 FAGRB025-22  San Antonio
saltillensis de las
Alazanas
Quercus 4 Lobatae 103279 FAGIT018-22 FAGRB026-22  San Antonio
saltillensis de las
Alazanas
Quercus 5 Lobatae 103280 FAGIT019-22 FAGRB027-22  San Antonio
saltillensis de las
Alazanas
Quercus 1 Lobatae 103303 FAGIT004-22 FAGRBO006-22 Mesa de las
hintoniorum Tablas
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Quercus 4 Lobatae = 103304 FAGIT005-22 FAGRBO007-22 Mesa de las
hintoniorum Tablas
Quercus 5 Lobatae 103305 FAGIT006-22 FAGRB008-22 Mesa de las
hintoniorum Tablas
Quercus JB Lobatae 103286 FAGIT001-22 FAGRBO001-22 Jardin
gravesii Botanico
UAAAN
Quercus 1 Lobatae 103285 FAGIT002-22 FAGRB002-22  EIl Cedral
gravesii
Quercus 2 Lobatae = 103287 - FAGRB003-22  El Cedral
gravesii
Quercus 1 Quercus 103391 FAGIT014-22 FAGRBO022-22  Estacion
pringlei Carneros
Quercus 2 Quercus 103392 FAGIT015-22 FAGRB023-22  Estacion
pringlei Carneros
Quercus 3 Quercus 103393 FAGIT016-22 FAGRB023-22  Estacién
pringlei Carneros
Quercus 1 Quercus - - - Estacion
intricata Carneros
Quercus 2 Quercus - - - Estacion
intricata Carneros
Quercus 3 Quercus - - - Estacion
intricata Carneros

Figura 6. ADN gendmico extraido. 1 marcador de peso molecular, 2 Quercus gravessi JB,
3 Quercus gravesii 1, 4 Quercus gravesii 2, 5 Quercus saltillensis 3, 6 Quercus saltillensis
4,7 Quercus saltillensis 5, 8 Quercus hintoniorum 1, 9 Quercus hintoniorum 4, C10 Quercus
hintoniorum 5, 11 Quercus intricata 1, 12 Quercus intricata 2, 13 Quercus intricata 3, 14
Quercus pringlei 1, 15 Quercus pringlei 2, 16 Quercus pringlei 3.
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Por otro lado, las Figuras 7 y 8 muestran los resultados obtenidos en la amplificacion por
PCR de los marcadores ITS2 y rbcL respectivamente. Se logré un alto porcentaje de
amplificacion (90%) de las muestra para ambos marcadores. Aquellas muestras que no

resultaron positivas en la primera amplificacion se repitieron hasta obtener un producto de

PCR adecuado para secuenciacion.

Figura 7. Productos de PCR obtenidos con los cebadores 1TS2. 1 marcador de peso
molecular, 2 Quercus gravesii, 3 Quercus gravesii, 4 Quercus saltillensis, 5 Quercus
saltillensis, 6 Quercus hintoniorum, 7 Quercus hintoniorum, 8 Quercus intricata, 9 Quercus
intricata, 10 Quercus pringlei, 11 Quercus pringlei. La flecha indica el tamafio de los
amplicones (300 pb).

Figura 8. Productos de PCR obtenidos con los cebadores rbcL. 1 marcador de peso
molecular, 2 Quercus gravesii, 3 Quercus gravesii, 4 Quercus saltillensis, 5 Quercus
saltillensis, 6 Quercus hintoniorum, 7 Quercus hintoniorum, 8 Quercus intricata, 9 Quercus
intricata, 10 Quercus pringlei, 11 Quercus pringlei. La flecha indica el tamafio de los
amplicones (500 pb).
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1.2. Edicion y Analisis de las secuencias

Como primer paso se revisaron de manera individual los electroferogramas obtenidos, con el
objetivo de verificar su calidad, esto consiste en identificar que cada base nucleotidica
estuviera bien representada por un pico cromatografico (verde/adenina, rojo/timina,
negro/guanina y azul/citosina). Para el marcador ITS2 el porcentaje de recuperabilidad de
secuencias fue del 100%, las Figuras 9 y 10 representan la calidad de las secuencias

generadas, mientras que para el marcador rbcL se obtuvo un porcentaje del 96% (Figuras 11
y 12).

ogoQ000000C00000D0000000000000000000000000000000000020 DDDDDDD
ACGCGTCGTCGCATCGACGGCGC TCCCAACGCGACCCCAGG TCRAGGCGGGACTACCTC G

bttt o

260 262 264 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286 288 280 298 300 302 304 306 308 30 312 34 37
ACGCGTCGTCGCATCGACGGCGCTCCCAACGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCC(

Figura 9. Electroferograma de Quercus gravessi, marcador ITS2.

147 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204
GTTAGCCCAAAAGCGAGTCCTCGGCGACGAGCGCCACGACARAT CGGTGGTTTTOCTTGC

Figura 10. Electroferograma de Quercus hintoniorum, marcador ITS2.

312314 316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 356 368 370 372 374 376 378 380 383
ACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTARTGTATTTGGATTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGBGGAT

Figura 11. Electroferograma de Quercus pringlei, marcador rbcL.
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348 350 352 354 356 358
TCAAGGCCCTG

287 290 292 296 298 300 302 304 306 308 310 312 314 316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336 333 340 342 344 345
A

294
CTCTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGG T

Figura 12. Electroferograma de Quercus saltillensis, marcador rbcL.

1.2.1. Cortes de extremos

La eliminacion de bases de los extremos es una forma de mejorar la calidad de las secuencias.
Para ello se realiza un corte en los extremos 5° y 3" en donde la lectura de la secuencia
regularmente es de mala calidad, esto es, que los picos cromatograficos no pertenecen a una
base nucleotidica bien definida (Fig. 13). La longitud de las secuencias finales debe tener un
rango de 250-350 pb para el marcador 1TS2, mientras que para rbcL se acepta un rango de

500-550 pb (de acuerdo con la literatura).

o e e i e o S
G &G CTGOs GRCG TCTTG T G T G CGCA

Ooo=bo e000000000=0000000
GTGTC‘&CGCETCG TTGCCCCCCCARACTCCG

A \
~ N "\ | ‘ M“. MN\..“ ' |

6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 M 70 72 74 76 78 80 98 101
GGGCTGCGGACGTCTTGTGTCTGACGCAGCTTGCGTGCGAACCCATTCAGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCCAAACTCCG

s

e (D 6 b e s e e o) () e o
AC GI CGAC GAT GAT C ATACITTATGIC TATCTAT G ATC GT CIGCA GACTACGATG AQGCAr CT: (A GACTAC ATG K CA

702 706 708 710 712 744 716 718 720 722 724 726 728 730 732 734 736 738 T40 T42 T44 746 748 750 752 754 756 758 760 762 764 766 768 770 772 774 776 T78 780 782 784 786 78E 790 792 794 796 736 802
GACTACATGACGCTCACATACTACGTCGACGATGATCATACTTTATGTCTATCTATGATCGTCTGCAGACTACGATGACGCATCTGCAGACTACATGACCA

Figura 13. A) Extremo 5", B) Extremo 3". Quercus gravessi, marcador ITS2.

1.3. Andlisis BLAST

Se analizaron de manera individual las secuencias consulta de ambos marcadores. El anélisis

BLAST mostro altos porcentaje de identificacion a nivel de género en 10 de las 14 secuencias
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generadas con el marcador rbcL, sin embargo, a nivel especie la identificacion resulto

ambigua (Tabla 4). Por otro lado, con el marcador ITS2 se identificaron todas las secuencias

a nivel género, pero ninguna a nivel especie (Tabla 5). En resumen, los porcentajes a nivel

género variaron para cada marcador, 71.42% para el marcador rbcL y 100% para ITS2.

Tabla 4. Identificacion de secuencias del género Quercus, con el marcador rbcL.

Género Especie Muestra ID (Bold) Porcentaje Género Especie
de identidad
(%)
Quercus gravessi 1 FAGRB002-22 100 Quercus Ambiguo
Quercus gravessi 2 FAGRB003-22 100 Ambiguo Ambiguo
Quercus hintoniorum 1 FAGRB006-22 99.64 Quercus Ambiguo
Quercus hintoniorum 4 FAGRB007-22 99.64 Quercus Ambiguo
Quercus hintoniorum 5 FAGRB008-22 99.64 Quercus Ambiguo
Quercus intricata 1 - 99.82 Quercus Ambiguo
Quercus intricata 2 - 99.82 Quercus Ambiguo
Quercus intricata 3 - 99.82 Quercus Ambiguo
Quercus pringlei 1 FAGRB022-22 99.82 Quercus Ambiguo
Quercus pringlei 2 FAGRB023-22 99.82 Quercus Ambiguo
Quercus pringlei 3 FAGRB023-22 99.82 Quercus Ambiguo
Quercus saltillensis 3 FAGRB025-22 100 Ambiguo Ambiguo
Quercus saltillensis 4 FAGRB026-22 100 Ambiguo Ambiguo
Quercus saltillensis 5 FAGRB027-22 100 Ambiguo Ambiguo

Tabla 5. Identificacion de secuencias del género Quercus, con el marcador I1TS2.

Género Especie Muestra ID (Bold) Porcentaje Género Especie
de identidad
(%)
Quercus gravessi 1 FAGIT002-22 99.42 Quercus Ambiguo
Quercus gravessi 2 - 98.05 Quercus Ambiguo
Quercus gravessi JB FAGIT001-22 99.45 Quercus Ambiguo
Quercus hintoniorum 1 FAGIT004-22 99.64 Quercus Ambiguo
Quercus hintoniorum 4 FAGIT005-22 99.31 Quercus Ambiguo
Quercus hintoniorum 5 FAGIT006-22 100 Quercus Ambiguo
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Quercus intricata - 98.87 Quercus Ambiguo
Quercus intricata - 99.23 Quercus Ambiguo
Quercus intricata - 98.93 Quercus Ambiguo
Quercus pringlei FAGIT014-22 98.64 Quercus Ambiguo
Quercus pringlei FAGIT015-22 98.91 Quercus Ambiguo
Quercus pringlei FAGIT016-22 99.27 Quercus Ambiguo
Quercus saltillensis FAGIT017-22 98.92 Quercus Ambiguo
Quercus saltillensis FAGIT018-22 98.98 Quercus Ambiguo
Quercus saltillensis FAGIT019-22 100 Quercus Ambiguo

1.4. Creacidn de bibliotecas con secuencias consulta y referencia

Se cre6 una archivo en formato FASTA con las secuencias consulta (previamente editadas)

y las secuencias de referencia (Tabla 6). Para el marcador ITS2 se gener6 un archivo con las

15 secuencias consulta y 10 secuencias de referencia, mientras que para el marcador rbcL se

obtuvieron 14 secuencias de consulta y 10 secuencias de referencia.

Tabla 6. Secuencias de referencia, obtenidas de las plataformas bioinformaticas

BOLDSYSTEMS y NCBI.

Identificador (BOLD Marcador Especie

SYSTEM y NCBI)
MT451891 rbcL Quercus cerris
MN662664 rbcL Quercus coccifera
LC429301 rbcL Quercus floribunda
KM527353 rbcL Quercus ilex
ONO002530 rbcL Quercus laurina
OM935572 rbcL Quercus petraea
HE963627 rbcL Quercus pubescens
JN893094 rbcL Quercus robur
MG247265 rbcL Quercus rubra
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MT451900 rbcL Quercus suber

FM243835 ITS2 Quercus cerris
FM244298 ITS2 Quercus coccifera
FM244334 ITS2 Quercus floribunda
FM244340 ITS2 Quercus ilex
MK169268 ITS2 Quercus laurina
FM244054 ITS2 Quercus petraea
FM244193 ITS2 Quercus pubescens
FM244104 ITS2 Quercus robur
HE611291 ITS2 Quercus rubra
FM243875 ITS2 Quercus suber

1.5. Alineamiento de las secuencias

El alineamiento mdltiple tiene la funcién que, dado un conjunto de secuencias, nos permite
compararlas conforme a la homologia de las bases. La Figura 14 muestra a las secuencias
no alineadas, mientras que la Figura 15 muestra el alineamiento obtenido, dejando ver
aquellas zonas con similitud, ademas se observa la presencia de probables sitios polimorficos.
Se realiz6 la eliminacion de los extremos, ya que poseen una nula similitud entre sus bases
nucleotidicas, lo cual conduce a tener “gaps” o espacios que podrian presentar deleciones o

inserciones en la secuencia (Figura 16).
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1. quercus gravessi rbcl

2. quercus gravessi2 rbcl
3. Qhin{ rbel
4. Qhind rbel
5. Qhins rbel
6. Qint1 rbcl
7. Qint2 rbcl
8. Qint3 rbel
9. Qprit roel

15. ATG011-14|Quercus ilexirbcLIKMS27353

16. BRNP195-08jQuercus rubrajrbcl

17. DVHTF013-19jQuercus laurinairbcl [ON002530
18. POWNAZ666-12/Quercus roburirbcl|INE93094
19.1.C429301.1 Quercus fioribunda chioroplast rbcl. gene fo
20. MN662664.1 Quercus coccifera voucher QCal LEB ribul
21. OM835572.1 Quercus petraea voucher FGB14 ribulose-1
22, MT451891.1 Quercus cerris ribulose-1 5-

23, HES63627.1 QErcuS PUDESCENS SUDSP. PUbESCENS par
24, MT451900.1 Quercus suber ribulose-1

Figura 14. Secuencias consulta y de referencia no alineadas (marcador rbcL).

1.quercus gravessifroel |- oo -
2. quercus gravessi 2 rbcl -
3. Ghind rbel -
4. Qhind rbcl -
5. Ghins rbcl -
6. Qint1 rbel -
7. Qint2 rbel -
8. Qint3 rocl -
9. Qprit rbel -
10. Qpri2 rbel -
11, Qpri3 rbel P

12, Qsal3 rbcl

13. Qsalté rbci

14. Qsals roc!

15 ATGO11-18Quercus ilexirbeLIKMS27353.

16. BPNP195-08iQuercus rubralrbel

17. DVHTFO13-19{Quercus laurinelrbcL IOND02530) - - -
18. POWNA8E-12{Quercus roburirbcL|JNBI3034 - - -
19. LC429301.1 Quercus floribunda chloroplast rbs
20. MN662664.1 Quercus coccifera voucher QCal - - - - - - - -
21. OM335572.1 Quercus petraea voucher FGB1
22 MT451891.1 Quercus cerris ribulose-1 Shtspd -------------------------------------------------------
23, HES63627.1 QUETCUS PUDESCENS SUDSD. pUbE! -
24, MT451900.1 Quercus suber ribulose-1 S-bisph - - - - - ~ = || = = = = - - - <.

Figura 15. Secuencias consulta y referencia alineadas, sin cortes en extremos (marcador
rbcL).

1. Quercus gravessi 1
2. Quercus gravessi 2

3. Quercus hintoniorum 1
4. Quercus hintoniorum 4
5. Quercus hintoniorum 5
6. Quercus intricata 1

7. Quercus intricata 2

8. Quercus intricata 3

9. Quercus pringlei 1

10. Quercus pringlei 2

11. Quercus pringlei 3
12. Quercus saltlensis 3

13. Quercus satilensis 4

14 Quercus saftilensis 5

15 ATGO11-14Quercus ilex

16. BPNP195-08]Quercus rubra

17 DVHTFO13-18{Quercus laurina
18, POWNAZ666-121Quercus robur
19, LC429301.1 Quercus floribunda
20, MNB52864.1 Quercus coccifera
21. OM935572.1 Quercus petraea
22, WT451891.1 Quercus cerris

23, HES63627.1 Quercus pubescen| - - |
24 WT451900.1 Quercus suber

Figura 16. Secuencias consulta y referencia con cortes en extremos y alineadas (marcador
rbcL).

1.6. Evaluacion de la calidad de la secuencia
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La evaluacion de la calidad de las secuencias se realizO para ambos marcadores. Los
pardmetros para evaluar fueron: longitud total de secuencia, longitud de alineamiento,
porcentaje de G+C, sitios variables (SV), sitios conservados (SC), sitios informativos (SI).
En promedio la longitud de secuencia del marcador ITS2 oscild entre 208-393 pb, mientras
que la longitud de alineamiento fue de 250 pb. En cuanto al contenido de G+C se registrd un
total del 70.16%. Se registraron 43 sitios variables, 206 sitios conservados y 25 sitios
informativos (Fig. 17-19). Por otro lado, para el marcador rbcL se obtuvo una longitud de
secuencia promedio de 458-590 pb, mientras que la longitud de alineamiento fue de 522 pb.

Se registrd un total de 45.73% de contenido G+C, y se observaron 252 sitios variables, 264

sitios conservados y un Unico sitio informativo (Fig. 20-22). EI resumen general se muestra
enlaTabla 7.

L ED| G TAY clves Lo 2 4 k-a4ap2 8|

Ef rrrrrrr TGClCCCl[cCC|-AAACTI|CCG[GTT|[CGG|GCG|GGG CGGAAGITTGI|GCC|TCC|C
AIC G C AT C G T . . . . o o o o - e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
----- C
CGC
AIC G C AT CG T . . . . o o o o s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AlC G C

T rrrrEEE D
BGEEEGE

us a
[WI17. [TSAJ1074-14 Qi us robur subsp. pedunculiflora
[18. [TSAJT160-14 Q
[w]19. [TSAJ1259-14 Q
[20. [TSAJ1295-14 Q
[w]21. ITSAJ1301-14 Quercus ilex
()22, [TSAJB12-14 Qu
[723. [TsAJ852-14 Qu
[w]24. HE611291.1 Qu
[25. GBITS27201-21 Quercus laurina A | C

I B R B R B R R R R e R I e I I R I I I

@@
(oo T O

<
Site#| 1127250 Conserved: 206/250 25 taxa selected Data

Figura 17. Sitios conservados para las secuencias generadas con el marcador ITS2.
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BliE® v clvasLoz2sn-anr[l3

Name - - | - |TGCcCccCC|-AA[ACT|CCG|6TT|CGG|GCG|GGG|CGGARAG G|TTG|GCC|TCC|CC
1. Quercus gravessi | S e -

2. Quercus gravessi 2 CATCGT -

3. Quercus gravessi JB - - - -ceT . -

4. Quercus hintoniorum 1 AlCGCATCGT . -

5. Quercus hintoniorum 4 AlcGCATCGT -

6. Quercus hinteniorium 5 AlCGCATCGT . -

7. Quercus intricata 1 S - -ATCGT. -

2. Quercus intricata 2 AlCGCATCGT . -

9. Quercus intricata 3 AlCGCATCGT . -

10. Quercus pringlei 1 AlcGCATECGT -

11. Quercus pringlei 2 AlCGCATCGT . -

12. Quercus pringlei 3 AlCGCATCGT . -

12. Quercus sattillensis 3 AlcGCATCGT -

14. Quercus sattillensis 4 AlCGCATCGT . -

15. Quercus sattillensis 5 AlcGCATECGT -

16. ITSAJ1025-14 Quercus petraea subsp. petraca - -aTCcGET . - .

17. ITSAJ1074-14 Quercus robur subsp. pedunculifiora |- |- - - A T € G T . . oo ... TaA

18. ITSAJ1160-14 Quercus pubescens - ATCGT -

19. ITSAJ1259-14 Quercus coccifera - -aTCcGET . c

20. ITSAJ1295-14 Quercus floribunda - - -AaTCGET . -

21. [TSAJ1301-14 Quercus ilex - -aTCcGET . - .
22. ITSAJB12-14 Quercus cerris - - -aTCcGeT . - A
23. ITSAJ852-14 Quercus suber - ATCGT -

24, HE611291.1 Quercus rubra AlCGCATCGT . - .

25. GBITS27201-21 Quercus laurina aAlcccaTCceT . - A

< >
SitE’*E/ZSD Variable: 43/250 25 taxa selected Data

Figura 18. Sitios variables para las secuencias generadas con el marcador I1TS2.

MName 5/A A6

1. Quercus gravessi 1
2. Quercus gravessi 2 T Y R B
3. Quercus gravessi JB L e ..o TCE AT

4. Quercus hintoniorum 1
5. Quercus hintoniorum 4
6. Quercus hintenierium 3
7. Quercus intricata 1
2. Quercus intricata 2
9. Quercus intricata 3
10. Quercus pringlei 1

noooon-
-

11. Quercus pringlei 2
12. Quercus pringlei 3

13. Quercus sattillensis 3

14. Quercus sattillensis 4

15. Quercus sattillensis 5

16. [TSAJ1025-14 Quercus petraca subsp. petraca .
17. ITSAJ1074-14 Quercus robur subsp. pedunculiflora . . . . . . . . . ST . . . . . .
18. ITSAJ1160-14 Quercus pubescens N P B e |
19. [TSAJ1258-14 Quercus coccifera Lo
20. ITSA11295-14 Quercus floribunda | . . . . . . N e
21. ITSAJ1301-14 Quercus ilex Y
22. ITSAJB12-14 Quercus cerris l . . . . . . . [E
23. ITSAJE52-14 Quercus suber

4. HEG11291.1 Quercus rubra

¥ 25. GBITS27201-21 Quercus laurina

==

[~

Parsim-info: 25/250 25 taxa selected Data

Figura 19. Sitios informativos para las secuencias generadas con el marcador ITS2.
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. Quercus gravessi 2
. Quercus hinteniorum 1

. Quercus hintoniorum 4

. Quercus hintoniorum 5

. Quercus intricata 1

. Quercus intricata 2
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Figura 20. Sitios conservados para las secuencias generadas con el marcador rbcL.
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Figura 21. Sitios variables para las secuencias generadas con el marcador rbcL.
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Figura 22. Sitios informativos para las secuencias generadas con el marcador rbcL.
Tabla 7. Resumen general de las caracteristicas de las secuencias.
Marcador Longitud Longitud de Contenido Sitios Sitios Sitios
de alineamiento de G+C Variables Conservados Informativos
secuencia (%) (SV) (SC) (sh)
ITS2 208-393 250 70.16 43 206 25
rbclL 458-590 522 45.73 252 264 1

1.7. Andlisis de Dendrogramas.

Los dendrogramas se construyeron de manera independiente para los dos marcadores
propuestos en este estudio. ElI dendrograma generado con secuencias provenientes del
marcador ITS2 mostr6 tres clados principales y diferentes subclados los cuales incluyen
especies que pertenecen a diferentes secciones; el primero de la secuencia FAGITO17-22
Quercus saltillensis hasta Quercus pubescens (con las secciones Lobatae y Quercus), el
segundo abarcando Unicamente la secuencia ITSAJ1025-14 Quercus petraea subsp. Petraea
(seccion Quercus) y el tercer clado abarcando la secuencia ITSAJ1259-14 Quercus coccifera

hasta ITSAJ852-14 Quercus suber (secciones Cerris y Quercus) (Fig. 23). De acuerdo con
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la topologia del dendrograma el porcentaje de discriminacion de vecinos cercanos para dicho

marcador fue del 91.6%.
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{ FAGIT019-22 Quercus saltillensis
GBITS27201-21 Quercus laurina

FAGIT002-22 Quercus gravessi

Seccion
Lobatae

FAGIT004-22 Quercus hintoniorum

HE61120].1 Quercus rubra

FAGIT005-22 Quercus hintoniorum

|

FAGIT0006-22 Quercus hintonioritim

Quercus gravessi 2
¢ £
L FAGIT001-22 Quercus gravessi

Quercus intricata 2

Quercus intricata 3

FAGIT014-22 Quercus pringlei

Seccion
Quercus

Quercus intricata I
FAGIT015-22 Quercus pringlei

FAGIT016-22 Quercus pringlei

ITSAJI074-14 Quercus robur subsp. pedunculiflora

ITSAJI160-14 Quercus pubescens

ITSAJI025-14 Quercus pefraea subsp. petraea

ITSAJI259-14 Quercus coccifera
Seccion
Cerris

ITSAJI301-14 Quercus ilex

ITSAJI295-14 Quercus floribunda

ITSAJ812-14 Quercus cervis

nEREaF:

ITSAJ852-14 Quercus suber

Figura 23. Dendrograma de secuencias del género Quercus a partir del andlisis de vecinos
cercanos utilizando el marcador molecular ITS2 con base en la distancia genética K2P.

Para el marcador rbcL el dendrograma agrup6 Unicamente dos clados y sin una division clara
de las secciones del género. El primer clado se conforma desde la secuencia HE963627.1
Quercus pubescens hasta la secuencia POWNA2666-12 Quercus robur (secciones Quercus,
Cerris y Lobatae) y el segundo clado desde FAGRB002-22 Quercus gravessi hasta
MNG662664.1 Quercus coccifera (Quercus, Cerris y Lobatae) (Fig. 24). Para este marcador,

existié un porcentaje muy bajo de discriminacion de vecinos cercano del 29.16%.
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Figura 24. Dendrograma de secuencias del género Quercus a partir de un analisis de vecinos
cercanos utilizando el marcador molecular ITS2 con base en la distancia genética K2P.

1.8. Brecha de Cdédigo de Barras de ADN

Con la finalidad de buscar un “espacio/brecha” en los grupos de secuencias analizadas en
este estudio, se examinaron las distribuciones de las divergencias intra e interespecificas
(K2P) en los dos cadigos de barras de manera individual (rbcL e ITS2) a 1.0 unidades de
distancia. Con base en dicho analisis, se muestra una superposicién de las divergencias, lo
cual exhibe la ausencia de una brecha obvia en los codigos de barras de ADN analizados. Sin
embargo, ambos marcadores mostraron un patron distinto en la distribucion de frecuencias

en los dos grupos analizados (Fig. 25y 26).
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Figura 25. Brecha de codigo de barras de ADN con el marcador ITS2.
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Figura 26. Brecha de codigo de barras de ADN con el marcador rbcL.
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2. DISCUSION

El uso del codigo de barras de ADN ha permitido a los investigadores identificar especimenes
dentro de un taxon en concreto, ademas del descubrimiento de especies cripticas (Paz et al.,
2011). La eleccion de un marcador para su aplicacion en plantas tiene una serie de
interrogantes y cuestiones a abordar (Erickson et al., 2008). En este estudio se utilizaron dos
marcadores moleculares rbcL e ITS2. La region rbcL se propuso en el afio 2009 por el grupo
de trabajo de plantas CBOL como un codigo de barras de ADN central en plantas
(Hollingsworth et al., 2009), mientras que el marcador ITS2 se ha propuesto como una
alternativa no solo para la identificacion de plantas sino también para animales (Yao et al.,
2010). Una de las caracteristicas mas prominentes de rbcL es el hecho de ser el locus
plastidico mas secuenciado por los sistematicos de plantas con el proposito de realizar

andlisis filogenéticos (Kress et al., 2005).

2.1. Extraccion de ADN gendmico y amplificacion por PCR

En el presente estudio se logro la extraccion de ADN genomico de alta calidad de un total de
80% de los especimenes frescos colectados. Sharma et al., (2002), documentaron un
problema principalmente al momento de realizar una extraccion de ADN en plantas: la
presencia de metabolitos, los cuales no solo interfieren en este proceso, sino también en la
restriccion de ADN, amplificacién y clonacion. Sin embargo, el tipo de material analizado
también es de suma importancia, ya que un material fresco permite la extraccién de ADN de
una forma sencilla al lograr romper con facilidad las paredes celulares del tejido joven, esto
al combinar una solucion tampon de buena calidad mas la lisis mecanica ejercida en el
proceso de homogeneizacion del tejido vegetal (Aguilar, 2003; Endara Endara & Ocafia
Flores, 2022).

En el proceso de amplificacion por PCR se obtuvieron resultados consistentes en mas del
90% de las muestras analizadas tanto para el marcador ITS2 como para rbcL. Respecto a este
resultado, Piredda et al., (2011) y Simeone et al., (2013) reportaron la amplificacion del 100%
de las muestras utilizando cebadores rbcL e ITS2 en especies de encinos euromediterraneos

e italianos. Yu et al., (2017), a través de combinaciones de marcadores que incluian ITS2
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obtuvieron altos porcentajes de amplificacion mayor o igual al 90% en especies en arboles

maderables.

En investigaciones realizadas en hierbas medicinales alcanzaron porcentajes similares a los
aqui descritos con el marcador ITS2 (81%), pero diferentes con el marcador rbcL al obtener
un menor porcentaje de amplificacion (55%) (Michel et al., 2016). Por otro lado, trabajos
realizados en helechos arrojaron resultados semejantes por parte del marcador rbcL (Trujillo-
Argueta et al., 2021). Ademas, especificamente para el caso del marcador ITS2, el resultado
de esta investigacion coincide con estudios hechos en dicotileddneas, monocotiledoneas,
gimnospermas y helechos, cuyo porcentaje de amplificacién fue cercano al 94% (Chen, Yao,
Han, et al., 2010).

Se ha documentado a través de numerosos estudios, que tomando en cuenta criterios
sistematicos (como especies del mismo género o familia ) y criterios floristicos (es decir,
pertenecientes al mismo sitio o localizacién), que la region rbcL tiene mayores porcentajes
de amplificacion respecto a otras regiones, sin embargo, posee una resolucion muy baja en
la discriminacién de especies y, en ocasiones al combinarlo con otros marcadores no mejora

su poder discriminatorio (Shneyer & Rodionov, 2019).

En contraste, las diferentes tasas de amplificacién también pueden ser ocasionadas por la
cantidad de G+C de las secuencias de los marcadores utilizados, dado que una alta cantidad
de G+C podria dificultar la desnaturalizacién de la cadena de ADN, por los enlaces de
hidrogeno que almacena (Moctezuma Vega, 2019). Sin embargo, las mayores limitaciones
en la obtencion de un buen producto de PCR surgen a través de las sustancias inhibitorias de
la PCR que se encuentran en las muestras, estas sustancias pueden afectar la sensibilidad de
la técnica, ademas de la posibilidad de arrojar falsos negativos (Schrader et al., 2012).

2.2. Analisis BLAST

La identificacion de especies mediante el analisis BLAST a nivel de género logro la
identificar el 100% de las secuencias para el marcador ITS2 y el 71.4% para rbcL, sin
embargo, no exhibié un resultado contundente en la identificacién a nivel de especie con
ninguno de los marcadores utilizados en esta investigacion. En especies arboreas Kang et al.,

(2017) también obtuvieron resultados similares en el caso del marcador rbcL y sugirieron su
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uso como un cddigo de barras basico para identificar relaciones evolutivas de las plantas a
nivel género y familia en bosques nubosos tropicales. Mientras que en especies de la familia
Lamiaceae (plantas medicinales), el marcador ITS2 logr6 una identificacion exitosa cercana
al 80% a nivel especie y un 100 % a nivel género de un total de 314 especies colectadas (Han
et al., 2012). Por su parte, Pang et al., (2011), lograron una identificacion del 78% a nivel
especie y un 100% a nivel género con el marcador ITS2 en angiospermas. Resultados
similares se han logrado examinando otro tipo de plantas medicinales, donde se compararon
a los marcadores ITS e ITS2 cuyos resultados de identificacion oscilaron entre un 80 - 90%
a nivel especie, y entre un 94 — 98% a nivel de género (Han et al., 2013). Guo et al., 2017 en
su estudio con especies de Cynanchum (hierbas medicinales), obtuvo un alto porcentaje de
discriminacion del 90.8% con ITS2. Estos resultados comprueban la eficacia del marcador
ITS2 en la identificacion de plantas a nivel género y especie. El problema de identificacién
con este méetodo analitico radica principalmente en la insuficiencia de secuencias de un gran
namero de taxones en diversas bases de datos como GenBank y BOLD (Amandita et al.,
2019). Cabe mencionar que el estudio aqui presentado colaboré6 con el envio de un total de
11 secuencias del marcador rbcL y 11 secuencias del marcador ITS2 correspondientes a cinco

especies de encinos mexicanos.

2.3. Andlisis de Dendrogramas

El objetivo principal de una construccion filogenética es conocer cuales especies dentro de
una comunidad analizada se encuentran estrechamente relacionadas por agrupacion
filogenética, por una sobredispersion filogenética o bien distribuidas aleatoriamente a través
del arbol de la vida (Kress, 2017). Para ello, es indispensable saber que marcador molecular
utilizar ya que de esto depende en gran parte la asignacién correcta de un grupo taxonémico.
Saddhe & Kumar, (2018), realiz6 una revision sobre la importancia de un dendrograma
filogenético a través de la recopilacion de distintos grupos taxonémicos y la utilizacion de

diversos marcadores moleculares.

La elaboracion de dendrogramas bajo el método de union de vecinos cercanos mostro un
porcentaje alto para el marcador ITS2 (91.6%) y muy bajo para el marcador rbcL (29.16%).
Este resultado tiene similitud con lo reportado por Pacheco-Reyes et al., (2021), en dénde el

marcador rbcL mostré un porcentaje bajo (64.28%) y un porcentaje relativamente alto para
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ITS2 (80.39%) en la discriminacion de diferentes especies de encinos. De igual manera,
Huang et al., (2015) reportaron bajos porcentajes de discriminacion con el marcador rbcL en
arboles tropicales asiaticos. Sin embargo, en otras especies maderables como Dalbergia, la
combinacion de marcadores (incluyendo ITS2) hizo mas eficaz la identificacion mediante el
mismo método de vecinos cercano, al obtener porcentajes del 100% de precision (M. Yu et
al., 2017). Mientras que Jiao et al., (2018) combind diversos marcadores entre ellos rbcL e

ITS2 y logré mejores resultados trabajando con especies de maderas comerciales.

Es importante resaltar que en los dendrogramas fue posible visualizar agrupaciones mediante
clados monofiléticos de acuerdo con el género y las especies analizadas con cada marcador.
La formacién de clados se observé principalmente con el marcador ITS2 en donde las
agrupaciones se dieron principalmente de acuerdo con el origen geogréafico de las especies,
ademas, se observo una clara agrupacion por secciones del subgénero. De acuerdo con la
revision mas actual hecha por Denk et al., (2017), cuya clasificacién se basa en dos
subgéneros: el primero Cerris con las secciones Cyclobalanopsis (Asia Oriental), Cerris
(Eurasia) e llex (Eurasia) y el segundo subgenero Quercus con las secciones Quercus (La
mayoria en Ameérica del norte y algunas especies en Eurasia), Ponticae (dos especies
disjuntas en el suroeste de Georgia / noreste de Turquia y norte de California / suroeste de
Oregon), Virentes, Lobatae (América) y Protobalanus (Oeste de América del norte). Sin
embargo, existen secciones muy poco estudiadas a nivel fileografico de este género como la
seccion Cerris (Simeone et al., 2018). Los resultados de esta investigacién junto con
informacion generada por otros autores confirman que la region 1TS2 como cddigo de barras
de ADN puede ser esencial en la discriminacion de grupos de plantas estrechamente
relacionadas (Chen, et al., 2010; Simeone et al., 2013).

2.4. Andlisis de la Brecha de Codigo de Barras de ADN

La brecha de cddigo de barras puede definirse como la diferencia entre las distancias
genéticas minimas interespecificas y maximas intraespecificas (Simeone et al., 2013). Un
resultado ideal para cdédigos de barras de ADN tendria distribuciones discretas y sin
superposiciones, el caso opuesto tendria superposiciones significativas y sin un
brecha/espacio, esto indicaria que probablemente el marcador es incapaz de identificar o

distinguir entre esas especies (Meyer & Paulay, 2005). De acuerdo con lo anterior, en este
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estudio no fue posible encontrar una brecha de cddigo de barras suficiente en ambos grupos
de datos. Este resultado coincide con el trabajo hecho por Amandita et al., (2019), quienes
tampoco lograron obtener una “brecha de codigo de barras”, ademas, deducen que existen
muy pocos grupos de especies que logran un resultado positivo. En contraste, Guo et al.,
(2017), en especies de Cynanchum encontraron que las diferencias interespecificas fueron
mayores que sus variaciones intraespecificas utilizando el marcador ITS2, con lo cual resaltd
su utilidad en la identificacion de especies. Por otro lado, Pang et al., (2011) analizaron la
brecha de cddigo de barras de distintos marcadores en especies de Rosaceae entre ellos ITS2
y rbcL y encontraron brechas distintas en la distribucion de la variabilidad de ITS2, pero con
rbcL no se observé una brecha. Aunado al anterior resultado, Jiao et al., (2018) en su trabajo
con arboles maderables el marcador ITS2 mostr6 buenos resultados para la brecha de codigo
de barras, sin embargo, con la regién rbcL se observd una superposicion casi total de la
variacion intra e interespecifica. Mientras que en estudios realizados en polen de Poaceae el
marcador ITS2 mostr6 una distancia interespecifica alta (Omelchenko et al., 2022). Si bien
la llamada “Brecha de codigo de barras” puede ser ttil en la identificacion de especies, se
muestra como un artefacto insuficiente entre taxones, por lo que Wiemers & Fiedler, (2007)
sugieren utilizarlo con una combinacion de otros datos, para evitar los tipicos problemas de

identificacion errénea entre secuencias.

En el &mbito de la ecologia de conservacion y restauracion la principal incognita es conocer
cuales especies 0 géneros estan presentes en una investigacion, para ello, el cddigo de barras
de ADN es fundamental pues permite resolver esta pregunta con rapidez y sencillez en la
mayoria de los casos (Chase & Fay, 2009). Sin embargo, a pesar de ser una herramienta
eficaz y rapida, el codigo de barras posee nimerosos aspectos a mejorar y necesita
evolucionar sus metodologias (Taylor & Harris, 2012). Collins & Cruickshank, (2013),
enumera lo que Ilaman ”Los 7 pecados capitales del Cédigo de Barras”, en donde dan una
serie de argumentos basados en diversos estudios sobre las problematicas, las metodologias
empleadas, las técnicas y las sugerencias para mejorar esta herramienta molecular. Un
analisis realizado por Moritz & Cicero, (2004), resume los desafios de esta tecnologia en el
caso de los taxones tropicales y aquellos con dispersion limitada; en general sugiere extender
los estudios de este tipo mas alla de las regiones geogréaficas donde se realizan para lograr

una buena evaluacion y una correcta discriminacion. Hollingsworth et al., (2011), deduce a
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través de su revision que los niveles de discriminacion en plantas son cercanos y no inferiores
al 70%. Es importante mencionar que con el surgimiento de nuevas tecnologias como la
secuenciacion de proxima generacion y el mejoramiento del metabarcoding, la tecnologia del
codigo de barras de ADN avanza a gran velocidad en la resolucién de problemas y
limitaciones (Ahmed, 2022), entre ellas las de origen biolégico como la alotetraploidia,
aneuploidia, apomixes, introgresion, evolucion morfologica rapida e introgresion (Vijayan
& Tsou, 2010).
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3. CONCLUSIONES

Se logré la extraccion de ADN con un éxito del 80% de todas las muestras de encinos
colectadas. De igual manera el porcentaje de productos de PCR obtenidos fue alto con los
marcadores rbcL e ITS2 y la recuperacion de secuencias fue exitosa con ambos marcadores
con una recuperabilidad del 96% y 100% , respectivamente.

La identificacion de secuencias con la metodologia de BLAST fue posible a nivel de género
tanto para rbcL como para ITS2. Por su parte, el método de vecinos cercanos mostro un bajo
porcentaje de discriminacion para el marcador rbcL y un alto porcentaje para ITS2. Mientras
que el dendrograma generado con la region ITS2 mostré una agrupacion de especies en tres
clados divididos por secciones del género (Quercus, Lobatae y Cerris), en contraste con

rbcL donde la agrupacion por secciones fue disconforme.

El analisis de la brecha de cddigo de barras de ADN exhibid superposiciones con ambos
marcadores, por lo que no fue posible observar una brecha entre distancias intra e
interespecificas.

Con base en los resultados obtenidos a través de la metodologia de unién de vecinos cercanos,
altos porcentajes de amplificacion y alta recuperabilidad de secuencias, es concluyente que
el marcador ITS2 funciona razonablemente bien para la identificacion especies de encinos.
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