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RESUMEN. El género Quercus L., Fagaceae, es de gran relevancia en cuanto
diversidad, importancia ecolégica y econémica; pero la informacién taxonémica
documentada no siempre permite distinguir entre los taxones. En este estudio
se evaluo el poder discriminatorio de tres regiones de ADN (rbcL, matK e ITS2)
como codigos de barras para identificar especies del género Quercus. Los datos
analizados corresponden a 56 secuencias de rbclL, 51 de ITS2 y 61 de matK,
provenientes de 92 especies (11 mexicanas y 81 de Eurasia y América del Norte).
Los cebadores universales (rbcL e ITS2) amplificaron el 100% de las muestras
de encinos mexicanos. El andlisis BLAST de los fragmentos rbcL e ITS2 de
encinos mexicanos, proporcioné un poder de identificacion alto con 98.1 y 98.3%,
respectivamente. Con el método basado en la distancia genética se tuvieron
tasas de discriminacion extremadamente bajas, posiblemente debido a distancias
genéticas superpuestas, ademas de la frecuente hibridacién entre especies y la
baja tasa de variacién. El método de unién de vecinos cercanos proporciond un
poder discriminatorio alto con los marcadores matK (81.96%) e ITS2 (80.39%),
generando agrupaciones por regiones geograficas y por secciones del subgénero
Quercus en los arboles filogenéticos. Segun el rendimiento general de dicho
método se propone el uso de ITS2 y matK como los codigos de barras de ADN mas
adecuados para la identificacion de especies del género Quercus.

Palabras clave: Discriminatorio, encino, ITS2, matK, rbcL.

ABSTRACT. The genus, Quercus L, Fagaceae has great relevance in terms
of diversity, ecological and economic importance. However, the recorded taxonomic
information does not always distinguish the classification. In this study, three DNA
regions (rbcL, matK and ITS2) were used as barcodes to identify species of the
genus Quercus. The analyzed data (56 rbcl, 51 ITS and 61 matK sequences)
corresponded to 92 species (11 are from Mexican, and 81 are from Eurasia and
North America). The universal primers (rbcL and ITS2) amplified 100% of Mexican
oak samples. The BLAST analysis of the rbcL and ITS2 fragments of Mexican
oaks, showed a high identification ability with 98.1 and 98.3% respectively. Genetic
distance-based method resulted in extremely low discrimination rates, possibly due
to overlapping genetic distances, as well as frequent inter-species hybridization and
a low rate of variation. The neighbor-joining method provided a high discriminatory
ability with matK (81.96%) and ITS2 (80.39%) markers, generating groupings based
on geographic regions and sections of the Quercus subgenus in phylogenetic trees.
According to the overall performance, ITS2 and matK are recommended to use as
the most suitable DNA barcodes to identify Quercus species.

Key words: Discriminatory, oak, ITS2, matK, rbcL.
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INTRODUCCION

El género Quercus L., es el grupo mas grande
de la familia Fagaceae, presenta la mayor dis-
tribuciéon y diversidad a nivel mundial, con unas
500 especies aceptadas (Valencia et al. 2016).
México es considerado el centro de diversificacion
mas grande a nivel mundial, estas especies se
distribuyen en regiones montafosas del centro y
noreste del pais principalmente (Ramamoorthy et
al. 1993, Govaerts y Frodin 1998). En México
se han identificado 161 especies del género Quer-
cus que pertenecen al subgénero Quercus, con tres
secciones: Quercus, Lobatae y Protobalanus (Va-
lencia 2004). Existe gran interés en torno a este
grupo taxondémico, debido a su alta diversidad y su
importancia ecolégica y econémica (Romero-Rangel
2006, Gual-Diaz 2014, Pérez-Mojica 2017). Debido
a la variaciéon taxonémica y morfoldgica dentro de la
misma especie, al largo de tiempo de generacién y
la hibridacion frecuente entre especies, se dificulta
conocer el ndmero real de especies (Villarreal et
al. 2008, Sabas et al. 2017). Por lo anterior, es
necesario proporcionar una solucién a los problemas
taxonémicos, que permita una mejor toma de deci-
siones para el manejo y conservacién de estas es-
pecies (Valencia 2004, Hoban et al. 2009, Hipp et al.
2013). Por tal motivo, los codigos de barras de ADN
proporcionan datos que ayudan a discernir relaciones
taxonoémicas y permiten una mejor distincién en es-
pecies con alto grado de similitud a niveles de de-
talles altamente especificos (Borek y Summer 2009,
Govindaraghavan et al. 2012).

En el 2009 el Consorcio del Codigo de
Barras de ADN (CBOL) recomendd en plantas el
uso de fragmentos provenientes del genoma del
cloroplasto, tales como rbcL (ribulosa-1-5 bifosfato
carboxilasa/oxigenasa) y matK (maturasa K), los
cuales son relativamente faciles de amplificar debido
a su estabilidad relativa, son de copia Unica, es-
tructura altamente conservada y herencia uniparental
(China Plant BOL Group et al. 2011). En 2011 se
sugirié el uso de la region nuclear ITS2 (espaciador
interno transcrito) como complemento, esta region
pertenece a los genes que codifican para el ARN ri-

bosémico (CBOL Plant Working Group ef al. 2009).

La informaciéon que proporcionan los cédigos
de barra de ADN es utilizada con diferentes proposi-
tos, entre ellos: hacer inventarios de biodiversidad,
reconstruccién del clima y la vegetacion del pasado,
ademas, sirve como complemento de la filogenética,
ya que con la integracién de datos moleculares y
homologias morfologicas se logra la obtencion de in-
formacién sobre la historia evolutiva de las especies
(Hajibabaei et al. 2007, Kress et al. 2009, Cos-
tion et al. 2011). Al respecto, Hipp et al. (2013)
afirmaron que es necesario establecer un método
preciso, especifico y universal que proporcione datos
confiables para la identificacion de especies y provea
informacion sobre patrones filogenéticos en especies
de Quercus. En México, actualmente sélo el 5% del
total de las especies de Quercus distribuidas en el
pais cuentan al menos con uno de los tres cédigos,
lo cual representa una limitante para hacer andlisis
a mayor escala, y muestra la necesidad de realizar
mas estudios con la tecnologia de cédigo de barras
de ADN con especies de distribucién nacional. Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar las
relaciones filogenéticas en especies de encinos de
tres regiones especificas de México, Estados Unidos
y Eurasia, para demostrar el poder de identificacién
de tres regiones del cddigo de barras de ADN de-
nominadas rbclL, matK e ITS2.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras en campo

De acuerdo a datos disponibles de
georreferenciacion (Villarreal et al. 2008) se es-
tablecieron puntos de colecta en la region sureste
del estado de Coahuila, México. Se muestrearon
un total de 29 arboles. Se colectaron 5 g de tejido
foliar de hojas aparentemente sanas y de brotes
jovenes los cuales se preservaron en alcohol de
96° para su andlisis posterior. Los comprobantes de
herbario se prepararon e identificaron morfol6gica-
mente siguiendo la guia propuesta por Villarreal et al.
(2008) y se depositaron en el Herbario Antonio Narro,
Saltillo, México (ANSM). Con base en los resultados
de la identificacién morfol6gica, se seleccionaron tres
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ejemplares por especie para el analisis genético.

Extraccion, amplificacion y secuenciacion de
ADN

Se realizaron extracciones de ADN gendémico
mediante el método modificado de CTAB (Sharma
et al. 2003). La concentracion y calidad del ADN
extraido se comprob6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%, a 75 voltios durante 1:45 h,
utilizando un marcador de peso molecular (1 Kb,
Axygen, USA). La visualizacién del gel se realizé
mediante el Sistema de Documentacién Gel Axygen
(Axygen GD-1000, USA). EI ADN se conservo a -20
°C para su andlisis posterior. Con el ADN gendémico
se llevé a cabo la amplificacion de los cédigos de
barras usando los respectivos cebadores (Tabla 1).
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizd utilizando la mezcla comercial GoTaq Green
Master Mix, 2X"™ (Promega, USA), segun las especi-
ficaciones del fabricante. Las condiciones de la PCR
se detallan en la Tabla 1. Los productos de PCR am-
plificados se verificaron por medio de electroforesis
en gel de agarosa (0.8%). Los productos de PCR que
presentaron bandas inespecificas, se purificaron uti-
lizando el sistema comercial Wizard SV Gel and PCR
Clean Up System” (Promega, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se enviaron 300 ng de
producto de PCR de cada muestra al servicio de se-
cuenciacion PlateSeq Service (Eurofins”™ | USA).

Busqueda, descarga y alineamiento de secuen-
cias

Se descargaron secuencias de especies del
género Quercus correspondientes a tres cédigos de
barras de ADN (rbcL, matK e ITS2) disponibles en
la base de datos del BOLSYSTEMS (Boldsystems
2021). Se filtraron secuencias de acuerdo con la
longitud de nucledtidos documentada para cada mar-
cador y sin bases ambiguas “N”. El alineamiento de
las secuencias de referencia y las que se generaron
en el laboratorio se llevé a cabo de manera indepen-
diente para cada marcador y se ajustaron de forma
manual con la herramienta de ClustalW (Thompson
et al. 1994) implementado en MEGA X (Tamura et al.
2011).

Andlisis de cddigos de barras de ADN

Para evaluar la efectividad del poder discrimi-
natorio de los cédigos de barras analizados, se uti-
lizaron los métodos de BLAST, distancia genética y
mediante la construccién de arboles de unién de ve-
cinos cercanos, con la finalidad de asignar una identi-
dad a las secuencias analizadas, se determiné la fre-
cuencia con la que cada método devolvié la identidad
correcta.

Método de identificacién con BLAST. Las se-
cuencias de los tres marcadores se concatenaron
(por separado) como una base de datos de referencia
y mediante la herramienta de BLASTn (NCBI 2021)
se realizdé un BLAST considerando un valor de E <1
x 1073 y aciertos maximos de 98 a 100% con una es-
pecie (Ross et al. 2008). Se utilizé el método de dis-
tancia (mas cercana), con la funcién BestCloseMatch
(Meier et al. 2008) del software SPIDER (Brown et al.
2012).

Con base en las secuencias alienadas, el
método de unién del vecino mas cercano (Saitou y
Nei 1987) en MEGA X (Kumar et al. 2018 y Stecher
et al. 2020), se evalud el desempefio discriminato-
rio mediante el célculo de la proporcion de especies.
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el
método de 2 parametros de Kimura (K2P) (Kimura
1980) y estan en las unidades del nimero de susti-
tuciones de bases por sitio. Todas las posiciones
ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias
(opcién de eliminacién por pares). Unicamente las
especies con multiples individuos que formaron un
clado monofilético en el arbol se consideraron iden-
tificadas con éxito. Se construy6 un arbol de unién
de vecinos para cada marcador. El analisis basado
en la construccién de arboles proporciona un método
conveniente y visualizado que permite evaluar el de-
sempeno discriminatorio mediante el calculo de la
proporcion de grupos monofiléticos.

RESULTADOS

En cinco localidades de la regi6n sureste del
estado de Coahuila, México (Figura 1), se colec-
taron e identificaron morfoldgicamente 11 diferentes
especies de encinos del subgénero Quercus, de
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Tabla 1. Cebadores y programas de PCR utilizados para la amplificacion de ADN.

Fragmento Cebadores (5'-3') Programa de PCR Referencia
rbcL rbcLa-F: ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 94°C, 5 min; 35 x (94°C, 30 s; (Kress et al. 2009)
rbcLa-R: GTAAAATCAAGTCCACCRCG 50°C, 40 s; 72°C, 40 s); 72°C, 10 min; c04°C.
matK matK-472f: CCCRTYCATCTGGAAATCTTGGTTC 94°C, 5 min; 35 x (94°C, 15 s; 56°C, 20 s; (Yu et al. 2011)
matK-1248r: GCTRTRATAATGAGAAAGATTTCTGC 72°C, 50 s); 72°C, 10 min; «4°C.
ITS2 ITS-2F: ATGCGATACTTGGTGTGAAT 95°C, 4 min; 35 x (94°C, 45 s; (Chen et al. 2010)

ITS-3R: GACGCTTCTCCAGACTACAAT

56°C, 1 min; 72°C, 1 min); 72°C, 10 min; c4°C.
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Figura 1. Sitios de recolecciéon de muestras de encinos en la regién sureste de Coahuila, México.

las cuales siete pertenecen a la seccion Quercus y
cuatro a la seccion Lobatae (Tabla 2). En total se
seleccionaron 29 muestras para los andlisis genéti-
COos.

Se obtuvieron productos de PCR en el 100%
de las muestras procesadas, los cuales presentaron
el tamarfio aproximado esperado en rbcL e ITS2 (600
pb y 400 pb, respectivamente) (Figura 2). En am-
bos casos la recuperabilidad de las secuencias fue
alta (96.5 y 86.2%, respectivamente). Los amplicones
obtenidos con el fragmento matK resultaron en se-
cuencias de mala calidad que no se incluyeron en el
analisis; por lo cual se analizaron Unicamente 64 se-
cuencias de referencia matK que cumplieron con los
parametros de calidad.

El analisis incluyé un total de 50 secuencias

de consulta 26 del marcador rbcL y 24 del marcador
ITS2, provenientes de 11 especies del género Quer-
cus subgénero Quercus, ademas, se incluyeron 118
especies de referencia (30 rbcL, 27 ITS2 y 61 matK)
que provenian de 81 especies del género Quercus
(Tabla 3). EIl conjunto de datos de secuencias del
marcador matK incluydé Unicamente secuencias de
referencia de las regiones de América del Norte y
Eurasia. Mientras que los conjuntos de datos rbcL
e ITS2 incluyeron secuencias de encinos mexicanos
de América del Norte y Eurasia. El andlisis involu-
crd diferentes niUmeros de secuencias de nucledti-
dos, por lo que, cada grupo de secuencias tuvo un
total diferente de posiciones en el conjunto de datos
final de acuerdo con el marcador utilizado. De tal
manera que, rbcL gener6 un total de posiciones de
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Tabla 2. Especies y localizaciéon geografica de muestras colectadas.

Especie Numero de muestra Latitud N Longitud O Altitud  Seccién
Quercus microphylla 1 25°15°08.7" 100° 31' 14.39" 2388 Quercus
2 25° 15’ 08.6” 100° 31" 14.6” 2391 Quercus

3 25° 15’ 09.0” 100° 31" 14.4” 2391 Quercus

Quecus saltillensis 1 25° 14 13.0” 100° 26’ 39.1” 2596 Lobatae
2 25° 14 13.5” 100° 26’ 39.3” 2610 Lobatae

3 25° 14 13.6” 100° 26’ 39.2" 2608 Lobatae

Quercus hintoniorum 1 25° 13’ 03.5” 100° 23’ 03.1” 2864 Lobatae
2 25° 13’ 04.0” 100° 23’ 02.6” 2856 Lobatae

3 25° 13’ 03.8” 100° 23 02.8” 2860 Lobatae

Quercus pringlei 1 25° 07’ 19.2" 101° 07" 12.1” 2315 Quercus
2 25° 07’ 19.2” 101° 07" 13.2” 2316 Quercus

3 25° 07’ 17.2” 101° 07" 16.4” 2333 Quercus

Quercus intricata 1 25° 07’ 16.0” 101° 07’ 16.6” 2331 Quercus
2 25° 07’ 16.5” 101° 07" 16.3” 2326 Quercus

3 25°07'17.0” 101° 07°17.2" 2333 Quercus

Quercus laceyi 1 25° 22" 00.5” 100° 57’ 58.0” 1910 Quercus

2 25° 21’ 59.8” 100° 57’ 58.1" 1913 Quercus

3 25° 22' 01.8” 100° 57’ 56.3” 1920 Quercus

Quercus laeta 1 25° 22" 02.1” 100° 57’ 03.6” 1999 Quercus

2 25° 22" 01.6” 100° 57' 02.4" 2009 Quercus

3 25°22'01.1” 100° 57° 01.7” 2006 Quercus

Quercus laetaxarizonica 1 25° 22" 00.4" 100° 56’ 54.9” 1982 Quercus
2 25° 21’ 59.9” 100° 56’ 54.3” 1994 Quercus

3 25° 22" 03.7" 100° 56’ 50.4" 1996 Quercus

Quercus grisea 1 25° 21’ 59.6” 100° 56’ 53.8” 2004 Quercus

2 25° 22" 01.4” 100° 57° 00.8” 1998 Quercus

3 25° 22' 04.6” 100° 56’ 50.2” 2022 Quercus

Quercus hipoxantha 1 25° 59’ 07.0” 101° 28’ 41.6” 1478 Lobatae
Quercus gravesii 1 25° 59’ 07.3" 101° 28’ 41.3" 1478 Lobatae

MM 1Kb

500 pb

Qp1

Qp2 Qp3

Qs1 Qs2

D e bt ed

a

MM 1Kb Qh1 Qst

b

Figura 2. Productos de PCR obtenidos apartir de (a) una regién del gen nuclear ITS2 y (b) de una regién plastidica del gen rbcL en
muestras de ADN de especies de encinos mexicanos.

521 nucledtidos, ITS2 461 nucledtidos y matK 312 nu-
cleétidos.

Para la identificacion con el método de BLAST,
se construyeron dos bases de datos con las secuen-
cias de consulta, la primera con 26 secuencias rbcL y
la otra con las 24 secuencias ITS2, las cuales fueron
alineadas de manera independiente junto con las se-
cuencias de referencia. Los resultados indican que,

el método de BLAST proporciond el porcentaje de
identificacién mas alto con promedios de porcentaje
de identidad de 98.1 y 98.3% para los marcadores
rbcL e ITS2, respectivamente. Con el método basado
en la distancia genética mas cercana, los cédigos de
barras de ADN universal mostraron menos poder dis-
criminatorio, asi rbcL, ITS2 y matK tuvieron una tasa
de éxito del 3.57, 7.84 y 11.47%, respectivamente.
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Tabla 3. Numero de accesion de BoldSystems de secuencias sometidas a comparaciones filogenéti-
cas con tres marcadores.

Especie rbcL matK ITS2
Quercus acutissima GBVG072-11
Quercus afares GBVG075-11 ITSAJ794-14
Quercus alba GBVGO078-11 GBVG080-11
Quercus aliena GBVG085-11
Quercus alnifolia GBVG091-11 ITSAJ1237-14
Quercus arizonica GBVG094-11
Quercus aucheri GBVG095-11 ITSAJ1245-14
Quercus baloot GBVG096-11
Quercus baroni ITSAH052-14
Quercus berveridifolia SDH1252-14
Quercus bicolor MKTRT2706-14
Quercus brantii GBVG097-11 ITSAJ803-14
Quercus canariensis GBVG099-11 ITSAJ921-14
Quercus castaneifolia GBVG101-11 ITSAJ806-14
Quercus cedrocencis SDH1254-14
Quercus cerris GBVG115-11 GBVG102-11 ITSAJ812-14
Quercus chrysolepsis GBVS274-13
Quercus coccifera GBVG135-11 GBVG121-11 ITSAJ1261-14
Quercus cornelius muelleri SDH3391-15
Quercus corrugata MHPAC1141-11
Quercus crenata GBVG149-11 GBVG140-11
Quercus dentata GBVG151-11
Quercus ellipsodalis HIMS059-12
Quercus engelmanii SDH3367-15
Quercus fabri GBVG157-11
Quercus faginea GBVG158-11 ITSAJ959-14
Quercus floribunda GBVG160-11 ITSAJ1295-14
Quercus frainetto GBVG161-11 ITSAJ977-14
Quercus gambelli GBVG174-11
Quercus garryana VPSBC1009-13 GBVG176-11
Quercus glauca GBVG185-11 GBVS270-13
Quercus griffithii GBVG187-11
Quercus ilex ATGO11-14 GBVG194-11 ITSAJ1306-14
Quercus ilicifolia VASCA016-15
Quercus infectoria API328-14 GBVG212-11
Quercus infectoria var. boissieri ITSAJ912-14
Quercus infectoria var. infectoria ITSAJ1034-14
Quercus ithaburensis var. ithaburensis GBVG218-11
Quercus ithaburensis var. macrolepsis GBVG219-11 ITSAJ845-14
Quercus kellogi SDH1261-14
Quercus laeta GBVG222-11
Quercus lanata var. lanata GBVW3164-13
Quercus leucotrichophora GBVW3167-13
Quercus libani GBVG223-11
Quercus lobata GBVG225-11
Quercus lusinatica GBVG226-11
Quercus macranthera GBVG229-11 ITSAJ1055-14
Quercus macrocarpa FOND165-12 GBVG233-11
Quercus mongolica RINGV016-12 GBVG237-11
Quercus montana GBVG262-11
Quercus muhelenbergi MKTRT534-12
Quercus petraea GBVG295-11 GBVG278-11
Quercus petraea var. iberica GBVG299-11
Quercus petrea var. petrea GBVS1218-13  ITSAJ1013-14
Quercus phillyraeoides GBVG302-11
Quercus polycarpa GBVG307-11
Quercus pontica GBVG308-11 ITSAJ1121-14
Quercus prinoides MKTRT558-12
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Tabla 3. Continuacion.

Quercus pseudosemercarpifolia GBVG309-11
Quercus pubescens GBVG326-11 GBVG310-11 ITSAJ1131-14
Quercus pubescens var. pubescens GBVS1219-13
Quercus pyrenaica GBVG329-11 ITSAJ1168-14
Quercus robur GBVG349-11 GBVG330-11
Quercus robur var. robur GBVG354-11
Quercus robur var. pedunculiflora ITSAJ1074-14
Quercus rubra BPNP195-08 GBVS271-13
Quercus semecarpifolia GBVG372-11
Quercus serrata GBVG373-11
Quercus serrata var. brevipetiolata GBVG385-11 GBVG384-11

Quercus shumardii
Quercus stewardiana

MKTRT582-12

GBVX5226-15

Quercus suber GBVG404-11 GBVG390-11 ITSAJ852-14
Quercus suber x Quercus trojana ITSAJ891-14
Quercus trojana GBVG408-11 ITSAJ896-14
Quercus variabilis GBVG415-11
Quercus vulcanica GBVG419-11 ITSAJ1226-14
Quercus wislizeni var. frutescens SDH3355-15
Quercus wislizeni var. wislizeni SDH1265-14
Quercus wutaishanica GBVG420-11
Quercus x ganderi SDH3343-15
Quercus x morisii GBVG422-11

Con base en el método de unién de vecinos
cercanos, los taxones de plantas recolectados se
agruparon de acuerdo con el andlisis de similitud,
en cada conjunto de datos se formaron diferentes
grupos monofiléticos. En general, en los arboles
se aprecian grupos monofiléticos definidos. El por-
centaje de discriminacion mas bajo se gener6 con el
marcador rbcL (64.28%) (Figura 3). Con el marcador
ITS2 se logr6 un porcentaje de discriminacién del
80.39%, en la Figura 4 se aprecian algunos grupos
monofiléticos. Mientras que, con el marcador matK se
obtuvo el porcentaje mas alto (81.96%), en la Figura
5 se confirma la separacion de las 61 especies por
secciones del subgénero y por regiones geograficas,
formando tres clados pincipales correspondientes a
las secciones Quercus (Eurasia), Cerris (Eurasia)
y Quercus (América del Norte). Teniendo en cuenta
que en los conjuntos de datos de los marcadores rbcL
e ITS2 contenian secuencias de especies mexicanas,
ITS2 proporcioné una mejor resolucion cladistica en
este grupo de plantas. Cada arbol generado mostré
formas diferentes de acuerdo al agrupamiento de es-
pecies estrechamente relacionadas, mientras que las
especies lejanamente relacionadas se dispersaron
relativamente.

DISCUSION

Las caracteristicas que un cédigo de barras
ideal deberia poseer son: cebadores altamente uni-
versales y de secuencia corta, pero con suficiente
variacién entre secuencias que permita la identifi-
cacion y discriminacion entre especies (Erickson et
al. 2008, Kress y Erickson 2008, Hollingsworth et al.
2009, Stoeckle et al. 2011). El Grupo de Trabajo
CBOL propuso dos regiones del cloroplasto (rbcL y
matK), como los cédigos de barras centrales, esto,
debido a la conservacion de sus genes y a la univer-
salidad de amplificacion de los cebadores utilizados
(De Groot et al. 2011, Pang et al. 2012 y Saarela
et al. 2013). Los cédigos de barras seleccionados
en este estudio presentaron resultados variables. La
secuencia rbcL mostrd una cobertura alta de amplifi-
cacion (100%) y secuenciacion (96.5%) en las once
especies de encinos mexicanos, resultados similares
han sido reportados en diferentes grupos de plantas
de especies arboreas, tropicales y medicinales (Gon-
zalez et al. 2009, Parmentier et al. 2013, Kang et
al. 2017, Maloukh et al. 2017). De igual manera en
encinos italianos, se obtuvieron resultados positivos
en la amplificacién del ADN (Piredda et al. 2011). Lo
anterior, confirma que es posible la amplificacién y
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Quercus laeta 3
Quercus grisea 1
Quercus grisea 2
Quercus laceyi 3
Quercus intricata 1
Quercus microphylla 1
Quercus hintoniorum 1
Quercus saltillensis 1
Quercus ilicifolia
Quercus corrugata
Quercus rubra
Quercus coccifera

Quercus prinoides

Quercus pringlei 1
Quercus saltillensis 2
Quercus hintoniorum 2
Quercus microphylla 2
Quercus laceyi 1

Quercus laeta 1

Quercus laetaxarizonica 1
Quercus laetaxarizonica 2

Quercus ilex

Quercus ellipsoidalis

Quercus shumardii

Quercus pringlei 2

Quercus saltillensis 3

Quercus hintoniorum 3

Quercus microphylla 3

Quercus laceyi 2

Quercus laeta 2

Quercus grisea 3

Quercus laetaxarizonica 3

Quercus kelloggii

Quercus cerris

Quercus crenata

Quercus petraea

Quercus pubescens

Quercus robur

Quercus serrata var brevipetiolata
Quercus suber

Quercus cf mongolica
Quercus wislizeni var wislizeni
Quercus xganderi

Quercus wislizeni frutescens
Quercus garryana

Quercus macrocarpa
Quercus alba

Quercus bicolor

Quercus muehlenbergii

Quercus pringlei 3

Quercus hipoxantha 1

Quercus berberidifolia

| T

Quercus cedrosensis
Quercus engelmannii
Quercus cornelius-mulleri

Quercus infectoria

Figura 3. Andlisis filogenético molecular usando la regién plastidica rbcL para 56 se-
cuencias de nucledtidos con base en la distancia genética K2P.
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Quercus afares

Quercus castaneifolia

Quercus cerris

Quercus trojana

Quercus ithaburensis subsp macrolepis
Quercus suber x Quercus trojana
Quercus suber

Quercus brantii

Quercus floribunda

Quercus baronii

Quercus aucheri

Quercus alnifolia

Quercus ilex

Quercus coccifera

Quercus pubescens

Quercus pyrenaica

Quercus petraea subsp petraea
Quercus laceyi 3

Quercus hartwissiana

Quercus infectoria subsp boissieri
Quercus infectoria subsp infectoria
Quercus macranthera

Quercus robur subsp pedunculiflora
Quercus pringlei 3

Quercus pontica

Quercus hintoniorum 2
Quercus hintoniorum 3
Quercus gravesi 1

Quercus hintoniorum 1
Quercus saltillensis 3

Quercus saltillensis 1

Quercus saltillensis 2

Quercus grisea 1

Quercus grisea 2

Quercus microphylla 1

Quercus intricata 2

Quercus laceyi 2

Quercus vulcanica

Quercus faginea

Quercus canariensis

Quercus frainetto

Quercus intricata 1

Quercus laetaxarizonica 1
Quercus laetaxarizonica 2
Quercus pringlei 2

Quercus pringlei 1

Quercus intricata 3

Quercus laeta 1

Quercus laetaxarizonica 3
Quercus microphylla 2
Quercus laeta 3

Seccion Cerris
Region Eurasia

Seccidn Quercus
Regién Eurasia

Seccion Lobatae
Region México

Seccion Quercus
Region México

Seccion Mesobalanus
Region Eurasia

Seccion Quercus
Region México

Figura 4. Andlisis filogenético molecuar usando la region nuclear ITS2 para 51 secuencias de nucleétidos con base en la
distancia genética K2P.
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Quercus pontica

Quercus vulcanica

Quercus serrata

Quercus robur subsp robur
Quercus pyrenaica

Quercus pubescens

Quercus polycarpa

Quercus petraea subsp iberica
Quercus petraea

Quercus mongolica

Quercus macranthera
Quercus lusitanica

Quercus infectoria

Quercus hartwissiana
Quercus griffithii

Quercus frainetto

Quercus faginea

Quercus fabri

Quercus dentata

Quercus canariensis

Quercus aliena

Quercus coccifera

Quercus ilex

Quercus rubra

Quercus glauca

Quercus pseudosemecarpifolia
Quercus suber

Quercus acutissima

Quercus brantii

Quercus castaneifolia

Quercus cerris

Quercus crenata

Quercus ithaburensis subsp ithaburensis
Quercus libani

Quercus trojana

Quercus variabilis

Quercus chrysolepis

Quercus alnifolia

Quercus aucheri

Quercus baloot

Quercus floribunda

Quercus semecarpifolia
Quercus afares

Quercus laeta

Quercus wutaishanica
Quercus gambelii

Quercus arizonica

Quercus montana

Quercus lobata

Quercus garryana

Quercus alba

Quercus x morisii

Quercus ithaburensis subsp macrolepis
Quercus phillyraeoides
Quercus lanata subsp lanata
Quercus robur

Quercus serrata var brevipetiolata
Quercus petraea subsp petraea
Quercus pubescens subsp pubescens
Quercus macrocarpa

Quercus leucotrichophora

Seccidn Quercus
Region Eurasia

Seccion Cerris
Region Eurasia

Seccion Quercus
Region América del
Norte

Seccién Quercus
Region Eurasia

Figura 5. Andlisis filogenético molecular usando la regién plastidica matK para 61 secuencias de nucleétidos con base

en la distancia genética K2P.
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secuenciacion de buena calidad, en condiciones
estandar y en una amplia gama de taxones con
cebadores rbclL utilizados en este estudio. Por
otro lado, el bajo éxito de amplificaciéon y secuen-
ciacién utilizando cebadores matK se ha informado
en diferentes grupos de plantas, en angiospermas
y gimnospermas, incluso en grupos de plantas es-
pecificos (Kress y Erickson 2008, Bafeel et al. 2011,
Maloukh et al. 2017, Amandita et al. 2019). Mien-
tras que Piredda et al. (2011), al eliminar de sus
andlisis los datos de secuencias provenientes de la
regién matK (universal) sugerida por el CBOL en en-
cinos italianos, debido a la baja amplificacion por
PCR, incluso con cebadores especificos para dicho
taxon no obtuvieron buenos resultados de amplifi-
cacion y su poder discriminatorio fue relativamente
bajo. Mientras que Yang et al. (2016) reportaron una
alta tasa de amplificaciéon con cebadores disefiados
para el grupo de plantas de Quercus de la region
de China, pero con bajo rendimiento en la identifi-
cacion de especies. Resultados alentadores se han
logrado en algunos grupos de plantas especificos
como Asteraceae (Gao et al. 2010), Lamiaceae (De
Mattia et al. 2011), Tetrastigma (Fu et al. 2011) y
en palmas (Jeanson ef al. 2011). La variabilidad de
resultados obtenidos con esta regidn, puede deberse
a la diversa tasa evolutiva en diferentes taxones, ya
que la region matK tiene una alta tasa de sustitu-
ciones de nucleétidos que puede estar influenciada
por factores climaticos que afecta la conservacion
del locus de diferentes grupos de plantas (Hilu et al.
2003, Gillman et al. 2010). La utilidad de la region
matK como cédigo de barras de ADN es fundamental
en la discriminacién e identificacién de especies, por
lo que, es imprescindible continuar con la busqueda
de cebadores que permitan la amplificacién de ADN
de grupos taxondémicos dificiles o grupos de plantas
especificos (Hollingsworth et al. 2011, Piredda et al.
2011). En 2011 el CBOL propuso la regién ITS como
un codigo de barras potencialmente Util para la iden-
tificacion de especies de plantas (China Plant BOL
Group et al. 2011). Su utilidad ha sido respaldada en
diferentes investigaciones que incluyen una amplia
gama de grupos taxondmicos donde se han logrado
amplificaciones exitosas y secuencias de alta calidad

(Bellarosa et al. 2005, Chen et al. 2010, Pang et
al. 2010, Simeone et al. 2013, Chen et al. 2015).
Aunque los resultados de amplificaciéon y secuen-
ciacion pueden ser variables segun el taxén de plan-
tas (Kang et al. 2017). En este estudio los cebadores
ITS2 presentaron una tasa de amplificacion del 100%
y permitieron obtener secuencias de alta calidad en
un 86.2% de las muestras analizadas. La carac-
teristica principal de la region ITS2 es que es una
secuencia corta, lo cual permite una alta tasa de am-
plificacién, ademas, sus estructuras secundarias se
conservan y proporcionan informacion Util en biologia
(Meyer y Paulay 2005 y Chen et al. 2010). Sin em-
bargo, a pesar del desarrollo de la tecnologia de los
codigos de barras de ADN, adn no se cuenta con un
cédigo estandar para la identificacién de taxones de
plantas (Ballardini et al. 2013, Hollingsworth et al.
2011).

Uno de los propésitos principales de la tec-
nologia de codigos de barras de ADN es la identifi-
cacion de especies desconocidas, de tal manera que,
una secuencia de cédigo de barras particular coin-
cida con secuencias confirmadas disponibles en las
bases de datos. Al respecto los tres métodos de
analisis utilizados proporcionaron diferentes tasas de
discriminacion en las especies de encinos del sub-
género Quercus. Teniendo en cuenta que, los conjun-
tos de datos de los marcadores rbcl e ITS2 contenian
secuencias de consulta de especies mexicanas, el
numero de las coincidencias correctas en BLAST pro-
porciond el poder de identificaciéon alto con 98.1 y
98.3%, respectivamente. De igual manera, en un
grupo de encinos de origen chino y en un grupo
taxonémico especifico (Apocynaceae) se encontrd
que el método de BLAST mostré la identificacion mas
alta, respecto a otros métodos de identificacion a nivel
de género y especie (Cabellin et al. 2016, Yang et al.
2016).

El método basado en la distancia genética
mostré tasas de discriminacion extremadamente ba-
jas para las especies de encinos 3.57% con rbcL,
7.84% con ITS2 y 11.47% con matK. Resultados
similares obtuvieron Pang et al. (2019) en donde, la
distancia genética mostr6 las tasas de discriminacién
mas bajas para las especies de encinos italianos con
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porcentajes que van del 12.50% para rbclL y 25% para
el marcador matK. Por otro lado, en especies de en-
cino chino el método basado en la distancia genética
también mostr6 tasas de discriminacion bajas (0 al
17.14%) (Pang et al. 2010). En contraste, Chen et
al. (2010) obtuvieron resultados favorables cuando
utilizaron el método de distancia genética mas cer-
cana, aplicado a especies de plantas medicinales con
el marcador ITS2, el cual identificé correctamente el
90.3 y el 99.7% de las muestras a nivel de especie
y género, respectivamente. En este estudio la apli-
cacion de este método parece poco practico en la
codificacion de especies de encinos dado que las dis-
tancias genéticas intra e interespecificas se superpo-
nen en gran medida. El analisis basado en la distan-
cia genética ha sido propuesto como un método al-
tamente sensible a procesos de divergencia reciente
entre especies, lo que puede resultar en una clasi-
ficacién de linajes incompletos, y afectar el resul-
tado obtenido aplicando dicho método (Simeone et
al. 2013). En el caso especifico de encinos diferentes
autores mencionan la baja identificacién basada en la
distancia genética, debido a que, un muestreo mayor
puede conducir a distancias genéticas superpuestas,
ademas de la frecuente hibridacién entre especies
y una baja tasa de variaciéon (Piredda et al. 2011,
Simeone et al. 2013).

Junto con los datos moleculares de los cédi-
gos de barras de ADN, la construccion de ar-
boles se utilizd para probar las relaciones filogenéti-
cas de las cinco secciones del subgénero Quer-
cus basadas en la morfologia, ademas de pro-
bar la separacion de grupos por regiones geogra-
ficas. Mediante la metodologia de unién de veci-
nos cercanos y distancias evolutivas para 92 es-
pecies de encinos se generaron clados individuales
de acuerdo al marcador utilizado. Los resultados
de los arboles proporcionaron informacién importante
sobre las relaciones filogenéticas de especies de
encinos. Este método mostr6 tasas de discrimi-
nacién relativamente altas. Los encinos (Quercus
L.) pertenecen a un grupo de plantas con alta com-
plejidad taxonémica, actualmente reconocidos dos
subgéneros: Quercus distribuido principalmente en
América del Norte y Eurasia (regién del Mediterra-

neo) y el subgénero Cyclobalanopsis distribuido prin-
cipalmente en el sudeste asiatico. En este estudio,
los arboles filogenéticos confirmaron la separacion de
grupos monofiléticos de acuerdo con datos morfolégi-
cos (Valencia 2004, Oh y Manos 2008), en secciones
del grupo Quercus (Cerris, Lobatae, Mesobalanus,
Protobalanus y Quercus) con el uso de los mar-
cadores ITS2 y matK los cuales generaron un poder
de discriminacién del 80.39 y 81.96%, respectiva-
mente (Figuras 4 y 5). Resultados similares se han
obtenido en diferentes grupos de plantas (Amandita
et al. 2019, Chen et al. 2010). La variacién en el
poder de identificacién se debe probablemente a la
diferenciacion en las tasas de mutacién y evolucién
que resulta en una menor informacion genética de los
marcadores (Palmer et al. 2000, Yang et al. 2017).
Con lo anterior, se confirma que la inclusion de la
regiéon ITS2 como cédigo de barras de ADN parece
ser esencial en la discriminacién de grupos de plan-
tas estrechamente relacionados (Chen et al. 2010,
Simeone et al. 2013). Ademas, en el arbol generado
con secuencias del marcador matK se observa una
separacién de especies de acuerdo a su centro de
diversificacion, americano o euroasiatico (Figura 5),
lo anterior, respalda la posibilidad que las especies
de encinos provienen de un doble origen (América
y Eurasia) (Oh y Manos 2008, Hubert et al. 2014,
Yang et al. 2017). Por otro lado, el marcador rbcL in-
dicé limitaciones en su poder de identificacién, con un
porcentaje bajo (64.28%), lo cual condujo a un arbol
poco claro en la generaciéon de grupos monofiléticos
(Figura 3). Este resultado puede deberse al hecho de
que, a pesar de que la region rbcl tiene una amplifi-
cacion casi universal, su tasa de evolucion es relati-
vamente baja (Simeone et al. 2013).

México destaca como un pais con una diver-
sificaciébn excepcional de encinos asociado a una
mayor heterogeneidad ecolégica. La disponibilidad
de humedad en los nichos ecoldgicos, afecta direc-
tamente las tasas de evolucién y diversificacion de
linajes de encinos en México, en comparacioén con
la region de América del Norte (Torres et al. 2011
y Hipp et al. 2018). Finalmente, la comparacion de
marcadores rbcL e ITS2 respecto a secuencias de
encinos de origen mexicano permite inferir que el
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marcador ITS2 proporciona una mejor identificacion
y agrupamiento de estas especies de acuerdo con
datos morfolégicos (Valencia 2004, Villarreal et al.
2008).

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos con la
metodologia de uni6on de vecinos cercanos, altos
porcentajes de amplificacion y recuperabilidad de
secuencias, es concluyente que el marcador de la
region nuclear ITS2 funciona razonablemente bien
para la identificacién especies de encinos. De igual
manera la regién matK tuvo un buen desempeno de
acuerdo a la discriminacion de especies obtenida,
pero su universalidad de amplificacién en un amplio
grupo de plantas aun es cuestionable. Mientras que
el marcador rbcL es ampliamente utilizado por sus
caracteristicas de amplificaciéon y obtencion de se-
cuencias, su baja tasa evolutiva no permite un uso
eficiente de dicho marcador en la identificacion de

especies. Es importante mencionar que, segun datos
del BOLSYSTEMS, unicamente alrededor del 5%
de especies de encinos mexicanos cuentan con al
menos un cddigo de barras de ADN, lo que muestra
la importancia de continuar y expandir los estudios de
esta indole para las especies de encinos de México.
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