IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESPECIES DE Quercus (L.) MEDIANTE EL

USO DEL CODIGO DE BARRAS DE ADN ITS2.
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El estado de Coahuila presenta una orografia diversa, esta condicion permite que exista
una gran diversidad de comunidades vegetales (Gonzalez-Medrano, 2012). En los sistemas
montanosos de este estado se distribuye la familia Fagaceae, con especies que destacan
por su gran diversificacion, ecologia y alto valor economico (Nixon, 2006). El género
Quercus es un miembro de la familia Fagaceae, dentro del cual se reconocen dos
subgéneros de acuerdo a la clasificacion actual; Cyclobalanopsis y Quercus (Nixon, 1993).
Este ultimo comprende cuatro secciones: encinos blancos (seccidon Quercus), encinos rojos
(seccion Lobatae), encinos intermedios o dorados (seccion Protobalanus) y la seccion
Cerris (Nixon 1993, 2006; Manos y Stanford, 2001). La aplicacion de los coédigos de barras
de ADN, se apoya en que, la variacion dentro de las especies es menor con respecto a la
variacion existente entre estas. Su uso implica elegir uno o algunos loci estandar que
puedan secuenciarse de forma rutinaria y confiable en conjuntos de muestras grandes vy
diversos, |o que resulta en datos facilmente comparables que permiten la identificacion de
especies (Herbert PDN, et al. 2003). La region ITS2 que forma parte del espaciador
transcrito interno se ha utilizado ampliamente como marcador taxonomico molecular, esta
region tiene ventajas definidas debido a que es mas corta (400 pb), son facilmente
amplificables usando un par de cebadores universales y con alta capacidad discriminatoria
(Han et al. 2013). Chen et al. (2010) validaron la regidon ITS2 como un poderoso marcador
de codigos, demostraron una alta tasa de identificacion a nivel de especie y genero.

Caracterizar molecularmente especies del género Quercus, para probar el poder
discriminatorio de la region ITS2 en estas especies.
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Colecta e identificacion de especies en la region sureste del
estado de Coahuila. Conservando el tejido colectado en
alcohol de 96° .
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Extraccion de ADN gendomico mediante del método modificado
de CTAB para 14 muestras de Quercus
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Visualizacion de productos de reaccion en cadena de la
dhdasa SBdBe.s polimerasa usando cebadores ITS2.
/
(4 ™

L TO6TC6TOO6TGCCCCOTCOO0CGAACGOGCTCTTGOGA.

Visualizacion y recorte de electroferogramas de 8 diferentes
especies para alineamiento, mediante l|a herramienta
bioinformatica MEGA X.

Colecta en campo. En las localidades de la Sierra Zapaliname y el Jardin Botanico de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro del estado de Coahuila, México, se colectaron
14 especies del genero Quercus (Figura 1). La amplificacion resulto mejor en los
tratamientos 1 y 2. (Tabla 1). Los resultados indican que, el método de BLAST proporciond
un alto porcentaje de identificacion a nivel de género (98.88%). Mientras que el analisis de
union de vecinos cercanos mostro un porcentaje de discriminacion del 100% de acuerdo a
las secciones analizadas (Quercus y Lobatae). La Figura 2 muestra la topologia del
dendrograma generado, en el cual, se observa la separacion de clados monofileticos acorde
a las especies analizadas.
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Figura 1. Fotografias de especies colectadas en campo,(a)Quercus greqgqii, (b) Quercus rubra

Tratamiento T1 T2 T3
Extraccion 02.85% 83.71% 02.85%
Amplificacion 02.85% 02.85% 71.42%

Tabla 1. Porcentajes de extraccion y amplificacién en tres tratamientos analizados

Quercus mexicana|GBITS27207-21

Quercus rubra

| Seccion Lobatae
Quercus hipoxantha

Quercus castanea
Quercus laeta|GBITS27198-21

Quercus greggii

Quercus polymorpha Seccién Quercus

Quercus muehlenbergiilMKTRT534-12

Quercus muehlenbergii

0.07

Figura 2. Cladograma para nueve secuencias de especies Quercus a partir de un analisis
de vecinos cercanos usando la regiéon nuclear ITS2 y con base en la distancia genética K2P

El uso de cebadores ITS2 mostro altas de amplificacion y recuperabilidad de secuencias
en las especies de encinos analizadas. Con base en el analisis de union de vecinos
cercanos, el uso de dicha region como codigo de barras de ADN mostré una alta eficiencia
en la identificacion de especies de Quercus. Sin embargo, es necesario contribuir a la
ampliacion de las bases de datos moleculares con especies del taxon en cuestion para
lograr asi, una identificacion de especimenes mas rapida y certera con cualquier método
de analisis propuesto.
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