Research
Journal

Cuadernos de Investigacion UNED

Estructura genética del “roble belloto” Quercus skinneri (Fagaceae)
en El Salvador

Roberto Antonio Navarro-Linares 2", Ligia Elena Mufioz-Molina® 2 "’ & Miguel Angel Moreno-

Mendoza®2
1. Universidad de El Salvador, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Ciudad
Universitaria "Dr. Fabio Castillo Figueroa", Final de Av. Martires y Héroes del 30 julio, San Salvador,
El Salvador; roberto.navarro@ues.edu.sv; ligia.molina@ues.edu.sv; miguel.moreno@ues.edu.sv
2. Universidad de El Salvador, Grupo de Investigacion en Bioinformatica Estructural, Biomodelos y
Biomarcadores, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Ciudad Universitaria "Dr. Fabio Castillo
Figueroa", Final de Av. Martires y Héroes del 30 julio, San Salvador, El Salvador.

Recibido 21-1V-2025 e Corregido 09-VII-2025 e Aceptado 22-VII-2025
DOI: https://doi.org/10.22458/urj.v17i1.5762

ABSTRACT. “Genetic Structure of the ‘roble belloto’ Quercus skinneri (Fagaceae) in El Salvador”. Introduction:
In El Salvador, Quercus skinneri Benth. is restricted to high-altitude temperate areas. The lack of genetic
studies limits conservation decision-making, despite the importance of genetic diversity in these forests.
Objective: To determine the genetic variability and structure of Q. skinneri populations in three localities of El
Salvador. Methods: Samples were collected between July and December 2020. We assessed the genetic
variability of the tree by collecting leaves from ten individuals per locality, and sequencing and analyzing a
total of 19 individuals using two DNA barcode regions: a nuclear region (ITS2) and a plastid region (trnH-psbA).
Based on aligned sequences, we calculated genetic diversity indices, population structure, isolation by
distance, and phylogeny. Results: Genetic diversity was higher in ITS2 (m=0.01576; Hd = 0,90643; h = 10) than
in trnH-psbA (r = 0,00519; Hd = 0,48538; h = 3). Both regions showed populational structure, with the San
Vicente Volcano population clearly differentiated (FST = 0,79972-1) from the others, as reflected in haplotype
maps and phylogenetic trees. Conclusion: ITS2 and trnH-psbA differed in their ability to detect genetic
variability in Q. skinneri. Both revealed populational structure, notably the differentiation of San Vicente
Volcano, suggesting distinct genetic lineages.

Keywords: genetic diversity, phylogeny, oak forests, genetic differentiation.

RESUMEN. Introduccion: En El Salvador, Quercus skinneri Benth. esta restringido a zonas templadas de altitud.
La falta de estudios genéticos limita la toma de decisiones para su conservacion, a pesar de la importancia de
la diversidad genética en estos bosques. Objetivo: Determinar la variabilidad y estructura genética de
poblaciones de Q. skinneri en tres localidades de El Salvador. Métodos: Muestreamos entre julio y diciembre
de 2020. Evaluamos la variabilidad genética del arbol tomando hojas de diez individuos por localidad;
secuenciamos y analizamos un total de 19 individuos, utilizando dos regiones de cédigos de barras de ADN:
una regién nuclear (ITS2) y una region plastidica (trnH-psbA). A partir de las secuencias alineadas, calculamos
indices de diversidad genética, estructura poblacional, aislamiento por distancia y filogenia. Resultados: La
diversidad genética fue mayor en ITS2 (= 0,01576; Hd = 0,90643; h = 10) que en trnH-psbA (rt = 0,00519; Hd
= 0,48538; h = 3). Ambas regiones tienen una estructura poblacional, con la poblacidn del Volcan de San
Vicente claramente diferenciada (FST = 0,79972-1) de las demas, lo cual se reflejé en los mapas de haplotipos
y en los arboles filogenéticos. Conclusion: ITS2 y trnH-psbA difirieron en su capacidad para detectar
variabilidad genética en Q. skinneri. Ambas revelaron estructura poblacional, destacando la diferenciacion del
Volcén de San Vicente, lo que sugiere linajes genéticos distintos.

Palabras clave: diversidad genética, filogenia, bosque de robles, diferenciacidn genética.
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En las Ultimas décadas, los estudios en genética de poblaciones han adquirido una
importancia prioritaria debido a su papel fundamental para la conservacién de la biodiversidad,
especialmente en el contexto de las especies vegetales. Estudios demuestran la importancia que
tiene la diversidad genética en las posibilidades de adaptacién y supervivencia en especies
vegetales, estando relacionada a factores como la resistencia a enfermedades y plagas, o a la
capacidad de sobrellevar cambios en los regimenes climaticos de su habitat (Jump et al., 2009). A su
vez, la informacién obtenida de los estudios genéticos son una herramienta que permiten el disefo
e implementacion efectiva de unidades de conservacion prioritarias, programas de restauracion y
reintroduccién que aseguren que las poblaciones restablecidas posean la variabilidad genética
necesaria para afrontar las amenazas a las que estan expuestas (Hvilsom et al., 2022).

El género Quercus L. esta compuesto por arboles y arbustos que se distribuyen por gran
parte del hemisferio norte, llegando a latitudes tropicales tanto en América como en el sudeste
asiatico, son uno de los grupos de arboles mas diversos y significativos ecolégicamente a nivel
mundial, con mas de 500 especies reportadas, siendo México un importante centro de diversidad,
con mas de 150 especies reportadas, en su mayoria endémicas (Morales-Saldafia et al., 2022;
Valencia-A., 2017). Los robles juegan un papel fundamental en sus ecosistemas, prestando diversos
servicios ecoldgicos, entre los que se pueden mencionar captacién de agua lluvia y atmosférica,
formacién del suelo, captacién de didxido de carbono y reduccidn de la erosién, asi como proveer
de una gran cantidad de alimento para diferentes especies por medio del fendmeno de su
fructificacién masiva conocido como masting (Rodriguez-Acosta & Coombes, 2020). En El Salvador,
el género Quercus L. se encuentra distribuido en las principales elevaciones del pais, desde los 900
hasta los 2 300 m.s.n.m., siendo su presencia importante en los bosques de pino-encino, pino-
encino-liquiddmbar, robledales y bosques nebulosos. Actualmente se registran 16 especies de
Quercus L. en el pais, distribuyéndose en 12 de los 14 departamentos, de estas especies, Quercus
skinneri Benth. sobresale por presentar la distribucidn mas amplia, con registros en cinco
departamentos (Berendsohn et al., 2009; Lauer, 1954). Esta especie se caracteriza por poseer hojas
delgadas y membranosas, con margen que presenta de diez a 13 dientes largo-aristados, con envés
glabro o con escasos tricomas, bellotas ovoides, de 15 a 50mm de largo por 20 a 50mm de didmetro,
de color castafio, incluidas un cuarto o menos del largo en las ctupulas (Romero Rangel, 2006). En
cuanto a su estado de conservacion, la IUCN lo clasifica como una especie casi amenazada (NT), ya
que, a pesar de su amplia distribucién en México y Centroamérica, las elevadas tasas de
deforestacién en las ultimas décadas han llevado a la reduccion y fragmentacion de sus poblaciones
(Jerome, 2020). Si bien, no se cuentan con datos certeros sobre el tamafio de sus poblaciones en El
Salvador, algunas de las amenazas que contribuyen a la reduccién en la abundancia del género
Quercus L. son: la deforestacién, cambios de uso de suelo para agricultura, modificaciones del
sotobosque para el cultivo de café y cacao, asi también el aumento del turismo descontrolado en
areas de clima frio en El Salvador(Good et al., 2024).

La técnica de los cédigos de barra de ADN (DNA barcodes) propuso originalmente el uso de

una secuencia corta y estandarizada de ADN mitocondrial, el gen COIl, como una herramienta para
identificar y discriminar especies animales (Hebert et al., 2003). Posteriormente, los avances en el
establecimiento de un cddigo de barras para plantas llevaron a sugerir el uso de regiones del
cloroplasto (matK, rbcL y trnH-psbA) y de la regidn nuclear ITS, adoptandose la combinacion matK +
rbcL como barcode universal (Hollingsworth, 2011; Hollingsworth et al., 2009; Kress et al., 2005). En
afios recientes, nuevas regiones utilizadas como barcodes han demostrado una gran utilidad. Un
ejemplo de ello es la regidn ITS2, utilizada en estudios de identificacion molecular, medicién de la
diversidad genética y determinacion de filogenias en diversas familias, como Rosaceae (Pang et al.,
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2011), Selaginellaceae (Gu et al., 2013), Orchidaceae (Feng et al., 2015), Solanaceae (Feng et al.,
2016) Musaceae (Dhivya etal., 2020) y Pinaceae (Sokotowska etal., 2022), asi como en
espermatofitas en general (Qin et al., 2017). De manera complementaria, la region del cloroplasto
trnH-psbA ha evidenciado una notable eficacia como cédigo de barras, siendo empleada en estudios
de identificacion molecular, control comercial y analisis de diversidad genética en diversas familias,
incluyendo a Fabaceae y Myrtaceae en especies arbdreas amenazadas del Bosque Atlantico (Bolson
et al., 2015), Poaceae y Fabaceae en la identificacidon de especies forrajeras (Loera-Sanchez et al.,
2020), asi como en la autenticacidon de plantas meliferas en ecosistemas tropicales de Yucatan
(Duran Escalante et al., 2023).

Si bien la secuenciacion de préxima generacién (NGS) ha revolucionado el estudio del
género Quercus L. al revelar procesos evolutivos complejos, como, patrones globales de
diversificacion y flujo génico (Hipp et al., 2020), especiacion simpatrica en clados americanos (Hipp
et al., 2018), y adaptacion local mediada por variantes climaticas (Martins et al., 2018), los cddigos
de barras de ADN representan una alternativa econdmica y versatil para abordar preguntas clave
en el género. Como ejemplos tenemos el uso de marcadores de trnH-psbA y matK, que permitié
reconstruir historias filogeograficas en robles japoneses (Q. mongolica var. crispula), exponiendo
estructuras poblacionales moldeadas por cambios climaticos del Cuaternario (Okaura et al., 2007),
asimismo, la regidn ITS2 y sus regiones circundantes demostraron alta eficacia para discriminar
especies de Quercus L. en Turquia, destacando su utilidad en identificacion taxondmica (Aykut,
2020), mientras que la combinacidn de rbcL + matK + ITS2 resolvié relaciones filogenéticas en robles
mexicanos con resolucién robusta (Pacheco-Reyes et al., 2021), demostrando asi la utilidad de este
tipo de marcadores en el estudio de robles.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras: Recolectamos las muestras entre julio y diciembre del afio 2020, con
permisos del Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales de El Salvador, Resolucién -MARN-
DEB-GVS-AIMA-013-2020, en tres sitios de estudio: Laguna de las Ninfas, Cerro Verde y Volcan de
San Vicente (Fig. 1). Realizamos un muestreo dirigido, recolectando cinco hojas de los primeros diez
arboles encontrados, asegurando una distancia minima de diez metros entre cada individuo, para
un total de 30 individuos. Cada hoja fue limpiada con etanol al 70% para eliminar contaminantes
ambientales, posteriormente se colocaron en bolsas de papel y se introdujeron en un desecador
con gel de silice, con el fin de deshidratar el material vegetal rapidamente (Fernandez et al., 2000).
Herborizamos al menos dos muestras fértiles por sitio, asi como una muestra estéril por individuo,
las cuales fueron depositadas en la coleccion del herbario del Instituto de Investigaciones Tropicales
de la Universidad de El Salvador, con sus respectivos metadatos.
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Fig. 1: Ubicacidn de los sitios de recolecta de muestras de Quercus skinneri.

Extraccidon de ADN vy verificacion de calidad: Utilizamos una modificacién del método CTAB
con los siguientes ajustes en el buffer de extraccion: 10mM Tris-HCI (pH 8.0), 20mM EDTA (pH 8.0),
1.8M NaCl, 2% CTAB, 1% PVP-40 y 1% B-mercaptoetanol. Realizamos dos lavados con cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1; v/v), siguiendo el protocolo descrito por Fernandez (2000). Verificamos la
calidad del ADN extraido mediante electroforesis, utilizando geles de agarosa al 1%, a su vez, se
midié la concentracion del ADN por absorbancia, utilizando el espectrofotémetro Jenway 737501.

Amplificacion por PCR: Amplificamos dos regiones, la regién ITS2, que corresponde al
segundo espaciador transcrito interno del ribosoma del genoma nuclear y la regiéon no codificante
del cloroplasto trnH-psbA. Para la amplificacion de la regidon ITS2 utilizamos los cebadores F:
ATGCGATACTTGGTGTGAAT (Chen et al., 2010) y R: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990),
a su vez, utilizamos los cebadores F: ACTGCCTTGATCCACTTGGC y R: CGAAGCTCCATCTACAAATGG
para la region trnH-psbA (Hamilton, 1999). Llevamos a cabo la PCR en un termociclador MultiGene
Mini TC020-24, utilizando la master mix GoTaq® G2 (Promega, USA) con los siguientes
componentes: 17,5uL de master mix, 0,7uL de cada cebador (0,2uM) y 20ng de ADN total,
agregamos agua ultrapura hasta completar un volumen 35pL por reaccion. La amplificacion inicié
con un ciclo de desnaturalizacidn de 5min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 45s de desnaturalizacion
a 95°C, 45s de alineamiento a 59°C (/TS2) o 61°C (trnH-psbA), 40s de extensidén a 74°C y un ciclo de
extension final a 74°C por 7min. El éxito de |la amplificacion se corroboré mediante electroforesis,
utilizando un gel de agarosa al 2%.

Secuenciacion y procesamiento: La secuenciacion se llevé a cabo por medio de la empresa
MACROGEN Inc. (Corea) donde se realizd la purificacién de los productos de PCR previo a la
secuenciaciéon Sanger, la cual se efectué en el secuenciador de ADN ABI 3730XL (Applied
Biosystems®). Utilizamos el software Geneious Prime 2024.07 para el procesamiento de las
secuencias crudas, en este eliminamos los extremos inespecificos de las secuencias y se descartaron
aquellas secuencias que presentaron una mala calidad (puntuacion menor a 40 en el grafico Phred)
en la mayor parte de sus bases (Ewing & Green, 1998), utilizamos el mismo software para obtener
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las secuencias consenso de cada muestra. Obtuvimos 25 secuencias consenso de buena calidad con
un tamafio de 288pb para la regién ITS2 y 24 secuencias consenso de un tamafio de 398pb de buena
calidad para la regidn trnH-psbA. Realizamos un alineamiento de secuencias multiples utilizando el
algoritmo MUSCLE, incluido en el software MEGA-12 12.0.7. (Kumar et al., 2024). Una vez alineadas
las secuencias consenso, se decidié analizar solamente la informacidon de los individuos que tuvieran
secuencias para ambos marcadores, siendo estos solamente 19 individuos. Las secuencias
analizadas para cada region pueden consultarse en: Material Suplementario 1.

Analisis de diversidad genética y estructuracion poblacional: Calculamos la diversidad
nucleotidica (m), el nimero de sitios segregantes (S), la frecuencia de haplotipos (H), la diversidad
haplotipica (Hd) y la varianza de k utilizando el software DnaSP v6.12.03 (Rozas et al., 2017).
Evaluamos la estructuracién poblacional mediante la comparacidn de la varianza estocastica de k,
la varianza de muestreo y un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA), seguido del calculo de los
indices de fijacidn Fsr utilizando el software Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier et al., 2017).

Como representacion grafica de las diferencias entre haplotipos, se generé un mapa de haplotipos
mediante el método Median Joining Network en el programa PopArt (Leigh & Bryant, 2015).

Andlisis de aislamiento por distancia: Comprobamos la hipdtesis de aislamiento por
distancia por medio de la prueba de Mantel, utilizando la extensién GenAlEx 6.503 para MS Excel
2016 (Peakall & Smouse, 2012). Para ello, se compard la matriz de distancias Fsr con la matriz de
distancias geograficas, generada con el software Geographic Distance Matrix Generator v1.2.3
(Ersts, 2025).

Anadlisis filogenético: Para el andlisis filogenético, tomamos los sets de 19 secuencias para
cada regidn y se agregd una secuencia outgroup, la cual obtuvimos mediante el uso de BLAST,
escogiendo a la especie Castanea dentata (Marshall) Borkh., de la cual se encontraron secuencias
de ambas regiones, utilizando las accesiones MK093982.1 y KP643301.1 para las regiones I/TS2 y
trnH-psbA, respectivamente. Utilizamos el método de maxima verosimilitud para la realizacién de
nuestro arbol filogenético. Primeramente, calculamos las puntuaciones del criterio de informacion
bayesiana (BIC) y del criterio de informacion de Akaike (AIC) para elegir el modelo de sustitucién
mas adecuado para cada set de secuencias, siendo el modelo Tamura-3 + | el mas adecuado para
ambos sets de secuencias. Una vez seleccionado el modelo, seleccionamos 1 000 replicaciones
bootstrap para mejorar la confiabilidad del arbol, todos estos procesos se realizaron utilizando el
software MEGA-12 (Kumar et al., 2024), finalmente para la mejor presentacién de los datos
filogenéticos se utilizé la aplicacién tvBOT (Xie et al., 2023)

RESULTADOS

Diversidad genética: La region ITS2 presentd una mayor diversidad nucleotidica, un mayor
numero de sitios segregantes, asi como un mayor nimero de haplotipos y mayor diversidad
haplotipica en comparacion con la region trnH-psbA. En ITS2, los sitios Laguna de las Ninfas y Cerro
Verde mostraron indices de diversidad genética similares entre si, ambos superiores a los
observados en el sitio Volcan de San Vicente. En contraste, para la regién trnH-psbA, Unicamente la
poblacién de Laguna de las Ninfas presenté mas de un haplotipo, siendo esta la Unica localidad que
mostré valores mayores a cero para el nimero de sitios segregantes, diversidad nucleotidica y
diversidad haplotipica (Tabla 1). La varianza estocdstica obtenida para ITS2 fue Vst(k) = 1,737,
mientras que la varianza de muestreo fue menor, con un valor de Vs(k) = 0,183. Para la region trnH-
psbA, la varianza estocastica fue Vst(k) = 0,563, y la varianza de muestreo fue también menor, Vs(k)
=0,059.
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TABLA 1
indices de diversidad nucleotidica en las regiones ITS2 y trnH-psbA de Quercus skinneri.

ITS2 trnH-psbA
Sitio #individuos S b4 H Hd S b/ H Hd
Cerro Verde 7 6 0,00794 5 0,85714 0 0 1 0
Laguna de las 7 6 0,00794 5 0,85714 4 0,00288 2 0,28571
Ninfas
Volcan de San 5 2 0,00278 3 0,70000 0 0 1 0
Vicente
Total 19 13 0,01576 10 0,90643 8 0,00519 3 0,48538

S=numero de sitios segregantes, n = diversidad nucleotidica, H = nimero de haplotipos, Hd = diversidad
haplotipica.

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA): El analisis de varianza molecular indica la
existencia de estructuracion poblacional para los marcadores ITS2 y trnH-psbA, ya que, el porcentaje
de variacidn entre las poblaciones, 69,22% y 85,90%, es mayor que el porcentaje de variacidon dentro
de las poblaciones, 30,77% y 14,14%, respectivamente.

TABLA 2
Valores del Andlisis de Varianza Molecular para la region ITS2 y trnH-psbA
ITS2
Suma de Componentes de Porcentaje de P-valor
cuadrados variacién variacién
Entre poblaciones 51,056 1,96807 57,49 0,00000
Dentro de las 30,629 0,87510 42,51 0,00000
poblaciones
Total 81,684 2,84318
trnH-psbA
Suma de Componentes de Porcentaje de P-valor
cuadrados variacion variacion
Entre poblaciones 30,195 1,18964 85,90 0,00000
Dentro de las 6,857 0,19592 14,14 0,00000
poblaciones
Total 37,053 1,38556

indice de fijacion por pares Fs;: Tomando en cuenta las dos regiones analizadas,
observamos con mayor claridad la estructuracidn poblacional basada en el indice de fijacion Fsr. La
poblacién de Volcan de San Vicente es la Unica que presenta valores de diferenciacién genética
significativos en comparacion con las otras dos poblaciones (Tabla 3; Tabla 4). Para la regién ITS2,
los valores de Fst que obtuvimos fueron: Volcdn de San Vicente: Cerro Verde = 0,79972, Volcan de
San Vicente: Laguna de las Ninfas = 0,81984 y Cerro Verde: Laguna de las Ninfas = 0,07692, este
ultimo sin significancia estadistica. En el caso del marcador trnH-psbA, observamos el mismo patrdn,
aunque las diferencias entre la poblacidén de Volcdn de San Vicente y las demds poblaciones son
mucho mas marcadas, alcanzando valores maximos de diferenciacion genética: Volcan de San
Vicente: Cerro Verde = 1,000, Volcan de San Vicente:Laguna de las Ninfas = 0,86599. Por su parte,
las poblaciones de Cerro Verde: Laguna de las Ninfas alcanzan un valor de Fsr igual al observado con
la regién ITS2 de 0,07692, el cual tampoco es significativo.
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TABLA 3
Comparacion por pares de indice de diferenciacién genética Fsr para la region ITS2

Cerro Verde Volcan de San Vicente Laguna de las Ninfas
Cerro Verde 0,00000 — —
Volcan de San Vicente 0,79972* 0,00000 —
Laguna de las Ninfas 0,07692 0,81984* 0,00000

Valores significativos de diferenciacion *cuando p<0.05.

TABLA 4
Comparacion por pares de indice de diferenciacién genética Fsr para la regidn trnH-psbA
Cerro Verde Volcan de San Vicente Laguna de las Ninfas
Cerro Verde 0,00000 — —
Volcan de San Vicente 1,00000* 0,00000 —
Laguna de las Ninfas 0,07692 0,86599* 0,00000

Valores significativos de diferenciacidon *cuando p<0.05.

Aislamiento por distancia: La prueba de Mantel mostrd un coeficiente de correlacién alto
(R« =0,982), aunque no estadisticamente significativo (p = 0,163). Esta baja significancia estadistica
esta probablemente relacionada con el bajo nimero de poblaciones comparadas (n = 3). La
regresion lineal entre las variables presentd una relacidon exacta (R?=1).

Mapa de haplotipos: En el mapa de haplotipos se visualiza graficamente la estructuracién
poblacional. Para la regidn ITS2 (Fig. 2A), se observa que los individuos de los sitios Cerro Verde y
Laguna de las Ninfas comparten haplotipos, formando una red de conectividad entre ellos. Cada
haplotipo se encuentra separado por un Unico paso mutacional, lo que indica una alta similitud
genética. Ademas, tanto Cerro Verde como Laguna de las Ninfas presentan dos haplotipos privados,
cada uno de ellos separado por dos pasos mutacionales del resto de los haplotipos. Al lado opuesto
del arbol observamos los haplotipos pertenecientes a la poblacién de Volcan de San Vicente los
cuales no se relacionan directamente con el resto de los haplotipos.

El mapa de haplotipos para la region trnH-psbA (Fig. 2B) muestra una estructuracion
poblacional similar a la observada en la regién ITS2. Los individuos de los sitios Cerro Verde y Laguna
de las Ninfas comparten un solo haplotipo, exceptuando un Unico individuo perteneciente a Laguna
de Las Ninfas, el cual forma su propio haplotipo y presenta una diferenciaciéon similar a la del
outgroup, de igual modo, los individuos del sitio Volcan de San Vicente comparten un Unico
haplotipo privado, donde se agrupan todos sus individuos, lo que indica una diferenciacion genética
marcada con respecto a las demas poblaciones. Este mapa también evidencia que la regién trnH-
psbA es altamente conservada, presentando menor variacion genética en comparacién con /TS2.
Los alineamientos de los haplotipos pueden consultarse en el ANEXO 1.
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Fig. 2. Haplotipos de la region ITS2.

Anadlisis filogenético: El arbol filogenético de la regidn ITS2 nos muestra un agrupamiento
de la mayoria de los individuos del occidente del pais en un grupo, y los individuos del sitio Volcan
de San Vicente en un grupo diferente, esto sigue el patron observado en el mapa de haplotipos,
sugiriendo que los individuos de los sitios Cerro Verde y Laguna de las Ninfas comparten un ancestro
comun mas préximo entre ellos que con el sitio Volcan de San Vicente, de igual forma, el largo y
ramificacion de la parte superior del arbol concuerda con la mayor diversidad genética encontrada
en las poblaciones occidentales (Fig. 3). De igual manera, el arbol efectuado sobre las secuencias de
la regidn trnH-psbA nos muestra resultados similares a los encontrados en por los otros métodos,
mostrando una poca diferenciacion entre los individuos de las localidades Cerro Verde y Laguna de
las Ninfas, formando en su mayoria un Unico grupo, y estas a su vez, estando diferenciadas de los
individuos de la localidad Volcan de San Vicente. Cabe resaltar que un Unico individuo (LN1) se
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diferencia de las demds muestras de su localidad, teniendo un grado de diferenciacion similar al del
outgroup (Fig. 4).
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Fig. 3. Filogenia de la region ITS2.
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DISCUSION

Al comparar ambas regiones, se observa una disparidad en los valores de diversidad
genética. Para ITS2, el valor total fue m = 0,01576, mientras que para trnH-psbA fue
considerablemente menor, con it = 0,00519. Los valores obtenidos para /TS2 son comparables a los
reportados en otros estudios, como en Quercus ilex L. y Q. coccifera L. (Simeone et al., 2013). En
contraste, los valores nulos o extremadamente bajos de diversidad genética en trnH-psbA son
similares a los encontrados en Q. phillyreoides A.Gray en Japon, con valores de m = 0,00004 (Liu
et al., 2013).

Se ha observado que la presencia de un mayor nimero de especies simpatricas de robles
rojos (seccidn Lobatae) se asocia con una mayor diversidad genética en Quercus castanea Neé, tanto
en regiones nucleares como cloropldsticas, lo que sugiere que procesos de hibridacién vy
retrogresion podrian estar involucrados (Valencia-Cuevas et al., 2014). Esto concuerda con la mayor
diversidad genética encontrada en los sitios Cerro Verde y Laguna de las Ninfas, que cohabita con
tres especies de la seccidn Lobatae (Q. acatenangensis Trel., Q. benthamii A.DC. y Q. tristis Liebm.),
en contraste, la Unica otra especie de roble reportada para el sitio Volcan de San Vicente es Q.
vicentensis Trel., perteneciente a la seccion Quercus, por lo que se espera que los individuos de este
sitio tengan menor acceso a esta fuente de variacidén genética (Berendsohn et al., 2009).
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Nuestros resultados demuestran un patrén de diferenciacidn entre los sitios de estudio
analizados, mostrando diferenciacién genética entre los individuos de Q. skinneri Benth. presentes
la localidad Volcan de San Vicente con respecto a los encontrados en las localidades Cerro Verde y
Laguna de las Ninfas, los cuales forman una Unica poblacién desde el punto de vista genético,
evidenciado por los haplotipos compartidos y la forma reticular que presenta el mapa de haplotipos
de la region ITS2 y compartir la mayoria de los haplotipos de la regidn trnH-psbA. La capacidad de
dispersidon genética mediada por polinizacién anemdéfila, caracteristica del género Quercus L.,
explica la existencia de flujo genético entre poblaciones separadas por grandes distancias, como se
ha evidenciado en Q. robur L., donde se ha registrado polinizacidn entre bosques aislados por hasta
30km (Ashley, 2021). Sin embargo, estudios en el norte de Nicaragua sobre Q. segoviensis Liebm.
revelan estructuraciéon genética significativa (Fst =2 0,10) en poblaciones separadas por tan solo
20km, siendo la distancia geografica el principal factor que explica esta diferenciacion (Ortego et al.,
2015). Nuestros resultados parecen representar un punto medio entre ambos casos, teniendo
interconectividad genética entre los sitos Cerro Verde y Laguna de las Ninfas, separados por una
distancia de 20km, y aislamiento en la poblacidn Volcan de San Vicente, separada por 80km. Si bien
la prueba de Mantel no tiene significancia estadistica (probablemente por el nimero reducido de
sitios a comparar), nos sugiere que al igual que en estos estudios, la diferenciacién genética se
explique, al menos parcialmente, por la separacién geografica entre los grupos de individuos. Es
importante considerar el contexto orografico de los sitios analizados, siendo que los sitios Laguna
de las Ninfas y Cerro Verde son parte de la cordillera Apaneca — llamatepec, en la que se encuentran
multiples parches boscosos naturales a distancias inferiores a 4km (Ministerio de Medio Ambiente
y Recursos Naturales, 2004), mientras que la poblacién presente en el Volcan de San Vicente se
encuentra aislado de otras elevaciones de importancia (>1 000 m.s.n.m) por al menos 35km, esta
informacién nos permite interpretar de una mejor manera los patrones de estructura genética
presentes.

Los arboles filogenéticos nos muestran la existencia de dos linajes separados en Q. skinneri
Benth., el primero, perteneciente a las poblaciones occidentales (Cerro Verde y Laguna de las
Ninfas) y el segundo, compuesto por los individuos de la localidad Volcdn de San Vicente,
mostrandose el mismo patrén con ambos marcadores, pero con un mayor grado de diferenciacion
para el marcador ITS2, esto nuevamente concuerda con las caracteristicas reproductivas propias del
género Quercus L., con una capacidad de dispersién de semillas muy inferior a su capacidad de
dispersidon de polen. En su estudio en Q. laeta Liebm., una especie que presenta una extensa
plasticidad morfoldgica, variando a lo largo de su distribucion, (Morales-Saldana et al., 2022) utilizé
microsatélites nucleares y secuencias de espaciadores cloropldsticos para determinar la existencia
de dos identidades especificas dentro de lo previamente definido como una Unica especie, si bien
él estudio incluyé un mayor nimero de individuos distribuidos en una extensién geografica mas
amplia, cabe resaltar la similitud entre sus resultados y los observados en nuestro estudio de Q.
skinneri, por lo que se sugiere estudiar a mas profundidad la situaciéon de esta especie a nivel
nacional y regional, ya que esto podria llevar a la reclasificacion taxonémica de alguna de las
poblaciones de esta especie.

En conclusidn, nuestra investigacion demuestra que regiones como /TS2 pueden ser
herramientas Utiles para el estudio de la diversidad genética, ya que en Q. skinneri los resultados
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obtenidos para la diversidad genética interespecifica fueron altamente informativos. Asimismo,
identificamos una clara estructuracién poblacional en Q. skinneri Benth., evidenciada tanto en el
marcador nuclear como en el marcador cloroplastico, donde la poblacién de San Vicente se
diferencia del resto, lo que sugiere la posible existencia de linajes separados dentro de la especie.

Estos hallazgos amplian el conocimiento sobre la identificacion de especies de robles en El
Salvador. Para futuras investigaciones, se recomienda ampliar el muestreo, incluyendo un mayor
numero de individuos y poblaciones tanto a nivel nacional como regional. Ademads, para esclarecer
la presencia de nuevos linajes o especies, se sugiere complementar los datos genéticos con
informacién morfométrica. Este estudio contribuird a generar un mayor conocimiento sobre la
taxonomia y estructura poblacional del complejo Acutifolia, en el cual la identificacion de especies
representa un desafio.
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ANEXO 1
Tablas de Haplotipos.

TABLA A1
Haplotipos regién ITS2

Posiciéon | 85 | 115 | 139 | 151 | 152 | 155 | 156 | 186 | 189 | 221 | 239 | 250 | 288
Hap_1 C |G T T C A T C C C C C A
Hap_2 T . . . . . . . . T T
Hap_3 . . T
Hap_4 . T G C T
Hap_5 T T T T .
Hap_6 T C T G C T T T G
Hap_7 T C T G C T T G
Hap_8 T C T G C T T T T G
Hap_9 T [A A T
Hap_10 | T

TABLA A2
Haplotipos regiéon trnH-psbA

Posicién | 260 | 283 | 320 | 326 | 349 | 363 | 364 | 369
Hap 1 | T | A Al Aa|lAalc|[Aa]T
Hap2 | G | ¢ | . . Tt e .
Hap 3 | . .|l e e | . i -
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