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Inferencia filogenética en Persea basada en secuencias de la region TrnL-
TrnF de cpDNA

Cecilia Cabrera Hernandez' y Ernestina Valadez Moctezuma®

RESUMEN

El género Persea esta conformado por los subgéneros, Persea y Eriodaphne. El
aguacate pertenece al subgénero Persea y presenta tres razas: Antillana,
Guatemalteca y Mexicana. Actualmente existe controversia sobre la taxonomia
de variedades cultivadas y especies estrechamente relacionadas. Debido a sus
complejos patrones evolutivos, el subgénero Persea contiene genotipos con
afinidades taxondmicas inciertas. En este estudio, se secuencié y comparo la
region TrnL-F del cpDNA en 23 materiales de género con el objetivo de inferir
sus posibles relaciones. El analisis filogenético fue congruente con la
clasificacion actual, porque se separararon sin dificultad los subgeneros, Persea
y Eriodaphne a través de sus respectivos representantes. Algunos materiales
del subgénero Persea se agruparon de manera intermedia, lo que supone un
origen compartido entre las razas de aguacate. Se intent6 amplificar la region
ITS del DNA ribosomal nuclear, sin obtener el fragmento de interés en la

mayoria de los materiales considerados en el estudio.
Palabras clave: Género Persea, DNA ribosomal, DNA de cloroplastos, analisis

filogenéticos.

Palabras clave: aguacate, secuenciacion, DNA de cloroplastos, analisis

filogenéticos.
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Phylogenetic inference in Persea using TrnL-TrnF region cpDNA

sequence data

Cecilia Cabrera Hernandez' y Ernestina Valadez Moctezuma®

ABSTRACT

The Persea genus is composed with the subgenera Persea and Eriodaphne.
The avocado belongs to the subgenus Persea and contains three races: West
Indian, Guatemalan, and Mexican. The current taxonomy of cultivated varieties
and other closely related species is controversial, because of the evolutionary
complex patterns. The subgenus Persea, has genotypes with uncertain
taxonomical affinities. This study was conducted in order to sequence and
compare the Tml-Tmf region from cpDNA from 23 materials belonging to the
Persea genus and to infer their relationships. The phylogenetic analysis were
consistent with the current classification because Persea and Eriodaphne
subgenera were clearly separated through respective samples Some materials
from Persea subgenus were located into an intermediate group, supposing a
common origin between the three races of avocado. In addition, we tried hard
ITS amplification region from rDNA without the expected results in most part of

the considered samples

Key words: avocado, sequencing, chloroplast DNA, phylogenetic analysis.

' Student. Master in Agricultural Biotechnology, Chapingo Autonomous University, Chapingo,
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I. INTRODUCCION

La utilizacién de biotecnologias para la conservacidén, conocimiento y utilizacion
racional de la biodiversidad se han convertido en la actualidad en acciones de
importancia estratégica para la humanidad (Nufiez et al. 2003). El conocimiento
de la biodiversidad de México mediante dichas herramientas debe ser una tarea
prioritaria para los centros de ensefianza superior publica e investigacion
nacional. El presente trabajo pretende, comprender las relaciones filogenéticas
de aguacate, mediante secuenciacion de zonas conservadas de DNA que son
de gran utilidad en estudios de filogenia y evolucién. El aguacate tiene su centro
de origen en Centro y Sudamérica debido a que ahi se localiza la mayor
diversidad del taxén, al igual que otras muchas especies de importancia
agricola (Becerra et al. 2000). La importancia econdémica que el aguacate ha
tomado en las ultimas décadas, ha dado lugar a estudios sobre su diversidad
genética y mejoramiento, pero la estimacion de la diversidad genetica del
género y genealogia entre sus variedades botanicas, ha sido complicada, lo
cual se ve relacionado con los origenes de su domesticacion y de la hibridacion
entre especies (Mijares et al. 1998), que en ocasiones provoca que dichas
relaciones presenten patrones complejos. Se puede resumir que la historia del
aguacate cultivado ilustra la complejidad de la evolucion comun en muchas
plantas perenes (Clegg et al. 1993).

Desde el punto de vista agronémico, la caracterizaciéon de germoplasma se ha
basado fundamentalmente en caracteristicas de alta y baja heredabilidad

medidas a través del fenotipo, sin embargo las principales limitantes de este



tipo de caracterizacion son la influencia ambiental, el tiempo requerido para la
colecta de datos y el reducido nimero de genes involucrados en dichas
caracteristicas (Becerra et al. 2000), el rapido desarrollo de técnicas en biologia
molecular permite eliminar la influencia ambiental y evaluar con mayor certeza
la diversidad genética y su evolucion. Actualmente, técnicas moleculares mas
completas como la secuenciacion y comparacion de zonas conservadas de
DNA, se estan empleando para resolver problemas evolutivos, de diversidad
genética y filogenia, algunas de las zonas y genes conservados que se
localizan en el DNA nuclear; asi como en zonas del DNA en el cloroplasto y

mitocondrias.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

2.1.1 Biodiversidad: el concepto y sus implicaciones en biotecnologia.

La biodiversidad se define como la variacion existente dentro de la base
hereditaria en todos los niveles de organizacion, desde genes en una poblacion
local o especie, hasta las especies que componen la parte viva de los multiples
ecosistemas del mundo (Figura 1) (Wilson, 1997). En los ultimos afos, la
preocupacion por la conservacion de la biodiversidad se ha convertido en un
“paradigma” de lo que se tiene y se esta perdiendo de manera irreversible
(Halffer y Ezcurra, 1992). Generalmente las expresiones ecologistas se refieren
a la riqueza en especies (“diversidad alfa”), pero la diversidad también existe en
lo que denominamos especies. La presencia de distintos alelos para cada gen
(variacién), es primordial para el proceso evolutivo. Asi mismo, la biodiversidad
se manifiesta en la heterogeneidad al interior de un ecosistema (“diversidad
beta”), asi como la heterogeneidad a nivel geografico (“diversidad gamma’),
(Bloch, 2006). Sin embargo, el panorama actual muestra una creciente
degradacion y agotamiento de los sistemas bioldgicos y de su diversidad
(Nuriez et al.,, 2003). Lo que es consecuencia, en gran medida, de las
estrategias que los seres humanos han impulsado para convertir ecosistemas
complejos en ecosistemas simples poniendo en peligro la estabilidad de los
procesos biofisicos y desencadenando lo que se ha dado por llamar, “la crisis

de la biodiversidad” (Toledo, 1994). Paralelamente al aumento de las presiones



humanas en constante crecimiento y al desarrollo de la agricultura, se ha
ocasionado la rapida destruccion de la biodiversidad local y regional en los
sistemas agricolas, despreciando y desplazando a la flora y fauna silvestre
como un recurso natural, todo esto ademas articulado a otros factores que
amenazan la biodiversidad, como la alternacion y sobreexplotacion de especies
y habitats, la introduccion de especies exoéticas y la modificacion de condiciones
ambientales (Leemans, 1999), esto implica la extincién de un creciente numero
de especies de plantas y animales. Se considera que en el afio 2050 una de
cada cuatro de las plantas mas evolucionadas se habra probablemente
extinguido antes de haberse podido explorar y utilizar adecuadamente, entre
otras, sus propiedades medicinales (Bloch, 2006). Sin embargo, la influencia
que el hombre ha tenido sobre los ecosistemas no debe de verse como algo
enteramente negativo, sino también, como el hecho de que la diversidad
biolégica ha aumentado debido a la domesticacion de plantas y animales
(McNeely et al. 1990). Asi pues, la biodiversidad resulta de patrones ecologicos
y evolutivos irrepetibles (Jefries, 1997).

En las ultimas décadas del siglo XX y lo que va del XXI, la biodiversidad parece
haberse convertido en una nueva herramienta estratégica, en especial con la
aplicacion de la biotecnologia, esta adquiere relevancia geopolitica al
convertirse en una nueva fuente de riqueza en disputa con paises desarrollados
y sus capitales empresariales, por lo que las regiones que concentran la
biodiversidad del planeta, conocidas como regiones de “megadiversidad”, son
las mas importantes para las industrias biotecnologicas. Enfocada asi, la

biodiversidad se puede considerar una ventaja para los paises en vias de



desarrollo, pero sélo en medida en que estos sepan valorar, proteger y
aprovecharla en forma sustentable. La instrumentacion de la biodiversidad para
su uso en biotecnologia ha abierto la posibilidad, entre otros, de alterar el
sistema alimenticio, la medicina, la industria, las armas, ademas del sistema
juridico internacional y del equilibrio ecolégico. Es decir la biodiversidad se ha
transformado ya en un poderoso recurso empresarial y politico ademas del

genético (Bloch, 2006).

Figura 1. “Biodiversidad”.



2.1.2 Consideraciones basicas sobre Evolucion.

La evolucion, para Dobzhansky (1982), es un hecho histérico completamente
establecido, €l menciona que la evolucion es ante todo un proceso genético, y
la genética de poblaciones es la disciplina biolégica que suministra los
principios teoricos de la evolucion. Sin embargo, para Mayr (1997), la evolucion
no es solamente un cambio en la frecuencia genética sino una mejor respuesta
de la capacidad de adaptacion. La evolucion es la transformacion hereditaria de
los organismos a través de las generaciones y las especies, por cambios en el
material genético. Dado que los organismos interactian con su ambiente, los
cambios de éste influyen directa o indirectamente en el curso de la evolucién
(Myers y Knoll, 2001). Para Stebbins (1999), la evolucidén es un proceso de dos
pasos que requiere de la variacion genética inicial dentro de las poblaciones,
asi como de la modelacion de esta variacion via la recombinaciéon del gen y de
la seleccion natural. Para Reznick (2001) y Sheldon (2000), la evoluciéon es la
teoria que explica la diversidad de los seres vivos, se ocupa de los mecanismos
que producen cambios en ellos y del mismo cambio, asi como la repercusion
que para los organismos suponen estos cambios.

Por otro lado y al mismo tiempo, poblaciones y especies son las unidades
basicas de la evolucion segun la teoria de evolucion bioldégica. EI cambio
evolutivo se realiza mediante: mutaciones genéticas, cambios en la estructura y
numero de los cromosomas, mutaciones de los portadores extranucleares de la
herencia, recombinacién, seleccion, aislamiento, hibridacién y alteraciones

casuales de las frecuencias génicas en poblaciones pequefias o por



fluctuaciones del tamafio de la poblacién (Cupples, 2001; Johnston, 2001;
Ennis, 2000). En realidad, la mutacion es la fuente principal de toda nueva
variacion genética y sin ella no habria sido posible la evolucion (Johnston,
2001). La causa principal de variabilidad que hace posible el proceso evolutivo
de la vida son las mutaciones, que no son sino alteraciones espontaneas del
material hereditario (Grant y Shoemaker, 2000; Harrison, 2001).

Otro aspecto importante es la variabilidad genetica, que se puede definir como:
"la habilidad genética para variar", y por lo tanto, es tener la capacidad para
responder tanto a variaciones de indole ambiental como a cambios en los
objetivos de seleccion, por lo que la variabilidad genética constituye la base del
progreso genético (Rochambeau et al. 2000). En una especie determinada, la
variabilidad puede representarse de tal modo que las diferencias entre
individuos sean graduales y en este caso se habla de variabilidad continua y
estas diferencias pueden ser debidas a factores ambientales que solo afectan al
fenotipo y que por tanto no son heredables (Burd, 2000). La variabilidad
discontinua, en cambio, es brusca y se debe a cambios (mutaciones) que no
responden a las leyes de la herencia, es decir, que aparecen de forma
espontanea en el seno de una poblacion (Reeve y Sherman, 1999).

La variacion es la materia prima sobre la cual la selecciéon actua (Ayala et al,
2000). El resultado, a través del tiempo de la interaccion de ambos procesos es
la evolucion y "la variacion hereditaria” es el producto de la mutacion, el paso de
material genético entre poblaciones y la recombinacion de factores genéticos,
unidos con una seleccién que moldea el patron de la variacion (Barton y

Keightley, 2002; Reznick, 2001). El azar puede provocar cambios en
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frecuencias génicas de poblaciones pequefias y cambiar drasticamente el pool
génico, sin embargo, en una poblacion muy grande, los eventos al azar no son
importantes y cuando se presenta un aumento o disminucion en la frecuencia
de un gen en generaciones sucesivas de una poblacion que resulta del azar, se
llama deriva génica (Ayala et al., 2000).

Otro proceso evolutivo es la migracién, que se da en dos sentidos: emigracion e
inmigracion, es decir, cuando los individuos salen o llegan a una poblacion
permitiendo el cambio evolutivo por el movimiento de genes hacia dentro o
hacia fuera de la misma, llamando a este fendmeno, flujo génico (Mousseau y
Olvido, 2001). La seleccion natural es un aspecto basico de la teoria de la
evolucion, la cual es consecuencia de la reproduccion diferencial de unas
variantes respecto a otras, es decir, de la seleccion natural que actua sobre los
dos principales recursos de la variacion genética: la mutacion y la
recombinacion; esta accion de la seleccion natural sobre la variabilidad hace
posible que sobrevivan individuos en la poblacion y que interaccionen de una

manera mas eficiente con el ambiente (Reznick, 2001).

2.1.3. El proceso de Especiacion como promotor de diversidad y sus

caracteristicas.

De manera general, la especiacion es definida como la formacién de dos o mas
nuevas especies a partir de una especie ancestral (Wood y Rieseberg, 2001).
Lo anterior, mediante el desarrollo de nuevas, diferentes combinaciones
génicas y debido a la capacidad de responder a factores ambientales como se

ha mencionado. Para que se inicie un proceso de especiacidn se requiere un



suministro de variaciones genéticas, estas tienen una ocurrencia de caracter
universal en el mundo organico y se representa en tres niveles: el polimorfismo,
la variacion racial local y la variacién geografica. La recombinacién génica es a
su vez la fuente mas importante de variaciones hereditarias en una especie con
reproduccion sexual; las variaciones hereditarias constituyen la materia prima
necesaria para la respuesta de la especie a las condiciones ambientales
heterogéneas o cambiantes. Para las especies biolégicas compuestas de
organismos de fecundaciéon cruzada, la especiacion incluye el aislamiento
reproductivo.

La especie biolégica es la unidad de organizacion fundamental en los
organismos biparentales, es decir, es la suma total de individuos que se
aparean entre si. La caracteristica fundamental de la especie biologica es la
capacidad de los individuos de intercambiar genes con éxito, o sea, cruzarse
libremente y producir progenie fértil y viable; por otro lado, se tiene que la
incapacidad de intercambiar genes libremente y con buenos resultados, es la
caracteristica de especies bioldgicas separadas (Grant, 1989). El proceso de
especiacion es responsable de la basta cantidad de diversidad biologica que se
encuentra actualmente, sin embargo se conoce poco acerca de ella debido al
largo tiempo de los procesos y a las pocas excepciones que pueden ser
observadas en la naturaleza o en un laboratorio (Wood y Rieseberg, 2001).

La reestructuracion del cromosoma juega un papel importante en la evolucion
de especies debido a como sus genomas se expresan y a los mecanismos de
aislamiento reproductor (Bush, 2001). Las especies pueden surgir por dos

mecanismos: la anagénesis y la cladogénesis, (Otte, 2001), en ambas, para que



existan especiacion debe haber divergencia genética y aislamiento reproductivo
entre dos poblaciones antes relacionadas, estos procesos pueden ocurrir de
dos maneras conduciendo a la especiacion alopatrica o a la especiacion
simpatrica.

Para Rieseberg y Ungerer (2001) la cladogénesis es el modo fundamental de
especiacion y responsable directa de la biodiversidad, se produce por
aislamiento reproductivo de las poblaciones de una especie y las barreras
reproductoras suelen ser precigoticas y postcigoéticas; las primeras se refieren
mecanismos de aislamiento que tienen lugar antes o durante la fecundacion vy
las mas importantes son: a) La reproduccion en diferentes épocas del ano; b)
Los mecanismos conductuales que utilizan las especies para reconocerse entre
ellas por ejemplo, los diferentes tipos de cortejo en animales, o el canto de las
aves; cuya finalidad es el reconocimiento entre los individuos de la misma
especie; ¢) La incompatibilidad de las estructuras utilizadas en el acoplamiento;
d) adaptacion a diferentes microambientes aunque vivan en un mismo habitat y
e) cuando los gametos no reconocen los de otro, por ejemplo, los granos de
polen pueden llegar al estigma de diferentes especies pero soélo pueden
fertilizar 6vulos de la suya propia, o de especies muy semejantes. Las barreras
postcigéticas, son los abortos espontaneos, esterilidad del hibrido, muerte
prematura e hibridos débiles; el aislamiento reproductor se produce mediante
mecanismos de aislamiento postcigéticos, es decir, posteriores al apareamiento
y formacion del cigoto y por medio de mecanismos de aislamiento precigoticos,
esto es, mecanismos que impiden que se llegue a formar el cigoto (Howard,

2000).
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Por otro lado, la especiacién alopatrica, o geografica, es aquella que se
presenta cuando las poblaciones comienzan a divergir y el flujo de genes entre
ellas se restringe o se ve totalmente interrumpido como una consecuencia de la
dispersién y divergencia en diferentes ambientes (Mousseau y Olvido 2001).

El aislamiento geografico es, a menudo la primera etapa de este proceso
(Howard, 2000). La separacién espacial durante un largo periodo de tiempo da
lugar a la aparicion de novedades evolutivas en una o en las dos poblaciones
(Wood y Rieseberg, 2001). La especiacion simpatrica se refiere a las nuevas
especies que surgen sin el aislamiento geografico es decir, en el mismo lugar
geografico y que es el origen de dos o mas especies de una sola poblacion
local (Di‘eckmann y Doebeli, 1999; Kondrashov y Kondrashov, 1999). Puede
ocurrir cuando se genera aislamiento en el mismo sitio por rangos de
distribucion, ocasionando que el flujo genético sea eliminado entre las
poblaciones y se forman especies nuevas (Mousseau y Olvido, 2001) por
variacion de nichos o por el conjunto de mecanismos que produce una o mas
especies nuevas a partir de una especie ancestral sin segregacion geografica
de las poblaciones, o si existe alguna barrera de tipo biolégico (Wood y
Rieseberg, 2001).

La especiacion hibrida o "recombinacional" se refiere al origen de nuevas
especies via hibridacion entre especies paternales divergentes cromosoémica o
genéticamente y de acuerdo con los estudios de simulacion realizados por
Ungerer et al., (1998), sugieren que este tipo de especiacién es puntuado, es
decir con largos periodos de estasis, en los cuales la mayoria de las especies

no exhiben algin cambio direccional durante sus estancia, seguido por abruptas
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transiciones en las cuales las especies paternales individuales son desplazadas
rapidamente por las neoespecies hibridas (McCarthy, 1995; Ungerer et al,
1998). En relacién con la formacion de subespecies esta se presenta cuando
una poblacion debilita su entrecruzamiento reproductor con el resto de las
poblaciones de la especie, por encontrarse en periodo de especiacion o
cladogénesis. Esta poblacion puede seguir dos caminos diferentes (O'Hara,
1993): 1) la poblacién debilita sus relaciones reproductoras y posteriormente se
produce una ruptura permanente entre la poblacion y el resto de la especie. En
este caso estariamos ante un verdadero fendmeno de diferenciacion, una
tendencia evolutiva propia que conlleva un destino histérico concreto: la
separacion y formacion de una nueva especie. La tendencia evolutiva propia
implica la adquisicion de novedades evolutivas o autopomorfias. Es una
subespecie que formara una especie. 2) La poblacion debilita sus relaciones
reproductoras pero posteriormente es absorbida por el resto de la especie, con
lo que la separacion es sélo temporal. Sin embargo, tiene un destino historico
diferente en el que no se forma una nueva especie, debido a la falta de

tendencias evolutivas propias. Es una subespecie que no formara una especie.

2.2 Familia Lauraceae: el Género Persea y especies afines.

2.2.1 Consideraciones generales y taxonémicas de la familia Lauraceae.

Las Laurales es un orden que comprende siete familias, este orden es parte de
la radiacién de las primeras plantas con flores, a ella pertenece la familia

Lauraceae considerada como una de las dicotiledéneas mas primitivas. Los
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registros fosiles de la familia datan de 120 millones de afios atras, y se conocen
500 especies de Lauraceae desde la primera Era Cretacica terminando en el
Terciario tardio, que comenzé 65 millones de afos atras (Eklund y Kvacek,
1998, Eklund, 2000). Esta familia agrupa actualmente unas 2500 a 3000
especies en aproximadamente 50 géneros distribuidas principalmente en
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (Figura 2) (Cronquist,
1981: Rohwer, 1993, Chanderbali et al., 2001). En Meéxico no es una familia
muy diversa, pero esta representada por elementos arboreos importantes de
algunas comunidades vegetales tal es el caso de los bosques mesofilos.
(Sarukhan, 1968; Rzedowski, 1978). De acuerdo con el estudio taxonémico mas
reciente que incluye un registro de todas las especies Mexicanas Lauraceae
(Allen, 1945) el numero de especies y géneros del pais se ubicaria en 10

géneros y 73 especies.

Figura 2. . Distribucion mundial de la flamilla Lauraceae. Familia que
agrupa géneros y especies distribuidas en regiones tropicales vy
subtropicales.
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En comparacion con otras familias, la taxonomia de esta familia es poco
conocida debido en parte a su gran diversidad, dificultad de identificacion y
reducido trabajo taxonomico realizado en ella. Sin embargo, el reciente interés
en la familia ha avanzado su conocimiento taxonémico y sistematico (Coy y

Cuca, 2007).

2.2.2 Morfologia de la familia Lauracea.

Arboles y arbustos integran esta familia, en su mayoria son perennifolios.
Morfolégicamente, tienen hojas que por lo regular son alternas, simples y
coriaceas, algunas veces aparentan ser palmeadas y a menudo estan provistas
de glandulas, siendo su nerviacion pinnada. Presentan inflorescencias axilares
o casi terminales, generalmente son paniculadas y ocasionalmente racimosas.
Sus flores pueden ser bisexuales o unisexuales, amarillentas o verdosas, con
perianto de 4-6 piezas y 9-12 estambres los cuales estan dispuestos en 3-4
verticilos de tres, a veces estan reducidos a estaminodios. En cuanto a su fruto
podemos decir que es drupaceo o baciforme, a veces recubierto en parte por el

perianto persistiendo a modo de cupula (Renner, 2001).

2.2.3 Especies con importancia antropocéntrica que integran la familia

Lauracea.

Esta familia tiene gran importancia econdmica debido a que cuanta con tres
recursos. Uno de ellos es el alto contenido de aceites esenciales en madera u
hojas en la mayoria de sus miembros, los cuales son utilizados en perfumes,

como especies y saborizantes, tales como el alcanfor y la canela. Otro es su
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madera resistente la cual es una de las mas valoradas en el trépico. El tercero
es el Aguacate (Persea americana), fruta rica en aceite, domesticada en
América Central hace varios cientos de afos atras, y ahora cultivada en zonas
de climas tropical y subtropical alrededor del mundo. Algunos de estos
integrantes que pueden verse en cultivo o de manera silvestre son especies de
los géneros Apollonias, Cinnamomum, Laurus, Lindera, Litsea, Neolitsea,

Ocotea, Umbellularia, Sassafras y Persea (Renner,1997).

2.2.4 Género Persea: caracteristicas taxonomicas del aguacate y sus

relaciones filogenéticas.

El aguacate pertenece al genero Persea (Persea americana Mill.), cultivo que
tiene su centro de origen en México, es un frutal con importancia economica
mundial, y nuestro pais es uno de los principales productores del mismo. Por
esto, el interés sobre su diversidad genética, que en México es de alrededor de
20 diferentes tipos relacionados con él (Barrientos et al. 2000). Este género
contiene un numero desconocido de especies (Bergh, 1992) algunos autores
aseguran que son unas 80 especies reconocidas como validas (Storey et al.,
1986; Zentmyer, 1991).

Se conocen tres razas de aguacate que son la raza Mexicana, Guatemalteca y
la Antillana; las diferencias entre ellas, se deben principalmente a las
preferencias ecoldgicas de los arboles (temperatura, humedad) y a
caracteristicas de fruto (textura y color de piel, contenido de aceite), los
aguacates guatemaltecos se encuentran de manera intermedia entre los otros

dos (Bergh y Elistrand 1987; Knight 1999; Williams 1976). Asi, los aguacates de
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la raza Mexicana estan caracterizados por una buena adaptacion al clima
templado, relativamente con buena tolerancia al frio, sus hojas con esencia a
anis y frutos cubiertos por una delgada piel que va desde el color purpura al
negro. Por otro lado, los aguacates de raza guatemalteca son poco tolerantes
al frio y son muy conspicuos principalmente porque su piel es gruesa y
resistente, la cual continua verde después de la maduracién. Los genotipos de
la raza antillana, estan adaptados a condiciones tropicales, por lo tanto, son
muy sensibles al frio pero muestran tolerancia a suelos salinos y a otras
condiciones edaficas adversas. El bajo contenido de aceite en la pulpa de la
fruta confiere una ligera consistencia aguanosa, casi dulce, no encontrado en
ninguno de las otras dos razas botanicas (Ashworth y Clegg, 2003). Este
género se constituye a su vez de dos subgéneros (Kopp, 1966) uno de ellos
Persea, es conocido también como el de los verdaderos aguacates, posee una
caracteristica particular: frutos de mayor tamario (Barrientos et al. 2000).

El otro subgénero, Eriodaphne, es bastante numeroso, variable y se diferencia
claramente por la cara interior de los sépalos, mismos que son sin pubescencia,
con algunas excepciones, como Persea pallida, Persea rigens y Persea
cinerascens (Barrientos et al. 2000), en cambio en Persea tiene ambas caras
pubescentes. El subgénero Eriodaphne contiene algunas especies que tienen
resistencia total al mayor problema fitosanitario del aguacate: la pudricion de la
raiz causada por el hongo Phytophthora cinnamomi.

Cabe mencionar que ambos subgéneros son incompatibles, debido a que todo
intento de hibridarlos, 6 de injertar al subgénero Persea sobre especies de

Eriodaphne, invariablemente ha fracasado (Bergh y Elistrand, 1987; Bergh,
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1992). Dentro del subgénero Persea, ademas del aguacate, se encuentran
Persea nubigena (aguacate de monte), Persea steyermarkii (aguacate de
montafa), Persea schiedeana (chinene, chinini, chenene, yas, hib), P. floccosa
(aguacate cimarrén) (Barrientos y Lépez, 2000). Ademas en este subgenero
Williams (1977) incluyé a P. parvifolia (aguacatillo de Veracruz, México). P.
primatogena (guaslipe de Nicaragua) ha sido reclasificado dentro del género
Beilschmiedia (Zentemeyer). Schieber y Zentmeyer (1978) propusieron la
incorporaciéon de P. tolimanensis (aguacate de mico) y P. zentmeyerii (de
Guatemala) a este subgénero.

Para Koop (1996) el aguate mexicano se clasifica como Persea americana var.
drymifolia, y a los tipos guatemaltecos y antillano como Persea americana var.
americana y un aguacate silvestre como P. americana var. nubigena. Wlliams
(1977) clasifico a la raza guatemalteca como Persea nubigena var.
Guatemalensis, forma que ha sido derivada de P. nubigena var. nubigena, sin
embargo, actualmente se consideran tres razas dentro de la especie Persea
americana Mill. Bergh y Ellstrand (1987) hicieron la clasificacibn mas acertada
de estas, agrupando a la raza Mexicana como la variedad botanica drymifolia
(P. americana var drymifolia), la raza Guatemalteca (P. americana var.
guatemalensis) y raza Antillana (P. americana var. americana).

Los estudios de taxonomia numeérica en cultivares de aguacate, indican una
mayor relacion filogenética entre los aguacates antillanos y guatemaltecos, que
entre antillano y mexicano (Rhodes et al. 1971). Garcia e Ichikawa (1979)
estudiando diagramas de dispersién para combinaciones de dos en dos de 15

caracteristicas morfolégicas, observan esta misma tendencia, es decir,
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encuentran mas similitud entre antillanos con guatemaltecos que entre
antillanos con mexicanos. Estos resultados difieren de lo sugerido por Williams
(1977), en el sentido de que si el aguacate guatemalteco es una especie
diferente, serian mayor las diferencias entre guatemaltecos con antillanos pero,
siendo el antillano y el mexicano de una misma especie, seria de esperarse que
estas dos variedades fueran mas afines, lo cual no se indica en los trabajos de
Rhodes et al. (1971) y Garcia e Ichikawa (1979). Lo anterior plantea la
necesidad de realizar mas estudios que tiendan a esclarecer las relaciones
filogenéticas entre los aguacates. Considerando la hibridacion del aguacate
silvestre y el recientemente mejorado en donde sus relaciones genéticas
presentan patrones complejos de la evolucibn comun en muchas plantas
perennes, existe polémica sobre el estado de su taxonomia entre las mismas
variedades de aguacate cultivado y otras especies estrechamente relacionadas
con Persea. Algunos investigadores han sugerido que la especie P. nubigena
es actualmente una cuarta variedad de P. americana (Kopp, 1996), otros han
sugerido que var. guatemalensis es una subespecie de P. nubigena (Bergh et
al. 1973). En afios mas o menos recientes van der Werf (2002) publicé que el
subgénero Persea solo se conforma por dos especies: P. americana y P.
schiedeana, dejando a un lado las especies P. nubigena, P. steyermarkii, P.
parvifolia, P. tolimanensis, P. floccosa y P. zentmyerii, basandose para este
estudio, en caracteristicas morfolégicas de ejemplares que en su mayoria
fueron de herbario y justificando este discernimiento, con el hecho de que la
variabilidad genética en aguacate se debe basicamente a procesos de

seleccion que el hombre a hecho a este cultivo a través del tiempo.
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2.2.5 Cariotipo del género Persea.

El nimero cromosdmico del género Persea solo se ha estudiado en algunas
especies, entre las que se encuentra el aguacate (Persea americana)
(Schroeder, 1952). P. nubigena, P. barbonia, P. longipes, P. floccosa
(Bringhurst, 1954), P. palustris (Bowden, 1954; citado por Darlington y Wylie,
1956), P. cinerascens (Garcia, 1970), P. shiedeana (Garcia, 1972), Persea
indica, P. donnell-smithii y P. pachuypoda (Garcia, 1975) poseen un numero
cromosomico de 2n=24. Sélo se ha identificado una especie tetraploide (doble
numero cromosémico) que se denomina P. hintonii (Garcia, 1975) y es nativa
de Temascaltepec y Tejupilco, Estado de México. Garcia (1975), identifico
también algunos tipos de aguacate (Persea americana) tetraploides vy triploides
provenientes de San Juan de la Vega, Guanajuato, México. La presencia de
formas intermedias fértiles que ocurren naturalmente en lugares donde crecen
simpatricamente algunas especies, sugiere gran homologia en estructura
cromosomica. Por ejemplo en Veracruz, donde crecen juntos P. americana 'y P.
schiedeana se registran formas intermedias; en Michoacan donde P. americana
crece junto con P. cinerascens, se observan formas intermedias que se

conocen como aguacate blanco (Garcia, 1978).

2.2.6 Origen y distribucion del subgénero Persea

Los origenes de la domesticacion y las relaciones genealdgicas entre las
variedades de aguacate no son del todo conocidos, asi mismo, la evidencia
antropolégica sugiere que fue cultivado miles de afos atras (Smith, 1966;

Smith, 1969). La distribucion de la planta del aguacate (P. americana Mill) y la
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evidencia taxonémica han sido compatibles con el hecho de que es originario
de Mexico central (Zentmeyer et al. 1986). Como prueba de su origen, existen
restos fésiles de entre 8000 y 10000 afios de antigledad encontrados en
Tehuacan Puebla (Téliz et al. 2000). Es a partir de este descubrimiento, que se
conoce, ha sido utilizado como alimento y planta medicinal desde hace milenios

(Villanueva y Verti, 2007).
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Figura 3. Distribucion geografica de las tres razas de aguacate.

El aguacate, de la misma manera que el maiz, el datil, el higo, el tabaco vy la
cana de azucar, ha sido cultivado desde la antigliedad transformandose a
traves de la seleccion del hombre desde la prehistoria (Zentmeyer et al. 1986).
La mayoria de los miembros reconocidos del subgénero Persea crecen desde
México central y Guatemala a través de toda América Central (Figura 3), lo cual
soporta la teoria del origen del género Persea y probablemente de todo el
subgénero Persea (Bergh y Ellstrand, 1987; Schroeder, 1990; Ben Ya'acov, et
al., 1992). Las culturas prehispanicas contaban con un buen conocimiento

acerca del aguacate y sus variantes. En el Cédice Florentino, por ejemplo, se
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mencionan tres tipos de aguacate cuya descripcién supone que: aoacatl, podria
tratarse de P. americana var. drymifolia (raza Mexicana), “tlacacolaocat!” P.
americana var. americana (Raza antillana) y quilaoacatl P. americana var.
guatemalensis (raza Guatemalteca) (Barrientos y Lopez 2000). Las diferentes
hibridaciones ocurridas en los variados ambientes ecologicos de México y
Centroamérica dieron origen al aguacate comestible, de este modo en las
regiones americanas en donde el aguacate se cultiva desde tiempos
precolombinos, la produccién proviene de fuentes distintas de arboles nativos o

criollos y cultivares selectos reproducidos asexualmente (Mijares y Lépez 1998).

2.3 Marcadores morfolégicos y moleculares.

Los métodos taxondémicos tradicionales de clasificacion e identificacion se
basan en la asociacibn comun de caracteres morfoldégicos externos antes
mencionada y rasgos fisiogenéticos. Pero no siempre se puede cumplir la
correlacién; existen casos de verdaderas especies biologicas que son
indistinguibles morfolégicamente, tales especies desconcertantes se llaman
especies hermanas (Grant, 1989). El uso de marcadores morfolégicos en las
plantas, tienen muchas limitantes, pues su expresién puede estar sujeta a
factores ambientales y fenolégicos, regularmente solo es posible evaluarlos a
nivel de toda la planta y cuando esta llega a su estado adulto (Tanksley, 1983).
Debido a los avances de la biologia molecular se han desarrollado métodos de
identificacion y caracterizacion basados en el uso de marcadores moleculares
de DNA que superan, en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de los

métodos tradicionales. Estos marcadores moleculares de DNA son
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fenotipicamente neutros, presentan mayor segregacion o polimorfismos que los
morfologicos, pueden ser evaluados desde los primeros estados de desarrollo
de las plantulas, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son
independientes de la época del afio en que se realiza el analisis, permiten
identificacion correcta de la variedad sin necesidad de muchos caracteres y
estan libres de efectos epistaticos (Tansksley, 1983; Powell, 1992; Phillips et al.
1995; Rallo et al., 2002). Es decir, los marcadores idéneos son los de DNA y se
trata de cualquier fragmento que se encuentre en alguna regién del genoma, en
el gen o dentro de él y que légicamente no afecte al caracter en estudio (SIDTA
1999). Estos marcadores de DNA se basan fundamentalmente en el analisis de
la longitud y/o secuencias de este entre individuos. Las técnicas empleadas
para ellos son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de
marcadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante (Karp
y Edwards 1998). El rapido desarrollo de los métodos moleculares durante la
decada de los 80's ha tenido un profundo efecto sobre el estudio de evolucion
de plantas (Clegg et al. 1993). Estos “recientes” avances en biologia molecular,
principalmente en el desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para amplificacion de DNA, la secuenciacion de DNA y los analisis de
datos, han resultado ser poderosas técnicas que puede usarse para la
investigacion, caracterizacion y evaluacion de la diversidad genética. El extenso
numero de articulos de investigacion que actualmente aparecen en la literatura,
describen el uso de esas técnicas en una amplia diversidad de especies de
plantas y para una variedad de problemas, lo anterior es testimonio del

incremento del impacto es este campo (Karp y Edwars 2000). Los avances
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basados en marcadores de DNA, para la reconstruccion filogenética proveen a
los investigadores un amplio rango de herramientas para el estudio de
diversidad biolégica y evolucion desde nivel de poblacién, hasta la comparacion
de familias y aun de reinos (Moritz et al. 1996). Paz y Alvaro (2001) en su
estudio sobre variacion intraespecifica en musgos, por ejemplo, cuestiona las
limitaciones de los marcadores morfolégicos: ;Cuando la variabilidad
morfologica es una respuesta a condiciones ambientales y cuando se trata de
caracteres discriminatorios fijados genéticamente, es asi que con la utilizacion
de las técnicas moleculares se intenta superar las barreras medioambientales
para llegar de manera mas certera a los niveles taxonémicos y filogenéticos

inferiores.

2.3.1. Region ITS (Espacios Transcritos Internos) del DNA ribosomal

(rnDNA): generalidades.

El DNA ribosomal nuclear (nrDNA) esta organizado en bloques en una o mas
regiones cromosémicas. Cada bloque o arreglo consiste en cientos o miles de
copias (Buckler et al. 1997) de unidades individuales de rnDNA compuestas por
las secuencias contiguas 18S, ITS1, 5.8S, ITS 2, 26S e IGS (Figura 4). Los
arreglos mas grandes y activos son llamados regiones nucleolares
organizadoras (NORs). Estos espacios son parte de la unidad transcripcional,
pero no son incluidas al final en el RNA ribosomal (Musters et al. 1990). Las
mutaciones dentro de esas repeticiones en tandem, en individuos, estan
generalmente homogenizados por medio de evolucion concertada (Arnhein,

1983) pero el modo y la coordinacion de esta evolucidon concertada varia
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marcadamente entre los diferentes grupos de plantas (Baldwin et al., 1995;
Mayer y Soltis, 1999). Generalmente la diversidad del DNA ribosomal
intragenoémico es baja, pero algunas especies muestran alta heterogeneidad en
esta region (Buckler et al., 1997; Denduangboripan y Cronk, 2000) esto ocurre
si el proceso no es suficientemente rapido para alcanzar homogenizacion para
las diferentes copias (Campbell et al., 1997; Zhang y Sang, 1999). Con hibridos
generados recientemente, al ser secuenciados de manera directa, se puede
revelar una aditividad paterna (sefial de dos diferentes nucleétidos) en el

material estudiado (Fuertes y Nieto, 2003).

i 0 I e 03 B

Figura 4. Organizacién de la region ITS del DNA ribosomal. Cada bloque o
arreglo consiste en cientos o miles de copias de unidades individuales de

rnDNA (Buckler et al., 1997) compuestas por las secuencias contiguas
18S, ITS1, 5.8S, ITS 2, 26S.
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2.3.2 Caracteristicas del DNA ribosomal como marcador molecular.

Las secuencias contiguas de la region de los espacios internos transcritos del
DNA ribosomal nuclear han surgido del nivel de marcador filogenético
“alternativo” (Soltis y Soltis, 1992) y se han convertido en fuentes basicas de
datos para el estudio de niveles bajos en relaciones filogenéticas entre taxas de
plantas por mas de diez afios (Baldwin, 1992; Baldwin et al., 1995). Siendo esta
region una de las mas utilizadas en la actualidad como marcadores moleculares
para sistematica de angiospermas (Hershkovitz et al., 1999; Alvarez y Wendel,
2003). Algunos reportes de variacién en ITS proveen resultados que son
consistentes con la existencia de arreglos homogéneos del DNA ribosomal
nuclear dentro de individuos (Ainouche y Bayer, 1997; Baldwin et al., 1995)
presumiblemente resultado de una evolucidon concertada (conversion genética y
un desigual entrecruzamiento; Arnheim, 1983). Las implicaciones y la
importancia de los polimorfismos y pseudogenes en rnDNA para analisis
filogenéticos con estas secuencias en plantas fueron discutidas en el innovador
trabajo de Buckler et al. (1997) y por Mayol y Rossellé (2001). Sin embargo,
muchos temas relacionados con la caracterizacion de polimorfismos vy
pseudogenes del DNA ribosomal nuclear y sus implicaciones para especies
ademas de la reconstruccion de niveles filogenéticos, siguen siendo ambiguos
(Bailey et al. 2003). Asi mismo, el uso de los ITS para niveles filogenéticos
inferiores, se ha incrementado en organismos como por ejemplo, hongos, algas
e insectos. Se ha considerado que las secuencias de esos espacios contienen

signos inadecuados para analisis filogenéticos a nivel interfamiliar y para niveles
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mas bajos (Soltis y Soltis, 1992). Se ha demostrado que ITS2 ha retenido
suficientes signos filogenéticos para poder discriminar, por ejemplo, entre
secuencias desde algas verdes, hongos y semillas de plantas. La
reconstruccion de relaciones filogenéticas entre especies y taxas superiores
(especies arbdéreas) usando datos de secuencias multicopia de nrDNA,
depende sobre todo, de un claro entendimiento de las relaciones de las
secuencias, (por ejemplo, arboles de genes) (Goodman et al., 1979; Pamilo y
Nei, 1988; Avise, 1989; Doyle, 1992; Sanderson y Doyle, 1992; Baliley et al.,
2003). Si las secuencias son confundidas como ortélogas (derivadas de eventos
de especiacioén), cuando ellas son mas bien paralogas (derivadas de eventos de
duplicacion de genes) las relaciones entre especies pueden ser inferidas
incorrectamente. Mientras la ortologia es, por definicion, una relacion
interespecifica entre secuencias, la paralogia puede ocurrir a diferentes niveles
entre secuencias, dentro de un individuo, entre individuos dentro de especies y
entre especies (Bailey et al. 2003). Estos autores mencionan, que la compleja
organizacion del DNA ribosomal nuclear en combinacién con esos niveles
variantes de paralogia, han generado confusién sobre el nivel de esta, que
puede interferir con el arbol de reconstruccién de especies y los méetodos
apropiados para identificar ortélogos y paralogos. Asi mismo, la organizacion

del rnDNA complica la caracterizacion de polimorfismos intraindividuales.
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2.3.3 Marcadores moleculares de DNA extranuclear: El caso de DNA de

cloroplastos.

Como se ha mencionado, en los Ultimos tiempos los marcadores moleculares
de DNA han tomado gran relevancia, sobre todo por que ofrecen la posibilidad
de estudiar directamente secuencias de nucleétidos de DNA, analizando no
solo genes estructurales sino analizando secuencias no codificantes, las cuales
acumulan mutaciones de manera neutral, sin una presién de seleccién tan
fuerte como los genes estructurales. En este sentido, se puede analizar también
el DNA de plastos u organelos también llamados DNA extranuclear, como lo es
el DNAmt (mitocondrial) y DNAcp (cloroplastos) permitiendo diferentes tipos de
estudios.

El' DNA de cloroplasto, permite el estudio en sistematica y en analisis
filogenéticos entre especies de un género, debido a que su tipo de herencia
impide la recombinaciéon génica, por lo que las secuencias de este DNA se
mantienen en un linaje uniparental. Esta caracteristica las hace especialmente
utiles en procesos evolutivos dentro de una especie (Gallo et al. 2004). La
estructura del DNA de cloroplasto, es circular con un tamafio que varia entre
120 Kilobases (Kb) y 170 Kb (Figura 5) posee un relativo alto grado de
conservacion en tamano, estructura y contenido de genes en plantas terrestres

(Downie y Palmer 1992).
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134,525 bp

Figura 5. Organizacion del genoma del cloroplasto del arroz (Oryza sativa).

Su herencia es de tipo clonal, uniparental, predominantemente materna en
angiospermas y paterna en gimnospermas. Y como se ha mencionado, la
evolucion en cloroplastos es relativamente lenta, con sustitucién de nucleétidos
en una tasa baja (Clegg et al., 1991; Clegg et al., 1994). Esto puede ser
también una desventaja cuando se intenta estudiar relaciones intraespecificas,

sin embargo, utilizando regiones no-codificantes, las cuales presentan alto
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grado de frecuencia de mutaciones, la resolucion para estudios evolutivos se
incrementa utilizando ambas (las altamente conservadas y las mas variables)
(Taberlet et al. 1991). Con pocas excepciones, el genoma de cloroplasto
contiene dos regiones repetidas que son invertidas (aproximadamente 25 kb
cada una), que son como dos imagenes en un espejo, en términos de
complementacion de genes (Figura 5). Estas regiones estan separadas una de
otra por una region larga y una pequefia de una sola copia (LSC y SSC,
respectivamente). Estudios previos sugieren que esta regidon acumula
mutaciones puntuales mas lentas que las regiones de una sola copia (Curtis y
Clegg, 1984; Wolfe et al., 1987; Wolfe, 1991; Gaut, 1998). Estas son las
caracteristicas que hacen al DNA de cloroplastos interesante en el tipo de
estudios mencionados; y si bien la tasa de mutacién es lenta, se ha detectado
variacion intraespecifica en la mayoria de los casos entre poblaciones y
ocasionalmente dentro de ellas (Soltis et al. 1992). El genoma del cloroplasto
esta siendo mayor objetivo en estudios de evoluciéon molecular en plantas. El
tamano pequerio del genoma del cloroplasto, junto con el rapido progreso en la
caracterizacion molecular de la codificacion de genes, se han combinado para

facilitar las investigaciones sobre evolucion.

2.3.4 Utilizacion de marcadores morfolégicos y moleculares con fines

filogenéticos utilizados dentro del género Persea.

Los trabajos relacionados con el esclarecimiento de la filogenia y diversidad
genética de especies silvestres y/o cultivadas del Aguacate (Persea americana

Mill.) son variados, la finalidad: la proteccién y conservacion de estas especies
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silvestres o de cultivares regionales y por supuesto, contar con parametros mas
amplios a considerar para su fitomejoramiento, el cual busca, como en todo
cultivo de importancia econémica, mantenerse a la vanguardia, atendiendo
necesidades que el mercado demanda, asi como caracteristicas agronémicas
relacionadas con rendimiento, adaptaciones a condiciones climaticas y
edaficas, entre otros.

En cuanto a los estudios realizados mediante caracteristicas morfologicas,
Campos et al. 2007, han encontrado que la filogenia del género Persea se
reconoce como un género parafiletico, con dos clados bien definidos, mismos
que han sido determinados por Kopp, (1966); Wiliams, (1977); Bergh y
Ellstrand, (1987); Scora y Bergh, (1990); como los subgéneros Eriodaphne y
Persea. Se ha sugerido también que ambos subgéneros mas bien son géneros
independientes, debido sobre todo, a la incompatibilidad sexual entre ambos.
(Bergh y Ellstrand, 1987; Litz, 2001). Cabe mencionar que este trabajo
reconoce las limitaciones que poseen este tipo de marcadores (morfolégicos),
los cuales son influenciados por el ambiente, como anteriormente se menciond,
y se sugiere complementar, por ejemplo, con analisis de marcadores de DNA
ribosomal, con el fin de precisar la informacion.

Diferentes investigadores (Rhodes et al., 1971; Bergh et al., 1973; Torres et al.
1978; Furnier et al. 1990; Mhameed et al. 1997; Davies et al., 1998) han
utilizado herramientas morfologicas y moleculares para discernir las relaciones
entre muchos cultivares, las tres razas de aguacate y especies relacionadas.
Sin embargo sus resultados, no han sido evaluados estadisticamente (Ashworth

y Clegg, 2003).
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Los marcadores genéticos proveen importantes herramientas en la busqueda
de una amplia variedad de problemas practicos en el mejoramiento del
aguacate (Clegg et al. 1993). Furnier et al. (1990) emplearon una serie de
marcadores moleculares para una mejor caracterizacion de las relaciones
genéticas entre variedades de aguacate cultivado y especies relacionadas.
Cinco especies de Persea y 19 cultivares de Persea americana incluyendo las
tres variedades o razas, fueron estudiadas usando DNA de cloroplastos
(cpDNA) y pruebas con DNA nuclear. Las pruebas incluyeron clones de la
familia de genes que codifican para la celulasa de DNA nuclear, genes de RNA
nuclear ribosomal y un juego de clones que abarca el genoma completo de
DNA de cloroplastos. Esas pruebas de clones fueron hibridadas por
transferencia tipo Southern digiriendo completamente el DNA total de aguacate
con ocho enzimas de restriccion. Debido al tipo de herencia del DNA de
cloroplastos, estos marcadores revelaron que la raza guatemalteca
probablemente recibi6 material genético de Persea steyermarkii, debido a que
dos unicos marcadores de DNA cloroplatos ligaron a la raza guatemalteca con
P. steyermarkii. Lavi et al, (1991) utilizoé huellas de DNA para la identificacion y
analisis genético de aguacate con las que identificaron varios cultivares,
ademas de que caracterizaron las tres razas de aguacate y se realizd un
analisis genético de la estructura de la familia. Asi mismo Rodriguez-Medina et
al. (2003) realizaron una caracterizacion morfoagronémica, isoenzimatica y
molecular en el mismo cultivo con el objetivo de identificar presencia de hibridos

naturales entre razas horticolas diferentes debido a que su ubicacién es dificil.
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Ashworth y Clegg (2003) realizaron estudios de relaciones genealdgicas en
genotipos de aguacate cultivados y representantes de sus tres razas botanicas
mediante microsatélites y RFLPs, los materiales estudiados se agruparon de
acuerdo con las tres razas de aguacate y los aguacates cultivados formaron
grupos de manera intermedia entre algunas de ellas, lo que indicé posible
origen de hibridacién entre razas. Fiedleer et al. (1998) utilizaron marcadores
moleculares tipo RAPDs para encontrar relaciones genéticas de aguacate,
encontrando los marcadores potencialmente “especificos” para cada una de las
razas. Y por medio de un dendrograma, se identificaron tres grupos
representantes de las tres razas de aguacate, estos resultados concuerdan con
la actual clasificacion en tres razas botanicas.

Por otra parte, Chanderbali et al. (2001) han realizado trabajos sobre filogenia
en la familia Lauracea, a la cual pertenece el aguacate utilizando zonas del
DNA ribosomal e iniciadores disefiados especificamente para esta familia,

considerando también diversas zonas en cloroplastos utiles paran filogenia.

2.4 Consideraciones generales sobre la extraccion de DNA con fines de

caracterizacion molecular.

Existe una gran variedad de problemas que pueden ser encontrados durante el
aislamiento y purificacion de DNA de alto peso molecular en las diferentes
especies. Estos problemas incluyen la degradacion completa o parcial del DNA
por nucleasas endoégenas, aislamiento conjunto con polisacaridos altamente
viscosos, lo que vuelve a las muestras dificiles de manejar y puede inhibir

también la reaccidn enzimatica, también se puede presentar durante el
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aislamiento con acidos organicos solubles, polifenoles, latex, y otros
compuestos secundarios, los cuales causan dafno al DNA o inhiben, como se ha
mencionado, la reaccion enzimatica.

Debido a que la composicion bioquimica del tejido de especies de plantas varia
considerablemente, es virtualmente imposible contar con un unico protocolo
optimo que sea el adecuado para todas las especies de plantas. Por lo tanto,
los diferentes métodos de aislamiento de DNA difieren en muchos aspectos, los
cuales incluyen la destruccion de tejidos y células, la composicion de los buffers
de lisis y extraccion y la forma por la cual el DNA es purificado de otros
componentes celulares (proteinas, RNA, membranas, polisacaridos y fenoles).
La utilizacion de tejido seco o liofilizado evita el problema de des-congelamiento
y mediante la pulverizacion el tejido, la extraccion resulta mas sencilla (Weising

et al. 2005).

2.5 Secuenciacion de DNA: electroforesis capilar.

Ciertamente, en la actualidad, la estrategia mas directa para estudiar los niveles
de polimorfismos en el DNA es la determinacion de la secuencia de nucleotidos
de una region definida (Maxam y Gibler, 1977; Sanger y Coulson, 1977) y el
posterior alineamiento de esas secuencias de la region ortéloga en el genoma
de otro organismo mas o menos relacionado (Hillis et al., 1996, Alphey, 1997).
La relacion entre homoélogos puede deducirse a partir de un alineamiento, y la
construcciéon de la filogenia puede reconstruirse por medio de una variedad de
enfoques y algoritmos. La secuenciacion de DNA es altamente robusta,

reproducible e informativa en su conjunto (Weising et al. 2005).
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Al menos desde hace una decada, el método conocido como "secuenciacion
por terminador fluorescente" (Figura 6), es el mas utilizado y presenta mejores
caracteristicas que el desarrollado por Allan Maxam y Walter Gilbert en 1977, el
cual se basa en la modificacion quimica del DNA y la posterior escision en
bases especificas, o el méetodo desarrollado posteriormente por Sanger y
Coulson cuyo principio es el uso de didesoxinucleoétidos trifosfato (ddNTPs),

como terminadores de la cadena de DNA (Figura 6).

La mayor ventaja del método "secuenciacion por terminador fluorescente" es
gue la secuenciacion se lleva a cabo en una sola reaccion, en lugar de cuatro.
En el procedimiento se marcan cada uno de los cuatro didesoxinucleotidos que
terminan la cadena con un colorante fluorescente diferente, con fluorescencias

a diferentes longitudes de onda.

Otra ventaja, es la rapidez debida a la secuenciacién automatizada, controlado
por computadora. Algunas limitaciones son los efectos de los terminadores
fluorescentes en el fragmento de DNA, que produce alturas y formas de picos
desiguales en los registros de secuencia de DNA del cromatograma de DNA
tras la electroforesis capilar al principio y al final de cada secuencia. Este
problema se ha resuelto con la introduccion de nuevos sistemas enzimaticos de
polimerasas de DNA y colorantes que minimizan la variabilidad de la
incorporacion. Este método se utiliza ahora para mayoria de los proyectos de

secuenciacion, debido a su sencillez y costos relativamente mas bajos.
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Figura 6. Electroforesis capilar para secuenciacion de DNA.

2.6 La Bioinformatica y su utilidad en filogenia.

El desarrollo de la ingenieria genética y las nuevas tecnologias de la
informacién durante la ultima década del siglo XX, condicionaron el surgimiento
de una disciplina que genero6 vinculos indisolubles entre la Informatica y las
Ciencias Biologicas: la Bioinformatica. Este término es relativamente reciente, y
apareci6 en la literatura a principios de 1990, cuando comenzaba a
estructurarse el llamado "Proyecto Genoma Humano" y el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) de los Estados Unidos, daba sus primeros
pasos (Perezleo et al. 2003).

La bioinformatica es definida como la aplicacién de técnicas computacionales

para comprender y organizar el flujo de la informacion asociada con sistemas y
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procesos bioldgicos (Luscombe et al. 2001). Esta disciplina se contextualiza en
la interseccion de la biologia molecular, que origina los datos a analizar, la
computacion, que proporciona el hardware y las vias de comunicacion de los
resultados entre investigadores; y el analisis de datos mediante algoritmos, que
entrega los programas y resultados a analizar (Brown 2000). La bioinformatica
se desenvuelve buscando y utilizando patrones y estructuras inherentes en
datos biologicos, como secuencias geénicas, al mismo tiempo que desarrolla
nuevas metodologias para acceso y busquedas en bases de datos (NCBI
2008).

La fuente de la que se nutre la Bioinformatica la constituyen una serie de bases
de datos de acceso publico donde se acumula, continuamente, toda la
informacion disponible. Estas se han especializado segun la naturaleza de los
datos almacenados, siendo las principales las que recogen secuencias de
genes, genomas y proteinas (Gen-Bank: www.ncbi.nlm.nih.gov; EMBL:
www.ebi.ac.uk; DDBJ:www.ddbj.nig.ac.jp; Uniprot:www.ebi.uniprot.org).
Estructuras tridimensionales de macromoléculas (ProteinData
Bank:www.rcsb.org/pdb), datos de expresion génica (Array Express:
www.ebi.ac.uk/arrayexpress;  Stanford Microarray Database: genome-
wwwb5 stanford.edu), ontologias (GeneOntology: www.geneontology.org) vy
literatura cientifica (PubMed:www.ncbi.nlm.nih.gov/Literature) (Lépez y Gomez-
Puertas, 2005).

Con la utilizacién de nuevas técnicas para la secuenciacion de DNA y las
proteinas y la produccién paralela, cada vez mayor, de secuencias que se

almacenan en las bases de datos, se hizo necesario la creacion de algoritmos
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que permitieran comparar y catalogar secuencias por métodos computacionales
gue comparan y alinean dichas secuencias, lo que hace posible entre otros
tipos de estudios, investigar las relaciones evolutivas entre los diferentes,
reinos, phyla y taxa biolégicos (Franco et al. 2008). Es decir la bioinformatica
ofrece la posibilidad de comparar y relacionar la informacién genética con fines
deductivos, asi surgen respuestas que no parecen obvias a la vista de los

resultados de los experimentos (Perezleo et al. 2003).
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ll. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras del género Persea recolectadas del Depositario Nacional
de Germoplasma de Aguacate (DNGA) perteneciente a la Fundacién Salvador
Sanchez Colin CICTAMEX, A.C., ubicado en Coatepec Harinas, Estado de
Mexico, México. Estas muestras fueron procesadas, secuenciadas y analizadas

en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Autbnoma Chapingo.

3.1 Material vegetal.

Se trabajé con 23 materiales, representantes de las tres razas del género
Persea, fueron consideradas también especies afines como P. steyermarkii, P.

floccosa, P. nubigena, P. shiedeanay P. cinerascens (Cuadro 1).

3.2 Extraccion de DNA: caracteristicas de muestras vegetales para la

extraccion y procedimiento.

Las muestras vegetales fueron colectadas y trasladadas al laboratorio para
secarlas en silica gel. La extraccion de DNA se realiz6 empleando dos
protocolos; el de Khanuja et al. (1999) y el kit comercial DNeasy Plant Mini Kit
de Queagen, siguiendo las indicaciones del instructivo en este ultimo caso. El
primer protocolo fue adaptado a las caracteristicas del tejido vegetal vy

condiciones del laboratorio.
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3.2.1 Soluciones quimicas para extraccion de DNA.

a)

Buffer de extracciéon: 100 mM Tris HCL (pH 8.0), 25 mM EDTA, 1.5M
NaCl, 2.5 % de CTAB, 0.2 % B-mercaptoetanol (v/v), 1 % PVP (w/v).
Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

NaCl 5 M

Isopropanol

Etanol al 80 %

RNAasa.

Procedimiento del “Protocolo para aislamiento rapido de DNA con muestras

frescas y secas de plantas que producen grandes cantidades de metabolitos

secundarios y aceites esenciales” (Khanuja et al. 1999).

1)
2)

Se macero6 la muestra en nitrégeno liquido (0.5 gr. de tejido seco).

Se transfirié a un tubo de polipropileno de 2 mL y agreg6é 1 mL de buffer
de extraccion preparado recientemente, se mezclo por inversion.
Después se incub6 a 60 °C en agitacion durante 1-2 horas (muestras
deshidratadas pudieran requerir incubacion durante toda la noche a 37
°C)

Se agregaron 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclo
la muestra por inversién durante 15 minutos.

Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 10 minutos a
tamperatura ambiente.

Se transfirio la fase acuosa superior a otro tubo de polipropileno.
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7) Posteriormente se agregéd un volumen igual al obtenido, 500 pL
aproximadamente, de NaCl 5 M y se mezclé suavemente (no dar vortex).

8) Se agregdé un volumen de 600 pyL de isopropano. La muestra se
mantuvo a temperatura ambiente por una hora.

9) Se mezclo cuidadosamente, si se apreciaron las fibras de acidos
nucleicos, se rescataron con una varilla de vidrio y se transferieron a un
microtubo.

10) Alternativamente, si no se observaron las fibras de DNA, después de
mezclar con isopropanol, las muestras se centrifugaron 13 000 rpm por
20 minutos a temperatura ambiente.

11) Se desecho el sobrenadante y se lavd la pastilla con etanol al 80%
(hasta tres veces dependiendo de la pureza deseada).

12) Se procedié a secar la pastilla invirtiendo el tubo durante 15 minutos y
finalmente se disolvidé en 500 uL de buffer TE alto en sales.

13) Se adicionaron 5 uL de RNAasa y se incubd la muestra a 37° C por 30
min.

14) Se eliminé la RNAasa con un igual volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1).

15) Nuevamente se transfirié el nivel acuoso a un microtubo de 1.5 mL y se
agregaron 2 volumenes etanol frio.

16) Se centrifugaron los tubos a 10 000 rpm durante 10 minutos a 25-30° C.

17) Se lavo la pastilla con etanol 80%.

18) Finalmente se dej6 secar la pastilla y se disolvié en 70-100 yL de agua

libre de nucleasas.
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3.2.2 Determinacion de la calidad y concentracién de DNA.

Para estimar la calidad del DNA extraido, se analizaron las muestras en geles

de agarosa 0.8 %, utilizando una camara de electroféresis horizontal y con un

campo eléectrico de 90 volts durante una hora aproximadamente. Se determiné

la concentracién de DNA a 260 nm con un espectrofotémetro Perkin Elmer.

Cuadro 1. Nombre y origen de las accesiones consideradas para la
investigacion.

MATERIALES CLAVE ORIGEN DE

MUESTRA

RAZA MEXICANA

1. Tochimilco Tch MEXICO

2. Tepetl T MEXICO

3. Vargas Vg MEXICO

4. Ixtapan del oro X0 MEXICO

RAZA GUATEMALTECA

5. Palestre P GUATEMALA

6. San Cristobal Mercado SCM MEXICO

RAZA ANTILANA

7. Antigua A ISRAEL

8. Marichal Mar COSTARICA

9. Tetiz Tt o

RAZA COSTARICENSIS

10. Las nubes 6-105 Nbs COSTARICA

11. Fredy 4 Fr COSTARICA

OTRAS ESPECIES

12. Persea cinerascens Pc MEXICO

13.Persea floccosa PF ISRAEL

14. Persea steyermakii Ps MEXICO

15. Persea nubigena 1/7 Nub 1/7 ISRAEL

16. Persea shiedeana Sh HONDURAS

17. Persea chamisonis Ch **

18. Persea longipes (TANTIMA) Tn b

19. Persea sp PR e

20. P. shiedeana (Lino Ixtapan) Lix e

21. P. shiedeana (Yaruche) i COSTARICA

HIBRIDOS MEXICO

22. Martin Grande MG ESTADOS UNIDOS

23. Cima De Coppey CC =5
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3.3 Protocolo para obtencion de la region ITS de DNA ribosomal con
iniciadores ITS4-ITS4 e ITSB - Laur1, utilizando tres diferentes enzimas

Taq polimerasas.

3.3.1 Iniciadores utilizados para la region ITS.

Inicialmente se habia considerado el analisis de la region ITS que comprende el
ITS 1, el gen 5.8 S y el ITS 2 del DNA ribosomal nuclear. Se utilizaron dos
pares de iniciadores (Cuadro 2); el primer par fue ITS4 e ITS5 (“foward” y
“reverse” respectivamente), sintetizados por la compafia SIGMA®, y el
segundo, para la misma zona pero especificos para la familia Lauraceae que
fueron ITSB vy Laur1, sintetizados por la compafia Integrated DNA
Technologies. Debido a la dificultad de amplificacion de la region esperada para
la mayoria de las muestras, se utilizaron las diferentes enzimas DNA
polimerasas (Cuadro 3) correspondientes a los kits comerciales para PCR tales
como, Fermentas, GoTag® Flexi Promega y Advantage- GC-2 PCR de
Clontech, este ultimo posee la caracteristica de facilitar la amplificacion de
secuencias ricas en guaninas y citocinas. Asi mismo, para la mezcla de
reaccion con la enzima de Promega se utilizo el reactivo dimetil-sulfoxido
(DMSO), el cual ha demostrado mejorar la amplificacibn se zonas con
secuencias ricas en guaninas y citocinas, rompiendo el pareamiento de bases
(Pomp et al.,, 1991).Las condiciones de amplificacion con ambos pares de
iniciadores y con las diferentes enzimas Taqg Polimerasas se indican en los

Cuadros 3y 4.

42



Cuadro 2. Nombre y secuencias de iniciadores.

Iniciador Tipo de DNA Secuencia
amplificado 5-3"

ITS 4 DNA ribosomal CCT-TGG-CCG-GGT-TAA-ATT-TGG-G

ITS5 DNA ribosomal GGC-TTG-CCG-GTC-CCG-TTA-CGA

ITSB DNA ribosomal ACC-ACC-ACC-GGC-AAC-CA

LAUR 1 DNA ribosomal CTT-TTC-CTC-CGC-TTA-TTG-ATA-TG

3.3.2 Mezcla de reaccion

Para amplificar la region ITS1-5.8S-ITS2 del DNA ribosomal nuclear, se preparo

una mezcla de reaccién para PCR 1x con 25 pL de volumen final. EI Cuadro 2

muestra los volumenes de cada reactivo de acuerdo con el kit empleado.

Cuadro 3. Reactivos y volumen para mezcla para reaccion, utilizando
iniciadores ITS4 e ITS5 y Laurl e ITSB con diferentes enzimas Tagq.

Polimerasas.

Reactivos 1 X Kit Fermentas con 1 X Kit Promega con 1 X Kit Advantage
ITS4 e ITS5 Laur1 e ITSB Laur1 e ITSB
DNA 5.0 yL (20 ng/uL) 5.0 yL (20 ng/uL) 5 pL (20 ng/uL)

Taqg. Polimerasa
Advantage - GC

2 pol. Mix
MgCl2
Buffer
GC Melt
ITS4
ITS5
ITSB
Laur1
dNTP's
Agua HPLC
DMSO

0.4 uL (5 u/pL)

%*

2.0 pL (25 mM)
2.5 uL (10 X)
2.0 uL (10 pmol/ pL)
2.0 pL (10 pmol/ pL)

*

*

5.0 uL (10 pmol/ uL)
5.9 uL

*

0.4 uL (5u/ L)

*

2.0 pL (25 mM)
5 ulL (5 X)

*
*

*

.5 pL (10 pmol/ pL)
.5 uL (10 pmol/ pL)
5.0 uL (10 pmol/ uL)
5.35 L
1.25 pL

%*

0.5 uL (50 X)

%*

5 ulL (5 X)
2.5 uL (5 M)

*

*

1 uL(10 pmol/ uL)

1 uL (10 pmol/ L)

5 pL (10 pmol/ L)
5puL

*
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Cuadro 4. Condiciones de PCR para los ensayos con los diferentes tipos
de Taq Polimerasas.

Condiciones para PCR en los diferentes ensayos

PCRITSBY
PCR ITS4 e ITS5 PCRITSB y Laur1 Laur1Kit
Kit Fermentas kit Promega Advantage® -GC 2
PCR.

Etapa Tm Tiempo Tm Tiempo Tm Tiempo
Pre -desnaturalizacion
(1 ciclo) 94° C 4 min 96 °C 4 min 96 °C 4 min
Num. de ciclos 35 35 35
Desnaturalizacién 94 °C 1 min 94 °C 1 min 94 °C 1 min
Amplificacion 60 °C 1 min 63 °C 1 min 63 °C 1 min
Extension 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 10 min
Extension final 72°C 10 min 72°C 10 min s *

3.4 Protocolo para la obtencion de DNA y amplificacion de la region trnL-F

en DNA de cloroplasto.

Para la obtencion de DNA de cloroplastos, se utiliz6 el mismo protocolo de

extraccion de DNA que se ha mencionado, y los

amplificacién de esta regién se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Nombre y secuencia de

iniciadores para la

iniciadores utilizados para la

amplificacion de la region del DNA de cloroplasto.

Iniciador  Tipo de DNA amplificado Secuencia 5°-3°
trnLf DNA de cloroplasto AAT TGA ACT GGT GAC ACG AG
trnLc DNA de cloroplasto CGAATT CGG TAGACG CTACG
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3.4.1 Mezcla de reaccion.

En el cuadro 6 se sefala la mezcla de reaccion para la amplificacion de DNA de
cloroplastos

Cuadro 6. Requerimientos para mezcla de reaccion con iniciadores trnLf y
trnLc para DNA de cloroplastos.

Reactivo Volumen 1x Concentracién final
DNA 5.0 pL (20 ng/pL) 100 ng
Taq. Pol. 0.4 pL (5 U/uL) 2U
MgCl, 2.0 uL (25 mM) 2 mM
Buffer Taq. 5.0 pyL (5X) 1X
trnLc 1.0 pL (10pmol/ uL) 10 pmol
trnLf 1.0 pL (10pmol/ uL ) 10 pmol
dNTP’s 5.0 yL 10pmol/ uL 50 pmol
Agua 5.6 uL *
DMSO 10 % viv 10 % viv

3.4.2 Condiciones de amplificacion de la region TrnL-TrnF de DNA de

cloroplastos

Las condiciones de amplificacién con los iniciadores trnic y trnif, fueron: 94 °C
de pre-desnaturalizacion por 4 min, 30 ciclos con una desnaturalizacion de 94
°C durante 1min, amplificacion a 60 °C también 1min, con extension de 72 °C

de 1 min y extensién final de 72 °C durante10 min.
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3.4.3 Secuenciacion de la region TrnL-TrnF de DNA de cloroplastos.

La regioén trnL-F que comprende una secuencia parcial del gen tRNA-Leu (trnL),
la secuencia completa del espacio intergénico frnL-trnF y una secuencia parcial
del gen tRNA-Phe (trnF), fue secuenciada por ambos lados de la cadena de

DNA por para cada uno de los materiales incluidos en el presente trabajo.

3.4.4 Alineamiento de secuencias en el GenBank

Se realizd un alineamiento de cada secuencia obtenida con la base de datos del
NCBI (GenBank) mediante el programa BLAST, este alineamiento se realiza por
busquedas de similitud; es decir, se compara una secuencia problema contra
todas las secuencias existentes en la base de datos, de esta manera se pudo
corroborar que el fragmento efectivamente se tratara de la zona esperada en

cloroplastos.

3.4.5 Alineamiento multiple de secuencias, analisis de distancias
genéticas y filogenéticos.

Los analisis filogenéticos se realizaron con el software MEGA4 (Tamura et al.,
2007).El analisis de inicid6 con la realizacion de un alineamiento multiple por
medio del programa ClustalWW, con las secuencias obtenidas. La historia
evolutiva fue inferida utilizando el método de Minima Evolucién. Se obtuvo el
arbol filogenético usando el método Jukes-Cantor que calcula las distancias
evolutivas con base en unidades referidas al nUmero de bases sustituidas por

sitio. Para generar el arbol inicial, se utilizé el algoritmo Neighbor-Joining y
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finalmente se construyé el arbol de Minima Evolucién usando el algoritmo
Close-Neighbor-Interchange (CNI). Todas las posiciones que contenian gaps 'y
datos perdidos el programa MEGA 4 los eliminé automaticamente del conjunto
de datos; por lo que del total de 850 pares de bases que se estimaron

inicialmente, solo fueron de utilidad 652 posiciones en el conjunto final de datos.

PROCESO DE OBTENCION DE FRAGMENTOS DE DNA
PARA SECUENCIACION EN Persea

Tratamiento y conservacién
de material vegetal

L)

p X7
2 i R
g i Jl ﬂ 5 P A
/ i i
507 i el W
Cuantificacidn Gel de calidad de Obtencién de DNA
DNA en agarosa

R

1 —
= 12
Gel de calidad de
PCR en agarosa

Secuenciacién

ACCGGTTAGTAAA
TGGGTCAACTGAT
CGGGAATTTTTAA
AGCTACGGGGCCC
TTATAATATCCCG
GGCACTCCCAAAT

Lt U s 1 H. Cecilia Cabrera Hernandez

Figura 7. Diagrama del proceso de obtencion de zonas conservadas del
DNA en Persea para su secuenciacion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extracciones de DNA

El DNA obtenido con el protocolo de Khanuja et al. (1999) fue de calidad vy
cantidad apropiada para los analisis moleculares considerados en el presente
estudio. Cabe mencionar que no todas las muestras consideradas inicialmente
(30 muestras) presentaron facilidad para la extraccion; sin embargo, en la
mayoria de las muestras finalmente trabajadas fue necesario variar los tiempos
de centrifugacién, volumenes de isopropanol y lavados con etanol. Se opt6 por
eliminar a P. parvifolia porque aun con las modificaciones hechas al protocolo
de Khanuja et al. (1999) no fue posible purificar esta molécula. Con la finalidad
de obtener una mejor calidad del DNA, se utilizo el kit comercial DNeasy Plant
mini kit de Quiagen. Sin embargo, como se observa en la Figura 9, solo en
algunas muestras fue posible obtener la molécula deseada; y al utilizar este
DNA para amplificacion con PCR, no hubo éxito alguno. Los problemas en la
obtencion DNA se han observado en trabajos realizados anteriormente con la
misma especie (Reyes-Aleman, 2008, comunicacion personal) y se han
adjudicado a varios factores; el mas consistente como es sabido, es que esta
familia se distingue por la presencia de metabolitos (principalmente resinas,
polisacaridos y polifenoles) que complican la obtencién de DNA de calidad
optimo para PCR. Estos metabolitos secundarios causan un efecto de inhibicion
del reconocimiento de iniciadores y de la reaccion enzimatica (Weising et al
2005). En la Figura 8 se muestra el gel de calidad obtenido para las muestras

finalmente utilizadas.
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Estos metabolitos secundarios causan un efecto de inhibicion del
reconocimiento de iniciadores y de la reaccion enzimatica (Weising et al 2005).
En la Figura 8 se muestra el gel de calidad obtenido para las muestras

finalmente utilizadas.

Figura 8. Gel de calidad de DNA de los diferentes materiales utilizados
utilizando el protocolo de Kahanuja et at, (1999): 1 (Olanca), 2 (Tepetl), 3
(P. lingue), 4 (Palestre), 5 (Martin Grande), 6 (P. floccosa) 7 (Ixtapan del
oro), 8 (B. miersii) 9 (Marichal), 10 (P. cinerascens La flecha senala el DNA
esperado.

12 34567 8 910 11 12 13 141516

i

1718 26 27

Figura 9. Gel de calidad de extraccion con kit comercial. (1) Hass, (2)
Antigua, (3) P. shiedeana, (4) Vargas, (5) Tepetl, (6) Cima de copey, (7)
Olanca, (8) Tantima, (9) Nubes, (10) P. nubigena, (11) Fredy, (12) P.
steyermarkii, (13) B. mierssi, (14) Sn Cristobal Mercado, (15) P. parvifolia,
(16) P. gigantea, (17) Martin Grande, (18) Lino ixtapan, (19) Marichal, (20) P.
rigens, (21) B. anay, (22) Nubes, (23) Tetiz, (24) Yaruche, (25) P. lingue, (26)
P. chamisonis, (27) P. shiedeana.
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4.2 Amplificacion con iniciadores ITS4 e ITS5.

Los primeros ensayos de amplificacién se realizaron con la finalidad de
determinar la mejor temperatura de alineamiento utilizando estos iniciadores:
ITS4 e ITS5 (Figura 10).

MPM 100 pb

Figura 10. Productos de amplificacion con diferentes temperaturas de
alineamiento. De izquierda a derecha, panel A (55 °C): (1) Olanca, (2)

Tepetl, (3) Vargas, (4) P. lingue, (5) Palestre, P. cinerascens; panel B (58
°C): 1) Olanca, 2) Tepetl, 3) Vargas, 4) P. lingue, 5) P. cineranscens y panel
C (60 °C): (1) B. miersii, (2) Marichal, (3) P. lingue, (4) P. cinerascens, (5) P.
steyrmarkii, (6) P. cinerascens. EI| MPM es de 100 pb de Fermentas. La
flecha sefala el fragmento esperado.

En este experimento, la mejor definicién de banda, se obtuvo con 60° C de
alineamiento, sin embargo, en la mayoria de los materiales amplificados se
produjeron dos o mas regiones reconocidas por los iniciadores, las cuales
pueden observase en la Figura 10 panel C). Una vez optimizada la temperatura
de alineamiento, se intentd nuevamente la amplificaciéon de todos los
materiales, repitiendo las condiciones donde se observé mejor amplificacién; sin

embargo, no se obtuvo nuevamente el fragmento esperado (alrededor de 500 a

700 pb).
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4. 3 Ampilificaciones con los iniciadores ITSB y Laur1.

Con la finalidad de intentar nuevamente la amplificacion de la region ITS, se
utilizaron los iniciadores ITSB y Laur1, que son especificos para la familia de las
Lauraceas (Chanderbali et al. 2001); a la mezcla de reaccién se adiciond
Dimetil-sulféxido (DMSO) como lo describe el protocolo de Kuzoff et al. (1998).
La Figura 11 muestra los productos obtenidos con las condiciones antes
mencionadas. Se puede observar que en la mayoria de los materiales
amplificados se presentaron bandas inespecificas, pero también fragmentos
que corresponden al peso molecular esperado en relacién a los fragmentos

reportados en el genbank para especies pertenecientes a la familia Lauraceae.

MPM 1 Kb

- E
%m EEBEHES d S e d® o v &4k & &

8 PT T TTET

Fragmento esperado de
aproximadamente 500 pb

Figura 11. Productos de amplificacion con los iniciadores ITSB y Laur1,
utilizando MPM 1000 pb. De izquierda a derecha: (1) Yaruche, (2) P.
cinerascens, (3) Tepetl, (4) Martin Grande, (5) P. lingue, (6) Martin Grande,
(7) Tepetl, (8) P. steyermarkii, (9) Vargas (10) P. steyermarkii, (11) Tantima,
(12) B. miersii, (13) P. lingue, (14) P. cinerascens. Los fragmentos
esperados se senalan con flechas.

Con el Kit Advantage® -GC 2 PCR de los laboratorios Clonthech, se obtuvieron

productos de amplificacion nitidos gracias a las caracteristicas que este kit
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presenta y descritas en paginas anteriores; sin embargo, nuevamente se
obtuvieron dos fragmentos con pesos moleculares diferentes en la mayoria de
las muestras (Figura 12). Aun cuando no fue posible obtener la banda Unica
esperada, el uso del kit indicado, podria permitir la clonacién de dichos
productos de manera mas especifica para una posterior clonacién e

identificacion del fragmento esperado.

MPM 1 Kb

B 20030 08 v BBl B 169210 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
2

_ Fragmento esperado de

Figura 12. Productos de amplificacion de ITS utilizando el Kit Advantage®
-GC 2 PCR. De izquierda a derecha: 1) Fredy, 2) Tetiz, 3) Cima Coppey, 4)
Tochimilco, 5) P. schiediana, 6) San Cristébal Mercado 7) P. floccosa, 8) B.
anay 9) Tepetl 10) B. miersii 11) Antigua, 12) Olanca, 13) Tantima, 14) P.
cinerascens, 15) Marichal, 16) Yaruche, 17) Palestre, 18) P. sp, 19) Vargas,
20) Nubes, 21) Lino Ixtapan. Nétese que en las muestras 4,5 9,10 y 11solo
se aprecia una sola banda; sin embargo en el resto se aprecian dos
bandas de pesos moleculares de 500 y 700 pb. EI MPM es de 1kb de
Fermentas.

La obtencion de fragmentos ITS del DNA ribosomal, no pudo concretarse de
manera exitosa porque no se obtuvo una banda Unica del peso molecular

esperado (alrededor de 500 a 700 pb) en todas las muestras, an utilizando las
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diferentes marcas comerciales de enzimas Taq Polimerasa o utilizando DMSO
(Dimetil-sulfoxido) como lo refiere el protocolo de Kuzoff et al. (1998).Las
dificultades descritas para la obtencion de este fragmento se han relacionado
por una parte como ya se menciono, a la dificultad de obtener DNA de calidad y
por otra, a la estructura genética natural de este fragmento, ya que en
angiospermas se ha reportado que las secuencias cercanas al extremo 5" y al
final del extremo 3" del ITS1, son altamente variables y tienden a forman
estructuras similares a loops. Estas regiones en forma de loops contienen una
alta proporcion de guaninas, citocinas y timinas (Liu y Scharal, 1994), por lo que
se complica el alineamiento del templete y el pareamiento o reconocimiento con

los iniciadores utilizados.

4.4 Resultados del protocolo para la obtencion del fragmento Trnl-f de

DNA de cloroplastos con iniciadores TrnLf y TrnLc.

En la amplificacién de la regién TrnL-TrnF DNA de cloroplastos no se encontro
dificultad. En el primer ensayo se obtuvieron dobles bandas, sin embargo, esto
se resolvié adicionando DMSO en la mezcla de reaccién, como se hizo para la
region ITS. En la Figura 13 se observa la fotografia del gel con el fragmento

obtenido con PCR.
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Figura 13. Productos de amplificacion del fragmento TrnL-F en DNA de
cloroplastos de algunos de los materiales considerados. De izquierda a
derecha: 1) Olanca, 2) B. anay, Fredy, 3 y 4) San Cristébal Mercado, 5) P.
schiedeana, 6) Olanca, 7) Cima de Coppey, 8) Fredy, 9) Tetiz, 10 y 11)
Ixtapan de Oro, 12) Olanca, 13) Tochimilco, 14) Vargas, 15) B. anay, 16)
Martin Grande, 17) P. steyermarkii, 18) Olanca, 19 P. cinerascens, 20)
Tepetl, 21) Yaruche, 22) Lino Ixtapan, 23) Nubes, 24) Vargas, 25) P. sp. 26)
Marichal, 27) P. chamisonis. MPM de 1Kb de Fermentas. El fragmento
esperado se senala con flechas.

4.5 Secuenciacion del fragmento TrnL-TrnF del DNA de cloroplastos.

Se obtuvieron las secuencias del fragmento TrnL-TrnF de cpDNA en ambas
cadenas para los 23 materiales considerados en el trabajo, estos fragmentos

presentaron una longitud aproximada de 850 pb.

4.5.1 Resultado del analisis de secuencias en fragmentos TrnL-TrnF de

DNA de cloroplastos.

Con el andlisis de las secuencias descrito lineas atras, se obtuvieron dos
grupos bien diferenciados (Figura 14), los cuales representan al subgénero
Persea y subgénero Eriodaphne con base en los materiales utilizados. El primer
agrupamiento corresponde al subgénero Persea y contiene la mayoria de los

genotipos, este a su vez se subdivide en varios subgrupos. En el primer
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subgrupo de Persea, se encuentran representantes de las tres razas de

aguacate y especies afines tales como P. nubigena, P. shiedeana, P. flocosa y

el hibrido Martin Grande, este hibrido (hibrido de P. schiedeana x P. americana)

comparte este sub-agrupamiento con Palestre (RG), lo cual tiene

correspondencia con lo encontrado por Ashworth y Clegg (2003); es decir,

existe relacion entre hibridos de la raza Guatemalteca y raza Mexicana con P.

schiedeana.

=<
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85 P.floccosa, raza Mexicana y
® Vo-2tmic |p ghiggeana

@® Sh-4tmic-
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® _MG-2-tmlg—— Hibrido de P. shiedeana y P
americana

@ Nb1-7-tmig

P._nubigena,
® Tt-tmic ,

raza Antillana,
®_P-2-tmic

raza Guatemalteca,
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Figura 14. Agrupamiento filogenético de 23 representantes del género
Persea con base en la comparacion de secuencias del fragmento TrnL-

TrnF del cpDNA.
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Se observa también en este sub-agrupamiento, que representantes de la raza
Antillana y la raza Mexicana muestran correspondencia con lo propuesto por
Garcia e Ichikawa (1979) en el sentido de que P. americana var. americana
(raza Antillana) pudo haber emergido como un hibrido, de P. americana var.
drymifolia (RM) y P. schiedeana. En otras palabras, este sub-grupo se mantiene
como tal en nuestros analisis debido en parte a la informacion genética
compartida en la secuencia de DNA analizada. El subgrupo dos se conformo
por los dos representantes de la raza Constaricensis (Fredy y Las nubes) junto
a un P. schiedeana (Yaruche), este sub-agrupamiento no coincide con lo
encontrado por Shieber (citado por Bergh et al., 1987) porque consideran que
P. schiedeana dio origen a la raza antillana; de ser asi, se hubiera observado
mayor relacion con algun representante de dicha raza, por ejemplo: Marichal
(Mar) Tetiz (Tt) y Antigua (A-1) en nuestros resultados. Por otro lado, Ashworth
y Clegg (2003) analizando marcadores moleculares tipo microsatélites
encontraron que P. shiedeana esta relacionada de manera mas cercana a
cultivares hibridos de raza Mexicana mezclados con raza Guatemalteca.
Observacion que es mas consistente con nuestros analisis. Como parte de este
gran subgrupo se encuentran, como se ha indicado un P. floccosa (F-D), un
representante de la raza Mexicana (Vg-2) y un P. schiedeana (Sh-4), agrupados
de manera conjunta; esto sugiere mayor parecido en esta region del cloroplasto.
La conformacion de este subgrupo puede explicarse si se toma en
consideracion lo que algunos autores mencionan, que P. floccosa es ancestro
de la raza Mexicana (Scora y Bergh 1990) y que la raza Antillana se origino por

la raza Mexicana y P. schiedeana, (Garcia e Ichikawa 1979). Por otro lado,
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algunos autores han considerado que P. nubigena y P. steyermarkii dieron
origen a la raza Guatemalteca (Schieber y Zentmyer 1978; Furnier et al., 1990),
por esta razén ambas pudieron haberse incluido dentro de este subgrupo,
compartiéndolo como se ha indicado, con un representante de la raza
Guatemalteca. Por otra parte, P. steyermarkii (Ps) y San Cristobal Mercado
(SCM) (RG) que se encuentran dentro del subgrupo de Persea no estan
incluidos dentro de los otros sub-agrupamientos que se han descrito. Al
respecto, Schieber y Zentmyer (1978) y Furnier et al. (1990), consideran que P.
steyermarkii también dio origen a la raza Guatemalteca, asi que, aunque no
formaron parte de un subgrupo dentro del subgénero Persea, ambos materiales
han sido relacionados con anterioridad. Finalmente dentro del subgrupo de
Persea se encuentra el grupo conformado por representantes de la raza
Mexicana (Tch, T, XO) y un antillano (A-1), lo que es consistente con lo
propuesto por Garcia e Ichikawa (1979) en el sentido de que P. americana var.
americana (raza Antillana) pudo haber surgido como un hibrido de P. americana
var. drymifolia (RM) y P. schiedeana; es decir, en este subgrupo muestra con
mayor claridad las relaciones cercanas entre antillanos y mexicanos, si damos
por hecho, que la raza Mexicana dio origen a la Antillana. Sin embargo la
ubicacion de P. schiedeana dentro de este grupo se puede explicar debido a la
hibridacién que se ha dado desde hace cientos o miles de anos atras, o quizas
también a hibridaciones recientes. Por lo tanto, el que algunos materiales se
hayan agrupado de manera intermedia o incluso de forma inesperada, se pudo
deber a las hibridaciones ocurridas de manera natural y por la intervencion del

hombre, a lo largo del tiempo. Por otra parte, dentro del otro grupo principal,
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quedaron claramente definidos los representantes del subgénero Eriodphne,
coincidiendo esto con la actual clasificacion del género (Kopp 1966; van der
Werff 2002). Por lo tanto, el analisis de los fragmentos Tml-f pudieron
diferenciar a los dos subgéneros de Persea sin dificultad (Persea y Eriodaphne)
mediante sus respectivos representantes.

Por otra parte, es necesario resaltar que a partir del alineamiento con
secuencias de la base de datos del NCBI, se bajaron secuencias que
mostraban tener gran similitud con las nuestras, estas son pertenecientes al
género Sassafras asi como tambien se bajo la secuencia reportada para P.
americana. En un inicio se integraron a nuestro alineamiento, pero no fue
posible separar este género dentro de nuestro arbol filogenético debido a su
gran similitud y la secuencia reportada como petenciente a P. americana
parecia lo suficientmente difrente como para no agruparse dentro del conjunto
del subgénero Persea. Finalmente se decidi6 no integralas para nuestros
analisis, sin embargo estas secuencias fueron utiles para identificar que el

fragmento amplificado fuera el esperado.
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V. CONCLUSIONES

El analisis de secuencias de la region TrnL-TrnF permitié diferenciar a los

representantes de los dos subgéneros de Persea: Eriodaphne y Persea.

Con el analisis de las secuencias de la region TrnL-TrnF no fue posible separar

de forma definida las tres razas de aguacate.

La ubicacion conjunta de los representantes de P. schiedeana y de las razas
Antillana, Mexicana y Costarricenses en el arbol filogentico, sugiere que esta
especie pudo ser producto de la hibridacion natural o fitomejoramiento, tal y

como se ha sugerido en estudios anteriores.

Los grupos conformados por los representantes del subgénero Eriodaphne (P.
chamisinis, P. longipes y P. cinerascens) y los materiales pertenecientes a la
raza Antillana y Mexicana (Tch-2, A-1, T-t y XO-4), asi como los conformados
por P. floccosa, raza Mexicana, P. floccosa y P. schiedeana (F-D, VVg-2 y Sh-4)
y P. schiedeana, y la Raza constarricensis (Yr, Fr, y Nbs) dentro del subgrupo
de Persea, se mantuvieron agrupados consistentemente en los diferentes

arboles filogenéticos ensayados

El hibrido Martin Grande tal como se esperaba, se agrupd con representantes

de Persea schiedeanay Persea americana.
Para poder inferir el proceso evolutivo ocurrido en los representantes de Persea

considerados para este trabajo, es neceario comparar otras regiones

conservadas o genes del DNA.

29



VI. PERSPECTIVAS

Para México como centro de origen y dispersion del aguacate (y de otros
cultivos de importancia agricola), es indispensable utilizar las herramientas
tecnoldgicas de vanguardia tales como la biotecnologia para el reconocimiento
de su diversidad, conservacion y proteccion. En la actualidad, los estudios
sobre filogenia estan acompafnados de la utilizacion conjunta de una amplia
diversidad de técnicas, que van desde las morfologicas hasta la secuenciacion
de genes o zonas conservadas de DNA nuclear, de cloroplastos o mitocondrias,
y que se utilizan segun el objetivo o los alcances de estudio. Este trabajo, es
continuaciéon de otros relacionados con este cultivo, que han partido de utilizar
caracteristicas morfolégicas, marcadores moleculares tales como RAPDs e
ISSRs, hasta la secuenciacion de zonas conservadas en el genoma de
cloroplastos, y se considera seguir complementando y corroborando esta
informacion mediante la aplicacion de diferentes técnicas moleculares. Quizas
una proxima herramienta, sea la secuenciacion de zonas codificantes Uutiles
para filogenia en donde se consideren los tres genomas que posee una planta.
La traduccion de zonas codificadoras de proteinas puede ser de mayor utilidad
para estudios de filogenia, porque es mas facil de manejarlas para su analisis, y
mas confiable debido a que son regularmente de menor tamafo que una

secuencia anonima de DNA.
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8.1 Alineamiento de secuencias

#NEXUS

BEGIN DATA;

dimensions ntax=26 nchar=971;
format missing="?
sympbols="ABCDEFGHIKLMNOPQRSTUVWXYZ"
interleave datatype=DNA gap= -;

matrix
CC—trnlc
Fr-trnlc
MG-2-trnlc
Ch=1-=trnlec
PR-2-trnlc
Nbs-1-trnlc
XO0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T=trnlc
Tfi— 1 —trn.Le
P—2—t¥rila
ix—tEnlc
Ps—-trnlc
SCM-4-trnlc
Mar-trnlc
Pe—-2-trnle
A-1-trnlc
Yr-trnlc
Vg-2-trnlc
Teh=2-trnle
TE—tfnla
Sh—4trnlce
E=-D=txtilec

CC—t¥nle
Fr-trnlc
MG-2-trnlc
Ch=l=trnlec
PR-2-trnlc
Nbs-1-trnlc
XO0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T—trilec
Tn=lstrnle
P-2-trnlc
ILix-trnlc
Ps—trnle
SCM-4-trnlc
Mar-trnlc
Pe=2=trnlc
A-1-trnlc
Ye—tEnle
Vig—2—-trnlc
Teh=2=ttnlc

——————— GTGGAGGCTGGT-GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
————————————— GCTT-G--GAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
————————————— GCTGT--GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
————— CGGTGGTGGCTGT--GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
—————————— GCTGGT--G--GAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
—————————— TGGGCTGTT-AGGACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
————————— GGGGGGCTGATGGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
————————————— GCTGT--GGAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
————————————— GCTGT--GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
———————— TGGTGGCTTT--GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
—————— CGTGGTGGCTGT--GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
————————————— GCTGT--GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
———————— TGG-GGCTATA-GGAACCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
————————————— GCTGT--GGAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
———————————— GGGGGTT-AAG-CCTCT--CGTGGTA-GTTCCAA-TTC
———————— TGGTGGCTGGT-GGA-CCTCT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
—————————— GCTGGT--G--GAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
—————————— GCTGGTT-G--GAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
-—-—-GAGGGGCTGTATA-G-GAA-CCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
———————— TGGTGGCTTGTTGGAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
——————— GTGGTGGCTGGTTGGAACCTCT--AGTGATAACTTCCAA-TTC
———————————————————————— CTRACT--AGTGATA-CTTCCAA-TTC
———————— CCTTGGGTGTT-GA--CCTCT--AGTGATA-GTTCCAA-TTC

AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAARATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
-GAGAAACCCTGGAATTTAAAATGGG-AATCCTGAGCCCAATCCTGTTT-
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAARAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
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Tt-trnle
Sh-4trnlc
F-D-trnlc

Cé=trnle
Fr—-trnlc
MG-2-trnlc
Ch—l—-trnle
ER=2=trnle
Nbs-1-trnlc
XO0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
L=tEnlLE
Tn—-1l~-txrnle
P=2=trnlc
Lix-trnle
Ps—tEnlé
SCM-4-t#nde
Mar-trnlc
Pe=2~trnlc
A-1-trnlc
Yr—=trnle
Vg-2—-trnle
Tch-2-tenle
TE=tenle
Sh=4trnlg
F=D=trnlec

CC-trnlc
Fr-trnlc
MG-2-trnlc
Ch-1=trnlc
PR-2~-trhle
Nbs-1-trnlc
X0O-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T=krnle
Th-l-trnle
P—2—-t¥rnle
Lix-trale
Ps=trnle
SCM-4-trnlc
Mar=trnle
Pe-2-ttrnle
A-1-trnlc
Yr=trnlec
Vg-2-trnlc
Teh=-2-trnle
Tt—EBHle
Sh-4trnlc
E=P=Crnle

CC~trnle
Fr—trhld
MG-2-trnlc
Ch-1-trnlc
PR-2-trnlc

AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT
AGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTT

CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAARAAAGGATAGGATAGGT

CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG————— T
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAARAAAGGATAGGATAGGT
CAGAARACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCARAAAALAAGGATAGG-———— T
CAGAARAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG-———— i
CAGAARAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGARACCARAAAAAGCGATAGG-———— T
CAGAARACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACAAAAARAPAAGGATAGG-———— i
CAGAARACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCARAAAAAAGGATAGG-———— T
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACAAAAAAAAGGATAGG-———— T
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG————— fli

CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCARAALAAAGGATAGGATAGGT
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGGATAGGT
CAGAAAACA-GGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG-———— T
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGGATAGGT
CAGAAAACAAGGGTTC-GAAAGCGAGAACCARAALAA-GGATAGGATAGGT

CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG-———~— T
CAGAARAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACAAAAAAAAGGATAGG-———— T
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG-———— T
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCARAAAAAGGATAGGATAGGT
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACAAAAAAAAGCGATAGG-———— T

CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGGATAGGT
CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGGATAGGT

CAGAAAACAAGGGTTCAGAAAGCGAGAACCAAAAAAAGGATAGG-————— T
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————~— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT - —————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT—-——-——~— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT - —————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT ——————~— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAA-GGAAGCTGTTCTAACGAAT-—————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT ——————— GGAGTTGATTA
GC-GAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT - —————~— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT - —————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT-—————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT ——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT ——————— GGAGTTGATTA
GCAGAGACTCAAAGGAAGCTGTTCTAACGAAT ——————— GGAGTTGATTA

ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAAGATGACCCTAT
ACATTGGGATAGGAATCCTTCTATCGRAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGGATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
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Nbs-1l-trnlc
XO0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
P—-t¥nla
Tn-1-trnlc
P=2~tr¥rnle
Lix-trnlc
Es=trnle
SCM-4-trnlc
Mar-trnlc
Pc-2-trnle
A-l1-trnlc
Yr=trnle
Vg-2-trnlc
Teh=2-trnle
TE-E¥nle
Sh-4trnlc
F=D=trnlc

CC-trnle
Fr-trnlc
MG-2-trnlc
Ch=l=tEnlg
PR-2-trnlc
Nbs-1-trnlc
X0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T-txrnle
Tn-1l-trnlc
P-2-trnlc
Lix—~trnle
Ps-trnlc
SCM-4-trnlc
Mar-trnlc
Po=2=trnlc
A-1-trnlc
Ye-trnle
Vg-2—-trnle
Tch-2-trnlc
Tt=trnlc
Sh-4trnlc
F-D-trnlc

CC-trnlec
Fr-trnlc
MG-2-trnlc
Ch-1-trnlc
PR-2-trnlc
Nbs-1-trnlc
XO-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T=trnlc
Tn-1-trnlc
P-2—-trnle
Lix-trnlc
Ps-trnlc
SCM-4-trnlc

ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGGATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGGATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT

ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT

ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAAGATGACCCTAT
ACATTGGTATAGGAATCCTTCTATCGAAATTCCAGAAAGGATGACCCTAT

CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAA-TATCAAACAATTAATCACGATCCG-TTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA
CCTATATACGTACTGAAATATCAAACAATTAATCACGATCCGATTCCGTA

TTTTTTTTATATGA-—---— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA--—-- AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA-~—-- AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA-—---- AAAATGGAAGAATTGTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA----- AAAATGGAAGAATTGTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA---—- AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA--—-—- AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATATATG--AGAATGGA-—-—-—---— TCTTGGATCA-TTCCG
TTTTTTTTATATGA---—— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA----—- AAAATGGAAGAATTGTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTETTEATATGR —~~—~— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTILITTTTTATATCA————— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA-—-—-— AARAATAGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA-~-—~ AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
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CC~-trnle
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MG-2-trnlc
Eh=lstrnlc
PR=2=trnile
Nbs-1-trnlc
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Nbl-7-trnle
FPe=trnlc
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TTTTTTTTATATGA-—-—-—— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCG-TTCCA
TTTTTTTTATATGA--—-— AARATGGAAGAATTGTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA----— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA-----— ARRATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA----- AARATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA----— AARATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA-——-— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA--——-— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA
TTTTTTTTATATGA--—--— AAAATGGAAGAATTCTTGTGAATCGATTCCA

AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AAT--GAGGACGAATCAT-—-————-——-— ATCTGATCACTC-CTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATCC~---CCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA
AATTGAAGGAAGAATCGAATATTCAGTGATCAAATCATTCACTCCTCGGA

TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGCACGAGAATAARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCA
~AGATCTTTTGA--GACTGAT--AACGGACGAGAATAAGATCAG--TCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCA
TAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCA
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Mar-trnlc
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A-1-trnlc
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Teh—-2-trnle
Tt-tEnle
Sh-4trnlc
F-D-trnlc

CC-tEn 1

Fr-tinle

MG-2-trnlc
Ch-1-trnlc
PR-2-trnlc
Nbs-1-trnlc
XO0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc

TTCTACATGTCAA—————————mmm e e e e e
TTCTACATGTCAA——————— — e e e e e e
TTCTACATGTCARA - ———————mm e e e e e
TTCTACATGTCAA————————— e e
TTCTACATGTCARA——————————m e e
TTCTACATGTCAA - ———————mmmmm e e e e
TTCTACATGTCRAA - ————————m—mm e e
TTCGACATGTCC————m——m e e e e
TTCTACATGTCARA - ————————mm e m e
TTCTACATGTCAA———————————m e
TTCTACATGTCARA——————————m e e
TTCTACATGTCARA——————————m e e
TTCTACATGTCARA - ———————mm e e e
TTCTACATGTCARA————————mm e e e e e e e e
TTCTACATGTC T ———————mm e e e e e
TTCTACATGTCAA - ————————m e e e
TTCTACATGTCARA - —————m — e e e e e
TTCTACATGTCAA———————————m e
TTCTACATGTCAA - ————————m e e e e e
TTCTACATGTCARA - ———— = — — e e e e
TTCTACATGTCA A - —————m e m e e e e e
TTCTACATGTCA A —————m e m e e e e e
TTCTACATGTCAATACCGACAACACATGTCAATACCGACAACACATGTCA

-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
—-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
—-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGARAATCCGTCGACTTTAG
--—-TCCACT-CAATGAATTT----ATGAGGGGAAACCTC----ACTTTAC
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGARAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAARATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TCCCGACCACA-TGAATTTTAT-GTAAGGGGARAA-CCGTCCACTTT-G
—-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAARAATCCGTCGACTTTAG
—-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGARAATCCGTCGACTTTAG
-TACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG
ATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGGGGAAAATCCGTCGACTTTAG

AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARRAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAARAAGAARAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARAGARRAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAARAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAARRAGARAAGAGCCC
AAGTCG-GAGGGTTCC-GCCCCTC--TCCCCAATAARAAGARA---GCCC
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Ce—~trnle
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MG-2-trnlc
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Mar-trnlc
Pe=2=trnle
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AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGAARAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATARARAGARRAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGARARGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGARARGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTC--GTCCCTC~--TTCCCCATAAAAAGAARAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGAAAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARAGAARAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGAARAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATARAAAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAARAAGARAAGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGARARGAGCCC
AAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAATAAAAAGAARAGAGCCC

ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCRAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTGACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCRAAATTAGTTAT
ATTTGACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCARATTAGTTAT
ATTT--CTACC--TACCTCTTTATTTCCCC-TCGGTTCCAAATTAGT TA-
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTGACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAARTTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCARAATTAGTTAT
ATTT-ACTACCACAACCTCTTTATTTCGTC-TCGGTCC—-ARATAGT-AT
ATTTGACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCRAARATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAARATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCARATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCARATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAARTTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT
ATTTTACTACC-TAACCTCTTTATTTCGTCATCGGTTCCAAATTAGTTAT

GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAARACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGARAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGARACCTTT
GTTTCT--ATCACTCTACTCTTTCACGA-CGGATCCGGACC--AACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGRAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGRAALCCTTT
GTTTCT-ATTCACTC---TCCTTCACARACGGATCCGGACAGAA—-—-CT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
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GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGARACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACARACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGAAACCTTT
GTTTCTTATTCACTCTACTCTTTCACAAACGGATCCGGACAGRAACCTTT

CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAA-TGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACCAATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTAC-AATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACCAATGRAAC-TATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGRAACATATA
CTCTCTTATCGCAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGAACATATA
CTCTCTTATCACA-GTCTATCGATACGTT--TCTTACAACTGA-CTTGC-
CTCTCTTATCGCAAGTCTATAGATACGATATACTTACCAATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACCAATGRAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACARATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACAATATACTTACCAATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATAC-ATATACTTAC-AATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTAC-AATGAACATATA
TTCTCCTTTCACAAGTCTATAGACACGATATACTTACAAATGAACATAT -
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGRAACATATA
CTCTCTTATCGCAAGTCTATAGATACGATATACTTACCAATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACARATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGAACATATA
CTCTCTTATCGCAAGTCTATAGATACGATATACTTCCAA-TGAAC---TA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACARATGAACATATA
CTCTCTTATCACAAGTCTATAGATACGATATACTTACAAATGAACATATA

TAGGCAGGAA--TTTCCATTATTARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
T-GGCAGGAA---TTTCCTTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
T-GGCAGGGA---TTCCCTTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGC-AGGAATTTCC-GTTATTARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
T-GGCCAGGA---TTCCGTTATTAAATAATTC-CAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTAARTAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGC--TTTCCATTATTAA--AATTCCCAG-CCATATCACTACC
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
T-GGC-AGGAATTTCC-GTTATTAARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCCAGGAA-TTTC--TTATTAAATAATTCACAGTCC-TATCATTACT
TAGGCAGGAA---TTTCCTTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGGA-ATTCCATTATTAAATAATTCACAGTCC-TTATCTTACT
TAGGC-AGGAATTGCC-GTTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
T-GGCAGGGA---TTTCCTTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTAAATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TTGGCCAGGAA-TTTCC-TTATTAR-TAATTCACAGTCC-TATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA-TTTCCATTATTARATAATTCACAGTCCATATCATTACT
TAGGCAAGGAA--TTTCCTTATTAAATAATTCACAGTCC-TATCATTACT

CTTACACTGACAA-GTC-TTCTTTTTGAAGATCCAAGAAA-CTCCCAGGC
CTTACACTGACAAAGTC--TCTTTTTGAAGATCCRAAGAAC-CTCC-AGGC
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Fr=trnlc
MG-2-trnlc
Ch-1-trnlc
PR=2-trnlg
Nbs-1-trnlc
XO-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T=trnlec
Tn—-1-trnle
P=2-=trnlc

CTTACACTGACAA-GTC-TTCTTTTTGAAGATCCAGAAA-~CTCCCAGGC
CTTACACTGACAAGTC--TTCTTTTTGAAGATCCARGAAA-CTCC-AGGC
CTTACACTGACAA-GTC--TCTTTTTGAAGATCCCAGAAA-CTCCCAGGC
CTTACACTGACAAAGTCCTTCTITTTTGAAGATCCAAGAAC-CTCCAGG-C
CTTACACTGACAAAGTC—TTCTTTTTGAAGATCCAAGAAA—CTCCCAGGC
TTC---CTGACCA--TC-~-TTCTTTTGAAGATCACAAA--CTCCCAGG-~
CTTACACTGACAAAGTC-TTCTTTTTGAAGATCCARGAAA-CTCCCAGGC
CTTACACTGACAAAGTC--TCTTTTTGAAGATCCCAGAAA-CTCCAGG-—
CTTACACTGACAA-GTC-TTCTTTTTGAAGATCCAAGAAA-CTCCAAGGC
CTTACACTGACAA-GTC-TTCTTTTTGAAGATCCAAGAAA-CTCCCAGGC
CTTAC-CTGACAAAGTC-TTCTTTTTGAAGATCCCAGAAA-CTCC-AGCC
CTTACACTGACAA-GTC-TTCTTTTTGAAAATCCARAGAAA-CTCCCAGGC
CTTAC-CCGGCCAAGCCTCTTTTT---AAGATC--AGAAACTCCCAGGGC
CTTACACTGACAAAGTC--TTCTTTTGAAGATCCAAGAAA-CTCCCAGGC
CTTACACTGACAA-GTC-TTCTTTTTGAAGATCCCAGAAAACTCCAGG-—
CTTACACTGACAAAGTC-TTCTTTTTGAAGATCCA-GAAC-CTCC-AGGC
CTTACACTGACAAAGTCTTCTTTTT-GAAGATCCCAGAAACTCCCAGG-—
CTTAC-CTGACCAAGTC-TTCTTTTTGAAGATCCARAGAAA-CTCCCAGGC
CTTACACTGACAAAGTC-TTCITTTTGAAGATCCAAGAAA-CTCCAAGGC
CTTACACTGACAAAGTCTTCTTTTT-GAAGATCCAAGAAACTCCCAGG-C
CTTAC-CTGACAAAGTCTTCTTTTTTGAAGATCCCAGARACTCCCAGGGC

CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAAT -GACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
~TAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG—TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTT-CTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTGGTAAGACTTTTTGGGTTCTTTATT-—~GACATAAC
CTAGGTAAGATTTTG—TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAGATTTTG——CAAGACGTTTTGGG—TTTCTTGATTGACCTCACC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGGTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTT-CTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGG-TTCTTTA-TTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG—TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CCGAAGA---TTTG--TAAAACTTTTTGGGGATTTTAGG---ACCTAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGG-TTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG—TAAGACTTTTTGGGTT—CTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG—TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTG——TAAGACTTTTTGGGGTTTCTTTA———ATTGACAT
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTT-CTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGGTTTCTTTAATTGACATAGAC
CTAGGTAAGATTTTG-TAAGACTTTTTGGG-TTTCTTTA-——ATTGACAT
CTAGGTA-ATTTTG-~TAAGACTTTTG- === ——————————

CC~CAGTCCTCTAATA-—==—————mm——m e
CC-CCETCCPCTARTAGEEUGATECAT ~——r —m e s o
CC~C-GTCCTCTAATAGGGCGAT G~ === === ————m——mm e ____
CC-TAGTCCTCTAATAGGGCGA-—— === === ———mmm—mm o ____
CC-TAGTCCTCTAATAGGGCGATGCAT ——==—————m——m e ____
CCCCG-CCCTAATAGGG= == —==—— === == ——mm—mmmo o ______
CCCAG-TCCTCTAATAGGG-—==—===—==—————mmmo o __
C-~CACTCCTCTGATAAGGCGA=——=====——————m e _____
CC-CAGTCCTCTAATAGGGCGATGCATC === == ————— e ____
CC-TAGTCCTCTAATAGGGCGAT G~ —===—————m———e e ____
CC-CAGTCCTCTAATA=— =~ —————m— e



Lix—trnle
Pe—trnl.c
SCM-4-trnlc
Mar-trnlc
Pc-2-trnlc
A-1-trnlc
¥Yae—tirnle
vVg-2-trnlc
Tch-2—-trnlec
Te=trnle
Sh-4trnlc
F=D-trnlc

CcC—-tExnlc
Fr=trnlc
MG-2-trnlc
Ch=1=trnle
PR=2-trnle
Nbs-1-tEnle
XO0-4-trnlc
Nbl-7-trnlc
T=trnle
Tn-1-trnlc
P—2—t¥nl¢
Lix-trnlc
Ps—-trnlc
SCM-4-trnlc
Mar-trnlc
Pe=2—=trnle
A-1l-tENLE
Yr-trnlc
Vg=2=trnlec
Teh=2=trnle
Bt rhl.e
Sh-4trnlc
F-D-trnlc

end;

CE-CAGTCCTC
CE-CCETCETC
CC-CAGTCETC
CCCCECCECCC
CCCTAGCTECTC
EC==CGTEETC
CC-CCETCCTC
AGACCCCGTCC
CCCG--TCCTC
CC-CAGTCCTC

TAATAGGGCGATG-————=——=——————————
TAATAGGGCG=—======= === === —————
TAATAGGGCGAT - === === === === —————
TAATAGGGCGATG= == === === === = - ——— =
TAATAGGGCGATGCAT ———————————————————m o
TAATAGGGCGATGCAT - == == =—===—=—————————
TCmmmmmmmmm e
TAATAGGGCG========= == == === —————
L O
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