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ANALISIS FILOGENETICO DE LOS SUBGENEROS PerseaY Eriodaphne
(PersealLauraceae) MEDIANTE SECUENCIAS DE ADN NUCLEAR,
MITOCONDRIAL Y DE CLOROPLASTO

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE SUBGENUS PerseaAnd Eriodaphne
(PersealLauraceae) USING NUCLEAR, MITOCHONDRIAL AND
CHLOROPLAST DNA SEQUENCES

Cruz-Maya, M. £ y Barrientos-Priego, A.F

RESUMEN GENERAL GENERAL ABSTRACT

Persea es uno de los géneros méBersea is one of the most controversial
controversiales dentro de la familienera within the family Lauraceae, because
Lauraceae, por las relaciones complejas entihe relationships between the two subgenera
sus dos subgéneros; sugiriendo el origen ae very complex; suggesting the origin not
monofilético dePersea. Se realiz6 el analisismonophyletic ofPersea. It was carried out a
filogenético de 33 materiales (cinco dgbhylogenetic analysis with 33 materials (five
subgéneroEriodaphne, 28 del subgéneroof the subgenu&riodaphne and 28 of the
Persea), utilizando los genes de cloroplastsubgenudersea) was carried out, using the
ndhF, rbcL, matK y rpoC y el espaciador chloroplast genendhF, rbcL, matK, rpoC1,
intergénicotrnH-psbA; el gen nucleal8sy and the intergenic spacernH-psbA, the
los genes mitocondrialeatp4 y Cox3. Los nuclear genel8s, and the mitochondrial
andlisis del gematK y el de los ocho genesgenes atp4 and Cox3. The matK gene
concatenados mostraron la separacion aealysis and the eight concatenated genes
ambos subgéneros dPersea en clados show the separation of both subgenera of
independientes, confirmando el origen nBerseain separate clades, suggesting that the
monofilético de Persea y apoyando la origin of Persea is not monophyletic and
separacion de ambos subgéneros en géndheseforePersea and Eriodaphne subgenera
independientes. should be recognized as independent genera.
Dentro de los genes de cloroplasto, &iside the genes of chloroplast, the intergenic
espacio intergénicdrnH-psbA fue el mas space trnH-psbA was the more variable.
variable. Sin embargo, presenta una zohkevertheless, it presents a zone holds to
sujeta a frecuente inversion dentro de feequent investment inside the regipsbA-
regionpsbA- 3' UTR en multiples linajes de3' UTR in multiple lineages of angiospermas.
angiospermas. Se analizaron 131 secuencl@d sequences of 33 genera of the family
de 33 géneros de la familia Lauraceae pdrauraceae were analyzed to evaluate the
evaluar el efecto de la zona de inversion a@dfect of the zone of investment of the region
la regién trnH-psbA en las relacionestrnH-psbA in the phylogenetic relations of
filogenéticas de la familia Lauraceae y en ghe family Lauraceae and in thBersea
géneroPersea. Se observo que las relacionegenera. It was observed that the
flogenéticas estuvieron determinadas ehylogenetic relations were determined in
gran medida por la configuracion qugreat measured by the configuration that
presenta la zona de inversion, ya que pidesents the zone of investment, since upon
modificarla se obtuvo mejor resoluciomodifying it better phylogenetic resolution
filogenética en ambos casos. was obtained in both cases.

Palabras clave: Aguacate, Angiosperm&®y words: Avocado, basal angiosperms,
basales, filogenia. phylogeny.

1Estudiante de la maestria en ciencias en Biotegfeoldgricola. Departamento de Fitotecnia. Univerdiduténoma Chapingo.
2 Profesor-Investigador. Departamento de Fitotedstigversidad Auténoma Chapingo.



INTRODUCCION

El géneroPersea pertenece a la familia Lauraceae, actualmentedide&vi en dos
subgénerosPersea y Eriodaphne (Koop, 1996; van der Werff, 2002). Las principales
caracteristicas de distincion entre en estos s@bggrson la pubescencia de los tépalos y
el tamafo de fruto; el subgénd®ersea presenta ambas caras de los sépalos pubescentes,
mientras que erkEriodaphne generalmente solo la cara abaxial de los tépalos es
pubescente (Kopp, 1966). Por el tamafio del frutcsubgéneroPersea tiene frutos
grandes (~7-20 cm) mientras que Emodaphne los frutos son pequefios (menores a 2

cm).

El génerdPersea tiene alrededor de 85 especies, la mayoria seeptran desde el sur de
los Estados Unidos de Norteaméri€argea borbonia) hasta Chile Rersea lingue); las
excepciones sorPersea indica que se encuentra en las Islas Canarias (Espafa) y
probablemente otras del sur de Asia. En Méxiconseentran alrededor de 20 especies,
de las cuales cinco pertenecen al subgéPensea y el resto al subgéneEyiodaphne.
Dentro del génerdrersea, la especie mas importante por su valor socioeo@w es
Persea americana Mill. (aguacate), la cual se considera tuvo sgearien las partes altas
del centro y sur de México y en las partes altassdatemala, por lo que México se
considera uno de los paises con amplia diversidaétga de este cultivo, se considera
gue este cuenta con mecanismos de adaptacion cesistencia al frio, tolerancia a
salinidad, asi como caracteristicas de importaagiaindustrial como alto contenido de
aceites, resistencia del fruto al transporte (Batds-Priego y Lopez-Lopez, 1998) por lo
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gue se considera una fuente muy valiosa y potenorab recurso filogenético, para su
uso en el mejoramiento genético de cultivares,apgéertos e interinjertos que deben
conservarse.

Dentro dePersea americana, se reconocen ademas cuatro razas de aguacate: raza
Mexicana Persea americana var. drymifolia), raza Guatemaltecd¢rsea americana
var. guatemalensis), raza Antillana Rersea americana var. americana) (Bergh y
Ellstrand, 1987) y raza CostaricenciBef(sea americana var. costaricensis) (Ben-
Ya'acov et al., 1995). Se considera que estas razas son genétite equidistantes
(Bufler y Fiedler, 1996).

En el caso del subgéneEriodaphne su importancia radica en que algunas especies
contienen genes que le confieren resistencidhgophthora cinnamomi, los cuales
podrian  ser utilizados en el mejoramiento gené#cp especies del subgénero
Eriodaphne.

Por el enorme potencial genético del génamsea, se han intentado incorporar
caracteristicas agronémicas de algunas especiessud®éneroEriodaphne (con
excepcion deP. longipes) en especies del subgénd?ersea, especialmente eRersea
americana, por medio cruzas y de injertos, lo cual pusowedescia la incompatibilidad
gamética y vegetativa que existe entre los doséndrgs; sin embargo, entre especies
del subgéner®ersea si existe compatibilidad gameética y vegetativaiérado posible el
cruzamiento y la injertacion entre las especiesste.

Para tratar de explicar la incompatibilidad entneébas subgéneros deersea se han
realizado varios estudios en base a caracteresldgidos y moleculares de ADN. Entre
los cuales se encuentran el analisis cladistidzagi® por Campos- Rojas al. (2007) y
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los analisis filogenéticos de secuencias de l@drejiS por Rohweet al. (2009) y el de
Cabrera-Hernandeet al. (comunicacion personal) de la regiinL-F de cloroplasto,
quienes trataron de resolver las relaciones amedsscendencia dentro del género
Persea. Los tres estudios pudieron separar en cladogedifes a las especies del
subgénerdPersea de las del subgénekriodaphne, apoyando la hipotesis del origen no
monofilético del géneroPersea y también proporcionando una explicaciéon a la
incompatibilidad entre ambos subgéneros. Sin enobagdn existe controversia en el
tema, debido a que las relaciones filogenéticaseeluts dos subgéneros resultan
extremadamente complejas (Galirda@l., 2008; Smithet al., 1992; Kopp 1966); por el
tipo y numero de marcadores moleculares y morfot®g utilizados hasta ahora, se
considera que aun no se cuenta con suficiente msiagpara afirmar la separacion
taxonomica de los dos subgénerosPeesea, razon por la que estos aun no han sido
reconocidos como géneros independientes. Por to tasulta conveniente realizar el
analisis de un mayor namero de fragmentos de ABNCcamo un mayor nimero de
especies que representen mejor a ambos subgéderagnera que se puedan obtener
nuevas evidencias que permitan realizar una megamstruccion filogenética de género
Persea y de esta forma poder aclarar con mayor certeaeggn del génerBersea.

A nivel molecular es posible utilizar fragmentos @&ON como son regiones
codificantes, espaciadores intergénicos y espdniesnos transcritos del genoma de
cloroplasto (cpADN), genoma mitocondrial (mtADN)dgl genoma nuclear (nADN)
para realizar estudios filogenéticos, biogeogré&ficte diversidad genética, identificacion
de especies biologicas y evolucion molecular (Settial., 1995). En la seleccion de
estos marcadores se requiere que sean genes @ Ucopd, con suficiente variacion
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genética interespecifica, sin problemas de copisipies paralogas y con un nimero
considerable de polimorfismos (Ratnasingham y Hel#07). Entre los locus mas
utilizados del genoma de cloroplasto se encuendsagenesbcL, (Chaseet al., 1993),
ndhF (Godde y Trebst, 1980matK (Vogel et al., 1999) yrpoCly el espaciador
intergénicotrnH-psbA. En el genoma mitocondrial algunos genes maszatiis son
atp4 (Duminil et al., 2002) yCox3. En el genoma nuclear el géBs (White et al., 1990)

De estos fragmentos, el espacio intergémiobl-psbA del genoma del cloroplasto es
considerado como uno de los mejores marcadores igamndificacion de especies en
varios grupos de plantas, debido a su alto porgedtasitios polimorficos (Lahayat al.,
2008; Storchova y Olson; 2007), por lo que ha gidpuesto como unos de los codigos
de barras universales para plantas (Nicolalde-Maeepgl., 2010; Cheret al., 2010).
Algunos otros también considerados correspondes gdnesnatK y rbcL.

El presente estudio tuvo como objetivo reconstasirelaciones filogenéticas dentro del
géneroPersea, mediante el analisis de las secuencias de oalgm&ntos de ADN, para
obtener evidencias soélidas y robustas que perraitamconocimiento de los subgéneros
Persea y Eriodaphne como géneros filogenéticamente independientescdmb también
reconocer marcadores utiles en la identificaciommueriales pertenecientes a ambos

subgéneros.



OBJETIVOS GENERALES

Reconstruir las relaciones filogenéticas existertdse los subgénerd®ersea y
Eriodaphne mediante el analisis de secuencias de ADN.
Seleccionar marcadores moleculares Utiles en tgifib@cion de especies dentro

del subgéner®ersea.

HIPOTESIS GENERAL

El andlisis filogenético generado permitira infdes relaciones existentes entre
los 33 miembros de los subgénerBsrsea y Eriodaphne aportando evidencias
contundentes acerca del origen no mofilético deleggPersea, apoyando la

separacion de estos como géneros independientes.



LITERATURA CITADA

Barrientos-Priego, A. F. y L. Lépez-Lépez. 1998stdiia y genética del aguacate.
Memoria Fundacion Salvador Sanchez Colin CICTAMEXC. Coatepec Harinas,
México.

Ben-Ya’'acov, A., A. Solis M. y E. Peri. 1995. Pregs of the study of avocado genetic
resources. Il. The avocado genetic resources itad®sa. Program and Book of
Abstracts of the World Avocado Congress lll. Ocaul22-27, Tel Aviv, Israel.
p.109.

Bufler, G., y J. Fiedler. 1996. Avocado Genetic ®eses: Final Repot. GIARA B-14.
Julio, 1996. 50 p.

Campos- Rojas, E., Terrazas, T. and L. Lopez-M&@07. Persea (avocados)
phylogenetic analysis based on morphological chearsic hypothesis of species
relationships. Genetic Resources and Crop Evolli#br?49-258.

Chase, M. W., Soltis, D. E., Olmstead, R. G., Matda., Les, D. H., Mishler, B. D.,
Duvall, M. R., Price, R. A, Hills, H. G., Qiu, Y., Kron, K. A., Rettig, J. H.,
Conti, E., Palmer, J. D., Manhart, J. R., Sytsma].KMichaels, H. J., Kress, W. J.,
Karol, K. G., Clark, W. D., Hedrén, M., Gaut, B., Sansen, R. K., Kim, K.-J.,
Wimpee, C. F., Smith, J. F., Furnier, G. R., Stsa® H., Xiang, Q.-Y., Plunkett,
G. M., Soltis, P. S., Swensen, S. M., Williams ES. Gadek, P. A., Quinn, C. J.,
Eguiarte, L. E., Golenberg, E., Learn, G. H., Graham, S. W., Barrett, S. C. H.,

Dayanandan, S. y V. A. Albert, 1993. Phylogenetitseed plants: An analysis of



nucleotide sequences from the plastid gdioe. Annals of the Missouri Botanical
Garden 80: 528-580.

Chen, S., Yao, H., Han, J., Liu, C., Song, J., hing S., Zhu, Y., Mal, X., Gao, T.,
Pang, X., Luo, K., Li, Y., Li, X,, Jial, X., Lin, Y Leon, C. 2010. Validation of the
ITS2 region as a novel DNA barcode for identifyimgdicinal plant species. Plos
ONE 5:e8613.

Duminil, J., Pemonge, M.H. and R.J. Petit. 2002sék of 35 consensus primer pairs
amplifying genes and introns of plant mitochondf®NA. Molecular Ecology
Notes 2: 428—-430.

Galindo T., M. E., Arzate F., A. M., Ogata, A. NMurguia G., J., Lee EH.E. y I
Landero T. 2008. El origen y domesticacion del agte Persea americana Mill.)
en Mesoamérica. XXI Reunion Cientifica-Tecnologlearestal y Agropecuaria
Veracruz y | del Trépico Mexicano. Estado de VemnaciMeéxico. pp. 516-523.

Godde, D. and A. Trebst. 1980. NADH as electron adofor the photosynthetic
membrane o€lamydomonas reinherdii. Archives of Microbiology 127: 245-252.

Kopp, L. E. 1966. A taxonomic revision of the geessea in the Western Hemisphere
(Persea-Lauraceae). Memoirs of the New York Botanical Gard4: 1-120.

Lahaye, R., Van der, B. M., Bogarin, D., Warney,Rupulin, F., Gigot, G., Maurin, O.,

Duthoit, S., Barraclough, T.G., Savolainen, V. 20D8IA barcoding the floras of
biodiversity hotspots. PNAS 105: 2923-2928.

Nicolalde-Morejo, F., Vergara-Silvac, F., Gonzakstorgaa, J., Stevensond, D. W.,
Vovidese, A. P. and Sosa, V. 2010. A charactersbaggproach in the Mexican
cycads supports diverse multigene combinationsDNA barcoding. Cladistics

26:1-15.



Ratnasingham, S. and P. D. N. Hebert. 2007. BOLe Barcode of life data system.
Molecular Ecology Notes 7: 355-364.

Rohwer, J. G., Li, J., Rudolph, B., Schmidt, S. yan der Werff, H., and H.-W. Li.
2009. IsPersea (Lauraceae) monophyletic? Evidence from nucldavsomal ITS
sequences. Taxon 58: 1153-1167

Smith, N., Williams, J. T., Plucknett, D. L. and Talbot. 1992. Tropical Forests and
Their Crops. Comstock Publishing. Ithaca, USA.

Soltis, P. S., Soltis, D. E., Novak, S. J., SchultzL. and R. K. Kuzoff. 1995. Fossil
DNA: ITS potential for biosystematics, pp. 1-18: Experimental and Molecular
Approaches to Plant Biosystematics. P. C. Hoch And5. Stephenson (eds.).
Missouri Botanical Garden, St. Louis, Missouri, USA

Storchova H. and M.S. Olson. 2007. The architectdiréne chloroplast psbA-trnH non-
coding region in angiosperms. Plant System andufiool 268: 235-256.

Van der Werff, H. 2002. A synopsis of Persea (Leea®) in Central America. Novon
12: 575-586.

Vogel, J., Bérner, T. and W.R. Hess. 1999. Comparatnalysis of splicing of the
complete set of chloroplast group Il introns inet@migher plants mutants. Nucl.
Acid. Res. 27: 3866-3874.

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. and J. W. Tayl®®90. Amplification and direct
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phgtaics, pp. 315-324n:
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applicatidneis, M. A., D. H. Gelfand,

J. J. Sninsky, and T. J. White (eds.). Academis®rc., New York, USA.



CAPITULO |

ANALISIS FILOGENETICO DE LOS SUBGENEROS PerseaY Eriodaphne
(PersealLauraceae) MEDIANTE SECUENCIAS DE ADN NUCLEAR,
MITOCONDRIAL Y DE CLOROPLASTO



ANALISIS FILOGENETICO DE LOS SUBGENEROS PerseaY Eriodaphne
(PersealLauraceae) MEDIANTE SECUENCIAS DE ADN NUCLEAR,
MITOCONDRIAL Y DE CLOROPLASTO

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE SUBGENUS PerseaAnd Eriodaphne
(PersealLauraceae) USING NUCLEAR, MITOCHONDRIAL AND
CHLOROPLAST DNA SEQUENCES

Cruz-Maya, M. & y Barrientos-Priego, A.°F

RESUMEN
Desde el punto de vista filogenético el
géneroPersea es uno de los géneros mas

controversiales dentro de la familia
Lauraceae, principalmente por las
relaciones complejas entre sus dos
subgéneros, y no contar con las

evidencias suficientes para establecer si
el subgéneroEriodaphne es o no un
género independiente. Para poder
determinar las relaciones filogenéticas
del génerdPersea, se realizé el andlisis
filogenético de 33 materiales (cinco del
subgénerdcriodaphne, 28 del subgénero
Persea) utilizando los genes de
cloroplastondhF, rbcL, matK y rpoC y

el espaciador intergénicionH-psbA; el
gen nuclear 18 y los genes
mitocondrialesatp4 y Cox3. El analisis
del genmatk y el de los ocho genes
concatenados mostraron la separacion de
ambos subgéneros en clados
independientes, lo que sugiere que el
origen dePersea es no monofilético y
por lo tanto ambos subgéner®gysea y
Eriodaphne, deben ser reconocidos
como géneros filogenéticamente
independientes.

Palabras clave: aguacate, aguacatillo,
filogenia, secuencias de  genes,
separacion de géneros.

ABSTRACT

From the phylogenetic point of view,
Persea is one of the most controversial
genera within the family Lauraceae,
mainly because the relationships
between the two subgenera are very
complex, and there is insufficient
evidence  to establish  whether
Eriodaphne subgenus is an independent
genus or not. To determine the
phylogenetic relationships of the genus
Persea, a phylogenetic analysis of 33
materials (five of the subgenus
Eriodaphne and 28 of the subgenus
Persea) was carried out, using the
chloroplast geneshdhF, rbcL, matK,
rpoC1l, and the intergenic spactmnH-
psbA, the nuclear gerd8s, and the
mitochondrial genesatp4 and Cox3.
Analysis of thematK gene and the eight
concatenated genes showed that the
species of both subgenera are in separate
clades, suggesting that the origin of
Persea is not monophyletic and
therefore Persea and Eriodaphne
subgenera should be recognized as
phylogenetically independent genera.

Keywords: avocado, “aguacatillo”,
phylogeny, gene sequences, genus
separation.
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INTRODUCCION

El géneroPersea (Lauraceae) tiene aproximadamente 85 especiesibdidas en
América, desde el sur de los Estados Unidos deeBiowérica Persea borbonia (L.)
Spreng] hasta Child>érsea lingue Ruiz & Pavon); con una especie en las Islas Canaria
[P. indica (L.) Spreng.] y probablemente algunos represerdgante el sur de Asia
(Barrientos-Priego y Lépez-Lépez, 1998). El gérsalividio en los subgénerBersea

y Eriodaphne (Kopp, 1966) con base a ciertos caracteres mgifmdé ubicados en la
flor y fruto, como son la longitud y persistenciaalds tépalos, el nUumero de anteras, la
forma del pedicelo del fruto (Rohwet al., 2009), la pubescencia de los sépalos, el
tamafio de fruto y la presencia de un capuchon parta alta del fruto, los tres ultimos
son los principales caracteres que diferencian ansobgéneros. El subgéndfersea
presenta sépalos con las caras abaxial y adabalkpeante, mientras que Eriodaphne
generalmente la cara adaxial de los sépalos esag{Kbpp, 1966). Por el tamafio del
fruto, el subgéner®ersea tiene frutos grandes (~7-20 cm) conocidos com@aecapes
verdaderos, y ekriodaphne los frutos son pequefios (menores a 2 cm) y seceano
como aguacatillos. En el caso del capuchén deb freéte se encuentra presente en los
frutos del subgénerBriodaphne, mientras que en los frutos del subgéreemsea esta
ausente.

A pesar de los estudios realizados para esclataserelaciones filogenéticas de los
subgéneros dfersea, asi como de sus géneros afines, los caractere®lagicos
considerados no son contundentes (Roletval., 2009), principalmente por la dificultad
de encontrar las estructuras florales y los fretosiltaneamente, lo que dificulta en gran

medida la identificacion de los ejemplares muedtisa
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Dentro del subgéneersea, P. americana Mill. es la especie mas estudiada debido a su
importancia en la alimentacion humana, principalt@gror su alto contenido en aceite;
razon por la que se han intentado incorporar ersuagspecies de. americana Mill.
caracteristicas agronémicas (como es la resistarRtigtophthora cinnamomi Rands) de
especies del subgénelmiodaphne [con excepcion d®. longipes (Schlecht.) Meissn],
por medio de cruzas e injertos, lo cual puso edesdia la incompatibilidad vegetativa
gue existe entre los dos subgéneros (Fralieth., 1958). Sin embargo, entre especies del
subgénerdersea si se ha encontrado compatibilidad para injentdired®. americana y

las especied. nubigena L. Wms., P. steyemarkii Allen, P. schiedeana Ness, yP.
flocossa Mez (Frolich et al., 1958). También se ha encontrado compatibilidatdéiica
entreP. americana Mill. conP. schiedeana Ness (Ellstrandt al., 1986),P. flocossa Mez
(Berg, 1967),P. nubigena L. Wms. (Bringhurst, 1954) y un hibrido natural entre
steyemarkii Allen y P. americana Mill. (Barrientoset al., comunicacion personal). Estos
hallazgos han generado controversias respectagainomonofilético del génerBersea,
sugiriendo que los subgénerosRiesea (Persea y Eriodaphne) pueden ser reconocidos
como geéneros independientes.

El andlisis cladistico de Campos- Rogisal. (2007) y los andlisis filogenéticos de
secuencias de la region ITS de Roheteal. (2009), y el de Cabrera-Hernandetzal.
(comunicacion personal) sobre la regionL-F de cloroplasto, trataron de resolver las
relaciones ancestro-descendencia dentro del géteesea. Los tres estudios pudieron
separar en clados diferentes a las especies dgérsetoPersea de las del subgénero
Eriodaphne, apoyando la hipétesis del origen no monofilétdml géneroPersea y
también proporcionando una explicacion a la incdibjp@ad entre ambos subgéneros.
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Sin embargo, aun existe controversia en el temaldebque las relaciones filogenéticas
entre los dos subgéneros son complejas (Gakhah, 2008; Smithet al., 1992; Kopp
1966) y hasta ahora no se cuenta con suficienteesia de este tipo de estudios para la
separacion de los dos subgéneroPasea.

Los estudios de Rohwest al. (2009) y Cabrera-Hernandeat al. (comunicacion
personal) se realizaron Unicamente con la inforémade un solo gen, por lo que resulta
conveniente llevar a cabo un andlisis con un mayanero de fragmentos de ADN, asi
como un mayor numero de especies que representen ctaéamente a ambos
subgéneros, de manera que con esto se pueda comtauevas evidencias que permitan
aclarar con mayor certeza el origen del géRergea.

En los andlisis filogenéticos de varias familias alegiospermas se han utilizado
secuencias de ADN de regiones codificantes, egp@@a intergénicos y espacios
internos transcritos del genoma de cloroplasto @A del genoma mitocondrial
(mtADN) y del genoma nuclear (NnADN). Actualmentéasssecuencias son consideradas
un recurso potencial en estudios filogenéticosgédmgraficos, de diversidad genética,
identificacion de especies biolégicas y evoluciomlenular (Soltiset al., 1995).
Generalmente son genes de copia Unica, con suécraniacion geneética interespecifica,
sin problemas de copias mdultiples paralogas y cannumero considerable de
polimorfismos (Ratnasingham y Hebert, 2007). Edte locus mas utilizados del
genoma de cloroplasto se encuentran el ripeh, el cual codifica para la subunidad
grande de la ribulosa 1-5 bifosfato/carboxilasgasuunciones son la fijacion de €én
forma organica y también es una oxigenasa en tadsgpiracion (Chaset al., 1993;
Juddet al., 2007). Otro gen es ebhF, que codifica para la subunidad pequefa de la
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enzima NADH deshidrogenasa que patrticipa en laazkith del NAD a NADH durante
la fase oscura de la fotosintesis que se llevéba ea el estroma de los tilacoides para
reducir los efectos del estrés fotooxidativo y émescencia (Lewin, 1994; Godde y
Trebst, 1980). ElI gematK, que codifica una madurasa involucrada en el poce
eliminacion de intrones durante la maduracion dmsiritos multicistronicos del
cloroplasto(Vogel et al., 1999; Schmitz-Linnewebet al., 2001). El gempoC1 codifica
para la subunidad beta de la RNA polimerasa, ld padicipa en el proceso de
transcripcion de los genes del cloroplagiatre las secuencias utilizadas se encuentra
también el espaciador intergénitmH-psbA, ubicado entre el gepsbA que codifica
para la proteina de 32 kDa del fotosistema Il gegltrnH que codifica para el tRNA-His
(Olmstead y Sweere, 1994). También han sido corsids fragmentos del genoma
mitocondrial, como son el gatp4, que codifica para la subunidad 4 de la ATPgda,
del genCox3, que codifica para subunidad 3 del citocromo dasa (Duminilet al.,
2002). Se han considerado también algunos gendsanes como el geb8s (White et

al., 1990)que codifica para la subunidad pequefia (40S) besoma, en donde se lleva
a cabo la traduccion del RNAm en eucariontes. Deeezllos, los genesdhF, matk,
rpoCl, y el espaciaddrnH-psbA, son los que presentan las tasas de evoluciomliags

El presente estudio tuvo como objetivo reconstasirelaciones filogenéticas dentro del
géneroPersea, mediante el andlisis de secuencia de ocho framseate ADN, para
obtener evidencias solidas y robustas que perreitaaconocimiento de los subgéneros

Persea y Eriodaphne como géneros filogenéticamente independientes.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Se utiliz6 material vegetal de 33 especimenes éeérpPersea (cinco del subgénero
Eriodaphne y 28 del subgénerdPersea), ademas de una especie del género
Beilschmiedia, que se obtuvo de la coleccion del banco de gdaemo@ de la Fundacion
Salvador Sanchez Colin-CICTAMEX, S.C (ubicado emt€pec de Harinas, México), y
de ejemplares depositados en el Herbario del Deparito de Bosques de la
Universidad Auténoma Chapingo (CHAP). Los ejemmangrovienen de varias

localidades de México y de otros paises dondesteldiye este género (Cuadro 1.1.).
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Cuadro 1.1. Ejemplares utilizados en el analisis,egistro en el Banco de Germoplasma de la Fundaci@®alvador Sanchez
Colin-CICTAMEX, S.C., subgénero al que pertenecen ljugar de procedencia

Taxén Clave de Subgénero Localidad
registro
Persea floccosa CH-1-3 Persea Aquila, Veracruz, México
Persea sp. ‘Freddy 4’ CH-CR-29  Persea Costa Rica
Persea americana var. costaricensis CH-CR-44 Persea Costa Rica
Persea americana var. costaricensis CH-CR-25 Persea Costa Rica
Per sea steyermarKkii CH-G-Ch1l Persea Chiapas, México
Persea schiedeana CH-Gu-1 Persea Guatemala
Persea americana var. americana CH-G-48 Persea Yucatan, México
Persea americana var. drymifolia CH-C-57 Persea Edo. de México, México
Persea gigantea CH-1-2 Persea Guatemala
Persea lingue CH-PI-1 Eriodaphne Chile
Persea parvifolia CH-Ve-2 Persea Chocaman, Veracruz, México
Persea americana var. americana x var. Guatemalensis Punta A+T46 Persea California, U.S.A.
(‘Hass’)
Beilschmiedia anay CG-Hu-56 Beilschmiedia Cuetzalan, Puebla, México.
Persea americana var. Guatemalensis CH-GU-6  Persea Guatemala
Persea americana var. americana CH-G-45 Persea Hunucma, Yucatan, México
Persea americana var. drymifolia CH-Der-2 Persea Coatepec de Harinas, Edo. de México,
México
Persea cinerascens CH-C-30 Eriodaphne Tacambaro, Michoacan, México
Persea americana var. drymifolia CH-C-63 Persea Coatepec de Harinas, Edo. de Meéxi
México
Persea americana var. americana CH -CR- 28 Persea Costa Rica
Persea americana var. guatemalensis CH-GU-5 Persea Guatemala
Persea longipes CH-G-36 Eriodaphne Sierra de Tantima, Veracruz, México
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Persea sp. ‘PR’ CH-PR-1 Eriodaphne
Persea americana var. americana CH-1-6 Persea
Persea nubigena CH-1-4 Persea
Persea schiedeana CH-H-5 Persea
Persea schiedeana x Persea americana var. guatemalensis CH-C-62 Persea
Persea americana var. drymifolia CH-C-47 Persea
Persea americana var. guatemalensis CH-G-11 S1 Persea
Persea americana var. guatemalensis CH-G-7 S2 Persea
Persea schiedeana CH-H-7 Persea
Persea chamissonis CHAP 37473 Eriodaphne
Persea tolimanensis Mv1* Persea

Huatusco, Veraruz, México
La Antigua, Veracruz, México
Israel

Honduras

Guatemala

Michoacan, México

Olanca, Chiapas, México
San Cristbbal de las Casas,
México

Honduras

La Mojonera, Hidalgo, México
Motozintla, Chiapas, México

Chiapas,

* Material tomado de ejemplares depositados eneegb&tio CHAP.
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Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

El ADN se extrajo de ~50-100 mg de hojas previamelgshidratadas en silica gel, en
algunos casos se utilizaron hojas de especimenesridario. Se extrajo ADN genomico
por el método de CTAB (Weisingt al., 1995) con algunas modificaciones que
permitieron eliminar de las muestras una mayor idadt posible de compuestos
fendlicos. Al final del procedimiento el ADN se o6 con el Qiaquick columns
(Qiagen, USA) siguiendo las instrucciones del fabrie. La amplificacion de cada uno
de los ocho fragmentos se realiz6 en un volumeah tigt 25 pL, conteniendo 50-100 ng
de DNA, 200 pM de la mezcla de dNTP’s, 1X ColorléssTaq Flexi Reaction Buffer
(Promega, USA), 20 pM de cada uno los iniciadosgse€ificos para cada fragmento
(Cuadro 1.2), 2.5 mM de Mggl 2 U de GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega,
USA). Los programas de amplificacion de cada fragmeconsistidé de un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 4 min a 94 °C, seguid@®5 ciclos de 45 s a 94 °C, 1 min a
la temperatura especifica de cada fragmento (Cuaéjo/ 1 min a 72 °C, con un ultimo
ciclo de extension final de 5 min a 72 °C. Las ceates de amplificacion se llevaron a
cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700ligd Biosystems, USA). Los
fragmentos amplificados fueron visualizados eneirdg agarosa a 1.2 %. Los productos
de PCR se limpiaron utilizando las columnas debhQigk PCR Purification Kit (Qiagen,

USA) siguiendo las instrucciones proporcionadasepéabricante.
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Cuadro 1.2. Iniciadores utilizados en la amplificaidn y secuenciacion de fragmentos de ADN mitoconddi, nuclear y de
cloroplasto.

Locus/ Nombrey  Secuencia5- 3’ Tm Referencia
Segmento direccion (°C)
n18s NSL GTAGTCATATGCTTGTCTC 56  Whitest al. (1990)
NHA CTTCCGTCAATTCCTTTAAG 56  Whiteet al. (1990)
NS5 AACTTAAAGGAATTGACGGAAG 56  Whiteet al. (1990)
N3 TCCGCAGGTTCACCTACGGA 56 Whitet al. (1990)
cprpoCl 1f GTGGATACACTTCTTGATAATGG 56 Fordt al. (2009)
4r TGAGAAAACATAAGTAAACGGGC 56 Fordet al. (2009)
cp trnH-psbA trnH2 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 51 Tattal. (2003)
psbAF GTTATGCATGAACGTAATGCTC 51 Tatetal. (2003)
cprbcL 1f ATGTCACCACAAACAGAAAC 56 Olmsteadt al. (1992)
724r TCGCATGTACCTGCAGTAGC 56 Fagtal. (1997)
cp ndhF 389f CTGCBACCATAGTMGCAGCA 59 Este estudio
461r GATTRGGACTTCTRSTTGTTCCGA 59 Este estudio
cp matK 1326R TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 48  Schmitz-Linnewebstral. (2001)
390F CGATCTATTCATTCAATATTTC 48  Schmitz-Linnewebetal. (2001)
mt Orf25 (atp4) Orfl AAGACCRCCAAGCYYTCTCG 50 Duminiét al. (2002)
Orf2 TTGCTGCTATTCTATCTATT 50 Duminikt al. (2002)
mt Cox3 Cox3r CTCCCCACCAATAGATAGAG 51 Duminikt al. (2002)
Cox3f CCGTAGGAGGTGTGATGT 51 Duminiét al. (2002)

n = ADN del genoma nuclear
cp = ADN del genoma de cloroplasto
mt = ADN del genoma mitocondrial
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Los productos de PCR se secuenciaron directamdiiteando los primers mencionados
anteriormente, en el sistema de secuenciacion atittado de Macrogen (Corea del Sur;

http://dna.macrogen.com). Las secuencias se editarensamblaron con el programa

BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999).

Alineamiento de secuencias

Las 33 secuencias obtenidas de cada uno de lamndragsndhF, rbcL, matK, rpoC,
trnH-psbA, 18s, atp4 y Cox3, se alinearon con el programa MUSCLE versién Bdgér,
2004). Adicionalmente, 15 de las secuencias obasnitl gemmatK se alinearon junto
con 35 secuencias del Genebank, dos pertenecidPdesaa y las demas a 18 géneros
cercanos de la familia Lauraceasassafras, Litsea, Lindera, Ocotea, Cinnamomun,
Nectandra, Actinodaphne, Parasassafras, Snosassafras, Neolitsea, Iteadaphne,
Endlicheria, Aniba, Laurus, Umbellularia, Alseodaphne, Phoebe y Machilus).
Posteriomente, se construyé manualmente la sup&nus las cinco secuencias de
cloroplasto: ndhF+rbcL+matK+rpoC+trnH-psbA, asi como la supermatriz de los dos
genes mitocondrialeatp4+Cox3, y la supermatriz de los ocho fragmentos analigado
ndhF+rbclL+ matK+rpoC+trnH-psbA+18s+atp4+ Cox3.

Andlisis filogenético.

Se llevaron a cabo cuatro analisis, en el primerarglizaron las 69 secuencias alineadas
del gen matK; y en los otros tres cada una de las supermatncescionadas
anteriormente. Los cuatro analisis se realizaram elométodo de méxima parsimonia
utilizando el programa PAUP version 4.0b10 (Swaffo2001). En cada uno de los
analisis, todos los caracteres tuvieron el mismorva los espacios vacios presentes
entre las secuencias alineadas fueron considerahos datos perdidos. Para encontrar
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los arboles méas parsimoniosos se utilizd una basgheuristica con 1000 repeticiones
de adicidon de taxones al azar y un intercambioifdeclciones de biseccion-reconexion

de arboles, con la opcién Multress solo se guardamejores arboles de cada paso. El
analisis de remuestreo (“bootstrap”) se realiz6 600 repeticiones y una busqueda

heuristica con las especificaciones mencionada&siamhente.

RESULTADOS
Caracteristicas de las secuencias
Se obtuvieron 33 secuencias de cada uno de los gemglificadosndhF, rbclL, matK,
rpoC1, trnH-psbA, 18s, atp4 y Cox3. La mayor variacién se presentd tenH-psbA, el
alineamiento de 497 pb presentd 67 sitios varia(l8s48 %) y 32 sitios parsimonio-
informativos (6.44 %); las menor variacion se pnéSen los dos genes mitocondriales,
atpdy Cox3 (1.18 y 0.43 % de sitios variables en la secugemnespectivamente) (Cuadro
3 y 4). La secuencia mas variable en los ocho gareBeilschmieda anay (0-4 %)

(Cuadro 4), que se utilizé como grupo externo srcleatro analisis filogenéticos.
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Cuadro 1.3. Descripcidon de los alineamientos de lagcuencias de los 33 materiales del géndterseay uno deBeilschmiedia

anay.
Locus/segmento Longitudde RC RN Pi Pi SC SC Sv Sv S MFSE

alineamientos C (%) (%) (%)

(bp)
n18s 1748 0 1748 6 034 1719 9834 29  1.69 23 2
cprpoCl 599 599 O 2 033 577 96.33 22  3.67 20 © 2
cptrnH-psbA 497 98 399 32 6.44 428 86.12 67 1348 41 5
cprbcL 1481 1428 53 10 0.67 1390 93.86 91  6.14 81 4
cpndhF 739 739 0 4 054 707 9567 32 4.33 28 0
cp matkK 909 909 0 7 077 866 9527 43 473 36 1
mt atp4 507 507 O 1 020 501 9982 6 1.18 5 0
mt Cox3 695 695 O 0 O 692 9957 3 0.43 3 0
matK-rbcL-ndhF-rpoCi-trnH-psbA 4236 3773 463 55 1.30 3965 93.60 261 6.16 206 12
Cox3-atp4 1199 1199 0 1 0.08 1190 99.23 9 0.75 8 0
18s-Cox3-atp4-matK-rbcL-ndhF- 7183 4983 2200 62 0.86 6874 9569 299 4.16 2377 14

rpoC1-trnH-psbA

Pi= Sitios parsimonio informativos, RC= Regién dmdinte, RNC= Regidn no codificante, SC= Sitiossgmados, S= Sitios

“singlenton”

MFE= Mutaciones fijas exclusivas para Eriodaphrgna de las mutaciones esté presente tambid@eiésthmiedia.

** Dos de las mutaciones estan presente tambidSeischmiedia.
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Cuadro 1.4. Intervalo de variacion de nucleétidos rdre las secuencias de los subgénerderseay Eriodaphne y de
Beilschmiedia anayen los ocho fragmentos de ADN analizados.

Locus/segmento Longitud de Variacion Variacion (%) Variacion (%) Variacion (%) Variacion (%)
alineamientos (%) Persea/ Eriodaphne/ Persea/ PerseaB. EriodaphneB.
(bp) Persea Eriodaphne Eriodaphne anay anay

n18s 1748 0-0.4 0-0.1 0.2-0.4 1.3-1.4 1.3-1.4

cprpoCl 599 0-0.2 0.0 0-0.4 3.4-3.6 0.4

cp trnH-psbA 497 0.0-5.5 0.3-2.7 2.1-6.9 15.1-17.6 14.5-15.5

cprbclL 1481 0.0- 3.9 0.0-0.2 0.3-4.1 2-5.1 2.2-2.3

cp ndhF 739 0.0-0.7 0.0-0.2 0.0-0.6 3.2-3.7 3.2-3.3

cp matK 909 0.0-0.6 0.0-0.2 0.3-0.7 3.7-4.0 3.9-4.0

mt atp4 507 0.0-0.2 0.0 0.0-0.2 0.8-1.0 0.8

mt Cox3 695 0-0.2 0.0 0-0.5 0-0.2 0.0

matK-rbclL-ndhF- 4236 0.0-1.9 0.1-0.4 1.0-2.3 4.4-5.7 4.4-4.5

rpoC1-trnH-psbA

Cox3-atp4 1199 0.0-0.2 0.0-0.2 0.0-0.5 0.4-0.6 0.4-0.5

18s-Cox3-atp4-matK- 7183 0.1-1.3 1.0-3.0 3-3.7 3.0-3.7 3-3.1

rbcL-ndhF-rpoC1-

trnH-psbA
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Andlisis filogenético del gematKk.

Se obtuvieron 135 arboles igualmente parsimoniasmsuna longitud de pasos (LP) de
121, indice de consistencia (Cl) de 0.88, indicealesistencia excluyendo los caracteres
variables no informativos de 0.73, indice de homasipl (Hl) de 0.12 y un indice de
retencion (RI) de 0.88. En los arboles obtenidasbservo la formacion de tres clados, el
primero constituido por los géneros de los compgléjésea y Ocotea, aunque con un
bajo soporte del “bootstrap”; el segundo formadplas especies del subgén&e sea,

con 100 % de “bootstrap”; y el tercero por las em®edel subgénerariodaphne, este

altimo con 62 % de “bootstrap” (Figura 1.1).
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100

Beilschmiedia anayCG-Hu-56

10

Litsea umbellata AB25909:
W Litsea ochraceae AB25908¢
4F Litsea caulocarpa AB25907!
Litsea lancifolia AB25908:

"j Lindera glauca AB44205¢
Lindera communis AF244406

98 [ Actinodaphne glomerata AB258991

Snosassafras flavinervia AF244390.
— Linderalucida AB25906¢
Neolitsea javanica AB259096
85 Neolitsea cassia AB259095
Neolitsea confertiflolia AF244394
Actinodaphne obovata AF24441(
Sassafras tzumu AF244391
— Sassafrastzumu AJ24718!
—— Lindera erythrocarpa AB259065
—Lindera aggregata AB44205
— lteadaphne caudata AF24440¢
—Actinodaphne forrestii AF24441
T Endlicheria verticillata AJ247164
Aniba affinis AJ247145
+— Laurus nobilis AF244407
— Umbellularia californica AJ247190
6% Ocotea malcomberi AJ62792!
Ocotea foetens AJ247177

53

Cinnamomum triplinerve EU153832
s1] | Nectandra lineata EU15385!
Nectandra cissiflora EU153848
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Figura 1.1. Arbol filogenético nimero 13 del geatk generado con el método de
maxima parsimonia y 1000 busquedas heuristicadrbell incluye 38 secuencias del
Genebank y 12 secuencias de este trabajo, 16 peeeral géner®ersea y el resto a
diferentes géneros de la familia Lauraceae. Lo®resal de “bootstrap” >50 se
encuentran por debajo de las ramas.

Andlisis de los dos genes mitocondriales concaterted

Se obtuvo un solo arbol parsimonioso (LP= 9, Clg, HI= 0.0, RI= 1.0); con la
formacién de un solo clado, ya que la mayoria deskcuencias fueron practicamente
iguales, con la excepcion d& shiedeana (CH-H-5 y CH-C-62),P. chamissonis, P.
steyemarkii, P. parvifolia, P. nubigena y P. tolimanensis. La variacién de las secuencias
de estos genes fue muy baja entre las especiesslogénerd?ersea (0-0.2 %) y en las
especies deriodaphne (0-0.5 %) (Cuadrol.4).

Andlisis de los cinco genes concatenados de cloxgib.

Se obtuvieron 160 arboles igualmente parsimoniflses 311, Cl= 0.87, HI= 0.13, RI=
0.82). En los filogramas obtenidos se observo lparseion de las especies del
subgéneros dBersea en un solo clado y las especieskiedaphne en otro (Figura 2),

el clado constituido por los representantes degéunéroEriodaphne presenté un buen
soporte de “bootstrap” (88 %), no asi el cladosuklgénerd’ersea, en donde se forman
dos grupos con un alto soporte de “bootstrap” (§2u¥0 constituido poP. parvifolia y

el otro por las 27 secuencias restantes de estsein. Los genes considerados en este
andlisis fueron mas variables que los genes mith@as (Cuadro 4.1), tuvieron un
mayor numero de sitios parsimonio-informativos ,(Rjlie variaron desde dos en el
marcadorpoC, hasta 32 en el marcadonH-psbA, con un total de 55 Pi para el analisis
(Cuadro 3.1); también cabe sefalar la presenci2 autaciones fijas en las especies del

subgénerceriodaphne que influyeron de forma definitiva en la conforndacde este

clado.
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Persea americana var. drymifoliaCH-C-57
Persea gigantea CH-I-2

Persea americana var. drymifolia CH-Der-2
% Persea americana var. drymifolia CH-C-10
| Persea americana var. americana CH-G-48

Persea americana var. drymifolia CH-C-63

Persea americana var. americana CH-I-6
Persea americana var. guatemalensis CH-Gai-
” LPerwaﬂoccosa CH-I-3
Persea sp. Freddy 4 CH-CR-29
75 |Persea americana var. costaricensis CH-CR-25
9E Persea nubigena CH-I-4
1 | Persea steyermarkii CH-G-Ch1
Persea tolimanensis Mv1

“Persea nubigena CH-G-79
Persea americana var. americana x var. guatemalensis Punta A+
Persea americana var. americana CH-CR-28
Persea americana var. guatemalensis CH-Gu-5
Persea schiedeana CH-H-5

Persea americana var. guatemalensis CH-C-62
Persea americana var. drymifolia CH-C-47
Persea americana var. guatemalensis CH-G-7S2
Persea schiedeana CH-H-7

Persea americana var. costaricensis CH-CB4

— Persea schiedeana CH-Gu-1

“ Persea americana var. americana CH-@E

- Persea americana var. guatemalensis CH-G-11S1

Beilschmiedia anay CG-Hu-56

——
20

Subgénero

Persea
T46

Persea lingue CH-PI-1
Persea longipes CH-G-36
Perseasp. CH-PR1 Subgénero Eriodaphne

L LPersea chamissonis CHAP 37473

Persea cinerascens CH-C-30

Fig. 1.2. Arbol filogenético nimero 18 de los cintagmentos concatenados de cloroplasto
generado con el método de Maxima parsimonia y Miuedas heuristicas. Los valores de
“bootstrap” >50 se encuentran por arriba de lasagam
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Andlisis de los ocho genes concatenados

En el andlisis se obtuvieron 264 arboles igualmpatsimoniosos (LP= 355, Cl= 0.87,
HI= 0.13, RI= 0.81). En los filogramas se obsemidigual que en analisis anterior, la
conformacion del clado del subgén&modaphne independiente del clado del subgénero
Persea, aunque en este caso los valores de “bootstragdfumas altos, 94 y 100 %,
respectivamente (Figura 1.3), ademas de una agémpde especies afines e individuos
dentro de la misma especie, como es el caso deebgjemplares de. schiedeana, sin
embargo, no tuvieron soporte de valor “bootstrap”.

Las secuencias d& americana no se agrupan en un solo clado; las cuatro rez@sta
especie (mexicana, antillana, guatemalteca y dosteis; que corresponden a las
variedades deP. americana: drymifolia, americana, guatemalensis y costansre
respectivamente) no se agrupan en un solo clago,esi varios que se mezclan con las
otras siete especies, dificultando la reconstructiiégenética a nivel de especies dentro
de este subgénero. Por ejemplo, se observan agupamientos con un alto valor de
“bootstrap”, en el primero se agrupan cuatro irdlios dePersea americana var,
drymifolia, dos deP. americana var. americana y uno de gigantea. En el segundo
grupo se encuentran cinco individuos de difereasgeciesPersea sp. ‘Freddy 4' CH-
CR-29,P. americana var. costaricensis CH-CR-2B, nubigena CH-1-4, P. steyemarkii
CH-G-Chl y P. tolimanensis MV1. El tercer grupo esta formado p@ramericana var.
guatemalensis CH-Gu-@&. nubigena CH-G-79 y P. flocossa CH-I-3. Finalmente, el
cuarto grupo esta formado por tres representaetBssthiedeana (CH-H-5, CH-Gu-1 y
CH-H-7) (Figura 1.3). También en el filograma sesqh@l observar quP. parvifolia
aparece como la especie menos evoluciondldlgcossa la especie mas reciente.
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Figura 1.3. Arbol filogenético nimero 157 de lohe@dragmentos concatenados. El arbol se
generé con el método de Maxima parsimonia y 1008quedas heuristicas. Los valores de
“bootstrap” >50 se encuentran por arriba de lasasam
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
A pesar de que el genatK presentd un bajo grado de divergencia en las 84egeias
obtenidas, 43 sitios variables (4.73 %) y sietesparsimonio informativos (0.77 %), el
analisis en conjunto con las 35 secuencias del &d#npudo ubicar a los subgéneros
Persea y Eriodaphne dentro de la familia Lauraceae y relacionados losngéneros de
los complejod.itsea (Li et al., 2004) yOcotea (Chanderbalet al., 2001). Rohwer (2000)
también encontrd niveles bajos de divergencia dedgrlas secuencias d&tK en las
lauraceas (9.7 %) y menor a 1 % dentro de las seiagedel génerBersea al igual que
en nuestras secuencias; sin embargo, estos vélmm®es suficientes para separar a los
dos subgéneros dBersea, sefialando el origen no monofilético del génersto&
resultados difieren de lo encontrado por Chandedbal. (2001), quienes en el arbol
filogenético de la matriz | de los genesL-trnH/psbA-trnH, no logran esclarecer las
relaciones dentro del grupgRersea, las especies de los dos subgéneros estdn mezclada
entre ellas y con una secuenciaAlseodaphne. Sin embargo, Rohwest al. (2009) al
analizar secuencias de ITS de varios géneros fdeniéia Lauraceae encontraron que las
especies de los subgéneRessea y Eriodaphne si se agrupan en forma independiente;
aunque algunas especies identificadas cBeneea (Persea sphaerocarpa, Persea sp. y
Persea areolatocostae) se encuentran en el filograma fuera de los grgpesconforman
a los dos subgéneros Bersea; es decir que existe la posibilidad de que haghlpma
con la identificacion de estos materiales o despugrate de individuos pertenecientes a
otro grupos filogenéticos. Es importante sefiala lgusecuencia dielachilus rimosa
empleada en este analisis forma un clado apadepéndiente del grug@ersea; lo cual

corrobora queMachilus representa un género aparte como lo sugieren Rotwad.
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(2009), y no un subgénero mas dentrdPeesea como lo consideran Chanderbetlial.
(2001) y van der Werff (2001).

Los arboles obtenidos del andlisis de los cincocatlores concatenados de cloroplasto
fueron muy similares a los obtenidos en el analisitos ocho marcadores concatenados;
asi, los marcadores de cloroplasto fueron los nidsesUpara la reconstruccion
filogenética de Persea a nivel de subgéneros. En comparacion con los sgene
mitocondriales y nucleares, los genes y espaci@sgénicos de cloroplasto son muy
Utiles para estudios filogenéticos, principalmemta@vel de géneros y especies, ya que a
pesar de tener una baja tasa de evolucion, preseatmcion debida a la extension de
mutaciones libres por seleccion, y al utilizarlesfdrma concatenada se incrementa su
capacidad de resolucién logrando una adecuada stegocion filogenética dentro de
géneros complejos (Storchova y Olson; 2007; Olndste®almer, 1994). Ademas, los
genes mitocondriales seleccionados presentarortdsgade sustitucion y probablemente
baja frecuencia de rearreglos (Storchova y OIls@87® y el gen nuclear a pesar de
presentar cierta variacion, fue menor a la repartpara otros genes nucleares de la
familia lauraceae como ITS (Rohwer, et al., 2009).

Ademés de separar concluyentemente a ambos subgésrerdos clados con un alto
soporte de “bootstrap” (>70 %), el analisis de tho marcadores concatenados
proporciond informacion Util acerca de las espedessideradas; en el subgénero
Eriodaphne todas las especies se resuelven completamentguewon valores de
“bootstrap” menores a 50 %. En el subgérfemmsea no fue posible lograr la separacién
de las ocho especies incluidas, lo cual tambiérhaeencontrado en estudios de
marcadores SSRs en diferentes especies del sugéerssa (Mhameedet al., 1997);

ademas, se considera que el aguacate a pesarut®sspecie subtropical y con sistema
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de polinizacion cruzada, no presenta un nivel dabdidad genética excepcionalmente
alta, en comparacion con estimacion que se hamohamh especies de clima templado

(Chenet al., 2008).

En el filograma se observd gl parvifolia L. Wms. aparece como la especie menos
evolucionada y claramente separada del resto. Hestacar que dicha especie, descrita
por Williams (1977), no es considera por van denffM2002) aunque es una de las
especies mas primitivas de acuerdo al presenteliestambién tiene particularidades
morfoldgicas como son brotes delgados, hojas peguafargadas y fruto pequefio
(Figura 1.4), ademas que es mas arbustiva queearbBn contraste?. floccosa es la
especie mas reciente, sin embargo, a pesar de equeido separaP. floccosa, P.
nubigena y P. steyermarkii de P. americana mediante RFLP, se considera que pueden

ser solo variantes d& americana (Furnieret al., 1990).
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Figura 1.4. Rama y fruto deersea parvifolia L. Wms.

Aunque el analisis de los ochos genes concatenpdds esclarecer las relaciones
filogenéticas dentro del génelersea, y especificamente la separacion de los dos
subgéneros, es evidente que en conjunto la vamia®dos ocho genes fue baja, 4.16 %
de sitios variables y 0.86 % de sitios parsimonfofimativos. Esto ya se habia reportado
parapsbA-trnH (Chanderbalet al., 2001) ymatK (Rohwer, 2000), pero no para los otros
genes en la familia Lauraceae. Resultando impertaentificar nuevos genes y/o

combinaciones de genes que presenten una mayeacigarique permita resolver mejor
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las relaciones filogenéticas tanto a nivel de aspsamo del génerBersea, y en general
de la familia Lauraceae, para con ello elaboraolagbfilogenéticos que descarten las
relaciones ambiguas entre géneros; es decir, qupeekencia de especies de un solo
género en dos 0 mas clados sea debido a erroidsrddicacion de ejemplares, o0 a un
origen parafilético de los géneros, mas que a @@ Vmariacion en las secuencias de
ADN, como se observo en el arbol datK de este estudio y en los filogramas de
Rohweret al. (2009), Kresset al. (2009), Kresset al. (2010), entre otros. Un buen
candidato puede ser la region ITS nuclear, queeptasun 33 % de sitios parsimonio-
informativos (Rohweret al., 2009), pero tiene el inconveniente de ser diféla
amplificar y secuenciar en las lauraceas.

Con base en la hip6tesis acerca del origen no riétied del génerdPersea, nuestros
resultados sugieren que efectivamente el géRersea no corresponde a un grupo
monofilético; por lo tanto, los subgéner@arsea y Eriodaphne deben ser reconocidos
como géneros independientes, confirmando los @alie Rohweret al. (2009) y
Cabrera-Hernandeet al. (comunicacion personal). Con respecto al nombtendevo
género, seriaEriodaphne, por ser el que Kopp (1966) le dio al subgénero o
Mutisiopersea, el género que Kostermans (1993) creé para agraidas especies de
Persea que tienen tépalos persistentes y endurecidos<efrutos, y que Rohwett al.

(2009) estan retomando para ubicar a nivel de géaleubgéner&riodaphne.
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INVERSIONES DEL ESPACIO INTERGENICO trnH-psbA PARA LA
RECONSTRUCCION FILOGENETICA DEL GENERO PersealLauraceae)

INVESTMENTS OF THE trnH-psbA INTERGENIC SPACER FOR THE
PHYLOGENETIC RECONSTRUCTION EN THE GENUS Persea(Lauraceae)

Cruz-Maya, M. & y Barrientos-Priego, A.°F

RESUMEN ABSTRACT

El espacio intergénicarnH-psbA es un  ThetrnH-psbA intergenic spacer has been
fragmento ampliamente utilizado en broadly used in phylogenetic studies of
estudios filogenéticos de varias familias several families of angiosperms, and is
de las angiospermas y es uno de losone of the major DNA barcodes.
principales codigos de barras de ADN However, the presence of a region
para la identificacion de especies. Sin subjected to frequent inversions within
embargo, la presencia de una zona sujetdhe psbA-3' UTR region in multiple

a frecuente inversion dentro de la regidonlineages of the angiosperms may
psbA- 3" UTR en mudltiples linajes de complicate its use by overestimating the
angiospermas puede complicar su uso alnumber of substitution events. The
sobrestimar el numero de eventos deimplications of the inversions of thenH-
sustitucion. En este estudio se evaluaronpsbA region in the phylogenetic
las implicaciones de la inversion de la relationships of Lauraceae ar@ersea
region trnH-psbA en las relaciones genus were evaluated. 131 sequences of
filogenéticas de la famila Lauraceae y en 33 genera of the family Lauraceae were
el género Persea. Al analizar 131 evaluated. The analyzes illustrate that the
secuencias de 33 géneros de la familiaphylogenetic relationships of the taxa are
Lauraceae se observo que las relacionesletermined largely by the configuration of
filogenéticas estuvieron determinadas eneach sequence in the inversion region; the
gran parte por la configuracibn que sequences of 11 genera have both
presenta la zona de inversion, ya que llconfigurations, establishing relationships
de los géneros presentan ambasthat do not reflect the ancestry of the taxa,
configuraciones, estableciéndose instead related lineages are separated.
relaciones que no reflejaron ancestria, yModifying the inversion area of the
gue separan linajes relacionados. Alsequences in a single conformation
modificar la zona de inversion de las decreased both homoplasy index and the
secuencias en una sola conformacion, elnumber of informative sites and shows a
indice de homoplasia disminuyd, asi better resolution in the phylogenetic
como el numero de sitios informativos y relationships of Lauraceae aRersea.

se llegd a obtener una mejor resolucion en

las relaciones filogenéticas de la familia Key words: Avocado, basal angiosperms,
Lauraceae y del géneRersea. non-coding sequence, phylogeny

Palabras clave: Aguacate, Angiospermas

basales, secuencia no codificante,

filogenia.

!Estudiante de la maestria en ciencias en Biotegfmlgricola. Departamento de Fitotecnia. Univerdiduténoma Chapingo.
2 profesor-Investigador. Departamento de Fitotedigversidad Autbnoma Chapingo.
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INTRODUCCION

El espacio intergénicwnH-psbA es una region del genoma del cloroplasto de s,

se encuentra ubicado entre el gebA que codificapara la proteina de 32 kDa del
fotosistema Il y el getrnH que codifica para el tRNA-Hi@®Imstead y Sweere, 1994).
Este marcador es una de las regiones mas varialgleggenoma del cloroplasto
(Storchova y Olson; 2007), por lo que se ha prapuasmo uno de los cddigos de barras
universales para plantas (Nicolalde-Morej@l., 2010; Cheret al., 201Q Lahayeet al.,
2008). Ademas, en combinacion con los gemat y rbcL puede llegar a delimitar
hasta méas del 85 % de especies de un taxa (Kfegskgon, 2007). Asi, resulta de gran
utilidad en la identificacion de especies de plam@anocidas y en el descubrimiento de
nuevas especies (Nicolalde-Morejoal., 2010; Cheret al., 2010 Lahaye,et al., 2008;
Hebert y Gregory, 2005; Ratnasingham y Hebert, p(B3ta region de ADN también se
ha utilizado ampliamente en estudios filogenét®wvarios grupos de angiospermas, en
donde ha permitido discernir las relaciones de strmelescendencia de familias como
Asteraceae (Bain y Jansen 2006), Fabaceae y Po@gaesset al., 2005), entre muchas
otras.

No obstante, estudios recientes han indicado quedi®n intergénicdarnH-psbA esta
constituida por dos zonas: la regipgbA 3-UTR (regidn no traducida), que esta
involucrada en la regulacién post-trascripcional laleexpresion del gepsbA, y el
espacio intergénico no transcritoH-psbA (Storchova y Olson, 200.7Ambas zonas co-
evolucionan en forma independiente; especificaméatporcion terminal de la region
psbA 3-UTR muestra una frecuente evolucion convemgemisto es, una zona de
aproximadamente 30 pb que presenta inversionetidapey a su vez esta flanqueada
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por secuencias invertidas o palindromicas (Sarm., 1997; Kelchner y Wendel, 1996).
Este hecho puede confundir el analisis filogen&icnalquier nivel taxonomico, porque
las inversiones cuando no se reconocen y no seaaliapropiadamente pueden llevar a
sobrestimar el nimero de eventos de sustitucigrgrardo linajes cercanos y uniendo
taxa poco relacionados pero que comparten la mismea de la inversion (Storchova y
Olson, 2007; Whitloclet al., 2010).

Recientemente Cruz-Maya al. (comunicacion personal) para establecer la deloidin
genérica dePersea, utilizando el espacio intergénidconH-psbA junto con otros siete
marcadores de DNA, encontraron que a pesar del @spacio intergénictrnH-psbA es

el marcador con mayor variabilidad, refleja unadgénia diferente a la que presentan los
otros siete marcadores, generando confusion emaébsis. Anteriormente Chanderbdli

al. (2001) utilizaron el espacio intergénitanH-psbA para establecer las relaciones
filogenéticas de las laurdceas, donde tambiéneseptaron algunas confusiones pero no
mencionan la presencia de la zona de inversiostermearcador.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fualiaar el espacio intergéni¢onH-psbA
para ubicar la zona de inversion de la regionpded 3 -UTR en el géner@ersea y en

la familia Lauraceae, establecer las dos formaka dieversion de la UTR en el género
Persea y en la familia Lauraceae, y determinar como wdlla zona de inversion y las

misma region dgbsbA 3°-UTR en las relaciones filogenéticas del gériansea.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal.

Se utilizo tejido vegetal de 38 materiales del gérneersea (31 de Persea, 7 de
Eriodaphne), 1 deNectandra sp. y 1deBellschmiedia anay, los cuales fueron obtenidos
de la coleccion del banco de germoplasma de la déifd Salvador Sanchez Colin-
CICTAMEX. S.C. (Coatepec de Harinas, México), y @jemplares depositados en el
Herbario del Departamento de Bosques de la UndledsAutonoma Chapingo (CHAP).
Los ejemplares provienen de varias localidades égidd y de otros paises donde se

distribuye este género (Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1. Especies utilizadas en el andlisisstregen el Banco de Germoplasma del CICTAMEX S<ohgénero al que
pertenecen y lugar de procedencia

Taxon Clave de Subgénero Localidad y/o pais
registro
Persea floccosa CH-1-3 Persea Aquila, Veracruz, México
Persea sp. ‘Freddy 4’ CH-CR-29 Persea Costa Rica
Persea americana var. costaricensis CH-CR-44 Persea Costa Rica
Persea americana var. costaricensis CH-CR-25 Persea Costa Rica
Persea steyermarkii CH-G-Chl  Persea Chiapas, México
Persea schiedeana CH-Gu-1 Persea Guatemala
Persea americana var. americana CH-G-48  Persea Yucatan, México
Persea americana var. drymifolia CH-C-57 Persea Edo. de México, México
Persea gigantea CH-1-2 Persea Guatemala
Persea lingue CH-PI-1 Eriodaphne Chile
Persea parvifolia CH-Ve-2 Persea Chocaman, Veracruz, México
Persea americana var. americana x var. guatemalensis “Hass” Persea California, U.S.A.
Beilschmiedia anay CG-Hu-56 Cuetzalan, Puebla, México.
Persea americana var. guatemalensis CH-GU-6 Persea Guatemala
Persea americana var. americana CH-G-45  Persea Hunucma4, Yucatan, México
Persea americana var. drymifolia CH-Der-2 Persea Coatepec de Harinas, Edo. de México, México
Persea cinerascens CH-C-30 Eriodaphne ~ Tacambaro, Michoacan, México
Persea americana var. drymifolia CH-C-63 Persea Coatepec de Harinas, Edo. de México, México
Persea americana var. americana CH -CR- 28 Persea Costa Rica
Persea americana var. guatemalensis CH-GU-5 Persea Guatemala
Persea longipes CH-G-36 Eriodaphne Sierra de Tantima, Veracruz, México
Persea sp. ‘PR’ CH-PR-1 Eriodaphne Huatusco, Veraruz, México
Persea americana var. americana CH-I-6 Persea La Antigua, Veracruz, México
Persea nubigena CH-1-4 Persea Israel
Persea schiedeana CH-H-5 Persea Honduras
Persea schiedeana x Persea americana var. guatemalensisCH-C-62 Persea Guatemala
Persea americana var. drymifolia CH-C-47 Persea Michoacén, México
Persea americana var. guatemalensis CH-G-11 S1Persea Olanca, Chiapas, México
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Persea americana var. guatemalensis CH-G-7 S2 Persea San Cristobal de las Casas, Chiapas, México

Persea schiedeana CH-H-7 Persea Honduras

Persea chamissonis CHAP 37473 Eriodaphne La Mojonera, Hidalgo, México
Persea chamissonis CH-Ve-1 Eriodaphne Huatusco, Veracruz, México
Persea tolimanensis Mv1* Persea Motozintla, Chiapas, México
Persea vesticula CAV3 Eriodaphne  Tenejapa, Chiapas, México
Nectandra sp. CAS2 Tenejapa, Chiapas, México

* Material tomado de ejemplares depositados eregb&tio CHAP.
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Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

El ADN se extrajo de ~50 - 100 mg de hojas previgmeeshidratadas en silica gel, en
algunos casos se utilizaron hojas de especimenésrbario. Para extraer el ADN se
utilizé el método de CTAB (Weisingt al., 1995) con algunas modificaciones que
permitieron eliminar de las muestras una mayoridadtde compuestos fendlicos. Al
final del procedimiento el ADN se purifico con elAQuick columns (Qiagen, USA). La
amplificacion del fragmentdrnH-psbA se realizé en un volumen total de 25 pL,
conteniendo 50-100 ng de DNA, 200 uM de la mezelaNTP’s, 1X Colorless GoTaq
Flexi Reaction Buffer (Promega, USA), 20 pM detiador trnH2 (5"- GTT ATG CAT
GAA CGT AAT GCT C -3") y 20 pM del iniciador psbAB" - GTT ATG CAT GAA
CGT AAT GCT C- 3') (Tatest al. 2003), 2.5 mM de MgGly 2U de GoTaq Flexi DNA
Polymerase (Promega, USA). El programa de amptificeadel fragmento consistio en
un ciclo de desnaturalizacion inicial de 4 min &@4 seguido de 35 ciclos de 45 s a 94
°C, 1 min a 51°C y 1 min a 72 °C, con un ultimdccde extension final de 5 min a 72
°C. La reaccion de amplificacion se llevo a cabauertermociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, USA). Los fragmmentamplificados fueron
visualizados en un gel de agarosa a 1.2 %. Losuptosl de PCR se limpiaron utilizando
las columnas del QlAquick PCR Purification Kit (Q&n, USA). Los productos de PCR
se secuenciaron directamente, utilizando los pemeencionados anteriormente, en el
sistema de secuenciacion automatizado de Macrog&ored del sur;
http://dna.macrogen.com). Las secuencias se editarensamblaron con el programa

BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999).
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Alineamiento de secuencias

Para ubicar en las lauraceas la regighA 3"-UTR y la zona de inversion dentro de ella,
se alinearon las secuencias reportadas de estas pon Storchova y Olson (2007), y
Whitlock et al. (2010) junto con 131 secuencias del espaciadergénicotrnH-psbA:

23 de las secuencias obtenidas en este estudide(Pérsea, 4 deEriodaphne, 1 de
Beilschmiedia anay y 1 de Nectandra sp.) y 108 secuencias del Genbank
correspondientes a 33 géneros de la familia LaaeacActinodaphne, Aiouea,
Alseodaphne, Anaueria, Aniba, Aspidostemon, Chlorocardium, Cinnamomum,
Cryptocarya, Endiandra, Endlicheria, Eusideroxilon, Iteadaphne, Kubitzkia, Laurus,
Licaria, Lindera, Litsea, Mezilaurus, Nectandra, Neocinnamomun, Neolitsea, Ocotea,
Parasassafras, Persea, Pleurothyrium, Potameia, Potoxylon, Rhodostemonodaphne,
Sassafras, Sextonia, y Umbellularia.

Se realiz6 un segundo alineamiento con las misrBassécuencias mencionadas en el
parrafo anterior, pero siguiendo lo indicado poritWbk et al. (2010), previamente se
reemplazo arbitrariamente una de las dos formas dleversion con su complemento
reverso, de tal forma que la homologia se maxiraigaves de la region.

En el tercer alineamiento se utilizaron 39 de &susncias obtenidas en este estudio (31
dePersea, 7 deEriodaphney 1 deBeilschmiedia anay) junto con 6 secuencias obtenidas
del Genbank (4 dBersea y 2 deEriodaphne). En el cuarto alineamiento se utilizaron las
mismas secuencias pero previamente se reemplan@@@mente una de las dos formas
de la inversién con su complemento reverso.

En el quinto alineamiento se consideré solamenteetadon delpsbA 3°-UTR, se
incluyeron 126 secuencias: 23 de las secuenciasnidbs en este estudio y 103
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secuencias del Genbank correspondientes a 33 gérdola familia Lauraceae
mencionados anteriormente. En el sexto alineamgatdilizaron las mismas secuencias
pero con el reemplazo arbitrario de una de las fdawas de la inversion con su
complemento reverso.

Todos los alineamientos se realizaron con el progréUSCLE version 3.8 (Edgar,
2004).

Andlisis filogenético.

Cada uno de los seis alineamientos descritos sackeion anterior se analizaron con el
método de maxima parsimonia, utilizando el progr&A&P version 4.0b10 (Swofford,
2001). En cada uno de ellos los caracteres tuvielromsmo valor y los espacios vacios
presentes entre las secuencias alineadas fuersidemados como datos perdidos. Para
encontrar los arboles mas parsimoniosos se utilim blusqueda heuristica con 1000
repeticiones de adicion de taxones al azar y uardambio de bifurcaciones de
biseccion-reconexion de arboles, con la opcién Mdsdt solo se guardaron los mejores
arboles de cada paso. El andlisis de “bootstrap®akzé con 1000 repeticiones y una

busqueda heuristica con las especificaciones megmtas anteriormente.

RESULTADOS

Ubicacion de la regionpsbA 3"-UTR del espacio intergénicarnH-psbA.

La regionpsbA 3"-UTR tuvo una variacion de 77 a 86 pb. Las 13lisecias de los 33
géneros de la familia Lauraceae se agruparon edif@Bentes secuencias (Fig. 2.1)
Algunas secuencias fueron iguales en varias espea®é mismo género, como en
Cryptocarya, Beilschmiedia y Persea. Otras en cambio, fueron comunes en varios
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géneros, como es el caso de la secuenci@iglamomum quadrangulum AF268781,
gue fue igual a 3 secuencias dmnamomum, 2 deEndlicheria, 1 deKubitzkia, 1 de
Laurus, 2 delicaria, 1 delLindera, 1 delLitsea, 2 deNeolitsea, 7 de Ocotea, 1 de
Pleurothyrium y 3 de Rhodostemonodaphne. También la secuencia d&nnamomum
japonicum AF268782, fue igual a 12 secuencias de 8 génémszona de inversion
ubicada dentro de la regiqmsbA 3-UTR tuvo una variacion de 18 a 22 pb y esta
bordeada en ambos sentidos por una repeticiontid@er secuencia palindromica de 13
pb, que presenta algunas mutaciones puntualesgemasl de las secuencias. En el
recuadro de la Fig. 2.1 se indica la ubicacion aledna de inversién, se observa la
presencia de las dos formas de la inversion (A yaB)bas formas se presentan en
secuencias del mismo género y también se obsenemosecuencias de la misma
especie, siendo mas comun la forma B Pérsea, la forma B es predominante, la forma
A se presenta solo en siete secuenélassea cinerascens CH-C-30,Persea sp. ‘Freddy’
CH-CR-29,Persea chamissonis CH-Ve-1, Persea vesticula CAV3, Persea steyermarkii
CH-G-Ch1,Persea nubigena CH-I-4 y Persea americana var. costaricensis CH-CR-25;
por lo que ambas formas de la inversion se presesmdersea chamissonis, Persea

steyermarkii, Persea nubigena y Persea americana.
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Fig. 2.1. Ubicacion de la regién psbA 3"-UTR depaso intergénicdrnH-psbA del gg
representantes de la familia Lauraceae, se maroca enadro la region de la inversion
repeticion invertida de 13 pb, que presenta algumaaciones puntuales. Los nimeros
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TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGTTGAAGGATCAATACCAACTTCTTARTA- - - ---- - - GRACAGT JTGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGTTGAAGGATCAATACCAAACTTCTTAATA- - - - - AAACAAGAAGT TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGTTGAAGGATCAATACCAAACCTCTTAATG: - - - - GAACAAGAAGT ITGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTTTTAGT- GTATACGAGT CGTTGAAGGATTAACACCAAACTTCTTGI TG - - - - TATTAAGAAGT [TGGTATTAATCC
TACTTG - - - - GATCTTAGT- GTATATGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTATTGATA- - - - - GAACAAGAAGT I TGGTATTGATCT
TCCTTG - - - - GGTCTTAGT- GTATACGAGT CGTTGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGATA- - - - - AAACAAGAAGT [ TGGTATTGATCT
TCCTTG - - - - GGTCTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTCTTT- - - - - TATCAAGAAGT [TGGTATTGATCT
TCCTTGC- - - - - GGTCTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGATAAAAATAAACAAGAAGT I TGGTATTGATCT
TCCTTGC- - - - - GGTCTTAGT- GTATACGAGT TGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTCTTT- - - - - TATCAAGAAGT [TGGTATTGATCT
TACTTT----- GGTTTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCGTGTTC: - - - - TATTAAGAGGT |TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTTTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTAATA: - - - - GAACAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATAACCAACTTCTTGI TG - - - - TATTAAGAAGT [TGGTATTGATCC
TACTTT----- TGTATTAGT - GTATACGAGTCGT TGAAGGATCAATACCAAMCTTCTTGT TG - - - - TATTAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAACTTCTTAATA: - - - - GAACAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAACTTCTTAATA: - - - - GAACAAGAAGT | TGGTATTGATCT
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAMCTTCTTGI TG - - - - TATTAAGAAGT [TGGTATTGATCC
TACTTT--- - - GGTATTAGT- GTATACGAGT OGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGTTC: - - - - TATTAAGAAGT | TGGTATTGATCT
TACTTC- - - - - GGTCTTAGT- GTATACGAGTCGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGITT- - - - - TATCAAGAAGT | TGGTATTGATCT
TACTTC- - - - - GGOCTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGATA: - - - - AAACAAGAAGT | TGGTATTGATCT
TACTTC- - - - - GGTCTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGATA: - - - - AAACAAGAAGT |TGGTATTGATCT
TACTTG- - - - - GGCCTTAGT - GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTG - - - - - - - TATCAAGAAGG TGGTATTGATCT
TACTTTACTTTGGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTAATA- - - - - GAACAAGAAGT ITGGTATTGATCC
TACTTT--- - - GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAACTTCTTAATA: - - - - GAACAAGAGGT [ TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAACTTGTTAATA: - - - - GAACAAGAAGT [ TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- TTATACGAGT CGTTGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGI TG - - - - TATTAAGAAGT JTGGTATTGATCC
TACTTT- - - - - TGTTTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAACT TCTTAATA- - - - - CAACAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT OGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGT TG - - - - TATTAAGAAGT [TGGTATTGATAT
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAATTTCTTAATA: - - - - GAACAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTTTTAGT- GTATACAAGT CTTTGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGI TG - - - - TATCAAGAAGT [ TGGTATGAATCT
TACTTT----- GGTATTAGT- GTAT?CGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAACTTCTTGI T?- - - - - TATTAAGAAGT [TGGTATTGATCC
TACTTT- - - - GGGTATTAGTGGTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTAATA- - - - - GAACAAGAAGT ITGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATATGAGT CGTTGATGGATCAATACCAAACTTCTTGITC: - - - - TATTAAGAAGT JTGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTCGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGGIC- - - - - TATTAAGAGGT |TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGTTC- - - - - TATTAAGAGGT |TGGTATTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGTTC: - - - - TATTAAGAGGT | TGGTACTGATCC
TACTTT----- GGTATTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACCTCTTAATA: - - - - GAACAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTG- - - - - GGCCTTAGT - GTATATGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTG: - - - - - - - TATCAAGAAGG| TGGTATTGATCT
TACTTT- - - - - GGTATTAGI - GTATATGAGT CGT TGAAGGATCAATACCAAACTTCTTGTTC- - - - - TATTAAGAAGT | TGGTATTGATCC
TACTTT- - - - - TGTTTTAGT- GTATACGAGT CGT TGAAAGATCAATACCAAACTTCTTAATA: - - - - CAACAAGAAGT JTGGTATTGATCC

”| Region de la inversion —
enoma del cloroplasto gn 39 secuencias
de 18-27 pie, estan flanqueadas por una
posicion en el

espacio intergénico. Los asteriscos marcan lasese@s con la configuracion A de la inversion. sa@mos de suma sefialan los
sitios invariables del alineamiento.
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En total 69 secuencias de 19 géneros presentaroonfieguracion A de la zona de
inversion. El resto de las 131 secuencias de 28rgsmpresentan la configuracion B. los
géneros Beilschmiedia, Chlorocardium, Cinnamomum, Cryptocarya, Endlicheria,
Laurus, Licaria, Lindera, Litsea, Ocotea y Persea presentan ambas configuraciones de la
inversion.

Caracteristicas de los alineamientos y secuencias

En el primer y segundo alineamiento se considendptetamente el espacio intergénico
trnH-psbA de las 131 secuencias, sin embargo, la longitudrdgimento alineado fue
ligeramente menor en el segundo analisis como tegkuldel cambio arbitrario de la
forma A de la inversion por la B y de la variacia la longitud del espacio intergénico
en las secuencias (Cuadro 2.2). Los datos de sidgables (Sv), sitios parsimonio-
informativos (Pi) y sitios conservados (Sc) fuenoracticamente iguales en ambos
alineamientos, pero al revisar los datos relaciosad los subgéneroRersea y
Eriodaphne se observa un decremento en el segundo analigipalmente para
Eriodaphne (Cuadro 2.2).

En el segundo y tercer alineamiento se considenbiém el espacio intergéni¢onH-
psbA completo, pero solo de las secuencias del géReresea. Igualmente, hubo
variacion en la longitud de los fragmentos alinsadel cuarto alineamiento fue
ligeramente menor; y los datos Sv, Pi y Sc tamhiéron menores (Cuadro 2.2).

En los alineamientos quinto y sexto se considerGanmente la regiopsbA 3°-UTR de
126 secuencias de Lauraceae. La longitud de lameagirio por efecto de las inserciones
y deleciones de la region de la inversion, aungquie subgénerdBersea y Eriodaphne

no se presentaron y la longitud fue constante. Andlimeamientos fueron de la misma
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longitud. Al comparar los alineamientos se obsewé al tener todas las inversiones en
la forma B, en LauraceaPgrsea y Eriodaphne los Sc aumentan y por lo tanto los Sv
disminuyen, los Pi disminuyen en Lauraceae y netexiinguno que separeParsea y
Eriodaphne (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Descripcion de las secuencias y datdeglalineamientos del fragmento
trnH-psbA en la familia Lauraceae y los subgéndreassea y Eriodaphne.

Género/ TFA  VSFA Pi Pi (%) Sc Sc Sv Sv SVNI
subgénero (%) (%)

1° Alineamiento

Lauraceae 504 315-411 138 27.38 227 45.04 223 44246
Persea 504 388-400 21 4.17 364 7281 41 8.14 20

Eriodaphne 504 394-398 17 3.37 377 7480 21 4.17 4
2° Alineamiento

Lauraceae 496 315-411 137 27.62 224 4516 224 458pB
Persea 496 388-400 16 3.23 372 75.00 33 6.65 15
Eriodaphne 496 394-398 9 1.82 382 77.02 14 2.82 5
3° Alineamiento

Persea 411 388-400 167 40.63 228 5547 172 4185 5
Eriodaphne 411 394-398 101 2457 254 61.80 142 3455 41
4° Alineamiento

Persea 410 388-400 27 6.58 366 89.27 35 8.54 8
Eriodaphne 410 394-398 9 2.19 382 93.17 15 3.66 6
5° Alineamiento

Lauraceae 91 77-85 19 20.87 42 46.15 39 42.86 19
Persea 91 80 8 8.79 71 78.02 9 9.89 1
Eriodaphne 91 80 8 8.79 71 78.02 9 9.89 1

6° Alineamiento

Lauraceae 91 77-85 15 16.48 46 50.55 35 38.46 19
Persea 91 80 0 0 79 86.81 1 1.10 1
Eriodaphne 91 80 0 0 78 85.71 2 2.20 2

TFA= Longitud del fragmento alineado VSFA= Variatide las secuencias del fragmento alineado Pi=
Sitios parsimonio informativos, Sc= Sitios conselasg Sv= sitios variables, SVNI= Sitios variables n
informativos
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Andlisis filogenéticos del fragmentdrnH-psbA.

En el primer analisis se observo el agrupamientdadeespecies de géneros como
Crytpcaria, Sassafras y Sextonia en clados independientes, sin embargo, especies de
géneros com@cotea, Cinnamomum, Rhodostemonodaphne y Nectandra se presentan en
varios clados a lo largo del arbol (Fig. 2.2). Raraaso de los subgénea sea, este se
divide en tres clados, en donde dos clados estdaft por especies que comparten la
misma forma de la inversion en la regpshA 3"-UTR, y las del tercero presentan la otra
forma de la inversidn. Las especies del subgéBaamaphne se dividen en dos clados,
en cada uno de ellos estan especies que companeisrha forma de la inversion de la
region psbA 3°-UTR. En el segundo analisis se observé queetgmecies de géneros
como Ocotea se agruparon en un menor niumero de clados; pellegen a formar uno
solo. Para el caso del subgénErtdaphne si se llega a formar un solo clado, pero en el
subgénerdlersea se forman dos, el clado conformado poamericana var. americana
CH-G-45 yP. americana var. guatemalensis CG-G-11S1 se mantiene en @l anbesar

del cambio de la region de inversion de la forma |A B.
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Anaueria brasliensis AF268800
Chlorocardium rodiei AF268802
Chlorocardium venenosum AF268801
Sextonia rubra GQ428741
Sextonia pubescens AF262000
Mezlaurus triunca AF26880-
Ocotea floribunda HM446972
Ocotea floribunda EU153982
Kubitzkia mezii AF26877.
Ocotea fulvescens GQ42914
Nectandra spEU153969
[~ Ocotea calophylla EU153978
L0Cr Aniba hypoglauca AF268771
Aniba cinnamomiflora AF268770
Ocotea puberula GQ98230
Ocotea puberula EU153986
Umbellularia californica AF268777
Ocotea malcomberi AF268779
Endlicheria citriodora AF26875
Nectandra sp.CAS2
Lindera benzoin EF49122
Litsea coreana AF268791
Actinodaphne sesquipedalis AF268787
_Iteadaphne sp. AF26878
DT Persea nubigena CH-1-4
6H ' Persen steyermarkii CH-G-Ch1
Persea sp. ‘Freddy CH-CR-29
Alouea guianensis AF268780
82 Nectandra sp. EU15397
Licaria chrysophylla FJ038958
Ocotea |eucoxylon AF268763
Ocotea tomentella AF268765
d Litsea cubeba EU15396.
Laurus nobilis EU153959
Laurus nobilis AF268785
Alseodaphne semecarpifolia AF26879¢
Persea vesticula CAV3
M Persea cinerascens CH-C-30
Persea chamissonis CH-Ve-1
|~ Ocotea pauciflora AF268764
Parasassafras confertiflora AF268790
Lindera benzoin AF268788
Aiouea dubia EU153942
Cinnamomum bgolghota GQ24826
Cinnamomum japonicum AF268782
Cinnamomum montanum HM44690¢
Cinnamomum dictyoneuron GQ24826
Cinnamomum verum AF268784
Cinnamomum sp .AF268783
I8 Cinnamomum camphora EU15394:
61 Cinnamomum camphora GQ434561
Cinnamomum parthenoxylon GQ435459
Sassafrasalbidum EU15399.
Sassafras taumu EF491217
Sassafras tzumu GU11775
Sassafras randaiense EF49122
Sassafras albidum EF491223
Neolitsea aciculate EU153977
Lindera umbellate AF268789
Litsea glaucescens AF129063
Neolitsea sericea AF268792
Sassafras albidum AF25879:
Cinnamomunm triplinerve EU153951
Cinnamomum triplinerve GQ982187
Persea schiedeana CH-Der-1
Persea americana AF268794
Persea tolimanenss MV1

- —

Persea floccosa CH-1-3
Persea americana var. drymifolia CH-C57
Persea americana PuntaA+T46

Rhodostemonodaphne kunthiana EU153991
Rhodostemonodaphne praeclara AF268760
Ocotea guianensis EU15398:
I~ Nectandra purpurea EU15397:
Endlicheria sp .EU153953
Cinnamomum triplinerve EU153952
Ocotea moschata HM446974
€ Licaria triandra AF268774

Licaria canella AF268773

Ocotea quixos AF261999
Endlicheria chalisea AF268756
I Ocoteao blonga GQ982303

Pleurothyrium cinereum AF268769
Rhodostemonodaphne penduliflora EU153992
Ocotea sp. EU15398
Ocotea cernua GQ982302

Ocotea bullata AF268778

Ocotea botrantha AF268776

Ocotea botrantha AF268776
Rhodostemonodaphne rufovirgata FJ038960
Persea parvifolia CH-Ve2

Persea americana var. americana CH-G-45
Cinnamomum quadrangulum AF268781
Laurus azorica EU153958
Persea sp. ‘PR’ CH-PR-1
Persea chamissonis CHAP37473

9C|| I Persea lingue AF268796

Persea lingue CH-PI-1

Persea caerulea EU153990

Persea caerulea AF268795

9| Persea thunbergii AF268798

Persea meridensis AF268797

" Litsea krukovii AB331293
Neocinnamomum mekongense AF268806

Persea americana var .guatemalensis CH-Gu-6

Persea americana var. guatemalensis CH-Gu-5

Persea americana var. guatemalensis CH-G-11S1

99 Potoxylon melagangai AF26882
Eusideroxylon awageri AF268820
— Aspidostemon sp. AF26881!
P& Cryptocarya rhodosperma AF268817
Cryptocarya alba GQ24827

[ 56— Cryptocarya metcalfiana GU117751
Cryptocarya mackinnoniana GQ24827
Cryptocarya sclerophylla AF268818
Cryptocarya triplinervis GQ248278

Cryptocarya thouvenotii AF26199"

[ Bellschmiedia robusta GU117747

[~ Potameia micrantha AF268815

[ Beilschmiedia brenesii AF26880!

Endiandra microneura AF268814

Litsea collina GQ248329
Beilschmiedia tawa EU153946

64 Beilschmiedia ovalis AF26881.

Beilschmiedia anay CG-HU-56

Beilschmiedia sary AF268812

Potameia microphylla AF268816
Beilschmiedia velutina AF268813

Beilschmiedia madagascarienss AF268810

—
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o
—or

X
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' Ocotea fulvescens GQ429145
Ocotea calophylla EU153978
— Cinnamomum dictyoneuron GQ248265
— Persea schiedeana CH-Derd
Persea parvifolia CH-Ve-2
51-Persea floccosa CH-I-3
[Persea americana Punta A+T4!
Persea americana var. americar CH-CR-28
Persea americana var. guatemalens CH-Gu-6
Persea americana var. drymifoliaCH-C-57
Persea americana var. guatemalenss CH-Gu-
H' Persea americana var. drymifolia CH-C62
— Persea sp. ‘Freddy’ CH-CR-29
[ Persea americana AF268794
Persea nubigena CH-1-4
%ﬁ Persea steyermarkii CH-G-Ch1
Persea tolimanensisCV1
Aiouea guianensis AF268780
Neolitsea aciculata EU15397
Lindera benzin EF491227
Litsea glaucescens AF129063
m Lindera umbellata AF268789
Parasassafras confertiflora AF268790
Actinodaphne sesquipedalis AF268787
Litsea coreana AF268791
Iteadaphne sp AF268781
Lindera benzin AF268788
M| Neolitsea sericea AF26879:
Sassafrasalbidum AF25879:
Sassafrasalbidum EF491223
Sassafrasalbidum EU153993
Sassafrasrandaiense EF491222
Sassafrastaimu GU117758
Sassafras tzumu EF491217
L 10\ nnamomum triplinerve GQ98218

Cinnamomum montanum HM44690¢
Cinnamomum triplinerve EU153951
Aiouea dubia EU153942
Cinnamomum bgolghota GQ24826
Cinnamomum japonicum AF268782
Cinnamomum verum AF268784
Cinnamomumsp AF268783
Cinnamomum camphora EU153948
Cinnamomum camphora GQ43456
Cinnamomum parthenoxylon GQ435459
rr Rhodostemonodaphne kunthiana EU153991
Umbdlularia californica AF268777
Ocotea malcomberi AF268779
Endlicheria citriodora AF26875
Endlicheria chalisea AF268756
Rhodostemonodaphne praediara AF26876(
Ocotea guianensis EU153983
Endlicheria sp EU15395:
10C; Aniba cinnamomiflora AF268770
Aniba hypoglauca AF26877
Licaria triandra AF268774
Licaria cannella AF268773
Ocotea quixos AF2619¢
Ocotea moschata HM446974
I€| Ocotea puberula EU15398!
Ocotea puberula GQ982304
Nectandra mexicana CASZ
Nectandra purpurea EU15397:
Nectandra sp EU153969
— Cinnamomumtriplinerve EU153952
Ocotea oblonga GQ982303
Pleurothyrium cinereum AF268769
Rhodostemonodaphne penduliflora EU153992
I~ Ocotea cernua GQ982302
'y Ocotea sp EU15398
Ocotea pauciflora AF268764
Ocotea floribunda HM44697:
Licaria chrysophylla FJ03895
Nectandra sp EU15397!
Ocotea floribunda EU153982
Kubitzkia medi AF26877:
Ocotea botrantha AF268776
Ocotea botrantha AF268776
Ocotea bullata AF268778
Ocotea tomentella AF26876!
Ocotea |eucoxylon AF268763

Rhodostemonodaphne rufovirgata FJ038960
93 Laurusazorica EU15395:

LaurusnobilisEU153959
Laurus nobilis AF268785

Cinnamomum quadrangulum AF26878:
S Litsea krukovii AB331293
Li

itsea cubeba EU153961
Persea meridensis AF26879
Persea thunbergii AF2687¢
Persea lingue AF268796
Persea chamissonis CHAP 37473
Persea vesticula CAV3
Persea sp.PF CH-PR-1
Persea lingue CH-PI-L
ersea dinerascens CH-C-30
Persea chamissonis CH-Ve-1
Persea caerulea EU15399
Persea caerulea AF268795
Alseodaphne semecarpifolia AF268799
Persea americana var. americana CH-G-45
Persea americana var. guatemalensBH-G-11S1
Anaueria brasliensis AF268800
10¢ Chlorocardium venenosum AF268801
Chlorocardium rodiel AF26880:
Megilaurustriunca AF268804
Sextonia pubescens AF262000
Sextonia rubra GQ428741

Neocir mekongense AF268806

—— Aspidostemon sp AF268819
91r Eusderoxylon awvageri AF268820

54 Potoxylon melagangai AF268821
7 Cryptocarya rhodosperma AF268817
56l Cryptocarya alba GQ248275
Cryptocarya thouvenotii AF26199

Cryptocarya friplinervis
63 Cryptocarya mackinnoni

H Beilschmiedia madagascari
Beilschmiedia velutina AF2

Beilschmiedia sary AF26881.

Endiandra microneura AF268
Litsea collina GQ24832
Beilschmiedia tawa EU15394
=
5

Cryptocarya sclerophylla AF268818

GQ248278
ana GQ248277

Cryptocarya metcalfiana GU117751
— Beilschmiedia robusta GU117747

iens's AF26881/(
68810

[— Potameia micrantha AF26881!
[~ Beilschmiedia brenesii AF268809
Beilschmiedia ovalis AF26881.
Beischmiedia anay CG-Hu-56

Potameia microphylla AF268816

814
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Figura 2.2. Arboles filogenéticos del espacio ipégicotrnH-psbA de 131 secuencias de
Lauraceae, generados con el meétodo de maxima memsimy 1000 busquedas
heuristicas, los valores de “bootstrap” >50 se enttan por arriba de las ramas. A)
Arbol nimero 204 del primer andlisis que considasal31 secuencias sin modificacion
en la region de inversion. B) Arbol nimero 502 siejundo andlisis que considera las
131 secuencias con la region de la inversion éortaa B.

En el tercer y cuarto analisis, donde solo se dension las secuencias Bersea, se
aprecio el cambio en la conformacion de dos cladons,de cada subgénero, cuando se

consideran todas las secuencias de la regiénveesian en la forma B. Reflejando la

influencia de esta zona en la filogenia de ambs tBig. 2.3 y fig. 2.4).
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Persea sp. ‘Freddy 4’ CH-CR29

Persea americana var. costaricensis CH-CR&
Persea nubigena CH-1-4
Persea steyermarkii CH-G-Ch1l
[ -Persea tolimanensis Mv1
— Persea americana AF26879:
4{ Persea schiedeana CH-Der4l

Persea schiedeana CH-Gu-4l

|-Persea floccosa CH-1-3
Persea schiedeana CH-H-5
Persea americana var. guatemalensis CH-GU-5
— Persea americana var. guatemalensis CH-GU-6
Persea americana var. drymifolia CH-C-57
Persea gigantea CH-1-2
Persea americana var. drymifolia CH-E-8
Persea americana var. drymifolia CH-Der2
| |Persea americana var. drymifolia CH-C-10
Persea americana var. americana CH-@8
Persea americana var. americana x var. guatemalensis “Hass”
Persea americana var. drymifolia CH-C-63

Persea americana var. americana CH -CR- 28
Persea americana var. americana CH-®-
Persea schiedeana x Persea americana var. guatemalensis CH-C-62
Persea americana var. drymifolia CH-C-47
Persea americana var. guatemalensis CH-G-7 S2
Persea schiedeana CH-H-7
Persea nubigena CH-G-76
Persea steyermarkii CAV1
Persea americana var. costaricensis CH-CR4
— Persea parvifolia CH-Ve-2
|| Persea americana EU15398!
'Persea americana var. americana CH-G-45
1 ~Perseaamericana var. guatemalensis CH-G-11 S1
10¢ | Persea thunbergii AF268798
Persea meridensis AF268797
Persea lingue AF26879¢
Persea sp. ‘PR’ CH-PR-1
Persea lingue CH-PI-1
Persea longipes CH-G-36
Persea chamissonis CHAP 37473
Persea caerulea EU153990
7 Persea vesticula CAV3
{Persea cinerascens CH-C-30

Persea chamissonis CH-Ve-1

=
o
o

100

Beilschmiedia anay CG-Hu-56

i
5

Figura 2.3. Arbol filogenético del espacio interigéntrnH-psbA de 45 secuencias del
géneroPersea sin modificacion en la region de inversion. Arlogimero 203 generado
con el método de maxima parsimonia y 1000 busqubdasisticas. Los valores de

“bootstrap” >70 se encuentran por arriba de lasasam
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Persea americana var. drymifolia CH-C-57
Persea gigantea CH-I-2
Persea americana var. drymifolia CH-E8
Persea americana var. drymifolia CH-Der2
Persea americana var. drymifoliaCH-C-10
Persea americana var. american€H-G-48
Persea americana “Hass”
4{ Persea schiedeana CH-Der-1
Persea schiedeana CH-Gu-l
Persea var. drymifolia CH-C63
Persea americana var. american&H-CR-28
Persea americana var guatemalensis CH-Gu-
Persea americana var. american&€H-1-6
Persea sp.’Freddy’ CH-CR-29 Subg Persea
A Persea americana var. costaricensi€§H-CR25
Persea americana AF268794
Persea nubigena CH-1-4
Persea steyermarkii CH-G-Ch1
Persea tolimanensis MV1
Persea schiedeana CH-H-5
Persea schiedeana x P. americana var. guatemalensis CH-62
—1| Persea americana var. drymifolia CH-C47
Persea americana var. guatemalensiSH-G-7S2
Persea schiedeana CH-H-7
Persea nubigena CH-G-76
Persea steyermarkii CAV1
Persea americana var. costaricensiSH-CR-44
rPersea americana var. guatemalensiSH-Gu-6
100 - Persea floccosa CH-I-3
Persea americana var. americana CH-@&
Persea americana EU15398!
r Persea parvifolia CH-Ve-2
— Persea americana var. guatemalensiSH-G-11S1 ]
Persea lingue CH-PI-L
Persea cinerascens CH-C-30
100 Persea chamissonis CH-Ve-1
Persea longipes CH-G-36
Perseasp. ‘PR'CH-PR-1 Subg Eriodaphne
{ Persea chamissonis CHAP 37473
60 Persea vesticula CAV3
— Persea caerulea EU15399!
{4{ Persea meridensis AF268797
Persea thunbergii AF268798
— Persea lingue AF26879¢
Beilschmiediaanay CH-Hu-56 K
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Figura 2.4. Arbol filogenético del espacio interigértrnH-psbA de 45 secuencias del
géneroPersea con la region de la inversion en la forma B. Arboinero 33 generado
con el método de maxima parsimonia y 1000 busqueelassticas. Los valores de
“bootstrap” >70 se encuentran por arriba de lasasam
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En los dltimos dos analisis a pesar de habersedsyado un fragmento de apenas 77-85
pb, se aprecié que la zona de inversion tuvo un geso en los arboles filogenéticos, al
considerarse tal y como aparece en las secuerc@astiene un mayor niumero de sitios
informativos, y en el caso deersea se obtiene dos clados independientes que estan
formados por especies que comparten la misma falenda inversion. Cuando se
consideran todas las secuencias en la misma foarla thversion se tiene un menor
namero de sitios informativos, formandose menododaon varios géneros, las especies

de los subgénerd®ersea y Eriodaphne se agrupan en uno solo.

DISCUSION

A pesar de que el espacio intergénictoH-psbA por su alta tasa de evolucion
nucleotidica es uno de los fragmentos del genorhaldmplasto de las angiospermas
mas empleado en los analisis filogenéticos y dégodde barras, algunos investigadores
han puesto de manifiesto que no es un marcadouadegara estos analisis, ya que en
ciertas zonas de la secuencia la variacion se @ela presencia de caracteres
homoplasicos (Olmstead y Palmer, 1994), que ncejeefl ancestria comun (Page y
Holmes, 1998; Morrone, 2000). Una de las zonas lpnofticas es un pequefio
fragmento de ADN en la regigusbA 3"-UTR, que presenta frecuentes inversiones, lo
gue ocasiona que secuencias de la misma especidifepante configuracion de la
inversion aparezcan distantemente relacionadas tiptki et al., 2010). En las
secuencias analizadas de la familia Lauraceaegc#gmmente entre las especies de los
subgénerodrersea y Eriodaphne, se encontré que los datos de divergencia ensre la
secuencias de los géneros analizados se sobrestiraado no se reconoce la inversion
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y no se alinean las secuencias en una sola coadigmr de la inversion, como
consecuencia los arboles filogenéticos generadias fan establecer correctamente las
relaciones de ancestro-descendencia; asi, un estledicédigo de barras fallaria en
distinguir las especies y géneros.

Cuando la region de inversion se alinea en una esofdiguracion, las relaciones
flogenéticas son méas claras; no obstante, pareash de los taxa analizados no se
obtienen arboles resueltos, sigue habiendo meeckEglinos géneros en varios clados.
Una posible respuesta es que a pesar del alingmndenla region de inversion, los
indices de homoplasia de las reconstruccionesefiléticas siguen siendo altos (Cuadro
2.3) en comparacion con los datos obtenidogr®ntrnF (Lauraceae HI=0.1%Rersea
HI=0.036),matK (Lauraceae HI=0.0Fersea HI=0.048), yrbcL (Lauraceae HI=0.017,
Persea HI=0.01) (Cruz-Mayaet al., comunicacion personal), por lo del espacio no
transcrito del espacio intergénit@H-psbA presenta elementos que estan influyendo en
el aumento del indice de homoplasia y en la estractie los arboles filogenéticos.
También es probable que la homoplasia no sea eb dactor que cause tal efecto, y
puede que existan por ejemplo, problemas en ldifdaegion de materiales que hace que
especies de géneros cofcotea, Litsea y Lindera se distribuyan en varios clados de los
arboles. Otra posibilidad es que varias de lascespeonsideradas hasta ahora deban
constituirse en nuevos géneros 0 subgéneros, hipdtple necesita mucha mas

informacién para poder ser sustentada.
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Cuadro 2.3. Descripcion de los analisis filogem&idel fragmentdrnH-psbA en las
familia Lauraceae, el géneRersea y los subgénerdBersea y Eriodaphne.

Analisis LP Cl HI RI
Primero 552 0.53 0.47 0.87
Segundo 496 0.60 0.40 0.90
Tercero 114 0.75 0.24 0.87
Cuarto 106 0.81 0.19 0.89
Quinto 61 0.76 0.25 0.96
Sexto 46 0.82 0.17 0.79

LP= Longitud de pasos, Cl= Indice de consistencia
HI= Indice de homoplasia, RI= Indice de retencion

El andlisis de la regiépsbA 3"-UTR presentd una disminucion importante emdicie

de homoplasia cuando la zona de inversion se aiinafa sola configuracién, y a pesar
de que la regiopsbA 3"-UTR es muy corta (77-85 pb en Lauraceae) perpopcionar
suficiente sefal filogenética, se pudo observal fogael efecto de la region de inversion
en los arboles filogenéticos (Fig. 2.5); ademasgamhpararlos con los arboles de la
region intergénicarnH-psbA completa, se observo su influencia en la conforbmade
los clados, como es el caso de la formacion ddbdladependiente d@. americana var.
americana CH-G-45 . americana var. guatemalensis CG-G-11S1 (Fig, 2.2), que no se
presenta en los filogramas de la regpA 3 -UTR (Fig. 2.5). En un futuro varias
regiones intergénicas 3'-UTRs de genes que codifiquoteinas podrian combinarse
para obtener informacion adicional que pueda resahejor las relaciones filogenéticas
de los taxa. Este tipo de inversiones no solo ageptan en la regidmH-psbA, también
se han encontrado en los marcadomgi6 (Kelcher y Wendel, 1996)psbC-trnS
(Catalanoet al., 2009),trnL-trnF (Kim y Lee, 2005), yatpb-rbcL (Golenberget al.,

1993) entre otros.
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100

— Nectandra purpurea EU153972
Cinnamomum parthenoxylon GQ43545
Anaueria brasiliensis AF268800
Chlorocardium rodiei AF268802
Ocotea floribunda HM446972
—— Cinnamomum dictyoneuron GQ248265
Cinnamomum verum AF268784
Cinnamomum sp. AF 268783
—— Cinnamomum camphora EU153948
Litsea krukovii AB331293
Neolitsea aciculata EU153977
Laurus azorica EU153858
Persea thunbergii AF268798
Persea meridensis AF268797
{————— Persea lingue AF 268796
Persea caerulea EU153990
Persea caerulea AF268795
Persea americana AF268794
Persea americana var. guatemalensis CH-GU-6
Persea floccosa CH-I-3
Persea americana var. drymifolia CH-C-57
Persea americana var. guatemalensis CH-G-11 §1
—{ Persea parvifolia CH-Ve-2
Persea americana var. americana CH -CR- 28

|Persea americana var. guatemalensis CH-GU-5
Persea chamissonis CHAP 37473
Persea lingue CH-PI-1
[~ Persea schiedeana CH-Der-1
Persea sp. ‘PR’ CH-PR-1
Persea tolimanensis Mv1
Persea americana var. americana CH-G-45
Persea americana var. drymifolia CH-C-63
74) Rhodostemonodaphne pendulifiora EU153992

Ocotea sp. EU153987

Ocotea cernua GQ982302
Ocotea moschata HM446974
Ocotea quixos AF261999
Licaria triandra AF 268774
Licaria cannella AF268773
Ocotea oblonga GQ982303
Ocotea floribunda EU153982
Ocotea bullata AF268778
Ocotea botrantha AF268776
Kubitzkia mezii AF 268772
Cinnamomum quadrangulum AF268781
Ocotea guianensis EU153983
Pleurothyrium cinereum AF268769
Rhodostemonodaphne rufovirgata FJ038960
Rhodostemonodaphne praeclara AF268760
Endlicheria sp. EU153953
Cinnamomun triplinerve EU153952
Endlicheria chalisea AF268756
Rhodostemonodaphne kunthiana EU153991
Lindera umbellata AF268789
— Litsea glaucescens AF 129063
Neolitsea sericea AF268792
Cinnamomun triplinerve EU153951
Cinnamomum triplinerve GQ982187
Sassafras albidum EU153993
Sassafras albidum EF491223
Sassafras tzumu EF491217
Sassafras tzumu GU117758
Sassafras randaiense EF491222

Ocotea fulvescens GQ429145
Nectandra sp. CAS2
— Litsea coreana AF268791

Persea vesticula CAV3

Persea chamissonis CH-Ve-1

53 persea sp. ‘Freddy 4’ CH-CR-29
Persea steyermarkii CH-G-Ch1
Persea cinerascens CH-C-30
Persea nubigena CH-l-4
Lindera benzoin AF268788

Litsea cubeba EU153961

|Laurus nobilis EU153959
Cinnamomum japonicum AF268782
— Lindera benzoin EF491227
Iteadaphne sp. AF 268786

Ocotea calophylla EU153978
Ocotea leucoxylon AF268763
ig{ Aniba hypoglauca AF268771

Aniba cinnamomifiora AF268770
Aiouea guianensis AF268780
Laurus nobilis AF268785
Parasassafras confertiflora AF268790
Nectandra sp. EU153975
Ocotea tomentella AF268765
Ocotea malcomberi AF268779
Umbellularia californica AF268777
—— Nectandra sp. EU153969
Ocotea paucifiora AF 268764
Endlicheria citriodora AF268757
Licaria chrysophylla FJ038958
Aiouea dubia EU153942
Cinnamomum montanum HM446906
Cinnamomum bejolghota GQ248266
Potameia micrantha AF 268815
Beilschmiedia robusta GU117747
Beilschmiedia brenesii AF 268809

Endiandra microneura AF 268814
53| Litsea collina GQ248329
Beilschmiedia ovalis AF268811
Beilschmiedia sary AF268812
IPotameia microphylla AF268816
Beilschmiedia anay CG-Hu-56

Persea americana var. americana x var. guatemalensis Punta A+T46

Chlorocardium venenosum AF268801
Mezilaurus triunca AF268804
Sextonia rubra GQ428741
Sextonia pubescens AF262000

Alseodaphne semecarpifolia AF 268799

AF268

Beilschmiedia tawa EU153946
Cryptocarya rhodosperma AF268817
Cryptocarya alba GQ248275

Cryptocarya thouvenotii AF261997

Cryptocarya triplinervis GQ248278
Aspidostemon sp. AF268819
AF26880

—— Cryptocarya metcalfiana GU117751
8 Potoxylon melagangai AF 268821
Eusideroxylon zwageri AF 268820
—— Beilschmiedia velutina AF 268813
-Beilschmiedia madagascariensis AF2688810

Actinodaphne sesquipedalis AF268787

Alouea guianensis AF268780

Aniba cinnamomiflora AF 268770

Aniba hypoglauca AF268771

Ocotea floribunda HM446972
— Alseodaphne semecarpifolia AF268799
—— Chlorocardium rodiei AF268802
Persea americana var. drymifolia CH-C-57
Persea lingue CH-PI-1
|Persea parvifolia CH-Ve-2

Persea americana var. guatemalensis CH-GU-6
Persea americana var. americana CH-G-45
Persea floccosa CH-I-3
—Persea schiedeana CH-Der-1
Persea cinerascens CH-C-30
Persea americana var. americana CH -CR- 28
Persea americana var. guatemalensis CH-GU-5
Persea sp. ‘PR’ CH-PR-1
[~ Persea sp. ‘Freddy 4 CH-CR-29
Persea nubigena CH-14
Persea americana var. guatemalensis CH-G-11 $1
[Persea chamissonis CHAP 37473
Persea chamissonis CH-Ve-1
Persea tolimanensis Mv1
Persea vesticula CAV3
Persea steyermarkii CH-G-Ch1
Persea americana AF 268794
Persea caerulea AF268795
Persea caerulea EU153990
[~ Persea lingue AF26879%
Persea meridensis AF 268797
Persea thunbergii AF268798
Persea americana var. drymifolia CH-C-63
[~ Cinnamomum camphora EU153948
—— Cinnamomum dictyoneuron GQ248265
Cinnamomum japonicum AF 268782
Cinnamomum quadrangulum AF 268781
Cinnamomum sp. AF268783
Cinnamomum triplinerve EU153952
Cinnamomum verum AF 268784
Endlicheria chalisea AF268756
Endlicheria citriodora AF 268757
| Endlicheria sp. EU153953
Iteadaphne sp. AF268786
Kubitzkia mezii AF268772
Laurus azorica EU153958
[~ Laurus nobilis AF268785
Laurus nobilis EU153959
Licaria cannella AF268773
Licaria chrysophylla F J038958
Licaria triandra AF268774
Lindera benzoin AF268788
[~ Lindera benzoin EF491227
Lindera umbellata AF268785
[ Litsea coreana AF268791
Litsea cubeba EU153961
[— Litsea glaucescens AF 129063
Litsea krukovii AB331293
Nectandra sp. CAS2
—— Nectandra sp. EU153969
Neolitsea aciculata EU153977
Neolitsea sericea AF268792
QOcotea botrantha AF268776
Ocotea bullata AF268778

58 Ocotea cernua GQ982302

Ocotea sp. EU153987

QOcotea floribunda EU153982
Ocotea fulvescens GQ429145
Ocotea guianensis EU153983
Ocotea leucoxylon AF 268763
Ocotea malcomberi AF268779
QOcotea moschata HM446974
QOcotea oblonga GQ982303
Ocotea paucifiora AF268764
Ocotea quixos AF261999
Ocotea tomentella AF268765
Parasassafras confertifiora AF 268790
Pleurothyrium cinereum AF 268769
Rhodostemonodaphne kunthiana EU153991
— Rhodostemonodaphne pendulifiora EU153992
Rhodostemonodaphne praeclara AF 268760
Rhodostemonodaphne rufovirgata FJ038960
Umbellularia californica AF268777
Cinnamomum parthenoxylon GQ43545
Nectandra sp. EU153975
Ocotea calophylla EU153978
[ Anaueria brasiliensis AF268800
Chlorocardium venenosum AF 268801

76| Mezilaurus triunca AF 268804

4‘_55{ Sextonia pubescens AF262000
Sextonia rubra GQ428741

Alouea dubia EU153942
Cinnamomum montanum HM446906
Cinnamomum triplinerve EU153951
Cinnamomum triplinerve GQ982187
Sassafras albidum EF491223

——— Sassafras albidum EU153993

Sassafras randaiense EF491222
Sassaras tzumu EF491217
Sassafras tzumu GU117758

—— Nectandra purpurea EU153972
Cinnamomum bejolghota GQ248266

AF26880
Aspidostemon sp. AF268819

Cryptocarya alba GQ248275
Cryptocarya mackinnoniana GQ2482
Cryptocarya metcalfiana GU117751

Cryptocarya rhodosperma AF268817
5% Eusideroxylon zwageri AF268820

Potoxylon melagangai AF268821

Cryptocarya sclerophylla AF268818
Cryptocarya thouvenotii AF261997
Cryptocarya triplinervis GQ248278
Beilschmiedia brenesii AF268809
Beilschmiedia ovalis AF268811
Beilschmiedia robusta GU117747
Beilschmiedia sary AF268812
Endiandra microneura AF268814

Litsea collina GQ248329

Beilschmiedia anay CG-Hu-56
Potameia micrantha AF268815
Potameia microphylla AF 268816
Beilschmiedia tawa EU1539468
Beilschmiedia velutina AF268813

Beilschmiedia madagascariensis AF268810

Persea americana var. americana X var. guatemalensis Punta A+T46
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Figura 2.5. Arboles filogenéticos la region gebA 3-UTR de 126 secuencias de
Lauraceae, generados con el meétodo de maxima memsimy 1000 busquedas
heuristicas, los valores de “bootstrap” >50 se engan por arriba de las ramas. A)
Arbol numero 45 del quinto analisis que considesa126 secuencias sin modificacion
en la region de inversion. B) Arbol nimero 8 deltseanalisis que considera las 126
secuencias con la region de la inversion en ladd8m

CONCLUSIONES

La zona de inversion de 18-27 pb de la regiédpA 3"-UTR del espacio intergénico
trnH-psbA influyé la filogenia de las lauraceas y en losgarterosersea y Eriodaphne,

es evidente que al no tomarse en cuenta la coafigur de este pequefio fragmento se
generan grupos artificiales que no reflejan laglageras relaciones de ambos taxa, lo
gue incrementa aun mas la controversia que rodasigoacion a la categoria de género.
Ademés de que existe la necesidad de continualectmisqueda de marcadores que
presenten alta variabilidad, preferentemente geoaeBagmentos con bajo indice de
homoplasia que ayuden a mejorar la inferencia dihggica dentro de la familia
Lauraceae y especificamente dentro del géRereea. Con los resultados obtenidos
hasta el momento sobre el espacio intergétricH-psbA, se podria considerar hacer
estudios filogenéticos solo de la regigA 3"-UTR, junto con las regiones 3'-UTR de
otros espacios intergénicos, o analizar el espagitranscrito del espacio intergénico
trnH-psbA para encontrar otros elementos que estén influyeswloel indice de
homoplasia y que permitan un mejor manejo de larmécion, por lo que es evidente la
necesidad de que se implementen algoritmos queubnsmutaciones estructurales,

inversiones, inserciones y deleciones, y que serpocen en las herramientas

bioinformaticas para obtener mejores estudiosdihd@gicos.
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CONCLUSIONES GENERALES
De los genes analizados, los genes del genoma aleplelsto fueron los mas
polimérficos, resultando los méas utiles en la ratamccion filogenética del género
Persea. Sin embargo, no resultaron ser muy Utiles eepaacion de las especies dentro
de este género.
Con base a los resultados de este estudio se mrdpa@eparacion de los subgéneros de
Persea como géneros independientes ya que el géPasea no corresponde a un grupo
monofilético.
En el fragmentgsbA-trnH se recomienda utilizar la zona de inversion de A®t2de la
region psbA 3"-UTR en estudios filogenéticos, ya que influyeferma positiva en la
reconstruccion filogenética de las lauraceas yrdetePersea (Persea y Eriodaphne).
Existe aun la necesidad de continuar con la busgdedmarcadores moleculares que
presenten alto polimorfismo, preferentemente geaefsagmentos con bajo indice de
homoplasia que ayuden a mejorar la inferencia dihggica dentro de la familia
Lauraceae y especificamente dentro del gémersea. Asi como que ayuden en la

identificacion de especies &ersea.
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