@acewp
O Bolrvar
T

Pa1 26::”5’#’!" I"
UNIVERSIDAD
DE PANAMA

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y POSTGRADO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES EXACTAS Y TECNOLOGIA

PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS CON ORIENTACION
EN BIOLOGIA VEGETAL

UN ESTUDIO PRELIMINAR SOBRE LA BIOLOGIA MOLECULAR DE
ESPECIES DE ZAMIA L. (CYCADALES ZAMIACEAE) EN PANAMA

RUBY E CABALLERO YV

PANAMA, REPUBLICA DE PANAMA
2014



Titulo de la Tesis: "UN ESTUDIO PRELIMINAR SOBRE LA BIOLOGIA
MOLECULAR DE ESPECIES DE ZAMIAS L. (CYCADALES: ZAMIACEAE) EN
PANAMA ~

= TESIS

Sometida para optar al titulo de Maestria en Ciencias Bioldgicas,
Opcidn Biologia Vegetal

Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado

Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia

APROBADO POR:
e

Doctor Alberto Taylor
Presidente

P .
FAY - ’

(et ot G2l

Doctora Cristina Garibaldi
Miembro

)
V%
Prf@sora Olga Chen
Miembro

REFRENDADO POR:

7 DUAT, Th - (é«f«wf‘w;l_
~ REPRESENTANTE DE LA VICERRECTORIA
DE INVESTIGACION Y POSTGRADO

FECHA:

A/ L/LI-‘E: / Z?’-UJ?(‘./-' ';"’ (2 / %



DEDICATORIA

Al Creador del Umiverso “Dios” por haberme dado Juz y fortaleza para alcanzar m:s
metas, a m1 famihia, profesores y amigos



AGRADECIMIENTO

En primera wnstancia desco agradecer al Doctor Alberto Taylor asesor principal,
investigador de las zamias en Panam4, por haber dado pleno apoyo al uso de las plantas
del Jardin de Cicadas de la Universidad de Panam4, cuya consecucién y siembra ha sido
labor de més de una década y por aceptar la sugerencia de proyecto alterno de tesis por
parte del equipo del Instituto Smithsoman de Investigaci6n Tropical hderado por Ia
Doctora Ons Sanjur a la SENACYT por el apoyo econdmico brindado para hacer real la
presente nvestigacion, asi como también agradezco a los co asesores, Doctor Carlos
Ramos y profesor Jorge Mendieta por sus atinadas sugerencias y por el tiempo dedicado
a la revisién del presente escrito A los Profesores del Departamento de Botdnica Mireya
Comea, Gerardo Céceres Carmen Vergara, Cristna Garibaldi Alfredo Soler y Luss
Carrasquilla, por estar pendientes de mis pininos en la biologia molecular

Ademds deseo agradecer el apoyo brindado incondicionalmente por el personal del
Laboratorio de Biologia Molecular del Insttuto de Investigaciones Tropicales
Smuthsoman, algunos de los cuales ya no laboran alli por estar en otros émbitos
moleculares espero no olvidar mngun nombre Eyda Gémez, Débora Doens, Ruth Gisela
Reina, Melissa Castillo Marta Vargas a las Doctoras Ivanua Cedron, Eloisa Lasso, al Dr
Luis Mejia, m1 exalumno a quien volwvi a ver en el momento indicado “gracias Luis y
prnncipalmente a mus exalumnas Maribel Gonzdlez por sacar tiempo del tiempo y
convertirse en mu guia, a Graciela Valdespino por las lindas fotos y Vielka Munilo por

el empuje espintual y el immo transmitido en cada momento

v



Hoja de Presentacién
Hoja de Aprobacién

Dedicatona

Agradecimiento

Resumen

Introduccién

Revisién de la literatura
Aspectos Metodolégicos
Resultado y Discusién
Conclusiones y Recomendaciones
Bibliografia citada

Anexos

INDICE GENERAL

21

28
29



fNDICE DE CUADROS

Pégina
Cuadro I Listados de especies de Zama de Panam4 y lugar de colecta 15
Cuadro II Clave artificial para separar especies de Zamia de Panamd 16

Cuadro Il Espectes utthizadas en ¢l estudio longitud de la secuencia, pares
de bases porcentajes de bases Guanina (G) y Citosma (C) para

cada especie 23



{NDICE DE FIGURAS

Fig 1 Diagrama de la disposicién de! ADNr eucanibtico 18S 58S 288
tandém

Fig 2 Especies de Zamia del estudio

Fig 3 Especies de Zamia del estudio (continuacién)

Fig 4 Especies de Zama del estudio (contmuacién)

Fig 5 Especies de Zamua del estudio (continuacidn)

Fig 6 Distnbucién de especies de Zama de Panamé

Fig 7 Cladograma del 4rbol filogenético de las especies de Zamia de Panam4
del gen nuclear ITS2 ADN nbosomal

vil

Pégina

17
18
19
20
20

24



ANEXOS

Anexol Preparacion de reactivos
Anexo 2 Metodologia de extracciéon de ADN y secuenciacion
Anexo 3 Secuencias En Base Al Espaciador Transcnito Interno 2 (Its2)

Anexo 4 Electroférograma Mostrando una parte de la secuencia de
Z elegantissima desde la posicién 257 a la 309 Pb

Anexo 5 Listas de especies de Zarma, tomadas del genbank, usadas como
referencia en el almeamiento de las espectes de Zamia de Panama (ITS2)

Anexo 6 Visualizacién del ADN genémico
Anexo 7 Visualizacién de la PCR en agarosa normal

Anexo 8 Visualizacién en agarosa low melting para cortar bandas

Pégina
35
36

43

52

53
54
55
56



I RESUMEN

La 1dentificacién taxondmica de las especies descritas de Zamia de Panam4 estd basada
principalmente en la morfologfa de las hojas y en algunas caracteristicas reproductivas
Con el propésito de utiizar cnterios adicionales se secuencidé la regién ITS;
comprendidas entre los genes de rDNA 18S 58S y 26S  Los resultados prelimmares de
la taxonomia molecular de las especies descritas de Zamna de Panamd, basados en la
secuencia ITS2 del ADN ribosomal nuclear muestran 3 cladogramas pobremente
resueltos El més parsmmonioso sefiala dos clados Un clado basal que contiene 3 especies
de 1a regi6n este del Istmo Clado Panamé Este y el otro que mcluye el resto de las
especies con distribucién desde el centro hacia al oeste del 4rea canalera ‘Clado Panama
Oeste exceptuando las provincias de Herrera y Los Santos en las cuales quizds por
motivo de deforestacién de larga data, no se han encontrado hasta la fecha cicadas
Ademiés los resultados indican que este gen por si sélo no es el més indicado para
establecer diferencias filogenéticas interespecifica para la mayoria de las especies, no asf
para las especies Z dressler,, Z pseudoparasitica, Z obhqua, Z hndley1 y Z skinnen, las
cuales se encuentran en ramas resueltas Es importante sefialar que Z obliqua se ubica en
el clado Panamé Este pero por su ampha distnbucién, se refleja en ambos clados
Como se ha visto en trabajos similares previos (Caputo et al 2004 Taylor et al, 2012) el
patrén de relaciones filogenéticas en Zamia es altamente congruente con su distribucién
su geogréfica y no con semejanzas morfolégicas

I ABSTRACT

The taxonomcal dentification of described Panamaman Zamia species 1s mostly through
leaf morphology and a few reproductive characteristics With mtent to apply additional
critenia, regions ITS1 and ITS2 within the genes for rRNA 185 58S and 26S were
sequenced. The prelimnary results of our molecular taxonomy based on the sequence of
ITS:2 of the nuclear nbosomal DNA show 3 poorly resolved cladograms The most
parsimonious gives two clades A basal clade of 3 species from the castern region of the
Isthmus FEast Panama Clade” and the other includes the rest of the species with
distribution from central Panama towards the west of the Canal Area “West Panama
Clade excepting the provinces of Herrera and Los Santos in which, perhaps due to long

lasting deforestation, no cycad has been found to date Additionally the results show that
this gene per se 1s not the most relable to establish interspecific phylogenetic differences
for most of the species however not so for species Zanua dressieri Z.pseudoparasitica

Z obliqua, Z Iindley: and Z skinneri, which are found on resolved branches It 15 important
to note that Z obliqua s put in East Panama Clade but due to its extended distribution 1t
1s found m both clades As appear mn previous smlar research (Caputo et al, 2004 Taylor
et al, 2012) the pattern of phylogenetic relationships 1n Zanua 15 huighly congruent with
geograpluc  distribution and not with  morphological  smularties



n INTRODUCCION

El orden Cycadales consta de tres famihas Cycadaceae Stangenaceae y Zamiaceae
(Stevenson, 1992) La famiha Zamiaceae posee el mayor numero de géneros descritos en
el neotrépico con cuatro géneros y 113 especies (Osbome et al. 2012) de la cual el
género Zamia constituye el de mayor pohmorfismo y distribucién ecoldgica. Este género
estd distnbuido a través del trépico y sub trépico de América, as{ como también, en el
Caribe con excepcién de Las Antillas Menores y comprende unas 72 especies

Panamé, con una extensién terrrtorial un poco menos de 26 veces la de México
cuenta con 17 especies descritas de Zama cantided que i1guala ¢l numero de especies
descritas para México de las cuales 12 son endémicas Sin embargo México pais con el
mayor numero descrito de cicadas americanas tiene un total de 66 especies incluidas 23
especies de Dioon y 26 especies de Ceratozamia.

La identificacién taxonémica de las especies descritas de Zamia del 1stmo de Panamé
estd basada principalmente en caracteres morfolégicos El presente estudio contempla
aspectos de la biologia molecular considerando la nueva herramienta conocida como

codigo de barras” propuesta por Hebert en el 2003 E! gen utilizado para tal propésito es

el mtergen nuclear ribosomal ITS2

1 Planteamiento del Problema

El unico criterio para la clasificacién utihizado hasta el momento de las especies de
Zamua descnitas para Panamd es la informacién que se ha generado sobre algunos



caracteres morfolégicos de érganos vegetatvos y reproductivos Se tiene informacién de
secuencias de ADN con la utiizacibn de ITSz en comjunto con caracteristicas
morfolégicas en numero plural de especies amenicanas ncluyendo nueve de Panami.
Sin embargo se presentan nombres conflictivos de las de Panami y el onigen de algunas
no queda bien establecido Las especies incluidas en estos estudios (Caputo et al 2004
Taylor et al 2012) son Z acuminata (estd se ignora s1 fue la de Panamd, ya cambiada a
Z nana (Lindtr8m et al. 2013) o la de Costa Rica, Z dressler: Z ipetensis Z.
neurophylidia Z. obliqua, Z. pseudomonticola, Z pseudoparasitica, Z skinneri (no se ha
podido obtener datos sobre procedencia verdadera) y Z mamcata. Estos estudios han
realizado para esclarecer la filogenia del género en varias poblaciones Existen caracteres
morfolégicos utilizados en la clasificaci6n tradicional que no son muy informativos para
los propbsitos de clasificacion y determunacién de la vaneacién mnterespecifica y como
consecuencia en algunos casos la sdentificacion se dificulta. En base a la escasez de datos
moleculares que contribuyan a la identificactén y clasificacién de las especies descritas
de Zamia del pais, se hace necesano obtener y evaluar la uhlidad de estas secuencias en
todas estas especies Se han efectuado por lo dos trabajos sobre biologia molecular
de Zamua en los cuales se adicrond una matriz morfolégica. En un pnimer caso se obtuvo
un cladograma de consenso (Caputo et al 2004) y en el segundo un cladograma resuelto
(Taylor et al 2012a) Sin embargo en estos trabajos no sc¢ amalizaron las diecisiete
especies del Istmo y probablemente algunas de las especies sefialadas no corresponden a

la nomenclatura actual (¢ )} Z acuminata, Z. ipetiensis/ cunarwa, Z skinneri)



2 Importancia del Estudio

En virtud de la poca informacién relativa de datos moleculares que contribuyan a la
dentficacién y clasificacién de Ias especres descritas de Zamig de Panamd, se hace
necesario obtener la secuencia de genes que pudieran ser utihizados como cédigo de
barras y evaluar su utiidad en la filogema e identificacién de estas especres Es
mmportante tener una wdea de la filogema de cicadas porque en cualquer estudio de
evolucién de plantas superiores sale a relucrr la evolucidn de estas especies por su
estructura de larga data de més de 250 mullones de afios por su produccion de sustancias
tdxicas cancerigenas y aminodcidos no esenciales por el peligro de su extincidn debido a
extraccién ilegal y ehminacién de hibsat, su gran demanda de uso medicmnal y
ornamental en el folklore de pueblos americanos y del sur este de Asia. Se espera que la
wnformacién obtenida a partwr de esta mvestigacién contribuya a esclarecer las relaciones
filogenéticas entre las especies descrtas de Panamd y especialmente la situacién de
especies morfolégicamente muy similares

Se espera que situaciones como la simlitud en la morfologia entre Z cunara 'y 2
ipettensis que se pueden confundir féciimente en el campo y entre las especies del
complejo sknneri” formado por Z. hamanu, Z. imperialis Z skinnert Z nesophilay Z.
neurophyhdia (Taylor et al 2012c) todas con foliolos plegedos, pudicran resolverse
mtroduciendo datos moleculares Los resultados obtemdos no sdlo servirin de base a
futuras mnvestigaciones sino que edemés proporcionarén informacién relevante sobre las

secuencias de ITS: de las especies descritas de Zamia de Panamé.



Objetivos

Objetivo general

o Establecer la filogema de las especies de Zamia de Panamé, basada en
cladogramas generados a partir de las secuencias del ITS2

Objetivos especificos

o Elaborar un cladograma del érbol filogenético con las secuencias obtemdas para la
regidn nuclear ITS2

o Determmar la asociscién filogenética de las diecisiete especies de Zamia
secuenciadas

o Evaluar la util:idad del ITS2 como cédigo de barra para las especies de Zamia de
Panama.

Hipétesis de Trabajo

La Hipétess cientifica
El ITS: es util para describir la taxonomia de las especies descritas de Zamea de Panamé.

Hipé6tesis nula

El ITS; no es util para describir la taxonomia de las especies descritas de Zamia de
Panama.



I REVISION DE LITERATURA

Estudios con mplicaciones filogenéticas en las cicadas se han vemdo realizando en
diferentes épocas y latitudes debido a su importancia dentro de las plantas con semulla,
como lo es su sobrevivencia a través de los tiempos conterudo quimico y explotacién
actual de las poblaciones Cabe mencionar las investigaciones de Moret: (1990) sobre
Zamiaceae (Cycadales) de Norte y Aménca Central basadas en el numero de
cromosomas y cariotipo de Zamia, Microcycas Ceratozamia y Dioon Los resultados
muestran la relacién canolégica entre Zama Microcycas y Ceratozamia mientras que
Dioon aparece distante esto se explica debido a que difiere en caracteristicas vegetativas
y reproductivas de otras cicadas americanas (Stevenson, 1989) Ademds cladogramas
propuestos para las cfcadas neotropicales basados en caracteres morfolégicos,
estructurales y fitoquimicos presentados por Crane (1988b) y Stevenson (1989)
confirman la relacién filogenética entre los tres géneros y proponen que Dioon podria
tener un ongen distmto a los otros géneros

En otras latitudes como en Austrahia, se han realizados estudios sobre la biologia y
sistemidtica de las cicadas del géncro Bowema especificamente donde se consideraron
caracteristicas morfolégicas reproductivas y asociacién con msectos (Wiison, 2004)

Con el propdsito de establecer las relaciones filogenéticas y la identsdad de las
especies, en el afio 2003 Paul Hebert, un bidlogo de 1a Universidad de Guelph en Canadé
presentd a los investigadores de la Institucién Smiuthsoman del Museo de Historia Natural
(NMNH) en Washington, DC los resultados de un estudio piloto que discrimina las
especies ammales utihzando sélo una pequefia parte vanable del ADN lo denominé



“c6digo de barras”. Hebert hizo un llamamiento para un esfuerzo similar para encontrar
un identificador Gnico en las plantas. John W. Kress, y sus colegas botdnicos de NMNH,
al igual que Ki-Jong Kim un botdnico de la Universidad de Corea en Seul, comenzaron lo
que se ha convirtido en una bisqueda de un cédigo de barras botanico (Pennisi, 2007).

El cédigo de barras genético puede definirse como “el empleo de la variabilidad
nucledtida existente en regiones cortas y estandarizadas del genoma, como auxiliar en la
identificacion y descubrimiento de especies biologicas en los grandes grupos
taxonomicos de organismos” (Hebert et al. 2003; Ratnasingham et al. 2007). El cédigo de
barras consiste en emplear una secuencia corta de nucleétidos (15 nucleétidos, con 4
opciones en cada posicién, crea la posibilidad de 1 billon de codigos).

http://www.btek.org/blog/wpcontent/uploads/2012/10/gu%C3%ADa-taller-

%C3%A Irboles.pdf) de un gen o region como marcador para la identificacion de un

espécimen hasta nivel de especie.

En plantas, el consorcio que trabaja en el cédigo de barras (Consortium for the
Barcoding of Life Plant Working Group “CBoL” o Grupo de Trabajo sobre Plantas del
Consorcio para el Codigo de Barras de la Vida) sugiere la utilizacién de ciertas regiones
del ADN del cloroplasto como cdédigo de barra o alternativamente la regioén espaciadora
entre los genes psbA-trnH del cloroplasto o las regiones espaciadoras transcritas internas
de los genes de rRNA nuclear (Sass et al. 2007). Los espaciadores transcritos internos
ITS:1 e ITSz, por sus siglas en inglés, “internal transcribed spacer”, se convirtieron en uno
de los primeros candidatos para el “codigo de barras” de plantas. Para Stoeckle (2003),
esta region ha demostrado amplia utilidad en eucariotas fotosintéticos y hongos y se ha

sugerido como un posible cédigo de barras de las plantas. De acuerdo a Baldwin et al.



1995 y Andreasen et al 1999 las secuencias del ITS se consideran adecuados para inferir
filogema a mvel de género o especie de plantas

Los ITS constituyen las regiones més secuenciadas del genoma (Alvarez et al 2003)
Una ventaja de esta regién es que puede ser amphficada en dos fragmentos més pequefios
el ITSi e ITS2 (Cullings et al 1998) El segundo ITS2 puede ser en principio utihizado
como un c6digo de barras estindar para identificar especies de plantas medicinales
estrechamente relacionadas y como c6digo de barras universal para la identaficacién de
una ampha gama de taxones vegetales, incluyendo angiospermas (Baldwing et al 1995
Moller y Cronk, 1997 Soltis 1998 Dick, et al. 2003 Gustafsson et al 2003) y
gimnospermas (Liston et al 1996 Cheng et al 2000 y Chen et al 2010) La regién ITS2
fue descrito por primera vez por Chiou et al 2007)

Ademés la region ITS evoluciona répixlamente en las plantas de manera que
generalmente y en muchos casos, Ias especies se pueden distingurr fiiciimente por la
vanacién de la secuencia (Baldwin et al. 1995)

Los ITS son regiones no codificantes que separan los componentes mmdividuales de las
umdades de ADN ribosémico del nucleo (rADN) El tDNA contiene la informactén para
el ARN que conforman los ribosomas por lo que es mformacidn que se transcribe pero
no se traduce El rDNA se presenta en repeticiones tindem, en los eucanotas Est4
formada por tres subunidades (18S 5 8S y 288S) separadas por dos espaciadores internos
con elevadas tasas de sustitucién el ITS:1 e ITS2, de 250 a 300 muclebtidos que son
regiones no codificantes Cada umdad de tDNA se encuentra separado por un espaciador

intergénico IGS (por sus siglas en inglés Inter Gemic Spacer) que mcluye el espaciador



no transcrito (NTS) y el Espaciador Transcrito Externo (ETS), ademds, incluye el

Espaciador Transcrito Interno (ITS), que incluye el ITS1e ITSz2). (Fig.1).

NTS NTS
| ~
/ !I e
s |
CIS8sT I T 288 lé_aquﬁuil__ﬁ
ETS \5.88/ ETS \5.8S/
= 2
IS ITS

Fig. 1: Diagrama de la disposicién del ADN ribesémico (ADNr) eucariético 18S,

5.8S y 28S en tdndem: IGS (Espaciador Intergénico): ADN no codificante que separa copias en thndem de
secuencias génicas o ADNr (NTS: Espaciador no Transcrito y ETS: Espaciador Transcrito Externo). ITS (Espaciador
Transcrito Interno): Regiones no codificantes que separa los componentes individuales de las unidades de ADNr

(ITS1 e ITS2). Accesado en:hup//es.wikipedia.org/wiki' ADN_ribos%(3%B3mico.

Las subunidades 18S, 5.8S y 288, son regiones altamente conservadas a lo largo de
todo un genoma. Evolucionan muy lentamente, por lo que son frecuentemente son usados
para determinar la clasificacion a nivel taxonémico alto, tal como las relaciones entre las
ordenes (Hills y Dixon, 1991). Sin embargo, los espaciadores no codificantes ITS e IGS
pueden variar sustancialmente aun entre las especies cercanamente relacionadas, debido a
que cambian rapidamente y pueden ser ttiles para la comparacion intra e interespecifica
(Stouthamer, 2007).

De particular interés resultan los fragmentos ITS1 e ITSz, ya que han demostrado que
pueden proveer una serie de caracteres para resolver problemas en angiospermas,
(Baldwing et al. 1995; Moller et al. 1997; Soltis, 1998; Dick, et al. 2003; Gustafsson et al.
2003). Ademss, las secuencias ITS1 e ITS2, han sido ampliamente usadas para
comparaciones filogenéticas dentro de las familias de las gimnospermas (Cheng et al.
2000; Liston et al. 1996). Otros como Schultz et al. 2005 y 2009, sefialan que la region

ITS: fue seleccionado como un candidato de cédigo de barras porque sus secuencias son
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marcadores filogenéticos potenciales y ampliamente utnlizados para reconstrucciones
filogenéticas a mivel de género y especies

Chen et al 2010 concluyen en sus investigaciones que la regién ITS:2 puede ser
potencialmente utiizada como un ¢6digo de barras del ADN estindar para 1dentificar
especies de plantas estrechamente relacionadas y puede servir como un c6digo de barras
umversal novedoso para la identificacién de una gama més amplia de taxones vegetales

En el orden Cycadales se han realizado mvestigaciones en Estados Unudos, por Saas
etal enel afio 2007 quenes trabajaron con las regiones del cloroplasto propuestas por el
Grupo de Trabajo para Plantas del CBoL. matK, rpoC1 rpoB ademds ACCD YCF5
con ndhJ como una sexta regién potencial y dos alternativas el espaciador intergémico
cloropléstico psbA trtnH y el espaciador interno transcrito ribosomal nuclear nrITS

La regi6n nrITS mostré ser el més prometedor en cuanto a vanabilidad, con el umco
inconveniente al momento de secuenciar porque ¢l nrITS en cicadas (y otras
gimnospermas) es vanable en longitud (de 1100 a 1400 pb) ademés se requiere el uso
de cebadores internos para generar contings otro factor potencialmente negativo es la
presenciade pohl T poli C y repeticiones poh — A, que son dificiles de secuenciar

Las identificaciones moleculares alcanzadas con codigo de barras en Zamia tendrian
que ser consideradas de manera paralela con aquelios aspectos que la taxonomia
tradicional afin no ha logrado solventar en especial al momento de 1dentificar taxa, como
una amplia variacién morfolégica entre y dentro de especies especies cripticas” y que a
su vez presenten una amphia distnbucién geogrifica (Nicolalde 20092)

Otra investigacidn sobre las cicadas fue realizada por Nicolalde et al 2010a, en
México utiizando diversas combinaciones multigémicas para el cédigo de barras
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genético para cicadales Fueron utilizados los siguientes genes codificantes del
cloroplasto MatK, rpoB rpoCl y rbcL y los genes no codificantes atpF/H psbK/l y
tmH psbA, més ¢l espaciador tramscrito mterno del nucleo nrIiTS Resultando la
combmacién de las regiones psbK psbl +atpF-atpH+rpoCI1+ITS2 con 75 % de
descripcién de las 24 especies de Zamia entre otros géneros Cuando el andlisis se
efectud por una sola regi6n, el mejor rendimiento fuc para la regién psbK/l, este valor es
similar al espaciador ITS2 y atpF-atpH que resulté en segundo lugar para el género
Zama,

Los resultados anteriores obtenidos por Nicolalde y su grupo de trabajo demostraron
que los genes matK y rbcL en contraste con los resultados presentados por el PWG del
CBoL (2009) no cumplen con mnguno de los géneros de cicadas Este resultado se basé
en el criterio de I discriminacién™ del tercer pardmetro segun el cual un segmento del
genoma puede ser propuesto como regién para el codigo de barras de ADN para la cual
debert ser aceptado en consenso por distingusr la mayoria de las espectes en estudio

Ese musmo afio Nicolalde et al 2010b basados en los estudios anteriores Nicolalde et
al. 2010a, utilizaron combmaciones multigénicas para el c6digo de barras para las
Cicadas de México Realizaron pruebas de codigo de barras genético especificamente
para la especie Zamua L. con los siguentes sitios matK, rpoC1 psbK/, atpF/H e ITS:2
Los resultados obtemdos demuestran que el gen espaciador del cloroplasto psbK/l
constrtuye una potente regién para codigo de barras genético para las especies de Zamia
de México Este resultado apoya los obterudos en los estudios efectuados en las cicadas

de México por Nicolalde etal 2010a.
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El uso de caracteres de ADN como sitios diagnésticos no sélo en cicadas sino en
diversos grupos de gimnospermas y angiospermas ha unido la sistemdtica molecular con
la taxonomia tradicional al demostrar que algunas regiones del genoma son
pricticamente invanables entre poblaciones de una especie mientras que otras muestran
varniacion entre especies (Nicolalde-Morejon et al 2011)

Vowides (2011) sefiala que el cédigo de barras de ADN se estd convirtiendo en un
apoyo cientifico de escala internacional que pretende establecer cnitenios objetivos para la
identificacién de especies Tarea que no sélo tiene el potencial de hacer avanzar
enormemente la taxonomia y sistemética basica de los organismos descnitos y aun por
describirse sino también las tareas propias de la biologia de la conservacién en grupos
amenazados

Esta investigacién prelimunar de la sistemdtica molecular de las especies de Zamia
reportadas para Panamé (Cuadro I) y con una distribucién a lo largo del Pais (Fig 6)
tiene como antecedentes una sene de estudios realizados con antenondad, que han
servido de guia para comprender e mnterpretar los resultados propios, estudios detallados
en los sigwmentes pérrafos

Para resolver las relaciones filogenéticas de especies de Zamia, Caputo ¢t al 1996
efectuaron estudios filogenéticos usando datos canolégicos de 26 especies de Zama de
Mesoaménca, de los cuales 7 especies se adscnbieron a Panam4 saber Z cunana, Z
petiensis Z. obliqua, Z manicata, Z. skinnent Z. newrophylhidia y Z. acuminata. Dando
como resultado un cladograma que presenta a Z skinnerr y Z neurophyllidia en un

mismo clado con una rafz en comun
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Sigwiendo la musma linea de investigacién, Caputo et al. en 2004 ntroduce nuevos
critertos  datos moleculares (ITS2) y morfolégicos, en sus estudios filogénicos de Zamia.
Incluyendo en esta ocasién 23 especies de Zamia de las cuales cmco especies son de
Panamé Z acuminata, Z. newrophyliidia Z. obhqua Z pseudoparasinca y Z skinner:
obteniendo como resultado un cladograma de méxmma parsimoma mostrando varios
clados pobremente resueltos Defiméndose dos grupos uno compuesto por especies
principalmente de América Central y el otro mcluye el resto de las especies investigadas
Las especies de Panamé se muestran en ¢l clado llamado “clado pseudoparasitica”
formado principalmente por especies de Aménca Central Hoy dia existen dudas sobre la
wentdad taxonémica de las especies Z acuminata y Z. skinner: utilizadas en dichos
estudios.

En Taylor et al 2012a, se muestra un cladograma, basado en datos moleculares y
morfolégicos que incluye 12 especies adicionales al estudio anterior dando un total de
35 especies de Zama De ellas nueve especies son de Panamé Z acuminata, Z dressler:
Z ipetiensis Z. mamicata Z. neurophylhdia, Z. pseudomonticola, Z. pseudoparasitica, Z
obligua, Z. skinner: y todas son agrupadas en el clado llamado “clado Panamé™ con
excepcidn de Z ipetiensis que se ubica ésta en el “clado Amérnica del Sur’  El resto de
las 27 especies que se ubica enel clado Canbe o clado mega México”

Los resultados de Caputo indican que la semejanza morfolégica en el género no se
corresponde con el patrén de relaciones filogenéticas mentras que los resultados
obtenidos muestran un patrén amphamente congruente con su distribucién geogréfica.

La mportancia botdmica de estudiar las cicadas como ya se ha mencionado ha
motivado su inclusién en estudios detallados sobre relaciones filogenética a gran en
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plantas vasculares a gran escala. Ademds el estatus de plantas amenazadas, el valor
comercial y el atracttvo ornamental de algunas especies a forzado un gran numero de
investigaciones sobre la biologfa de las cicadas (Caputo et al 2004)

Las cicadas actuales aun estén en proceso evolutivo aunque su numero se ha reducido
en comparacién con su predomnancia en la Era Jurésica (Taylor et al 2012a) Aungue
recientemente (Nagalingum et al 2011) ha postulado que tanto las cicadas actuales como
otras especies llamadas “fosiles vivientes  en realidad son de més reciente evolucién y

que ¢l parecido con los fosiles de eras pasadas sélo es superficial, debido a la

supervivencia de un patrén morfolégico de gran adaptabihdad

Panamé tiene diccisiete especies descritas (Taylor et al 2012b) (Cuadro I) (Figs2
5) distribuidas a lo largo de todo el Pais (Fig 6) El umco cnterio para la clasificacién
utilizado hasta el momento es la informacién que se ha generado sobre algunos caracteres
morfol6gicos de drganos vegetativos y reproductivos (Cuadro II)

Existen muchos estudios morfolégicos en filogema de Cycadales y Zamua
(Stevenson et al 1992 y 1993) pero pocos estudios de filogenia molecular en Zamma
(Caputo et al. 2004) Actualmente hay un cladograma resuelto con caracteres moleculares
y morfolégicos en Zamia (Taylor et al. 2012a) que incluye 9 especies pero algunas de
estas especies tales como Z acummnata Z. ipetiensis/cunaria y Z. skinner: probablemente

sean especies diferentes a las utilizadas en este trabajo
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Cuadrol LISTADO DE ESPECIES DE ZAMIA DE PANAMA

_Especie Lugardecolecta =~ |Endémica
Zamia acmmara Oersted ex Dyer *
gf!g Panam4 (Coclé) X
cumna Dressler & D W Stev
2f, 2h Panamé (Guna Yala) X
Zamia dres.sleﬂ DW Stev
21) Panamé (Colény Guna Yala) | X
Zamia eleganasszma Schutzman,
Vovides& R. S Adams
| (Fig_3a) Panamé (Colén y Guna Yala) | X
Zamia fatrchxldxm L D Goémez
Panamé (Chinquf) y Costa Rica | —
Zammc hamannu AS Taylor JL |
Haynes & Holzman
| (Fig_3c) Panams (Bocas del Toro) X
Zamia imperialis A S Taylor J L. |
Haynes & Holzman
%5 3d) Panamé (Coclé y Veraguas) X
1a ipetiensis D W Stev Panamé (Danién Grupo
(Fig 3e£ Emberd) X
Zamia hndley:1 Warsz ex A. Dietr
(Fig 3f) _ . Panamé (Chiriquf) X
Zamia mancata Linden ex Regel
| (Fig 4a) Panami (Danén) y Colombia | ——
Zama nesophila A'S Taylor JL
Haynes & Holzman
| (Fig 4b) - Panamé (Bocas del Toro) X
Zama neurophylidhaD W Stev Panamé (Bocas del Toro)
| (Fig 4c) _ Costa Rica _ _ ——
Zama ob: ua )A. Braun Panamé (DCa:llén' l::ol(m, Coclé
Zamia pseudomonnicolal. D Gémez
| (Fig 4e) Panamé (Chin Costa Rica | —
Zama pseudoparasifica Yates n Panams (Bocas oro
Seemann Coclé Colén, Panami y
Sa _ _ Veraguas) X
—Z(ﬁzmsl l.:;bmn Warsz ex A Dietr Panami el
(Bocas del Toro) X
Zamia stevensonu A S Taylor & G
Holzman
| (F1g 2b) Panamé (Panamd4) X

Fuente Tayloretal 20120

*[dentificada como Zamia nana Lindstrtdm A Calonje M Stevensor D Husby C Y Taylor A 2013

X mdica endémica para Panamd
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Cuadro Il CLAVE ARTIFICIAL PARA SEPARAR ESPECIES DE Z4AMiA DE

PANAMA
1 Hojss plegadas (foliolos)
2 Tallo subterrineo, megasporofilo maduro chocolate rojzo Z dressiens
2 Tallo erhorescente, megasporofilo de diferente color 3
3 Hojas emergentes rojezas, carmesi o rosadas 4
4 Hojas usualmente 3 hojas emergemes carmesi fobolos medzales 27-75 em de largo, 6 5-21 cm de ancho
megasporofilos maduros chocolate (por debajo tomentoso) Z imperialis
4 Hojas 10 0 més, Ins emergentes rojizas, anaranjadas a rosa-rosadas, cubscrtas con un tomento plateado foholo
medmles de 26-62 cm de largo Z hamannu
3 Hojas emergentes verde brillante, glabras foliolos meduales < 52 cm de largo 5
S Fololos medmales de 25 5-51 4 cm de largo 7--16 6 cm de ancho longitud promedio de anchurs (L. W)
tipicamente >4 0 pares de foholos <10 peciolo y raquis tiptcamente de igual longuud Z skinner:
S Fololos med:ales <38 cm longitud, < 0 S cm de ancho, promedio L W <3 6 pares de folwlos $-12 pecwolo
tipicamente mis corto que ¢l raguis 6

6 Tallo hasta 2 8 m de altura y 24 cm de difunetro hojas de 2.4 m de lugo foholos modiles 25-38cm de
Targo, 6 5—10.5cm de ancho, promed:o L. W=3 6 estrébilo ovalado tipicamente colgante en Ia

madurez Z nesophila
6 Tallo de 2m de altum y 12cm de dekmetro hogss de | 8 m de Jongitud, folxolos medmles 20-31.3¢m de
largo, 6 1-9 8cm de ancho, promedio L W=3 25 estrdhilo ovulado erectoen la

madurez. Z nevrophyllidia
1 Hops no plegadas (foliolos)

7 Tallo arborescente 8

8 Foholos enteros, planta muy parccula a wm palma Z lindleyi

8 Foholos aserrados al menos en ¢l tercio superior planta no muy parecida & una palma 9

9 Foholos ovados a obovados Z obligua

9 Fobolos oblongos a lanceoladoa 10

10 Peclolo y raquls sm o con muy pocas espinas, superficic del foliolo bastante plana con pequefios mérgenes
dentados dispersos especialmente en ¢l extremo proximal de la punta aguda del

fololo i1

11 Hogas emergentes verde pilido a verde amanliento, [a base del talio en piantas con conos 0 maduras mayor
de 8 y hasta2 | cm de diimetro Z elegantisama
11 Hosas emergentes biancas, a veces al prmepio amanillo-blancuzcas, la base del tallo en plantas con conos o
meduras, menor d¢ 8cm de didmetro Z steversonli
10 .Peciolo y raquss con espinas obvias hasta ba base del raquss, Ia mayoria de las superficies de los follolos
con un plegue Jongrtudinal obvio, los mérgenes cas) enteros, excepto por una pequefia hendudora en el extremo

proximal, ipice de los foliolos agudos & ecummado 12
12 Apice de los foholos menos de 3 cm de largo Z pseudomonticola
12 Apice de los foliolos frecuentemente mds de 3 cm de largo Z fuirchildiana
7 Tallo epifito o subterrineo 13

13 Tallo eptfito, mices enroscadas en las ramas de Jos drboles, a veces con crecrmiento y anclado firme en
clsuclo Ins plantas més vicjas tienden a crecer con ¢l dpice del tallo volteado y la planta pendicnte de las

ramas de los drboles Z pseudoparasitica
13 Tallo subterrineo 4

14 Foliolos con peciotulo con una pequefia glindula protuberante en I base Z manicata
14 Fololos sésiles 15

15 Hogas 1 (4) hasta 11 por plantas, fololos 7 17 pares en poblactones naturates, foliolos con marcado phegue
dorsal Z nana

15 Hoja ustalmente 1 89 superficie de los foholos planos y hasta 9 pares 16

16 Foliolos mediales 4-9 cm de ancho Z cunaria
16 Fololos mediales 2 7 cm de ancho Z lpetiensis

Eméneamente considerada por Z acuminaza endémica de Costa Rica (Lmdstrom et al 2013)

“Fuente Informacion fciitada por Profesor Alberto Taylor y traducida al espafiol por R Caballero
traduccién revisada por Profesor Alberto Taylor
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Fig. 2. (a-i). Especies de Zamia del estudio. a. Z acuminata; b. Z. stevensonii ¢. Cono
megaespotangiado de Z. stevensonis; 4. Cono megaesporangiado de Z. acuminata; e. Cono
microesporangiado de Z cunaria; f. Cono megaesporangiado de Z cunaria; g. Cono megaesporangiado de

Z. dressleri; h. Z cuparia, | Z. dressleri (Fotos tomadas por G. Valdespino).
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Fig.3 (a-f). Especies de Zamia del estudio (continuacion) a. Z. elegantissima; b. Z fairchildiana ¢. Z.
cf. hamannii; d. Z. imperialis; e Z. ipetiensis; {. Z. lindleyi (Fotos tomadas por G. Valdespino).



19

Fig. 4. (a-g). Especies de Zamia del estudio
(continuacion) a. Z. manicaia;, b. Z. nesophila; e.
Z. neurophyllidia; d. Z. obliqua; e. Z.
pseudomonticola; f. Cono microesporangiado de
Z. obligua; g. Cono megaesporangiado de Z.
obliqua (Fotos tomadas por G. Valdespino).
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N

Fig. 5 (a-b). Especies de Zamia del estudio (contin‘uacién) a. pseudopaasrica; b. Z .
skinneri (Fotos tomadas por G. Valdespino).

ISTMO DE PANAMA - DIVISION PROVINCIAL

-'?‘ et
t Veraguas

IS DEL RED
4 GOLEG DE PINIMI
] [
ﬁlcrn'm; )
1

"‘-g" Los Santas

ISEA DE R
100 Km

OCEANO PACIFICO

Fig. 6 Distribucion de esnecies de Zamia de Panama.
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IV  ASPECTOS METODOLOGICOS

1 Colecta y secado de la muestra

Para la realizactén de este trabajo se colectaron muestras del Jardin Internacional de
Cicadas de la Umiversidad de Panamé. Con el uso de guantes de hule y tyeras se
colectaron hojas enteras de Ias 17 especies de Zamia (Cuadro I) Cada planta de la cual se
obtuvo hojas fue enumerada y marcada con cinta reflexiva. Cada hoja fue previamente
Iimpiada con alcohol etilico al 70 % por ambas superficies para elmunar hongos y
particulas de polvo Posteriormente se obtuvieron muestras de 1cm? con el curdado de no
contaminar las muestras los instrumentos y el drea de trabajo fueron desinfectados con
papel toalla humedectdo con alcohol al 70% Las muestras fueron colocadas dentro de
bolsas plésticas con cierre hermético que contenfan sulfato de calcio (Driente) Cada
bolsa fue identificada con el numero correspondiente de la muestra. El secado tomé una
semana a temperatura ambiente y luego se guardaron en sobrecitos de papel mamla

correctamente identificados

2 Extracafn y secuenciacin del ADN

En el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Smithsoman de Investigaciones
Tropicales (STRI) se realizé el aslamiento del ADN de plantas segun método estdndar
de QIAGEN (Anexo 2) Para la visualizacién del ADN gendmico se utihzd la técmica de
electroforesis en gel de agarosa regular (Anexo 6) Posteriormente se procedid a
amphficar el intergen nuclear ITS; venficadas las PCR por medio de electroforesis en
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gel de agarosa regular (Anexo 7), seguidamente se efectué el corte de bandas en gel de
agarosa Low Melting (Anexo 8), y se procedi6 a la limpieza con shepadex y finalmente

se efectuaron las secuenciaciones de las corridas de ADN de cada individuo (Anexo 3).

3. Anilisis de secuencias de ADN

a. Edicion de secuencias

Una vez terminadas las corridas en el secuenciador de ADN (Hitachi; ABI3130;
Applied Biosystems, EUA), este nos arroja datos crudos que deben ser editados
manualmente por cualquier error de lectura del laser dentro de la maquina; esta edicion se
llevé a cabo utilizando el programa Sequencher v 4.10.1. (Gene Codes Corporation,
2006). Se importaron secuencias no editadas (extensién abl al programa Sequencher).
Una vez importadas se alinearon secuencias de una misma region generadas con
cebadores directo (ITS3) y reverso (ITS4) para cada muestra y se cred una secuencia
consenso. Estas secuencias fueron visualizadas con el programa y editadas, en los casos
necesarios, usando como referencia los cromatogramas de las mismas (Anexo 4).
Después de esta edicion, se generd una secuencia consenso para cada una de las muestras.
Estas secuencias consenso fueron convertidas a formato fasta con el mismo programa y
utilizadas para analisis filogenéticos.

b. Alineamiento

Una vez creada cada secuencia consensuada se procede a alinearla con 20 secuencia

de referencia proveniente del GeneBank (http:/www.ncbi.org) (Anexo 5), la cual nos

permitié tener una mejor alineacién de las muestras; dicha alineacién pudo hacerse

usando el programa de Se-Al (http:/tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/) el cual permite




movilizar la secuencia hacia delante o hacia atris para alinearla con las demis

Termunada la alineaci6n se exportaron las mismas a un archivo  nexus para utilizario en

el sigwiente programa de andlisis

¢ Arbol filogenético

Las secuencias alineadas fueron importadas al programa MEGA v5 0 (Tamura et al

2011) para los andhsis filogenéticos El método estadistico utilizado fue el de Neighbor

Jomng con Microcycas calocoma (Accesion en el Gen BanK AB076229) como grupo

ancestral, (Crane 1988 Bogler et al. 2004 Chaw 2005) El soporte de los cledos fue

estmmado con 1000 réphcas bootstrap (BS) y se consideré como robusto los nodos

soportados con BS 1gual o mayor de 70 (Lecomtre et al 1994)

Cuadro Il ESPECIES UTILIZADAS EN EL ESTUDIO LONGITUD DE LAS
SECUENCIAS (PARES DE BASES PB) Y PORCENTAJE DE BASES
GUANINA (G) Y CITOSINA(C) INDICADAS PARA CADA ESPECIE

Especie Longitud del ITS: {pb) GC%
Zamio acuminata * 428 62
Zamia cunaria 428 63
Zamia dressleri 340 66
Zamia elegantissima 428 63
Zamia fairchildiono 428 62
Zamia of hamannil 428 62
Zamia Imperialls 428 62
Zamia Ipetiensis 428 63
Zomia lindleyi 428 63
Zamia monicato 428 62
Zamia nesophiia 428 61
Zamia neurophyllidia 428 61
Zomia obhqua 426 62
Zamia pseudomonticolo 427 62
Zamia pseudoparasitica 428 62
Zamia skinneri 428 61
| Zamia stevensonli 428 62
¢Zamia nana LindstrOm A, Calorge, M Stevenson, D Husby C Y Taylor A.2013
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados preliminares sobre la biologia molecular de las 17 especies descritas

de Zamia en Panam4, basados en las secuencias de la regién del gen nuclear ITS: del

ADN ribosomal, (se presentan en el Anexo 3). De las 51 muestras estudiadas, se logro

secuenciar 42 muestras dando como resultado el siguiente cladograma del arbol

filogenético.

Fd|

—

87

75

//

Z. elegantissima
Z. fairchildiana

Z. acuminata

37| Z. stevensonii

Z pseudomonticola

. Z. dressleri
Z. pseudoparasitica
99

65 Z. obligua

Z lindleyi

Z cf. hamannii
Z. imperialis

Z. skinneri

60 _I Z. nesophila

__ 87| Z neurophvilidia

99

Z. ipetiensis

Z. cunaria

I Z. manicata

—_—————————=

Microcycas calocoma

Clado Panama Oeste
Clado Panama Este
Complejo Skinneri

0.05
Fig. 7 Cladograma ae: arbol filogenético de las especies de Zamia de Panamé del gen nuclear ITS2 ADN

ribosomal.
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Analizando el drbol filogenético se muestra dos clados (Fig 7) y utilizandoala
especie Microcycas calocoma como grupo ancestral, define al grupo de especies de
Zamia en un primer clado basal formado por las especies Z ipeniensis Z. cunaraa y Z
manicata, con una distnbucién geogrifica hacia el este de Panam4, y al cual hemos
denommnado clado Panamé este” con un valor alto de BS (Bootstrap) de 99 Las
especies Z cunaria y Z ipetiensis presentan caracteristicas vegetativas en comun, este
gen lo corrobora pero no las separa. La especie Z manicata es morfolégicamente
diferente a las especies anteriores pero no sale separada en el cladograma generado

El segundo clado con un valor de BS de 75 estd conformado por ¢l resto de las
espectes utilizadas en el estudio distribuidas en Panamé oeste y que incluye la regién
desde ¢l centro hacia el oeste del drea canalera, denommado clado Panaméd oeste y
dentro del cual podemos observar un grupo formado por las especies Z elegannissima, Z.
fawrchildiana, Z. acuminata, Z. stevensonu 'y Z. pseudomonticola con un valor muy bajo
de BS de 37 Estas especies poseen mucho en comun vegetativamente y el gen anahzado
no las scgrega en ramas independientes la especie Z. dresslers se presenta separada de
las especics anteriores pero sin un valor que la soporte Formando parte de ese musmo
grupo estén las especies Z pseudoparasitica Z obligua y Z lindley1 se encuentran en
ramas definidas, con valores de 99 65 y 87 respectivamente donde el valor de 65 estdn
debajo del valor aceptable lo que da baja robustez a la posicién de las especies Z
obhiqua Ademds es importante sefialar que la especie Z obliqgua aunque se presenta en
¢l clado Panamé oeste por poseer una ampha dispersién geogréfica se deberia presentar
en ambos clados por poseer una ampha distribucién a lo largo de todo e} Pais (Cuadro I)



Formando parte de este mismo clado, en otra rama, con un valor de BS de 75 estén
las especies Z ¢f hamanns: y Z. imperialis con un valor de BS de 83 y en otra rama con
un BS de 60 estin Z nesophila y Z. neurophyllidia con un valor alto de BS de 87 La
especie Z skinneri forma parte de dicho complejo pero se encuentra en una rama aparte
En los trabajos de Caputo et al 1996 basados en datos cariolégicos las especies Z
skinner: y Z. neurophyllidia se presentan en un mismo clado con una raiz en comun.

Las 5 especies anteriormente mencionadas se ubican bajoel complejo skinreri” con
carecteristicas vegetativas comunes, entre las cuales se distinguen las hojas plegadas
(Taylor et al. 2008) Los resultados reportados por Caputo et al. 2004 y Taylor et al
2012a, utibzando el msmo gen nuclear combmado con atributos morfol6gicos de 35
especies de Zamia de las cuales 9 son especies de Panamé Z acumnata, Z. dressler: Z
ipetiensis Z mamcata, Z. neurophylhdia Z. pseudoparasiica, Z. pseudomonticola, Z.
obligua y Z skinner: todas agrupadas en el clado llamado “clado Panamé con
excepcién de Z ipetiensis y Z. mamcata, ubicadas enel clado Aménca del sur’

Antes de la publicacién de 1a separacién de especies de Zamia de hojas plegadas en el
occidente de Panamé (Chinqui y Bocas del Toro) (Taylor et al. 2008) lo que se daba
como Z skinner: era realmente Z umperialis y se hablaba de Z. shinner: roja. Asi mismo
la supuesta Z acuminata (Caputo et al. 1996) y la muestra de Cerro Guabal en el Valle de
Antén, Panamé (Caputo et al 2004) ahora se considera una especie nueva, al restringr
como endémica de Costa Rica a Z acumunata (Lindstron et al en preparacién) De esta
manera, una parte de los especimenes de Z gcuminara de los trabajos de Caputo et al.
1996 y 2004 pudiese ser espécimen de Costa Rica y no de Panamé, nuentras que el
espécimen utilizado en los érboles que se presentan en este trabajo son de Panami y
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pertenecen 8 Z nana (Lindstron et al 2013) Asf también la especie Z ipetiensis que
aparece en el clado de Suraménica, bien podria haber sido Z cunaria, por su gran
parecido morfolégico de manera que pudo haber ocumndo confusién en la identificacién
Hoy dia estas especies son tratadas como espectes diferentes (Taylor et al. 2012a)

Los resuitados indican que el gen ITS2, de por si, no es el mis dptimo para hacer
separacién entre este grupo de especies ya que no responde a el patrén de relaciones
filogenéticas més bien es congruente con su distribucién geogréfica. Ademds s se
considera el critenio de la “discnmunacién” del tercer parimetro segun el cual un
segmento del genoma puede ser propuesto como regién para el c6digo de barras de ADN
debe ser aceptado en consenso por distinguir la mayoria de las especies en estudio y este



28

Vi CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El cladograma del drbol filogenético considerando las secuencias obtemdas para la
regi6n nuclear ITS:2 resulté ser un drbol no resuelto

El érbol filogenético define dos clados uno denomimnado ‘Clado Panamsé este” (Z
ipetiensis Z cunaria y Z. manicata) y el otro denommnado ‘Clado Panama oeste™

En este ulimo se ubica la mayoria de las especies en estudio (Z dressleri Z
pseudoparasitica, Z. obliqua, Z lindley:, Z skinner; todas més o menos resueltas

y las especies Z elegantissima, Z. fairchildiana Z acuminata, Z. stevensomi Z
pseudomonticola, Z. ¢f hamannh Z. imperiahs Z. nesophila y Z. neurophyllidia

estas ultimas no resueltas

El Complejo shkinneri” que forma parte det clado Panams oeste (Z. cf hamannu

Z mmperialis Z shkinner: Z nesophla y Z neurophyllidia) muestra relacién
filogenética cercana entre las especies que lo conforman. Donde Z cf hamannii y
Z. imperialis al 1gual que Z nesophila y Z neurophyliidia no presenta separacién
entre ellas, excepto la especie Z skinner: que se presenta sola en una rama.

El gen ITS,, de por si no es el mis 6ptumo para hacer separacidn entre este grupo
de especies por lo que se obtuvo un drbol filogenético no resuelto en la mayoria de
las especies

Se recomienda dar continuidad a este estudio utilizando genes adicionales al ITS;
para poder obtener una mejor defimcién de los clados obtemidos y adicionar la
matmz morfolégica (Caputo et al 2004) para obtener cladogramas integrados
moleculares morfol6gicos
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Anexol PREPARACION DE REACTIVOS

a. PREPARACION DE LAS DIFERENTES ESCALERAS (LADDERS)

Debe hacer lo siguiente tome ladder que le interesaria preparar y tome las sigusentes
proporciones 2 2 6 es decir

2l ladder (el que necesite)

2ul loadmng blue (azul para cargar)

6pl ddH20

b PREPARACION DE IM Trs-HCI pH=8 0
Tns 121 1g
ddH20 800 Oml

ajustar el pH con HCL, que debe ser pH=8 0 Autoclavar
¢. PREPARACION DE 0.5M EDTA pH=3.0

EDTA 186 1g
ddH20 800 Oml
ajustar el pH con NaOH (aproximadamente como 20g de pellets)

d. PREPARACION DE LOS BUFFERES DE TBE Y TAE

* 10X TBE Regular

M 1 0L 4 0L

Tris 108 00g 4320g
Boric Acd 55 00g 220 0g
EDTA 745g 29 8g

¢ 50X TAE 1L (Mamatis) pH=8 0

M 1.0L
Tns Base 242 0g
Glacial Acetic Acxd 57 ImL

0 5M EDTA (pH=8 0)** 1000mL
** Low EDTA reduce 1/10 the EDTA amount up to 1L

e 10X TAE

Mix S0mlL
Tns Base 48 40g
Glacial Acetic Acid 11 42mL

0 5SM EDTA (ph=8 0) 20 00mL

§5 EMA DE BIBLIOTECAS DE LA
UNIVERSIDAD DE PANAMA

(SIBIUP)
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Anexo2 METODOLOGIA DE EXTRACCION DEL ADN HASTA
SECUENCIACION

a. Extraccién de ADN

Paso 1 Triturar ¢l tejudo
Se pesaron 20mg de cada muestra seca en una balanza analitica, las cuales fueron

colocadas dentro de tubos de 2ml con tapa de rosca que contenian vidrio molido y una
bolrta de cerdmica en cada uno posteriormente se llevan a la centrifuga homogemzadora
(Thermo Savant FastPrep FP120 Homogenizer) para triturar el tepdo a 4000 rpm por
espacio de 20 segundos repriendo este mismo paso tantas veces sea necesano hasta
obtener el tepdo completamente pulvenzado

Paso 2 Lisis celular
Una vez obtenido el tejido pulverizado se le afiadieron a cada tubo 400ul de Buffer

AP1 (Buffer de Lysis) y 2ul de RNasa A (solucién stock 100mg/ml) mezclando muy bien
todas las soluciones de forma homogénea utihzando el vértex por unos segundos
Posteriormente se colocan dichos tubos en un Bafio Maria a 65°C para incubar las
muestras por 40 munutos mezclando ¢l conterudo de 2 a 3 veces mvetiendo los tubos o
paséndolos por el vértex por unos segundos durante el tiempo de ncubacibn.

Paso 3 Precipitar proteinas, aziicares, detergente y otros
Una vez terminado la mcubacion de las muestras se le agregan a cada tubo 150ul de

Buffer AP2 (Buffer de precipitacién, contiene 4cido acético) mezclando muy bien la
soluci6n utthzando el vértex por unos segundos Terminado esto se deja ncubar en hielo

por espacio de § munutos pasado este tiempo sc lleva a la centnfuga refnigerada
(Eppendorff Centrifuge 5804) a 14 000 rpm por espacto de 5 minutos
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Paso 4 Remover precipitado y restos celulares
Terminado la centrigufacién se pasa la muestra homogemzada a una mim columna de

color hla (QlAshredder Mim Spin) que viene con un tubo colector de 2ml previamente
enumerados se centrifugan los tubos a 14 000 rpm por espacio de 2 munutos obteniendo
un pellet y una porcién de la solucién.

Paso S Ligacién
De la porcion obtemxda del paso anterior se transfirieron 300ul del sobrenadante sin

tocar el pellet formado a un nuevo tubo de 1 5ml enumerados previamente a cada tubo se
le adicionaron 450p] de Buffer AP3/E (Binding Buffer que contiene Hidroclorito de
guanudina) mezclandolo immedwtamente De los 750ul que se tienen de la mezcla
anterior se transfineron solo 650ul mcluyendo el precipitado formado a una mum
columna de limpieza (DNeasy Mmi Spin) enumerada previamente y que viene con un
tubo colector de 2ml, luego se centnfugo a 8 000 rpm por espacio de 1 minuto una vez
centrifugado la porcién de liquido que pasa por la columna se descartar ya que contiene
residuos del buffer AP3/E de no pasar todo el liqudo se debe volver a centnfigar a
8 000 rpm por espacto de | munuto

Paso 6 Lavado 1
Las columnas de hmpieza DNeasy que contiene el ADN se colocaron sobre nuevos

tubos colectores y se le afladio a cada columna 500ul de Buffer AW (Buffer de Lavado)
posteniormente se centrifugo a 8 000 rpm por espacio de 1 minuto nuevamente el liquido
obtemdo en el tubo colector se descartar ya que contiene residuos del buffer AW

Paso 7 Lavado 2
Una vez més se aftaden 500ul de Buffer AW a las columnas de impieza DNeasy y se

centrifugo a 8 000 rpm por espacio de 1 mmuto descartando 1a fraccidn que pasa por la
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columna; volver a centrifugar a 14,000 rpm por espacio de 2 minutos para secar toda la
membrana y asegurarse que no quede residuo de etanol.

Paso. 8: Eluir el ADN
Las columnas de limpieza fueron colocadas sobre nuevos tubos de 1.5ml ya

enumerados, a las columnas se les afiadi6 100ul del Buffer AE (Buffer de elusion)
precalentado a 65°C en el bafio maria, una vez afiadido en la columna se dej6 incubar a
temperatura ambiente por espacio de 20 minutos, finalmente se centrifugo a 8,000 rpm
por espacio de 1 minuto donde se obtuvieron 100 ul de ADN genémico por muestra, del
cual se tom6 una alicuota de 20ul para su respectivos andlisis, ambos volimenes se
guardaron a -20°C.

b. Visualizacién del DNA genémico por electroforesis
Se visualizé el DNA genémico colocando 2pl del producto mezclado con 2pl de azul

de bromofenol (Loading Buffer) y se colocé una escalera 100bp DNA Ladder

(http://www.invitrogen.com) para determinar el tamafio de nuestra amplificacién, todo

esto se corrid en un gel de agarosa regular a 1.5 % preparado previamente dejandolo

correr a 93 voltios por espacio de 1 hora, terminado este tiempo se llevé a la camara

(FOTODYNE incorporation, http://www.fotodyne.com/) bajo la luz ultravioleta (UV)
(anexo 6). Para la preparacion del gel, se pesaron 1.35mg de agarosa regular (SeaKem®

LEAgarose, http://www.lonza.com) que se disolvié en 90ml de buffer TBE y se le agrego

1.5ul de bromuro de etidio, dejandolo por espacio de 30 minutos hasta que solidifique la

agarosa.
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c. Amplificacién del gen nuclear ITS:
Utthzando una reaccién de las cadenas de polimerasa (PCR) se usb un kit comercial

de la compafifa Qiagen (Taq PCR Core Kit, Qiagen) con el cual se logré amphficar el gen
nuclear ITS2 Para la PCR se preparé una reaccién de 25ul, usando 5ul del DNA
gendémico 2 5ul de cada cebador 10mM [cebador delantero ITS3 5 -GCA TCG ATG
AAG AAC GCA GC 3 combinando con el cebador reverso ITS« § TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC 3 (White et al 1990)] (anexo 7) més 0 Sul de taq polimerasa 5
U/pl, 1ul de ANTP s 0 SmM 2 5pl de buffer 10X (contiene MgCh: 15mM) 0 25ul de
BSA (Bovine Serum Albumin) 10 pg/ul se afiaden 1075 pl de agua destilada y
deiomzada (ddH20)

— N3 pre s

Fig 6 Esquema de la ubicacién de prmer ITS3 y el pnimer reverso ITS4
http //b1ology duke eduw/fungy/mycolab/primers htm

Una vez preparada la PCR se lleva a una maquina termocicladora (Mastercycler pro S
Eppendorf, vapo protect) donde tenemos previamente un programa con distintos ciclos y
tiempos a diferentes temperaturas Dicho programa de la PCR consta de la siguente
manera se¢ micia con 94°C por 5 minutos para la activacidn de la enzima taq polimerasa,
contmuando con 30 ciclos de 94°C por yn munuto para la desnaturahzacién del DNA,
50°C por un minuto de alineamiento de los cebadores y 72°C por un minuto y 30
segundos otorgdndole 3 segundos mds por cada ciclo de elongacién, terminando el
programa con una elongacién final de 72°C por 7 mnutos (Sass et al (2007)

Una vez terminada la PCR los productos obtenidos se visualizados por medio de la

electroforests en un gel de agarosa de 1 5% Ila misma se preparé pesando 1 05g de
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¢. Reaceifn de secuenciacién
Al termmar la digestién con la gelasas se procedio a preparar 1a reaccién de ciclos de

secuencia (Cycle Sequence) la cual consiste en la utilizacién de un kit comercial de la
compafiia Applied Biosystems (ABI) este kat contiene un reactivo denommado BigDye
Termunator v3 1 (que contiene Buffer Taq y dNTPs marcados con fluorescencia) y
adicional trae un buffer 5X La reaccidn de ciclos de secuencia se prepard utiizando 1pul
de BigDye 2 5X, 2ul de Buffer 5X 0 4ul del cebador 10uM (una reaccién por direccién
del cebador) la cantidad de DNA que se utiliz6 para la reaccién fue vanable por lo cual
se procedio a medir la canthdad de DNA obtenido en nanogramos (ng) que se necesitaban
para dicha reaccién, preparando un gel de agarosa regular y colocdndole 5 pl del
producto de la PCR y § pl de la escalera Low DNA Mass Ladder esta escalera wndica
mediante una tabla de referencia, el tamafio exacto en nanogramos que tiene el producto
de PCR, por ulamo se afiade lo faltante con ddH20 para obtener una volumen final de 10
pl de la reaccion. Postenormente se lleva la reaccién de ciclos de secuencia a un
termociclador donde hay un programa ya establecido para dicha reaccién, este consiste de
la s)guiente manera imiciando a 96°C por 1 minuto para activecién de la enzima, seguda
de 30 ciclos de 96°C por 10 segundos para la desnaturalizacion, 50°C por S segundos
para amdamiento y una extensiéna 60°C por 4 mmuto NOTA se podria dejar a 15°C al
final s1 es necesano pero no es muy recomendado ya que las maguinas tienden a tener
condensacién y podria entrar agua al sistema eléctrico y dafiaria.

f Limpreza con Sephadex y secuenciacién
Termunado la reacci6n de ciclos de secuencia se procedio a punificar dichos productos

utilizando un compuesto denominado Sephadex G 50 el mismo se preparé utilizando una
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base metalica (MultiScreen 96-well Filtration Plate, http://www.millipore.com) en cada

hoyo van 0.02g de Sephadex que seran depositados en un plato MultiScreen 96-well
plates), el cual se colocara boca abajo y luego se vertira para dejar caer el Sephadex en
cada hoyo, una vez en el plato se le afiadiran 300ul de ddH20, dejandolo por espacio de
1 hora a temepratura ambiente con el fin de que el Sephadex precipite y se compacte
creando una columna que funciona como filtro por donde pasaran los productos de la
reaccion de los ciclos de secuencia. Al finalizar el tiempo de compactacion se centrifuga
a 3600 rpm por 3 minutos, posteriormente se bota el agua y se le afiaden nuevamente
150ul de ddH20 para sacar cualquier burbuja que se haya formado, se centrifuga
nuevamente a 3600rpm por 3min mas, luego se le afiaden 10 pl de ddH2O a la reaccion
de ciclos de secuencia ya que por la columna solo pasan 20ul de solucién, si se coloca
menos puede que todo quede retenido en la columna, se le coloca el plato que recibiré el
producto final ya purificado de la reaccién; posteriormente se lleva a una maquina de

vacio (Savant DNA 120 SpeedVac Concentrator, http://www.thermoscientific.com) para

el secado de las muestras, dejandolos por una hora para luego resuspenderlo con un
compuesto de Formamida altamente desionizada (Hi-Di™ Formamide,

http://www.appliedbiosystems.com) dejandolos guardados a -20°C hasta ser corridos en

el secuenciador automatico 3130x1 ABI. (anexo 3 y 4)
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Anexo3 SECUENCIAS EN BASE AL ESPACIADOR TRANSCRITO INTERNO 2
(TS2)

Zamia dressler: 03
AATCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGOGCTGCCTGGGCGTC
GCATTTGATAGGAACGGCCTCQCCCCCCTGTCGOGCGATGGACCGOGAGTTGGCCATCCG
TGCCTTCAGTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGG
TGAGCGGTGGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTGGATTGCTCCGGTGTGAGAA
ATGGGCGCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTT
GGCCAATGTGCCOTCGGGCCGTGCTT

Zamia pseudomonticola 06
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCOGAGGOCCOGGCOCAGGGCACGGCTGOCTGGGCGTOGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTYGGGCGATGGAGCGGAKTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGRCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAWCCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCTGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama pseudomonticola 05
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAKTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGORCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAWCCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCTGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama elegantissima 07
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGAGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGOCCCTCOGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama elegantissima 08
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCOCGGCCCAGUGUCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGYGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCOATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA



Zama elegantissima 09
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGOCCCGGCCCAGGGCACGOGCTGCCTGGGCGTCOGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGYGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATRCCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GATTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCOCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama fawrchildiana 10
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTYGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAWCCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCYGTACTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia fawrchildiana 11
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCOCTGTYGGGCGATGGAGCGGAKTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAWCCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCYGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia farchildana 12
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTYGGGCGATGGAGCGGAKTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGOTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAWCCCOCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCYGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia manicata 13
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCAGGCCCAGGGCACOGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGOCCTGCCCGATCTTTTGATTGCGOCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTGCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTAAGCA
TATCAATA
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Zamia mamcata 14
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTGCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama manicata 15
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCAGGCCCAGGGCACGGCTACCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGUGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGOCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTGCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTIGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama pseudoparasitica 16
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGACTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCAGAGTTGGCCATCOGTGCCGTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGCGAGCGGT
GGATCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCCGCCCGTCAAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAAT
GTGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATA

Zamia pseudoparasitica 17
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGOGGAGTTGGCCATCCGTGCCGTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGCGAGCGGT
GOGATCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GOTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCCGCCCGTCAAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAAT
GTGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATA

Zamia pseudoparasitica 18
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCA AGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCGTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGCGAGCGGT
GGATCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCCGCCCGTCAAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAAT
GTGCCGTCGGGCCGTGCTTTGOGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAG
CATATCAATA



Zama stevensonii 19
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGYGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCOCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGACCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama stevensonn 20
CGCA-GCGAAGTGCGAT—ACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATC~ATCAAAT
CTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCOCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCAT
TTGATAG-GAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGYGCC
TTCAGTGTTCCGGTTGGCCGAAA TTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAG
CGOTGGT TCGCCCCTCCGG-G-G-GCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAA
TAGGCGCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACT-CTGC—-CCGTCAA-CCCCCAGCAGOTTCT
TTGGCCAAT-GTGCCGTCGGG-CCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGC
TGAGTTTAAGCATATCAATA

Zamia stevensonn 21
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGUAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATRCCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTAGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamua obhqua 22
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGTGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATAGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamua obliqua 23
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGOGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGTGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGAT TGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCATGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA
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Zamia nevrophyliidia 25
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG

AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCAGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGTTGOGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCOCTCCGGGTGCGCCTGCCTATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGC
GCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGACAA
TGTGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAAAA

Zama nevrophyllidia 26
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG

AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACAGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGTGCCTGCCTATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGACAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia hamannn 28
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGOCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCOGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTITGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCCTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia hamannu 29
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCOGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCCTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia hamannn 30
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTIGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGOCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCCTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA
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Zama acumnata 31
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGATTTGGCCATCCGTGCCTKCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGACCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTCGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCATCCCCCAGCGGTTCTTTOGCCAATG
TGCCGTCGGGCTGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama acuminata 32
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGQCCCCGGCCCAGGGCACGAGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCOCTGTCGGGCGATGGAGCGGATTTGGCCATCCGTGCCTKCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGACCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCATCCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCTGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia acuminata 33
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGATTTGGCCATCCGTGCCTKCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGOTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGACCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCATCCCCCAGCGGTTCTTITGGCCAATG
TGCCGTCGGGCTGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia hindley: 34
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCTCGGCCCAGGGCACGGCTGCTTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCAGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGOAGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia hindley: 35
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCTCGGCCCAGGGCACGAGCTGCTTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCCGATGOAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTITCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGOCCAGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGOGCCOTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTCAGTTTAAGC
ATATCAATA
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Zamia hindley: 36
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCTCGGCCCAGGGCACGGCTGCTTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTITGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama nesophila 37
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCOGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCOGGGTGCGOCTGCCTATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGC
GCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGACAA
TGTGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATA

Zamia nesophila 38
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGAGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGTGCGCCTGCCTATCTTITCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGC
GCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGACAA
TGTGCOCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATA

Zamia nesophila 39
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGOGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGTGCGCCTGCCTATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGC
GCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGACAA
TGTGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATA

Zamia ipetiensis 40
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTITG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCOCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACGCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAACG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA
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Zamia petiensis 42
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACGCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAACG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCGCCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama cunarnia 43
CGCAGCGAAGTGAGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACSCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGCCAGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAACG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zamia cunaria 44
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACSCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAAYG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama cunaria 45
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGCGCCTTCA
GGGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTTGATTGCGCCGATGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTTGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGGCCAACG
TGCCGTCGAGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama imperialis 46
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGOGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCOGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCCTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA
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Zamia imperialis 47
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCOGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCOCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGCCAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCCTTGCGACCOCAGGTCAGGCGAGA GCACCCOCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA

Zama skinner: 50
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCOAGGCCCCGGCCTAGGUGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCGATTGCTCCGGTOTGAGAAATGGGCGC
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTTTGGACAATG
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC
ATATCAATA
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Anexo 4. ELECTROFEROGRAMA MOSTRANDO UNA PARTE DE LA
SECUENCIA DE Z ELEGANTISSIMA , DESDE LA POSICION 257 a la
309 pb
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Anexo 5 LISTAS DE ESPECIES DE Z4MI4 TOMADAS DEL GENBANK,
USADAS COMO REFERENCIA EN EL. ALINEAMIENTO DE LAS
ESPECIES DE ZAMIA DE PANAMA (ITS2)

Numero de accesién del Especies de Zama
GenBank

GUB07352 1 Z. cremnophila
GUB07353 1 Z. cunaria
GU807354 1 Z fischer:
GU807355 1 Z. furfuracea
GU807356 1 Z herrerae
GU807357 1 Z integrifoha
GUB07358 1 Z. katzeriana
GU807359 1 Z. lacandona
GU807360 1 Z loddigesn
GU807361 1 Z. mamicata
GU807362 1 Z paucyuga
GU807363 1 Z. polymorpha
GU807364 1 Z. prasina
GU807365 1 Z. purpurea
GU807366 1 Z. soconuscensis
GU807367 1 Z. spartea
GU807368 1 Z standlen
GU807369 1 Z. tuerckheimn
GU807370 1 Z. variegala
GU807371 1 Z. vazquezn
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Anexo 6. VISUALIZACION ADN GENOMICO

T1S957 AM Jul 27, 2010, Exposwe= 20 Frames

Muestras: 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
y 25

iﬂ.ﬂl:sﬂ'ﬂd 2T, 200 . Em.‘am‘ 20 Frames
Muestras: 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,46.
47 y 48.

Muestras: 49, 50, 51, 1,,




Anexo 7. VISUALIZACION DE LAS PCR EN AGAROSA NORMAL

Muestras: 1,4, 6, 7. 11, 15 y 17 y negativo.

-

Muestras: 2, 3, 5, 8, 9, 10, 12, 16, 18, 19, 20 y 21

Muestras: 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,30, 31, 32, 33, 34, y 35

ITS2 PCR 6 de sbill de 2011 sbejo

Muestras: 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, positivo y negativo
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Anexo 8. VISUALIZACION DE ADN EN AGAROSA LOW MELTING
PARA CORTAR BANDAS

Muestras: 2, 3, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 16,18,19, 20 y 21

ieaet

N S W S S S Gy e G W S " —

L - -

ITSZ agarosa low meltinig 7 de abril de 3011

- - o e W %

ITs2 Agarosa low melting 7 de abril de 2011 44-51

Muestras: 44, 45, 46, 47, 48,49, 50y 51



