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RESUMEN 

La identificación taxonómica de las especies descritas de Zanua de Panamá está basada 
pnneipalmente en la morfología de las hojas y en algunas características reproductivas 
Con el propósito de utilizar criterios adicionales se secuenció la región ITS2 
comprendidas entre los genes de rDNA 185 5 8S y 26S Los resultados preliminares de 
la taxonomía molecular de las especies descritas de Zaraza de Panamá, basados en la 
secuencia ITS2 del ADN ribosomal nuclear muestran 3 claclogramas pobremente 
resueltos El más parsimonioso señala dos clados Un ciado basal que contiene 3 especies 
de la región este del Istmo Ciado Panamá Este y el otro que incluye el resto de las 
especies con distribución desde el centro hacia al oeste del área canalera 'Ciado Panamá 
Oeste exceptuando las provincias de Herrera y Los Santos en las cuales quizás por 
motivo de deforestación de larga data, no se han encontrado hasta la fecha cícadas 
Además los resultados indican que este gen por si sólo no es el más indicado para 
establecer diferencias filogenéticas mterespecífica para la mayoría de las especies, no así 
para las especies Z dresslen, Z pseudoparasitica, Z obhqua, Z lindler y Z slannen, las 
cuales se encuentran en ramas resueltas Es importante señalar que Z obhqua se ubica en 
el ciado Panamá Este pero por su amplia distribución, se refleja en ambos dados 
Como se ha visto en trabajos similares previos (Caput° et al 2004 Taylor et al, 2012) el 
patrón de relaciones filogenéticas en Zonza es altamente congruente con su distribución 
su geográfica y no con semejanzas morfológicas 

I ABSTRACT 

ille taxononucal identification of descriled Pana:miman Zoma spectes u mostly through 
leaf morphology and a few reproductive charactenstics With intent to apply adddional 
entena, regions ITSi and ITS2 withm the genes for rRNA 18S 58S and 265 were 
sequenced. The prelimmary resulta of our molecular taxonomy based on te sequence of 
ITS2 of the nuclear nbosomal DNA show 3 poorly resolved cladograins The most 
parsnnomous gives hvo clades A basal clade of 3 spemes from te antena region of te 
Isthmus East Panana Clade" and te other n'eludes te rest of te species with 
distribution from central Pamema towards dm west of te Canal Ares "West Panana 
Clade excepting te provmces of Herrete and Los Santos in wluch, perhaps dueto long 
testan deforestation, no cycad has been found to date Additionally te resulta show that 
this gene per se a not te most rehable to establish interspecific phylogenetic differences 
for most of te species however not so for :Temes Zaraza dresderi Zpseudoporasoca 
Zobhqua, Zhndleys and Zsbnnerr, which are found on resolved branches It is important 
to note that Zobhqua a pui us East Panama Clade but dueto da extended distribution it 
is found m both dada As appear m premias similar research (Caputo et al, 2004 Taylor 
et al, 2012) te pattern of phylogenetic relationships m Zanco is highly congment with 
geographic chstribution and not with morphological sundanties 
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II INTRODUCCIÓN 

El orden Cycadales consta de tres familias Cycadaceae Stangenaceae y Zamiaceae 

(Stevenson, 1992) La familia Zanuaceae posee el mayor numero de géneros descritos en 

el neotrópico con cuatro géneros y 113 especies (Osbome et al. 2012) de la cual el 

género Zamora constituye el de mayor polunorfismo y distribución ecológica. Este género 

está distnbtudo a través del trópico y sub trópico de América, así como también, en el 

Caribe con excepción de Las Antillas Menores y comprende unas 72 especies 

Panamá, con una extensión territorial un poco menos de 26 veces la de México 

cuenta con 17 especie& descritas de Zoma cantidad que iguala el numero de especies 

descritas para México de las cuales 12 son endémicas Sin embargo México país con el 

mayor numero descrito de cícadas amencanas tiene un total de 66 especies incluidas 23 

especies de Duran y 26 especies de Ceramita:o. 

La identificación taxonómica de las especies descritas de landa del Istmo de Panamá 

está basada principalmente en caracteres morfológicos El presente estudio contempla 

aspectos de la biología molecular considerando la nueva herramienta conocida como 

código de barras" propuesta por Hebert en el 2003 El gen utilizado para tal propósito es 

el intergen nuclear nbosomal ITSz 

1 Planteamiento del Problema 

El tunco ordeno para la clasificación utilizado hasta el momento de las especies de 

Zamora descritas para Panamá es la información que se ha generado sobre algunos 
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caracteres morfológicos de órganos vegetativos y reproductivos Se tiene información de 

secuencias de ADN COI la ItifilZaC1611 de 1T52 en conjunto con características 

morfológicas en numero plural de especies americanas incluyendo nueve de Panamá. 

Sm embargo se presentan nombres conflictivos de las de Panamá y el origen de algunas 

no queda bien establecido Las especies incluidas en estos estudios (Capoto et al 2004 

Taylor et al 2012) son Z ~mata (está se ignora si fue la de Panamá, ya cambiada a 

Z nana (Lindtrom et aL 2013) o la de Costa Rica, Z dresslen Z ipeftenns Z 

neurophylhdra Z obhqua, Z pseudomonncola, Z pseudoparasawa, Z skonners (no se ha 

podido obtener datos sobre procedencia verdadera) y Z nuoucata Estos estudios han 

realizado para esclarecer la Mogenia del género en vanas poblaciones Existen caracteres 

morfológicos utilizados en la clasificación tradicional que no son muy informativos para 

los propósitos de clasificación y determinación de la variación interespecifica y como 

consecuencia en algunos casos la identificación se dificulta En base a la escasez de datos 

moleculares que contribuyan a la identificación y clasificación de las especies descritas 

de Zanna del país, se hace necesario obtener y evaluar la utilidad de estas secuencias en 

todas estas especies Se han efectuado por lo menos dos trabajos sobre biología molecular 

de Zamw en los cuales se adicionó una matra morfológica En un primer caso se obtuvo 

un cladograma de consenso (Caputo eta! 2004) y en el segundo un claclograma resuelto 

(Taylor et al 2012a) Sin embargo en estos trabajos no se analizaron las diecisiete 

especies del Istmo y probablemente algunas de las especies señaladas no corresponden a 

la nomenclatura actual (e j Z acumulara, Z qmnensm/ malaria, Z sbnnert) 
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2 Importancia del Estudio 

En virtud de la poca información relativa de datos moleculares que contribuyan a la 

identificación y clasificación de las especies descritas de Zanua de Panamá, se hace 

necesario obtener la secuencia de genes que pudieran ser utilizados como código de 

barras y evaluar su utilidad en la filogema e identificación de estas especies Es 

importante tener una idea de la filogema de cícadas porque en cualquier estudio de 

evolución de plantas superiores sale a relucir la evolución de estas especies por su 

estructura de larga data de más de 250 millones de años por su producción de sustancias 

tóxicas cancerígenas y aminoácidos no esenciales por el peligro de su extinción debido a 

extracción ilegal y eliminación de hábitat, su gran demanda de uso medicinal y 

ornamental en el folklore de pueblos americanos y del sur este de Asía. Se espera que la 

información obtenida a partir de esta investigación contribuya a esclarecer las relaciones 

filogenéticas entre las especies descritas de Panamá y especialmente la situación de 

especies morfológicamente muy similares 

Se espera que situaciones como la similitud en la morfología entre Z eunaría y Z 

Innen= que se pueden confundir fácilmente en el campo y entre las especies del 

complejo sbntierr formado por 1 hamamt Z Imperfalu Z slannen Z nesoplada y Z 

neurophyhdia (Taylor et al 2012c) todas con foholos plegados, pudieran resolverse 

introduciendo datos moleculares Los resultados obtenidos no sólo servirán de base a 

futuras investigaciones sino que además proporcionarán información relevante sobre las 

secuencias de 1T52 de las especies descritas de &ama de Panamá. 



Objetivos 

Objetivo general 

• Establecer la filogenia de las especies de Zanua de Panamá, basada en 
claclogramas generados a partir de las secuencias del ITS2 

Objetivos específicos 

• Elaborar un cladograma del árbol filogenético con las secuencias obtenidas para la 
región nuclear ITSz 

• Determinar la asociación filogenética de las diecisiete especies de Zoma 
sectiencutdas 

• Evaluar la utilidad del ITS2 como código de barra para las especies de Zaina de 
Panamá. 

Elipótesb de Trabajo 

La Hipótesis científica 

El ITS2 es util para describir la taxonomía de las especies descritas de Zaino de Panamá. 

Hipótesis nula 

El ITS2 no es util para descnbir la taxonomía de las especies descntas de Zaino de 
Panamá. 



6 

M REVISIÓN DE LITERATURA 

Estudios con imphcac iones fdogenéticas en las citadas se han venido realizando en 

diferentes épocas y latitudes debido a su importancia dentro de las plantas con semilla, 

como lo es su sobrevivencia a través de los tiempos contenido químico y explotación 

actual de las poblaciones Cabe mencionar las investigaciones de Moret: (1990) sobre 

Zamiaceae (Cycadales) de Norte y América Central basadas en el numero de 

cromosomas y canotipo de Zoma, Mrcrocyeas Ceratozanna y aran Los resultados 

muestran la relación canológica entre Zanua Aficrocycas y Ceratozeetua mientras que 

Droon aparece distante esto se exphca debido a que difiere en características vegetativos 

y reproductiva de otras afeadas amencanas (Stevenson, 1989) Además cladogramas 

propuestos para las citadas neotropicales basados en caracteres morfológicos, 

estructurales y fitoquímicos presentados por Crane (1988b) y Stevenson (1989) 

confirman la relación filogenética entre los tres géneros y proponen que Ileon podría 

tener un origen distinto a los otros géneros 

En otras latitudes como en Australia, se han realizados estudios sobre la biología y 

sistemática de las citadas del género Bowema específicamente donde se consideraron 

características morfológicas reproductivos y asociación con insectos (Wdson, 2004) 

Con el propósito de establecer las relaciones filogenéticas y la identidad de las 

especies, en el atto 2003 Paul Hebert, un biólogo de la Universidad de Guelph en Canadá 

presentó a los investigadores de la Institución Smithsoman del Museo de Historia Natural 

(NMNH) en Washington, DC los resultados de un estudio piloto que disainuna las 

especies animales utilizando sólo una pequeña parte variable del ADN lo denominó 
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"código de barras". Hebert hizo un llamamiento para un esfuerzo similar para encontrar 

un identificador único en las plantas. John W. Kress, y sus colegas botánicos de NMNH, 

al igual que Ki-Jong Kim un botánico de la Universidad de Corea en Seúl, comenzaron lo 

que se ha convirtido en una búsqueda de un código de barras botánico (Pennisi, 2007). 

El código de barras genético puede definirse como "el empleo de la variabilidad 

nucleótida existente en regiones cortas y estandarizadas del genoma, como auxiliar en la 

identificación y descubrimiento de especies biológicas en los grandes grupos 

taxonómicos de organismos" (Hebert et al. 2003; Ratnasingham et al. 2007). El código de 

barras consiste en emplear una secuencia corta de nucleótidos (15 nucleótidos, con 4 

opciones en cada posición, crea la posibilidad de 1 billón de códigos). 

http://www.btek.org/blog/vvpcontent/uploacls/2012/10/10 °AC3°/0ADa -taller- 

GY0C3/oA1rboles.pdf)  de un gen o región como marcador para la identificación de un 

espécimen hasta nivel de especie. 

En plantas, el consorcio que trabaja en el código de barras (Consortium for the 

Barcoding of Life Plant Working Group "CBoL" o Grupo de Trabajo sobre Plantas del 

Consorcio para el Código de Barras de la Vida) sugiere la utilización de ciertas regiones 

del ADN del cloroplasto como código de barra o alternativamente la región 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 

ITS1 e ITS2, por sus siglas en inglés, "intenial transcribed spacer", se convirtieron en uno 

de los primeros candidatos para el "código de barras" de plantas. Para Stoeckle (2003), 

esta región ha demostrado amplia utilidad en eucariotas fotosintéticos y hongos y se ha 

sugerido como un posible código de barras de las plantas. De acuerdo a Baldwin et al. 
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1995 y Andreasen et al 1999 las secuencias del ITS se consideren adecuados para inferir 

filogema a nivel de género o especie de plantas 

Los ITS constituyen las regiones más secuenciadas del genoma (Alvarez et al 2003) 

Una ventaja de esta región es que puede ser amphficada en dos fragmentos más pequeños 

el ITSi e IT52 (Culhngs et al 1998) El segundo IT82 puede ser en principio utilizado 

como un código de barras estándar para identificar especies de plantas medicinales 

estrechamente relacionadas y como código de barras =versal para la identificación de 

una ampha gama de tazones vegetales, incluyendo angiospermas (Baldwing et al 1995 

Molla y Cronlc, 1997 Soba 1998 Dick, et al. 2003 Gustafsson et al 2003) y 

gunnospermas (Liston et al 1996 Cheng et al 2000 y Chen et al 2010) La región Int 

fue descrito por primera vez por Chiou et al 2007) 

Además la región ITS evoluciona rápidamente en las plantas de manera que 

generalmente y en muchos casos, las especies se pueden distinguir ticdmente por la 

variación de la secuencia (Baldv.nn et al. 1995) 

Los ITS son regiones no codificantes que separan los componentes individuales de las 

unidades de ADN ribosómico del nuc leo (rADN) El rDNA contiene la información para 

el ARN que conforman los ribosomas por lo que es información que se transcnbe pero 

no se traduce El rDNA se presenta en repeticiones tándem, en los eucanotas Está 

formada por tres subinudedes (185 585 y 285) separadas por dos espaciadores internos 

con elevadas tasas de sustitución el ITSi e ITU de 250 a 300 nucleóudos que son 

regiones no cochficantes Cada unidad de rDNA se encuentra separado por un espaciador 

intergénico 105 (por sus siglas en inglés Inter Genic Spacer) que incluye el espaciador 
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no transcrito (NTS) y el Espaciador Transcrito Externo (ETS), además, incluye el 

Espaciador Transcrito Interno (ITS), que incluye el ITSI e ITS2). (Fig.1). 

ITS 	 ITS 

Fig. 1: Diagrama de la disposición del ADN ribosómico (ADNr) eucariótico 18S, 
5.8S y 28S en tándem: IGS (Espaciador Intergénico): ADN no codificante que separa copias en tándem de 
secuencias génicas o ADNr (NTS: Espaciador no Transcrito y ETS: Espaciador Transcrito Externo). ITS (Espaciador 
Transcrito Interno): Regiones no codificaraes que separa los componentes individuales de las unidades de ADNr 
(ITS I e FTS2). Accesado efl:Itttp://es.‘ ■  ik iped ia.ore/v1 ik .11)N ribos%(' 3%133 mico. 

Las subunidades 18S, 5.8S y 28S, son regiones altamente conservadas a lo largo de 

todo un genoma. Evolucionan muy lentamente, por lo que son frecuentemente son usados 

para determinar la clasificación a nivel taxonómico alto, tal como las relaciones entre las 

ordenes (1-lills 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 rápidamente y pueden ser útiles para la comparación intra e interespecifica 

(Stouthamer, 2007). 

De particular interés resultan los fragmentos ITS1 e ITS2, 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). Además, las secuencias ITS1 e ITS2, han sido ampliamente usadas para 

comparaciones filogenéticas dentro de las familias de las girnnospermas (Cheng et al. 

2000; Lis-ton et al. 1996). Otros como Schultz et al. 2005 y 2009, señalan que la región 

ITS2 fue seleccionado como un candidato de código de barras porque sus secuencias son 
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marcadores filogenéucos potenciales y ampliamente utilizados para reconstrucciones 

filogenéticas a nivel de género y especies 

Chen et al 2010 concluyen en sus investigaciones que la región ITS2 puede ser 

potencialmente utilizada como un código de barras del ADN estándar para identificar 

especies de plantas estrechamente relacionadas y puede servir como un código de barras 

universal novedoso para la identificación de una gama más amplia de tazones vegetales 

En el orden Cycadales se han reahzado investigaciones en Estados Unidos, por Seas 

et al en el aflo 2007 quienes trabajaron con las regiones del cloroplasto propuestas por el 

Grupo de Trabajo para Plantas del CBoL matIC, rpoC1 rpoB además ACCD YCF5 

con ndlil como una sexta región potencial y dos alternativas el espaciador intergémco 

cloroplástico psbA trtn14 y el espaciador interno transcrito ribosomal nuclear nr1TS 

La región nr1TS mostró ser el más prometedor en cuanto a variabilidad, con el unico 

inconveniente al momento de secuenciar porque el mITS en cfcadas (y otras 

gimnospermas) es variable en longitud (de 1100 a 1400 pb) además se requiere el uso 

de cebadores internos para generar contings otro factor potencialmente negativo es la 

presencia de poh T poh C y repeticiones poh — A, que son difíciles de secuenciar 

Las identificaciones moleculares alcanzadas con código de barras en Zarma tendrían 

que ser consideradas de manera paralela con aquellos aspectos que la taxonomía 

tradicional aún no ha logrado solventar en especial al momento de identificar taxa, como 

una amplia variación morfológica entre y dentro de especies especies crípticas" y que a 

su vez presenten una amplia distribución geográfica (Nicolalde 2009a) 

Otra investigación sobre las &Sas fue realizada por Nicolalde d al 2010a, en 

México utilizando diversas combinaciones multigérucits para el código de barras 
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genético para caudales Fueron utilizados los siguientes genes codificantes del 

cloroplasto MatIC, rpoB rpoC1 y rbeL y los genes no codificantes atpF/H psbKA y 

tmH psbA, más el espaciador transcnto interno del nucleo nrITS Resultando la 

combinación de las regiones psbK psbI +atpF-atpH+rpoC1+ITS2 con 75 % de 

descripción de las 24 especies de Zanda entre otros géneros Cuando el anábsis se 

efectuó por una sola región, el mejor rendimiento fue para la región psblUI, este valor es 

similar al espaciador I1S2 y atpF-atpH que resultó en segundo lugar para el género 

Zoma 

Los resultados anteriores obtenidos por Nicolalde y su grupo de trabajo demostraron 

que los genes matK y rbeL en contraste con los resultados presentados por el PWG del 

CBoL (2009) no cumplen con ninguno de los géneros de cfcadas Este resultado se basó 

en el criterio de la discriminación" del tercer parámetro segun el cual un segmento del 

genoma puede ser propuesto como región para el código de barras de ADN para la cual 

deberá ser aceptado en consenso por distinguir la mayoría de las especies en estudio 

Ese mismo ario Nicolalde et al 2010b basados en los estudios anteriores Nicolalde et 

aL 2010a, utilizaron combinaciones multigénicas para el código de barras para las 

Cfcadas de México Realizaron pruebas de código de barras genético específicamente 

para la especie Zanua L con los siguientes sitios matIC, rpoC1 psbK/I, atpF/H e ITS2 

Los resultados obtenidos demuestran que el gen espaciador del cloroplasto psbIUI 

constituye una potente región para código de barras genético para las especies de Zoma 

de México Este resultado apoya los obtenidos en los estudios efectuados en las cfcadas 

de México por Nicolalde et al 2010a. 
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El uso de caracteres de ADN como sitios diagnósticos no sólo en citadas sino en 

diversos grupos de gunnospermas y angiospermas ha unido la sistemática molecular con 

la taxonomía tradicional al demostrar que algunas regiones del genoma son 

prácticamente invariables entre poblaciones de una especie mientras que otras muestran 

variación entre especies (Nicolalde-Morejon et al 2011) 

Vovides (2011) señala que el código de barras de ADN se está convirtiendo en un 

apoyo científico de escala internacional que pretende establecer criterios objetivos para la 

identificación de especies Tarea que no sólo tiene el potencial de hacer avanzar 

enormemente la taxonomía y sistemática básica de los organismos descritos y aun por 

describirse sino también las tareas propias de la biología de la conservación en grupos 

amenazados 

Esta investigación preliminar de la sistemática molecular de las especies de Zoma 

reportadas para Panamá (Cuadro 1) y con una distribución a lo largo del País (Fig 6) 

tiene como antecedentes una serie de estudios realizados con anterioridad, que han 

servido de gula para comprender e interpretar los resultados propios, estudios detallados 

en los siguientes párrafos 

Para resolver las relaciones filogenéticas de especies de Zoma Caputo et al 1996 

efectuaron estudios filogenéticos usando datos canológicos de 26 especies de Doma de 

Mesoaménca, de los cuales 7 especies se adscribieron a Panamá saber Z cunaria, Z 

limiten= Z 0bl:qua, Z maniata Z sbnnen Z neuropityfficha y Z °caminata. Dando 

como resultado un dadograma que presenta a Z shmters y Z neteophyllidia en un 

mismo dado con una raíz en comun 
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Siguiendo la misma línea de investigación, Caput° et aL en 2004 introduce nuevos 

cntenos datos moleculares (ITS2) y morfológicos, en SUS eStUdIOS filogénicos de Zalkl 

Incluyendo en esta ocasión 23 especies de Zoma de las cuales cinco especies son de 

Panamá Z acummata, Z neurophylluha Z obligue Z pseudoparantwa y Z sbnners 

obteniendo como resultado un cladograma de máxima parsimonia mostrando vanos 

dados pobremente resueltos Definiéndose dos grupos uno compuesto por especies 

principalmente de América Central y el otro incluye el resto de las especies investigadas 

Las especia de Panamá se muestran en el chtdo llamado "ciado pseudoparasitica" 

formado principalmente por especies de América Central Hoy día existen dudas sobre la 

identidad taxonómica de las especies Z acumulara y Z sbnnerl utilizadas en dichos 

estudios 

En Taylor et al 2012; se muestra un cladograma, basado en datos moleculares y 

morfológicos que incluye 12 especies adicionales al estudio anterior dando un total de 

35 especies de Zanua De ellas nueve especies son de Panamá Z acummata, Z (huelen 

Z ~enea. Z manwaia Z neurophylháa, Z pseudomontwola, Z pseudoparassiwa, Z 

°Nigua, Z ~mere y todas son agrupadas en el ciado llamado "ciado Panamá" con 

excepción de Z wetrensis queso ubica ésta en el "ciado Aménca del Sur' El resto de 

las 27 especies que se ubica en el ciado Caribe o ciado mega México" 

Los resultados de Caput° indican que la semejanza morfológica en el género no se 

corresponde con el patrón de relaciones fdogenéticas mientras que los resultados 

obtenidos muestran un patrón amphamente congruente con su distribución geográfica 

La importancia botánica de estudiar las dadas como ya se ha mencionado ha 

motivado su inclusión en estudios detallados sobre relaciones filogenética a gran en 
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plantas vasculares a gran escala. Además el estatua de plantas amenazadas, el valor 

comercial y el atractivo ornamental de algunas especies a forzado un gran numero de 

investigaciones sobre la biología de las cicadas (Caputo et al 2004) 

Las citadas actuales aun están en proceso evolutivo aunque su numero se ha reducido 

en comparación con su predominancia en la Era Jurásica (Taylor et al 2012a) Aunque 

recientemente (Nagalmgum eta! 2011) ha postulado que tanto las cícadas actuales como 

otras especies llamadas 'fósiles vivientes en realidad son de más reciente evolución y 

que el parecido con los fósiles de eras pasadas sólo es superficial, debido a la 

supervivencia de un patrón morfológico de gran adaptabilidad 

Panamá tiene diecisiete especies descntas (Taylor et al 2012b) (Cuadro 1) (Figs 2 

5) distribuidas a lo largo de todo el PaLs (Fig 6) El unico cnteno para la clasificación 

utilizado hasta el momento es la información que se ha generado sobre algunos caracteres 

morfológicos de órganos vegetativos y reproductivos (Cuadro 11) 

Existen muchos estudios morfológicos en filogema de Cycadales y Zanua 

(Stevenson et al 1992 y 1993) pero pocos estudios de filogana molecular en ?anua 

(C,aputo et aL 2004) Actualmente hay un cladograma resuelto con caracteres moleculares 

y morfológicos en Zamia (Taylor et al. 2012a) que incluye 9 especies pero algunas de 

estas especies tales como Z actatunata Z opetiensulcunana y Z sbnners probablemente 

sean especies diferentes a las utilizadas en este trabajo 
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Cuadro I LISTADO DE ESPECIES DE ZAAffA DE PANAMÁ 

Especie Lugar de colecta Endémica 
Zarina acumulara Oersted ex Dyer • 
(FUI 21 2d) Panamá (Cacle X 

Zarma eunana Dressler & D W Stev 
(Fig 2e„ 2t 21i) Panamá (Cuna Yala) X 
Zoma dresslen D W Stev 
(Fin 2g, 2i) Panamá (Colón y Cuna Yida) X 

Zarina eleganftsnma Schutzman, 
Vovides & R. S Adams 
(Fut 3a) Panamá (Colón y Guna Yala) X 
Zoma firclulchana L D Gómez 
(Fut 3 b) Panamá (Changue y Costa Rica 
Zoma cf halagan= A S Taylor J L 
Haynes & Holzman 
(Fut 3c) Panamá (Bocas del Toro) X 
Zarina impenahs A S Taylor J L 
Haynes & Holzman 
(Fin 3d) Panamá (Coció y Vermuts) X 
Zarina apeftenns D W Stev 
(Fut 3e) 

Panamá (Darién Chupo 
Embaí) X 

Zoma hardleys Warsz ex A. Don 
(Fut 30 Panamá (Clinique X 

Zoma momeara Linden ex Regal 
(Fut 4a) Panamá (Darién) y Colombia -- 

Zarina nesophda A S Taylor J L 
Haynes & Holzman 
(Fut 4b) Panamá (Bocas del Toro) X 

Zarina neurophylhcha D W Stev 
(Fut 4c) 

Panamá (Bocas del Toro) 
Costa Rica — 

Zarina obhqua A. Braun 
(Fut 4d, 4£ 4a) 

Panamá (Darién, Colón, Coclé 
Panamá), Colombia 

Zoma pseudomormcola L D Gómez 
(Fut 4e) Panamá (Changue ,y Costa Rica 
Zoma pseudoparanftea Yates ni 
Seemarm 
(Fut 5a) 

Panamá (Bocas Set Toro 
Coclé Colón, Panamá y 
Veraituas) X 

Zarina sbnnen Warsz ex A Dietr 
(Fut 5b) Panamá (Bocas del Toro) X 
Zoma stevensonn A S Taylor & G 
Holzman 
(Fig 2b) Panamá (Panamá) X 

Fuente Thylor et al 20I2b 
•Ideatzficada cano Danta nana Lualsotko A Calan. M aneasen I) Husby C Y Taylor A 2013 
X mdwa endémica para Panamá. 
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Cuadro 11 CLAVE ARTIFICIAL PARA SEPARAR ESPECIES DE ZAMLI DE 
PANAMÁ 

I Hojas plegadas (follaos) 
2 Tallo subterráneo, megesporefilo maduro ~colme rojizo 	 Z dresshon 
2 Tallo arborescente, 'Desesperan° de diferente color 	 3 
3 Hojas magenta sena, ainned o rosadas 	 4 
4 Hojas usuahnente 3 hojas emergentes casad Cohobo medales 27-75 ande largo, 6 5-21 cm de ambo 
megaspondike maduros chocolate (por debato comatoso) 	 Z importaba 
4 Haps 10 o atas, las emergentes rojaas, anantaades a rosassades, cubiertas con un temente plateado folia° 
metales de 26-62 cm de largo 	 Z launannu 
3 Hojas ~ama verde brillante, globos feholos =diales 5 52 cm de largo 	 5 
5 Foholos midas de 25 5-51 4 cm de largo 7-16 6 cm de ambo longsd promedio de 'odiara (I. W) 
típicamente >40 pares de foholos 510 peciolo y ragua dpeamente de igual longitud 	Z skarn 
5 Foholos medaks 538 cm longitud, 5 10 5 ande ancho, promedio L W 536 pares de %holm 5-12 peciolo 
típicamente más corto que el ragua 	 6 
6 Tallo hasta 2 8 m de altura y 24 em de diámetro hojas de 2.4 m de largo feholos metales 25-38an de 
largo, 6 5-10.5an de ambo, promedio L Wes3 6 atablo ovulado dpannente colgante en la 
madurez 	 Z nesaphila 
6 Talb de 2in de altura y I 2cm de diámetro hojas de I 8 m de longitud, fohobs medalla 20-313an de 
largo, 6 1-9 8cm de ancho, promedio L Ww3 25 estrella° ovubdo erecto en la 
madurez 	 ZnerrapkyllIdia 
1 Hojas no plegadas (foliaba) 
7 Tallo arborescente 	 8 
8 Foholos enteros, planta muy parecida a una palma 	 Z hadleyi 
8 Foholos aserrados al menos en el tercto superar planta m muy pareada a una palma 	 9 
9 Foholos ovados a obovados 	 Z °Mapa 
9 Follaos oblongos a lanceolados 	 10 
10 Peciolo y raquis am o con muy pocas espuma toparla@ del %bolo bastante plana con pequeños mámss 
dentados dispersos especialmente en el extremo prontos' de la punta aguda del 
fohob 	 II 
II Hojas emergentes vade pálido alarde aniannemo, la bese del tallo en plantas con conos o maduras mayor 
de 8y basta21 cm de diámetro 	 Z deganassuna 
II Hojas emergentes Mocas, a mes al principio antardlo-blencumas, la base del tallo en plantas con coma o 
maduras, menor de San de diámetro 	 Z sanensona 
10 Peciolo y raquis con esputas obvias basta la base del raquis, la mayoría debo superficies de los folletos 
con mi pliegue lonotuchaal anno, los márgenes casi enteros, excepto por una pequeña hendidura en el extremo 
prensa', ápice de los folletos agudos a acumulado 	 12 
12. Ápice de los foholes menos de 3 an de largo 	 Z preadosnankola 
12 Ápice de los foholos frecuentara más de 3 an de largo 	 .2 farrebldiana 
7 Tallo canto o subte:aneo 	 13 
13 Tallo meto, ralees enroscadas en S ramas de los árboles, a veces con crecimiento y anclado firme en 
el suelo la plantas más viejas tienden a crecer con el ápice del tallo volteado y la planta pendiente de las 
ramas de los árboles 	 Z psaaskrparaslaca 
13 Talb subterráneo 	 14 
14 Foholos con pecad* con una pequeña gandula protuberante en la Se 	 2 manicara 
14 Foholes asiles 	 15 
15 Hipa I (4) hasta II por plantas, follaos 717 pares en poblaciones natuales, folletos con marcado pliegue 
dorsal 	 Z nana 
15 Hcga usualmente 1 a9 superficie de los fobolos pbmos y hasta 9 pares 	 16 
16 Fohobs mediáis 4-9 cm de ancho 	 Z canarla 
16 Foholos medalla 27 cm de ancho 	 Z Oetivcris 
Entmemente considerada por Z ~nauta endémica de Coso Rica (Lmdstrom et al. 2013) 

Fuente loforinación Saldada pa Profesor Alberto Taylor y traducida al apano' por R Caballero 
traducción revisada por Profesor Alberto Taylor 



Fig. 2. (a-i). Especies de Zulla del estadio. a. Z acurninata,-  h. Z stevensonii e. Cono 
megaesporangiado de Z stevensanii; d. Cono megaesporangiado de Z ac-zoninata; e. Cono 
mieroesporangiado de Z cunaria; f. Cono megaesporangiado de 1 cimaria; g. Cono rnegaesporangiado de 

dressleri; h. Z cunaricr,1Z dressleri (Fotos tomadas por G. Valdespino). 
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Fig. 5 (a-b). Especies de Zamia del estudio (continuación) a. Z pseudoparasitica; b. Z 
skinneri (Fotos tomadas por G. Valdespino). 
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Fig. 6 Distribución de esnecies de Zamia de Panamá. 
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nr Asncros sirroomócicos 

I Colecta y secado de la muestra 

Para la realaación de este trabajo se colectaron muestras del Jardín Internacional de 

Cícadas de la Universidad de Panamá. Con el uso de guantes de hule y tijeras se 

colectaron hojas enteras de las 17 especies de Zasma (Cuadro I) Cada planta de la cual se 

obtuvo hojas fue enumerada y marcada con cuita reflexiva. Cada hoja fue previamente 

limpiada con alcohol etílico al 70 % por ambas superficies para eliminar hongos y 

partículas de polvo Posteriormente se obtuvieron muestras de 1cm 2  con el mudado de no 

contammar las muestras los instrumentos y el área de trabajo fueron desinfectados con 

papel toalla humedecido con alcohol al 70% Las muestras fueron colocadas dentro de 

bolsas plásticas con cierre hermético que contenían sulfato de calcio (Dnente) Cada 

bolsa fue identificada con el numero correspondiente de la muestra. El secado tomó una 

semana a temperatura ambiente y luego se guardaron en sobrecitos de papel manda 

correctamente identificados 

2 Extracción y seenenektedn del ADN 

En el Laboratorio de Biología Molecular del Instituto Snutlisonnin de Investigaciones 

Tropicales (STRI) se realizó el aislamiento del ADN de plantas segun método estándar 

de QIAGEN (Anexo 2) Para la visualización del ADN genómico se utilizó la técnica de 

electroforesis en gel de agarosa regular (Anexo 6) Posteriormente se procedió a 

amphficar el mtergen nuclear I1'S2 verificadas las PCR por medio de electroforetas en 
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gel de agarosa regular (Anexo 7), seguidamente se efectuó el corte de bandas en gel de 

agarosa Low Melting (Anexo 8), y se procedió a la limpieza con shepadex y finalmente 

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

3. Análisis de secuencias de ADN 

a. Edición de secuencias 

Una vez terminadas las corridas en el secuenciador de ADN (Hitachi; AB13130; 

Applied Biosystems, EUA), este nos arroja datos crudos que deben ser editados 

manualmente por cualquier error de lectura del láser dentro de la máquina; esta edición se 

llevó a cabo utilizando el programa Sequencher v 4.10.1. (Gene Codes Corporation, 

2006). Se importaron secuencias no editadas (extensión ab! al programa Sequencher). 

Una vez importadas se alinearon secuencias de una misma región generadas con 

cebadores directo (ITS3) y reverso (ITS4) para cada muestra y se creó una secuencia 

consenso. Estas secuencias fueron visualizndas con el programa y editadas, en los casos 

necesarios, usando como referencia los cromatogramas de las mismas (Anexo 4). 

Después de esta edición, se generó una secuencia consenso para cada una de las muestras. 

Estas secuencias consenso fueron convertidas a formato fasta con el mismo programa y 

utilizadas para análisis 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 

permitió tener una mejor alineación de las muestras; dicha alineación pudo hacerse 

usando el programa de Se-Al  (http://tree.bio.ed.ac.uldsoftware/sean  el cual permite 
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movilizar la secuencia haca delante o hacia atrás para alineada con las demás 

Terminada la alineación se exportaron las mismas a un archivo nexo para utilizarlo en 

el siguiente programa de análisis 

c Árbol filogenético 

Las secuencias alineadas fueron importadas al programa MF-GA v5 0 (Tamura et al 

2011) para los análisis filogenétcos El método estadístico utilizado fue el de Neighbor 

Joining con Mwrocycas adocoma (Accesión en el Gen BanK AB076229) como grupo 

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

estimado con 1000 réphats bootstrap (SS) y se consideró como robusto los nodos 

soportados con SS igual o mayor de 70 (Lecointre et al 1994) 

Cuadro III 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 ITS2 (pb) 606 
Zamk acuminata • 428 62 
&mía amada 428 63 
Zamba dressled 340 66 
Zamia elegandssima 428 63 
Imito faIrchildlana 428 62 
Zamba d humana 428 62 
Zamba Impericias 428 62 
Zamba Ipettensis 428 63 
&onda lindleyi 428 63 
Zarina mankata 428 62 
Zamba nesophlla 428 61 
Zamba neuraphyffidm 428 61 
Zamba obbqua 426 62 

Zamla pseudomontkok 427 62 
Zamba pseudoparasitka 428 62 
Zamba sldnned 428 61 
Zamba stevensonll 428 62 

'Zurda nana Lmdstrom A., tilos, wi ~rens" nusoy u y tapa A. wis 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

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

de Zamia en Panamá, basados en las secuencias de la región del gen nuclear 1TS2 del 

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

secuenciar 42 muestras dando como resultado el siguiente cladograma del árbol 

filogenético. 

Z. elegantissima 

Z. fairchildicma 

Z. acuminata 

7 Z. stevensonii 

Z psezdomonticola 

4 	dressleri 
Z pseudoparasitica 

99 

65 
obliqua 

87 
Z lindievi 

Z cf. hamannii 

Z imperialis 

5 1 
I I Z skinneri 

II 

Z nesophila 
Z. neurophyllidia 

11 Z cunaria 
99 

_ 

Z ipetiensis 

Z manicata 	

—  Ciado Panamá Oeste 

Complejo Skinneri 
—  Ciado Panamá Este 

Microcycas calocoma 
005 

Fig. 7 Cladograrna oei árbol filogenético de las especies de Zamia de Panamá del gen nuclear ITS2 ADN 

ribosomal. 
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Anabzando el árbol filogenético se muestra dos dados (Fig 7) y utilizando a la 

especie Microcycas calocoma como grupo ancestral, define al grupo de especies de 

Zoma en un primer ciado basal formado por las especies Z "mensos Z cunana y Z 

~meato, con una distribución geográfica hacia el este de Panamá, y al cual hemos 

denominado ciado Panamá este" con un valor alto de SS (Bootstrap) de 99 Las 

especies Z cunarta y Z :penen= presentan características vegetativas en coman, este 

gen lo corrobora pero no las separa. La especie Z manwata es morfológicamente 

diferente a las especies anteriores pero no sale separada en el cladograma generado 

El segundo ciado con un valor de SS de 75 está conformado por el resto de las 

especies utihzadas en el estudio distribuidas en Panamá oeste y que incluye la región 

desde el centro hacia el oeste del área canalera, denominado ciado Panamá oeste y 

dentro del cual podemos observar un grupo formado por las especies Z eleganftssuna, Z 

fturchddlana, Z amarlos Z stevensotm y Z pseudomontwola con un valor muy bajo 

de SS de 37 Estas especies poseen mucho en comun vegetativamente y el gen anabzado 

no las segrega en ramas independientes la especie Z cfresshol se presenta separada de 

las especies anteriores pero sin un valor que la soporte Formando parte de ese mismo 

grupo están las especies Z pseudoparasawa Z obhqua y Z lindleyt se encuentran en 

ramas definidas, con valores de 99 65 y 87 respectivamente donde el valor de 65 están 

debajo del valor aceptable lo que da baja robustez a la posición de las especies Z 

obhqua Además es importante señalar que la especie Z oblupta aunque se presenta en 

el ciado Panamá oeste por poseer una amplia dispersión geográfica se debería presentar 

en ambos clados por poseer una amplia distribución a lo largo de todo el País (Cuadro 1) 
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Formando parte de este miszno ciado, en otra rama, con un valor de 13S de 75 están 

las especies Z cf hamannu y Z Impero/1s con un valor de SS de 83 y en otra rama con 

un BS de 60 están Z nesophda y Z neurophylhdra con un valor alto de BS de 87 La 

especie Z sbnnert forma parte de dicho complejo pero se encuentra en una rama aparte 

En los trabajos de Caput° el al 1996 basados en datos canológicos las especies Z 

slannen y Z neurophylhcba se presentan en un mismo ciado con una raiz en comuna 

Las 5 especies antenormente mencionadas se ubican bajo el complejo sbnnerr con 

características vegetativo comunes, ente las cuales se distinguen las hojas plegadas 

(Taylor el aL 2008) Los resultados reportados por Capoto el al. 2004 y Taylor el al 

2012a, utilizando el mismo gen nuclear combinado con atributos morfológicos de 35 

especies de Zanua de las cuales 9 son especies de Panamá Z ~nonata, Z dresslen Z 

opetiensu Z mameata, Z neravphylksba Z pseudoparannea, Z pseudonsonneola, Z 

obliqua y Z sbnnen todas agrupadas en el ciado llamado "ciado Panamá con 

excepción de Z ?Mensos y Z mameata, ubicadas en el dado América del su? 

Antes de la pubhcación de b separación de especies de Zanua de hojas plegadas en el 

occidente de Panamá (Chinquí y Bocas del Toro) (Taylor et aL 2008) lo que se daba 

como Z sbnnen era realmente Z Impenalu y se hablaba de Z sbnnen roja. Así mismo 

la supuesta Z acununata (Caput° el aL 1996) y la muestra de Ceno Guabal en el Valle de 

Antón, Panamá (C,aputo et al 2004) ahora se considera una especie nueva, al restringir 

como endémica de Costa Rica a Z aewmnata (Lindstron el al en preparación) De esta 

manera, una parte de los especímenes de Z neumonía de los trabajos de Caput° el aL 

1996 y 2004 pudiese ser espécimen de Costa Rica y no de Panamá, mientras que el 

espécimen utilizado en los árboles que se presentan en este trabajo son de Panamá y 
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pertenecen a Z nana (landstron et al 2013) Así también la especie Z openen.ns que 

aparece en el ciado de Suraménca, bien podría haber sido Z cunana, por su gran 

parecido morfológico de manera que pudo haber ocurrido confusión en la identificación 

Hoy día estas especies son tratadas como especies diferentes (Taylor et al. 2012a) 

Los resultados indican que el gen ITSz de por si, no es el más óptimo para hacer 

separación entre este grupo de especies ya que no responde a el patrón de relaciones 

filogenétacas más bien es congruente con su distribución geográfica. Además si se 

considera el cnteno de la "discriminación" del tercer parámetro segun el cual un 

segmento del genoma puede ser propuesto como región para el código de barras de ADN 

debe ser aceptado en consenso por distinguir la mayoría de las especies en estudio y este 

no es el caso 
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VI CONCLUSIONES Y 

1 El cladograma del árbol filogenético considerando las secuencias obtenidas para la 

región nuclear ITS2 resultó ser un árbol no resuelto 

2 El árbol filogenético define dos dados uno denominado 'Ciado Panamá este" (Z 

wenensu Z amarza 7Z manteara) y el otro denominado 'Cado Panamá oeste" 

En este ultimo se ubica la mayoría de las especies en estudio (Z dresslerl Z 

peudoparasawa, Z ~qua, Z lindleyc Z sbnnen todas más o menos resueltas 

y las especies Z elegandssima, Z fawchddiana Z acunan:ata, Z stevensond Z 

peudomontwola, Z cf hamannh Z In:per:ah, Z nesophda y Z neurophylkha 

estas ultimas no resueltas 

3 El Complejo sbnnerr que forma parte del dado Panamá oeste (Z cf hamannu 

Z unpenahs Z dannen Z nesophda y Z neurophylhdad muestra relación 

filogenética cercana entre las especies que lo conforman. Donde Z cf hanumnii y 

Z unpenahs al igual que Z nesophlla y Z neurophylheha no presenta separación 

entre ellas, excepto la especie Z skumen que se presenta sola en una rama. 

4 El gen ITSz de por si no es el más óptimo para hacer separación entre este grupo 

de especies por lo que se obtuvo un árbol filog,enético no resuelto en la mayoría de 

las especies 

5 Se recomienda dar continuidad a este estudio utilizando genes adicionales al ITS2 

para poder obtener una mejor definición de los dados obtenidos y adicionar la 

matriz morfológica (Caputo et al 2004) para obtener cladogramas integrados 

moleculares morfológicos 
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Anexo 1 PREPARACIÓN DE REACT1VOS 

a. PREPARACION DE LAS 
	

ESCALERAS (LADDERS) 

Debe hacer lo siguiente tome ladder que le interesada preparar y tome las siguientes 
proporciones 226  es decir 

2p1 ladder (el que necesite) 
41 loadmg blue (azul para cargar) 
6p1 ddH20 

b PREPARACION DE 1M Tns-HCI pibe 0 

Tris 	 121 Ig 
ddH20 	800 Oml 
ajustar el pH con HC1, que debe ser pH=8 O Autoclavar 

e. PREPARACION DE 0.5M EDTA pl1=8.0 

EDTA 	 1861g 
ddH20 	800 OS 
ajustar el pH con NaOH (aproximadamente como 208 de pellets) 

d. PREPARACION DE LOS BUFFE1RES DE TSE Y TAE 

• 10X TBE Regular 
Ma 1 OL 40L 

Tris 10800g 4320g 

Bone Acid 5500g 2200g 

EDTA 7 45g 29 8g 

• 50X TAE 1L (Maniato) pH=8 O 
Ida 	 1.0L 

Tns Base 	 2420g 

Glacial Acetic Acid 57 ImL 

O 5M EDTA (pH=8 O)" 100 OmL 

" Low EDTA reduce 1/10 the EDTA amount up to IL 

• 10X TAE 
ivbx 	 50mL  

Tns Base 	 4840g 

Glacial Acetic Acid 	11 42mL 

O 5M EDTA (p18 O) 	20 00mL 

S S EMA DE BIBUOTECNS DE LA 
UNIVERSIDAD DE PANAMA 

(SIBIUP) y 
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Anexo 2 METODOLOGÍA DE EXTRACCIÓN DEL ADN HASTA 
SECUENCIACIÓN 

a. Extracción de ADN 

Paso 1 Triturar d tejido 

Se pesaron 20mg de cada muestra seca en una balanza analítica, las cuales fueron 

colocadas dentro de tubos de 2m1 con tapa de rosca que contenían vidrio mohdo y una 

bolita de cerámica en cada uno posteriormente se llevan a la centrifuga homogenizadora 

(Thermo Savant FastPrep FP120 Homogenaer) para triturar el tejido a 4000 rpm por 

espacio de 20 segundos repitiendo este mismo paso tantas veces sea necesario hasta 

obtener el tejido completamente pulvenzado 

Paso 2 L'ab celular 

Una vez obtenido el tejido pulverizado se le añadieron a cada tubo 400p1 de Bit 

AP1 (Bit de Lyng') y 2p1 de RNasa A (solución stock 100mg/m1) mezclando muy bien 

todas las soluciones de forma homogénea utilizando el vórtex por unos segundos 

Posteriormente se colocan dichos tubos en un Bailo María a 65°C para incubar las 

muestras por 40 minutos mezclando el contenido de 2 a 3 veces mutando los tubos o 

pasándolos por el vórtex por unos segundos durante el tiempo de incubación. 

Paso 3 Precipitar proteínas, azúcares, detergente y otros 

Una vez terminado la incubación de las muestras se le agregan a cada tubo 150p1 de 

Buffer AP2 (Buffer de precipitación, contiene ácido acético) mezclando muy bien la 

solución utilizando el vórtex por unos segundos Terminado esto se deja incubar en hielo 

por espacio de 5 minutos pasado este tiempo se lleva a la centnfuga refrigerada 

(Eppendorff Centriftige 51104) a 14 000 rpm por espacio de 5 minutos 
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Paso 4 Remover precipitado y restos celulares 
Terminado la centrigufación se pasa la muestra homogenizada a una ~I columna de 

color lila (QIAshredder Mmi Spm) que viene con un tubo colector de 2m1 previamente 

enumerados se centrifugan los tubos a 14 000 :pm por espacio de 2 minutos obteniendo 

ini pellet y una porción de la solución. 

Paso 5 Ligación 

De la porción obtenida del paso antenor se transfirieron 300p1 del sobrenadimte an 

tocar el pellet formado a un nuevo tubo de 1 5m1 enumerados previamente a cada tubo se 

le adicionaron 450111 de Buffer AP3/E (Binding Buffer que contiene Hidroelonto de 

guanichna) mezclandolo inmediatamente De los 7501d que se tienen de la mezcla 

anterior se transfirieron solo 650111 incluyendo el precipitado formado a una num 

columna de limpieza (DNeasy Mun Spui) enumerada previamente y que viene con un 

tubo colector de 2m1, luego se centrifugo a 8 000 rpm por espacio de 1 minuto una vez 

centrifugado la porción de liquido que pasa por la columna se descartar ya que contiene 

residuos del buffer AP3/E de no pasar todo el líquido se debe volver a centrifugar a 

8 000 rpm por espacio de 1 minuto 

Paso 6 Lavado 1 

Las columnas de limpieza DNeasy que contiene el ADN se colocaron sobre nuevos 

tubos colectores y se le aflacho a cada columna 500p1 de Buffer AW (Buffer de Lavado) 

posteriormente se centrifugo a 8 000 rpm por espacio de 1 minuto nuevamente el liquido 

obtenido en el tubo colector se descartar ya que contiene residuos del buffer AW 

Paso 7 Lavado 2 

Una vez más se añaden 500p1 de Buffer AW a las columnas de limpieza DNeasy y se 

centrifugo a 8 000 :pm por espacio de 1 minuto descartando la fracción 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 1.5m1 ya 

enumerados, a las columnas se les añadió 100111 del Buffer AE (Buffer de elusión) 

precalentado a 65°C en el baño maría, una vez añadido en la columna se dejó 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 Id de ADN genómico por muestra, del 

cual se tomó una alicuota de 2011 para su respectivos análisis, ambos volúmenes se 

guardaron a -20°C. 

b. Visualización del DNA genómico por electroforesis 

Se visualizó el DNA genómico colocando 21,t1 del producto mezclado con 2111 de azul 

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

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

esto se corrió en un gel de agarosa regular a 1.5 % preparado previamente dejándolo 

correr a 93 voltios por espacio de 1 hora, terminado este tiempo se llevó a la cámara 

(FOTODYNE incorporation,  http://www.fotodyne.coml )  bajo la luz ultravioleta (UV) 

(anexo 6). Para la preparación del gel, se pesaron 1.35mg de agarosa regular (SeaKem® 

LEAgarose,  http://www.lonza.com )  que se disolvió en 90m1 de buffer TBE y se le agrego 

1.511 de bromuro de etidio, dejándolo por espacio de 30 minutos hasta que solidifique la 

agarosa. 
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e. Amplificación del gen nuclear ITS2 

Utilizando una reacción de las cadenas de pohmerasa (PCR) se usó un kit comercial 

de la compañia Quigen (Taq PCR Core Kit, Quigen) con el cual se logró amphficar el gen 

nuclear 1TS2 Para la PCR se amparó una reacción de 25g1, usando 5p1 del DNA 

genómico 2 5m1 de cada cenador 10mM [cenador delantero 1TS3 5 -OCA TCG ATO 

AAG AAC OCA GC 3 combinando con el cenador reverso ITS4 5 TCC TCC OCT 

TAT TOA TAT GC 3 (White et al 1990)] (anexo 7) más O 5p1 de taq pohmerasa 5 

U/pl, 1 pl de dNTP s O SinM 2 5m1 de buffer 10X (contiene MgCh 15mM) O 25p1 de 

BSA (Bovute Serum Albumin) 10 pg/p1 se añaden 10 75 pl de agua destilada y 

daoruzada (dd1.120) 

sau nem reiL la SU el& 

/ Tings Va  a■ 	117- ma ny- 

Fig 6 Esquema de la ubicación de primer ITS3 y el primer reverso 1TS4 
http.//biology dite eduffungi/mycolablpnmers htm 

Una vez preparada la PCR se lleva a una maquina termoacladora (Mastercycler pro S 

Eppendorl yapo protect) donde tenemos previamente un programa con distintos ciclos y 

tiempos a diferentes temperaturas Dicho programa de la PCR consta de la siguiente 

manera se inicia con 94°C por 5 minutos para la activación de la enzima taq polimerasa, 

continuando con 30 ciclos de 94°C por un minuto para la desnaturalización del DNA, 

50°C por un minuto de alineamiento de los cebadores y 72°C por un minuto y 30 

segundos otorgándole 3 segundos más por cada ciclo de elongación, terminando el 

programa con una elongación final de 72°C por 7 minutos (Sass et al (2007) 

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

electroforesis en un gel de agarosa de 1 5% la misma se preparó pesando 1 05g de 



40 

agarosa regular en 70m1 de Buffer TBE y se le añadieron 1.5u1 de bromuro de etidio, el 

cual ayudara a visualizar el producto obtenido del DNA usando luz UV (ver anexo 7). 

Una vez solidificado el gel se procede a cargar 5111 del producto de la PCR y se corre a 

93volt por 30 minutos, terminado el tiempo se lleva a la cámara de FOTODYNE para 

tomar la foto. 

d. Corte de bandas 

Para cortar la bandas obtenidas en la PCR se cargó el resto del producto obtenido en 

un gel de agarosa low melting 1.5 c/o (NuSieve ® GTG Agarose), la cual se preparó 

pesando 1.05g de agarosa low melting en 70m1 Buffer TAE, añadiéndole 1.5111 bromuro 

de etidio, posteriormente corrido el gel se procede a tomar la utilizando el sistema 

FOTODYNE con luz Uy (anexo 8), luego se procedió al corte de las bandas obtenida de 

la amplificación del DNA con puntas especiales de corte (Gel Cutting tips, http:// 

http: //www.midsci.com )  y se colocó el fragmento obtenido en tubos de 0.65 ml, que se 

llevaron a otra máquina termocicladora (Perkin Elrner Cetus) para la reacción de gelasa 

(GELaseTM  Agarose Gel-Digestion Prepation,  http://wwsk.epibio.com ),  la cual digiere 

todo el gel y el DNA queda disuelto en el buffer. Dicha reacción consiste en colocar los 

tubos 0.65m1 a 70°C por 10 minutos y luego pasan a 45°C por espacio de 2 horas o toda 

la noche, en este momento pasados 15 minutos para estar seguros que el bloque está a 

45°C se le añaden 1.2 11 de la enzima gelasa a cada muestra. NOTA: la gelasa solo es 

activa a 45°C, más alta temperatura se desnaturaliza la enzima, mientras que a más baja 

temperatura no se activa dicha enzima. Hay que estar seguros de mezclar bien la enzima 

antes de usarse ya que contiene glicerol y podría estar añadiendo solo glicerol y no la 

enzima en si. 
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e. Reacción de secnendación 
Al terminar la digestión con la gelasas se proceda() a preparar la reacción de ciclos de 

secuencia (Cycle Sequence) la cual consiste en la utilización de un kit comercial de la 

compañía Applied Biosystans (AB1) este kit contiene un reactivo denominado BigDye 

Terminator v3 1 (que contiene Buffer Taq y dNITs mamados con fluorescencia) y 

adicional trae un buffer 5X La reacción de ciclos de secuencia se preparé utihzando igl 

de BagDye 2 5X, 2p1 de Buffer SX O 4p1 del cebadar 1 OpM (una reacción por dirección 

del cebador) la cantidad de DNA que se utilizó para la reacción fue venable por lo cual 

se procedio a medir la cantidad de DNA obtenido en nanogramos (ng) que se necesitaban 

para dacha reacción, preparando un gel de agarosa regular y colocándole 5 pl del 

producto de la PCR y S pl de la escalera Low DNA Masa Ladder esta escalera Indica 

mediante una tabla de referencia, el ~alio exacto en nanogramos que tiene el producto 

de PCR, por ultimo se añade lo faltante con ddH20 para obtener una volumen final de 10 

pl de la reaccion. Posteriormente se lleva la reacción de ciclos de secuencia a un 

termociclador donde hay un programa ya establecido para dicha reacción, este consiste de 

la siguiente manera mimando a 96°C por 1 minuto para activación de la enzuna, seguida 

de 30 ciclos de 96°C por 10 segundos para la desnaturahzamon, 50°C por 5 segundos 

para atildamiento y una extensión a 60°C por 4 minuto NOTA se podría dejar a 15°C al 

final si es necesario pero no es muy recomendado ya que las maqumas tienden a tener 

condensación y podría entrar agua al sistema eléctrico y dañarla. 

f Limpieza con Sephadex y anunciación 

Terminado la reacción de ciclos de secuencia se procedio a purificar dichos productos 

utilizando un compuesto denominado Sephadex 050 el MISMO se preparó 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 serán 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 añadiran 3001.ilde ddH20, dejándolo 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 

reacción de los ciclos de secuencia. Al finalizar el tiempo de compactación se centrifuga 

a 3600 rpm por 3 minutos, posteriormente se bota el agua y se le añaden nuevamente 

1501.t1 de ddH20 para sacar cualquier burbuja que se haya formado, se centrifuga 

nuevamente a 3600rpm por 3min mas, luego se le añaden 1011de ddH20 a la reacción 

de ciclos de secuencia ya que por la columna solo pasan 201.ilde solución, sí se coloca 

menos puede que todo quede retenido en la columna, se le coloca el plato que recibirá el 

producto final ya purificado de la reacción; posteriormente se lleva a una máquina de 

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

el secado de las muestras, dejándolos por una hora para luego resuspenderlo con un 

compuesto de Formamida altamente desionizada (Hi-Di Tm  Formamide, 

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

el secuenciador automático 3130x1 AB!. (anexo 3 y 4) 
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Anexo 3 SECUENCIAS EN BASE AL ESPACIADOR TRANSCRITO INTERNO 2 
(ITS2) 

Zoma dresslen 03 
AATCTTMAACOCAAGTTOCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCFOCCIMGCGTC 
OCAITTGATAGOAACGGCMOCCCCCCTGTCGOCCOATCIGACCGOAMTGOCCAICCO 
TGCCITCAGTGITCCOOTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGOTCITGCATCGG 
TGAGCGGTOGITCGCCCCTCCGOGGGCMGCCGATCTITGGATTGCTCCGOTGTGAGAA 
ATGGGCGCGOIGCCCTCCTCCTCGCGACCACICTOCCCGTCAACCCCCAGCGGTICTIT 
GGCCAATGTOCCOTCOGOCCOTGC1T 

Zanua pseudomontwola 06 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTOGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTO 
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCMGCMAGGGCACGGCTGCCT0GGCGTCGCA17TGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTOTYGGGCGATOGAGCGGAICITGCCCATCOGTGCCTTCA 
GTGITCCGGTTGOCCOAAATTGGTGCOGCATACCCGTOGGTCTTCCATCGOTGAGCGGT 
OGITCGCCCC7CCOGGGRCCTGCCGATCrITCCIA1TGCTCCOGTOTGAGAAATGOGCGC 
GGTGCCCFCCTCCTCGCGACCACTCTOCCCGTCAWCCCCCAGCGGTICTITGGCCAATG 
TGCCOTCOGOCTOTGCTTTGCCIACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACOZOCrGAGITTAAGC 
ATATCAATA 

Zoma pseudomonneola 05 
CGCAGCGAAGTGCCIATACTTGGTOTGAATTGCAGAATCCCGTOAATCATCAAATCMG 
AACGCAAGTMCGCCCOAGGCCCCGGCCCAGGGCACGOCMCCUMGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCMCGCCCCCCTGTCOGGCGATOGAGCGGAKITGGCCATCCGITOCCTTCA 
GTGTTCCOOTTGGCCOAAATTGGTOCGGCATACCCGTOGGTCTTOCATCGOTGAGCOGT 
OGITCGCCCCTCCGGGORCCTOCCGATCTITCGAITOCTCCGOTOTGAGAAATGGOCGC 
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTOCCCGTCAWCCCCCAGCGOTTCTTTGGCCAATG 
TOCCGTCGGGCTOTGCMGCGACCCCACIGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGITTAAGC 
ATATCAATA 

Zonza eleganftsstma 07 
CGCAGCGAAGTOCGATACTrGGTOTGAATTGC.AGAATCCCGTGAATCATCAAATCMG 
AACGCAACTTGCOCCCGAGOCCCCGGCCCAGGGCACOGCTOCCMGGCOTCOCATITGA 
TAGGAACGGCCTCOCCCCCCTOTCGOCCOATOCIAGCGCiAGTTOCiCCATCCGCOCCTTCA 
GTGTTCCGGTTGGO:GAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTPGCATCGGTGAGCGGT 
GOTTCGCCCCTCCGGGOGCCIOCCGATCITICGA7TGCTCCGOTOTGAGAAATGGGCGC 
OGTGCCCTCCTCCTCOCGACCACICTGCCCOTCAACCCCCAGCGGTTCITTGOCCAATO 
TOCCOTCOGGCCGTOCTTTCiCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC 
ATATCAATA 

&unta elegantissuna 08 
COCACCGAMTIGCGATACTTOOTGTOAATTGCAGAATCCCOTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAOTTOCGCCCGAGGCCCCGOCCCAGO3CACGOCTGCCTGOGCOTCOCATITGA 
TAGGAACOGCCTCGCCCCCCTGTCOGGCGATOGAGCGOAGTTGGCCATCCGYOCCTICA 
GTGTTCCGGTTGGCCGAAA7TGGTGCGGCATACCCGT000TCITGCATCGGTOAGCGGT 
GOTTCGCCCCTCCGGGOGCCTGCCOATCITTCGATIOCICCOGTOTGAGAAATOGOCGC 
GOTOCCCTCCTCCTCGCOACCACTCTGCCCOTCAACCCCCAGCOGITCTITGGCCAATO 
TGCCGTCGGGCCOTOCITIMCGACCCCAGGTCAGOCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 
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Zanna eleganftsnma 09 
CGCAGCOAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTO 
AACOCAAGITGCOCCCGAGGCCCCOGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCOTCOCATTTGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCCCTGTCGOOCOATGGAGCGGAGITGGCCATCCOYGCCTTCA 
GTGITCCGOTTGOCCOAAATTGGTOCGGCAIRCCCGTGOGTCTTGCATCOGTGAGCOGT 
GOTIMCCCCTCCOGGGGCCMCCGATCTITCGATTGCTCCGCITGTGAGAAATGOCCGC 
GOTGCCCTCCTCCTCOCOACCACTCTOCCCGTCAACCCCCACCOOTTC/TTOGCCAATG 
TGCCOTCGOGCCGTGCTITGCGACCCCAGGTCAGOCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zoma ftarcluldrana 10 
COCAOCGAAGTGCGATACTTGGTOTGAATIMCAGAATCCCGTOAATCATCAAATCITTG 
AACOCAAOTTGCGCCCGAGGCCCCGOCCCAGGGCACGOCTGCCTGOGCOTCGCAMGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCCCTOTYGGGCGATGGAGCGDAGTTGGCCATCCGTGCCITCA 
OTGITCCCIGTITIGCCOAAATTGOTOCGGCATACCCGTGOGTMOCATCGGTGAGCGGT 
GITITCGCCCCTCCGOOGGCCTOCCOATCTITZGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCrCGCOACCACTCTGCCCGTCAWCCCCCAGCGUITCYTTOGCCAATO 
TOCCGTCGOGCYGTOCTTTGCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGMGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

&unta fiareluiduma 11 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATMCAGAATCCCOTGAATCATCAAATCTITO 
AACGCAAGTMCGCCCGAGGCCCCGOCCCAGGGCACGGCTGCCTOGGCMGCATTTGA 
TAGGAACOCCCTCGCCCCCCTOTYGGGCOATGGAGCGGAKITGGCCATCCGTGCCTTCA 
OTGTTCCGOTTGGCCOAAATTGGTGCGGCATACCCGTOGGTMGCATCGGTGAGCGGT 
GGTTCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCTTTCONITGCTCCGOTOTGAGAAATOGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAWCCCCCAGCGOITCTITGGCCAATG 
TOCCGTC000CYGTGCTITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTI3AOTITAA0C 
ATATCAATA 

Zoma fiarehlkftana 12 
CGCAGCGAAGTGCOATACTMOTGTOAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITO 
AACGCAAGTMCGCCCGAGGCCCCOGCCCAGOOCACGGCMCCTGGGCGTCOCAlTIMA 
TAGGAACCACCTCGCCCCCCTGTYGOGCGATCCAOCGGAKTrGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGITCCGOTTGGCCGAAATTGGTGCOGCATACCCGTGGOTCTTOCATCGOTGACCGGT 
GOTTCOCCCCTCCO0000CCTOCCOATCITTCOATIY3CTCCOGTOTGAGAAAT000CGC 
03TOCCCTCCTCCTCGCOACCACTCTGCCCOTCAWCCCCCAGCGGTFCTITOGCCAATO 
TGCCGTCGOOCYGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCOACIACCACCCGCTGAGTTTAAGC 
ATATCAATA 

Zanua mankata 13 
CGCAGCGAAGTGCGATACTMGTGTGAATMCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTITG 
AACGCAWITGCGCCCGAGOCCCCGGCCCAGGGCACGOCTGCCTGGGCGTCOCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCMTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTWACCATCCGCGCCTTCA 
000TTCCGOTTGOCCOAAATTGGTOCOGCACACCO3T000TCTTGCATCGOTGAGCGGT 
GGITCOCCCCTCC00000CCTGCCOATC1TITOA1TGCCiCCGOTGTGAGAAATGOGCGC 
GGTGCCCTGCTCCTMCGACCACTCTOCCCOTCAACCCCCMCGOTTCITTGGCCAATO 
TOCCGTCGGGCCGTGCITTGCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTAAGCA 
TATCAATA 



45 

Zanua man:cata 14 
COCACCOAAGTCCGATACTTOGTGTGAAATOC A GAATCCCGTOAA TCA ITAAATCTITG 
AACCICAAGTTGCGCCCGAGGCCCCCACCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATITGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTOTCGGGCGATGGAGCGGAGITGOCC ATCCGCGCCTrCA 
GCATTCCGGTMGCCOAAATTGOTOCGGCACACCCOTOGGTMGCATCGOTGAGCCAT 
GOTTCGCC.CCTCCGOGGGCCTGCCGATCTTITGATTGCGCCGGTOTGAGA AA TGGGCGC 
CiGTOCCCTOCTCCTTOCOACCACTCTGCCCOTCAACCCCCOGCGOTTCTITGGCCAATO 
TGOMTCGCACCOTOCITTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zoma ~cata 15 
COCAGCGAAGTOCGATACTTGOTGTGAATTOCAGAATCCCOTGAATCATTAAATCTITG 
AACGCAAMTGCGCCCGAGGCCCCOOCCCAGGGCACGGCTOCCTGOGCGTOGCATTTGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCTCTOTCOGGCGATGGAGCGOAGTTGGCC ATCCGCGCCITC A 
OGGITCCGOTTGGCCOAAATTOGTGCGOCACACCCOTGGOTCITGCATCOGTGAGCGGT 
GOTrCOCCCCTCCOGGGGCCTGCCGATCTITMATTOCOCCOGTGTGAGAAATGGGCGC 
GGITGCCCTGCTCCTrGCGACCACTCTOCCCGTCAACCCCCGGCGGTrC7TTGGCCAATO 
TGCCGTCGGOCCGTOCMGCGACCCC AGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zonza pseudoparauttca 16 
COCA GCGAAGTGCGATACTIWTGTGAATTGCAGA ATCCCGTGAATCATCAAATCMG 
AACGCAAGITGCGCCCGAGGCCCCGOCCC.AGGGCACGOCTGCCTGGGCMCGCATTTGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCCCTGTCGCCCGATGGAGCOGAGTTGGCC ATCCGTGCCOTC A 
GTGITCCOGITGOCCGAAAITGOTOCOGCATACCCGTGOOTCTTGCATCGGCGAGCOGT 
GGATCGCCCCTCCGGGGOCCTGCCGATCTITCGATTGCTCCGGTOTGAGAAATOGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCTCOCOACCACTCCOCCCGTCAAACCCCCAGCGOTTCTITCACCAAT 
OTGCCaltGGGCCOTOCTTTGCGACCCCAGOTCAGGCCIAGAGCACCCGCTGAGTTTAAG 
CA TATCAA TA 

Zoma pseudoparantica 17 
CGCAGCGAAGTGCOATACITGOTGTGAMTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITO 
AACGCAAMTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCA GGGC ACGOCTGCCTGGOCGTCOCA MIGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCCCTOTCGOGCGATOGAGCGGAGITGGCCATCCGTGCCOTCA 
GTCITTCCOGTIMGCCGAAATTGOTGCGGCATACCCOTGOGTMGCATCGGCGAGCOGT 
GOATCOXCCTCCOGGOOCCTOCCCIATCTITCGATTOCFCCGOTOTGAGAAATGGGCGC 
GOTOCCCTCCTCCTCGCCIACCACTCCGCCCGTCAAACCCCCAGCGGTTCTITGGCCAAT 
GTOCCOTCOGGCCGTGCMGC-GACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAG 
CATATCAATA 

Zanda pseudoparandca 18 
COCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCOTGAATCATCAAATCTrro 
AACGCA AGTTGCOCCCG AGGCCCCGGCCCA GGGC ACGGCTOCCTGGGCGTCGCATITGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTOTCGMX:GATGGAGCGGAGITGOCC A TCCGTOCCOTCA 
GTOTTCCOGITGOCCGAAATTGOTGCOGCATACCCGTCGGTCTTOCATCGGICGAGCGGT 
GGATCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCITTCGATTGCTCCCATGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCC7COCGACCACTCCGCCCGTCAAACCCCCAGCGOTTC1ITGGCCAAT 
GTGCCOTCGGOCCGTOCTITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCOCTGAGMAAG 
CATATCAATA 
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Zoma stevensoms 19 
CGCAGCGAAGTOCGATACTMGTOTGAATTOCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAGTMCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTOTCGGOCGATOGAGCGGAGTTGGCCATCCGYGCCITCA 
GTGTTCCGOTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCOTGOOTCTTOCATCGOTGAGCGGT 
GGTTCGCCCCTCCGGOGGCCTGCCGATCYTTCGATTOCTCCOGTGTGAGAAATOGOCGC 
GGTOCCCTCCTCCTCGCOACCACTCTOCCCGTCAACCCCCAGCGOTTCITTOGCCAATG 
TOCCGTCOGGCCGTGCTIMCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zamta stevensonn 20 
CGCA-GOMAGTOCGAT—ACTTGGTOTGAATTGCAGAATCCOGTGAATC—ATCAAAT 
CTITGAACGCAAGTMCGCCCGAGGCMCGGCCCAGGGCACGOCTGCCTOGGCCITCOCAT 
ITGATAGGAACCIGCCTCGCCCCCCTOTCOGGCGATOGAGCOGAGTTGGCCATCCGYGCC 
TTCAGTOTTCCGGTTGGCCGAAA TTGOTGCGGCATACCCGTGOGTCTTGCATCGGTGAG 
CGGTGGT TCGCCCCTCCOG-G-G-GCCTGCCGATCITTOGATTGCTCCGGTGTGAGAAA 
TOGGCGCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACT-CTGC—CCGTCAA-CCCCCAGCGOTTCT 
TTGGCCAAT-GTOCCGTCGGG-CCGTGCTITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGC 
TGAGTTTAAGCATATCAATA 

anua stevensonn 21 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAOTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGGCMCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCCCMTCGGGCGATOGAGCGOAGTTGGCCATOZGCGCCTTCA 
GTGTMCGOTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATRCCCGTGGOTCITGCATCGGTGAGCGGT 
GGTTCGCCCCTCCOGGGGCCIOCCGATCITI'CGATTOCTCCOGTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCT0303ACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGG1TCITTGGCCAATG 
TOCCGTC000CCGTGC7TTOCOACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zanua asigna 22 
CGCAGCGAAGTGCGATACITGGTOTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITO 
AMIGCAAGTTGCOCCCGAGGCCCCOGCCCAGGGCACGGCTOXTGGGCGTCGCATTMA 
TAGGAACGGCCTCGCCCECCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGTMGCCATOZGTOCCITCA 
GTUITCCGOITGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCOTGTGTCTTGCATCGOTGAGCGOT 
WITCGCCCCTCCGOGGGCCTOCCGATCITTCGATTOCTCCGOTOTGAGAAATGOOCCIC 
GGTOCCC1CCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCOG1TCT1TGOCCAATO 
TGCCOTCOGGCCGTGC7TTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCOCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zaino obkqua 23 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAAATOCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCITTG 
AACGCAAGTMCGCCCGAGGCCCCGGCCCAGGGCACGOCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACOGCCTCGCCCCCCTGTCGGGCGATGGAGCGGAG'ITGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGTTCCGGTIDGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGTGTCTTGCATCOGTGAGCGOT 
GOTIMGCCCCTCCOGGGGCCTOCCGATCTITCGATTGCTCCOOTGTGAGAAATCACCOC 
GGTGCC=CGACCACTCTGCCCOTCAACCCCCAGCGOTTCTITGOCCAATG 
TOCCGTCGGGCCOTGCTITOCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGMAAGC 
ATATCAATA 
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Zoma neurophylhcha 25 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGANITGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAGTrGCGCCOGAGGCCCCGGCCTAGGGCAOGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGOAACGGCCTCGCCCTCCAGTTGGGCGATGGAGO3GAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTOTTCCGOT113GCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTOGGTCTIGCATCGGTGAGCGOT 
GGTTCGCCCCTCC000TGCGCCTGCCTATCTITCGA1TGCTCCGGTGTGAGAAATGGGC 
GCGOTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCOGTIVITTGGACAA 
TOTGCCGTCGGGCCGTGCTITGCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAA 
GCATATCAAAA 

Zoma neurophylhcha 26 
CGCAGCGAAGTGCGATACTrGOTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAMI1TGCGCCCGAGGCCCCGGCCTA000CAO3GCTOCCT000CGTCGCAITTGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCTCCAGTTGGGCGATOGAGCGGAGTTGGCCATCCGTOCCTPCA 
GTGTTCCGGTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTMGCATCGGTGAGCGGT 
GarTCGCCCCTCCGOOTGCCTGCCTATCTITCGATTGCTCCGGTOTGAGAAATOGGCGC 
GOTOCCCTCCIICCTCGCGACCACTCTOCCCGTCAACCCCCAGCGOTTCTITGGACAATO 
TGCCGTCGGGCCGTGCTTTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC 
ATATCAATA 

Zoma harranmr 28 
COCAGCGAAGTOCGATACTMOTGTGAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTrIti 
AACGCAAGITGCGCCCGAGGCCCCOGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCAOTTGGGCGATGGAGCGGACiTTGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTOTTCO3GTMGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTGCATCGGTGAGCGGT 
GGITCGCCCCTCCGGGGGCCTGCCGATCITTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTOCCCIECTCCTCGCGACCACTCTOCCCGTCAACCCCCAGCGGTIVITTGGCCAATO 
TGCCGTCOGGCCGTOCCITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGITMAGC 
ATATCAATA 

Zarina hansanrur 29 
COCAGCGAAGTGCGATACTTGOTGTGANITOCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGOCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCICGCCCCCCAGTTGGGCGATGGAGCOGAGTTGOCCATCCGTGCCITCA 
GTGITCCGOTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGGTMGCATCGGTGAGCGOT 
GGITCGCCCCTCCGOGGGCCIMCCGATCTITCGATTGCTCCGGTOTGAGAAATGGGCGC 
GGTOCCCTCCTCCTCGCOACCACTCTOCCCGTCAACCCCCAGCGOTTC117GOCCAATG 
TOCCGTCOGGCCOTGCCTMCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zonza harnannu 30 
CGCAGCGAAGTGCGATACITGGTOTGAAATOCAGAATCOMTGAATCATCAAATCTTTG 
AACGCAAGTMCGCCCGAGGCCCCOGCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACOGCMCGCCCCCCAGTTOGGCGATOGAGCGGAGTMGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGTTCCGOTTGGCCGAANITGOTGCGGCATACCCGTGGOTCTTGCATCGOTGAGCGOT 
GGITCGCCCMCCOGGGGCCTGCCGATCITTCGATTOCTCCGOTGTGAGAAATOGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTITGOCCAATG 
TOCCGTCGGGCCGTGCCITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 



Zarina acummata 31 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTOGTOTOAATTOCAGAATCCCCITGAATCATCAAATCTTTG 
AACGCAAGTM00CCCCIAGGCCCCGGCCCA000CACGGCMCCIMGCOTCGCAT1TGA 
TAGGAACGGCCTO3CCCCCCTOTCGOGCOATGGAGCGGATTTGGCCATCCOTGCCTICCA 
GTOTTCCGGTMOCCGAAATTGGTGCGGCATACCCOTGOGTCTTOCATCOGTGACICCIOT 
GGITCGCCCCTCCGGGOACCTOCCGATCTITCGATTGCTCCGOTGITGAGAAATGGCCGC 
GGTOCCCTCCI'CCTCGCGACCACTCTGCCCOTCATCCCCCAOCGGITCTTTGGCCAATG 
TGCCOTCGOOCTGTCICTITGCOACCCCAGGTCAGGCOAGAGCACOZOCIMAGYITAACIC 
ATATCAATA 

Zarina acromnata 32 
COCAGCGAAGTOCGATACTTGGTOTGAATrGCAGAATCOMTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAGTMCGCCCOAGOCCCCGGCCCAGGCCACGCICTGCCTGGGCOTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTC-GCCCCCCTGTCGGOCCIATGOAOCGGATTTGOCCATCCOTGCCTKCA 
OTGTTCCGOTTGGCCGAAATTGOTGCGGCATACCCGTGOGTCTTGCATCGGTGAGCCIGT 
GGITCGCCOCTCCOGGGACCTGCCOATCMCGATMCFCCOGTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCTCGCOACCACTCTGCCCGTCATCCCCCAGCCATTCTTTOCiCCAATG 
TOCCGTCGCACTGTGCTTMCGACCCCADOTCAGGCGAGACCACCCGCMACillTAAGC 
ATATCAATA 

Zoma acummata 33 
CGCAGCGAAGTOCGATACTTGGTGTOAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTrlt 
AACGCAAGITGCGCCCGAGGCCCCGOCCCAGOGCACGGCTGCCTGOGCGTCGOVITTGA 
TAGGAACGGCCTCOCCCCCCTGTCGGGCGATOGAGCGGATITGOCCATCCOTGCCTICCA 
GTGITCCOOTMGCCOAAATTGGTGCGGCATACCCCITGGGTCTTGCATCOGTOACICGGT 
GGITCGCCCCTCCGGGGACCTGOCGATCITTCGATTGCTCCGOTGTGAGAAATGOGCGC 
GGTOCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCOTCATCCCCCAGCGarTCTITGOCCAATG 
TOOMTCGGOCTGTGCTTMCGACCCCAGGTCAGGCCIAGAGCACCCGCTGAGTTTAAGC 
ATATCAATA 

Zainia hndley: 34 
CGCAGCOAAGTGCGATACITGOTGTGAATTI3CAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG 
AACGCAAGTMCGCCCOAGGCCTCOGCCCAGOGCACGOCTGCTIUGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTOTCCIGGCGATOGAGCGGAGITOGCCATCCGTOCCTTCA 
GTCITCCGOTTGGCCGAAATTGMUCGGCATACCCaKiGGTOTOCATCGGTGAGCGOT 
GOTTCOCCCCTCC00300CCTGOMATCT1TCCIATTOCTCCGOTOTGAGAAAT04000C 
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTOCCCGTCAACCCCCAGCGOTTCTMGCCAATG 
TOCCGTCGOGCCGTGCITMCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAACIC 
ATATCAATA 

Zaga líndleyl 35 
COCAGCGAAGTGCGATACITGGTOTGAAATOCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCITTG 
AACGCAAOTTGCGCCCGAGGCCTCOGCCCAGGGCACGGCTGCTTGGGCOTCOCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCTOTCOGOCCIATGOACCGGAGITTGGCCATCCOTGCCITCA 
GTOTTCCGMTGOCCGAAATTGOTGCGGCATACCCGTGGGTMGCATCGGTGAGCGGT 
GMTCGCCCCTCCGGOGGCCTGCCGATCITTCGATTOCTCCOGTGTGAGAAATGOOCGC 
GOTGCCCTCCTCCTCOCOACCACTCTGCCCCiTCAACCCCCAGCGGITCTITGGCCAATG 
TGCCGTCOGGCCOTGCTITGCOACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 
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Zarina lusdley, 36 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAGITGCGCCCGAGGCCTCGGCCCAGGOCACGGCTGCTIUGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCCCMTCGGGCGATGGAGCGGAGITGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGTTCCOGTTGGCCGAAATTGOTGCGGCATACCCGTGGGTCITGCATCGGTGAGCGGT 
GOTTCGCCCCTCCGGGGGCCTOCCGATCTTTCGAITOCTCCOGTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTOCCCOTCAACCCCCAGCGOTTCITTGOCCAATO 
TGCCGTCGOGCCGTGCTITGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zanua nesoplula 37 
CGCAGCGAAGTGCGATACTMGTOTGAATTOCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTM 
AACGCAAGITGCGCCCGAGGCCCCGGCCTAGGGCACGGCTOCCTGGGCGTCOCATITGA 
TAGGAACGGCMGCCCTCCAG7T000CGATGGAGCOGAGTTGGCCATCCGTGCCITCA 
GTGITCCGOTTGGCCGAAATTGGTGCGGCATACCCGTGGOTCTTGCATCOGTGAGCOGT 
GGITCGCCCCTCCGOGTGCGCCTGCCTATCITTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATOGGC 
GCGGTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTOCCCGTCAACCCCCAGCGarrCITTGGACAA 
TGTGCCGTCGGGCCGTOCITTGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGMAA 
GCATATCAATA 

Zazoso nesophila 38 
CGCAGCGAAGTOCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCITTG 
AACGCAAGTrGCOCCCGAGGCCCCGOCCTAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATITGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGITGGGCGATGGAGCGGAGTTGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGTTCCGOTTGOCCGAAAITGOTGCGOCATACCCGTGGGTCTTGCATCGOTGAGCGGT 
GOTTCGCCCCTCCCIGGTGCGCCMCCTATCITTCGATTGCTCCGGTGTGAGAAATGGGC 
GCGOTGCCCTCCTCCTCGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGITC1ITGGACAA 
TOTOCCGTCGOGCCGTGCTTMCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACOZGCTGAGTITAA 
GCATATCAATA 

Zarina nesophda 39 
CGCAOCGAAGTOCGATACITGOTGTGANITOCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTITG 
AACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCCCOGCCTAGGGCACGGCTOCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCTCCAGITGGGCGATGGAGCOGAMTGGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGTIECGOTTGGCCGAANITOGTGCGOCATACCCGTGGGTMGCATCGGTGAGCOGT 
GGTrCGCCCCTCCGGGTGCGCCTGCCTATCT1TCGA7TGCTCCGGTGTGAGAAAT000C 
GCGOTGCCCTCCTCCIEGCCiACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCOGTTCTITGGACAA 
TGTGCCGTCGGGCCGTGCTTMCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTTTAA 
GCATATCAATA 

Zamus :pedemos 40 
CGCAGCGAAGTGCGATACTTOGTOTGAMTGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCMG 
AACGCAAGTTOCGCCCGAGGCCCCOGCCCAGGGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATTTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCrCTGTCGGGCGATGGAGCGGAGITGGCCATCCGCGCCTTCA 
GOGITCCGOTTGGCCGAAATIOGTGCGGCACACGCGTGGGTCTTOCATCGGTGAGCGGT 
GUIT2GCCCCTCC00000CCTGCCGATC1TI7GATTGCGCCGGTGTGAGAAAT000CGC 
GGTGCCCTCCTCCITGCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCGGCGOTTCTITGGCCAACG 
TGCCGTCOGGCCGTGCMGCGACCCCAGGTCAGGCGAGAGCACCCOCTGAGTrrAAGC 
ATATCAATA 
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Danta :perennes 42 
CGCAGCGAAGTOCOATACTTGGTOTGAATTGCAGAATCCCOTGAATCATTAAATCTITG 
AACGCAAOTTGCOCCCCIAGGCCCCGGCCCAGGOCACCIGCTGCCTGOOCGTCGCATTTGA 
TAGOAACGOCCTCGCCCCTCTGTCGGOCGATGGACCOCIACITTGGCCATCCOCGCCTTCA 
G6GTTCCGMTGGCCOAAATTGGTGCGGCACACGCOT000TCMCAT000TGAGCC;GT 
GOTTCOCCCCTCCOOGGGCCTGCCGATCTITTGATTGCGCCOGTOTGAGAAATGOGCGC 
GOTGCCCTCCTCCITGCGACCACTCTGCCCOTCAACCCCXGGCOGTMITTGGCCAACG 
TGCCGTCGGGCCGTOCTITGCOACCCCAGGTCAGGCGAGAGCGCCCGCTGAGMAAGC 
ATATCAATA 

Zonza emana 43 
CGCAGCGAAGTGAGATACTTGGTGTOAKITGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTITO 
AACGCAAGTTOCGCCCOAGOCCCCGGCCCAGGGCACGGCMCCTGOGCGTCOCATTTGA 
TAGOAACGGCCTC-GCCCCTCTOTCGGGCGATGGAGCGGAGTMGCCATCCGCGCCTTCA 
CIGGITOZGGTTGGCCGAAATTGGTGCGOCACACSCOTGOGTCTTGCATCGGTGAGCGGT 
OGTTCGCCCCTCCGGGGOCCTGCCGATCTTITGATTGCGCCOOTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCITGCGACCACIICTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCTITGGCCAACG 
TGCXOTCGGGCCGTOCTITOCOACCCCAGOTCAGGCGACiAGCACCCOCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zaraza cunana 44 
CGCAGCGAAGTGCGATACTMGTGTGAATTOCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTTTG 
AACGCANTITGCOCCCGAGOCCCCGGCCCAGGGCACGGCTGCCTGOGCGTCGCNITTGA 
TAGGAACGGCCTCGCCCCTCTGTCGGGCGATCIGACPCGGAGTTCIGCCATCCGCGCCITCA 
GOOTTCCCCTTOGCCOAAATTGGTOCOGCACACSCGTGGOTCTMCATCOGTGAGCGOT 
GGTrCGCCCCTCCOGGGOCCTGCCGATCTITTGATTGCGCCGOTGTGAGAAATGGGCGC 
GGTGCCCTCCTCCTIMCGACCACItTGCCCGTCAACCCCCGGCGGTTCITTGOCCAAYG 
TGCCOTCOGGOMTGCTITGCOACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zoma amarla 45 
COCAGCGAAGTGCGATACTTGOTOMAKITGCAGAATCCCGTGAATCATTAAATCTITO 
AACOCAAGITGCGCCCGAGGCCCCCIGCCCAGGOCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATITGA 
TAGGAACGOCCTCGCCCCTCTOTCGGGCOATGGAGCGOAGTTGGCCATCCOCGCCTTCA 
GGGTTCCGOTTGGCCGAAATTGGTGCGGCACACCCOTGGOTCTrGCATCGOTGAGCGGT 
GOITCOCCCCTCCGGOGGCCTOCCOATCTITIMATTOCOCCCiGTOTGAGAAATGOOCGC 
CiGTOCCCTCCTCCTTGCOACCACTCTOCCCOTCAACCCCCGGCGGTTCTTTGOCCAACG 
TOCCOTCOGGCCOTGCTTTGCGACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCCGCMAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zoma unpenalis 46 
COCAGCGAAGTOCGATACITGGTGTOAAATGCAGAATCCCGTGAATCATCAAATCTTTG 
AACGCAAGTMCGCCCGAGGCCCCOGCCTACIOGCACCIGCMCCTOGOCGTCGCATITGA 
TACCIAACGGCCTCOCCCCCCAGITGGGCGATOGAGCGGAGITCIGCCATCCOTGWITCA 
OTGITCCGGITOGCCGAAATIUGTGCGOCATACCCOTGOGTCTTOCATCCIGTGAGCGOT 
GGTTCGCCCCTCCGGGOCCCTOCCGATCTITCCIATTGCTCCGOTOTGAGAAATOGGCGC 
GGTOCCCTCCTCCTCOCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGGTTCTrTGOCCAATG 
TGCCGTCOGOCCGTOCCITOCGACCCCAGOTCAGOCGAGACCACCCGCTGAGTTTAAGC 
ATATCAATA 



51 

Zoma unnenaks 47 

AACGCAAGITGCOCCCGAGGCCCCOGCCTACKIGCACGGCTGCCTGGGCGTCGCATITGA 
TAGOAACGOCCTCOCCCCCCAMTGGGCGATGOACICGGAGTTGOCCATCCGTGCCTTCA 
GTOITCCGOTTGGO:CAAATTOGTGCGGCATACCCGTGGOTCTTGCATCGOTGAGCGOT 
GOTTCGCCCCTCCGOOGGCCTOCCGATCTTTCGAITGCTCCOGTOTGAGAAATOGGCGC 
GOTGCCCTCCTCCTCOCGACCACTCTOCCCOTCAACCCCCAGCGOTTCTITOGCCAATG 
TGCCGTC000CCGTOCCITOCOACCCCAGOTCAGGCGAGAGCACCO3CrGAGTITAAGC 
ATATCAATA 

Zonza sbrtnen 50 
CGCAGCGAAGTGCGATACTICKITGTGAATTGCAGAATCCCOTGAATCATCAAATCTTTO 
AACCICAAGTTOCOCCCOAGOCCCCGOCCTAGGOCACGGCTOCCTGOCICGTCOCATITGA 
TAGGAACGGCMGCCCCCCAGTT003CGATGGAGCGOAGTTOGCCATCCGTGCCTTCA 
GTGTTC000TTGGCCGAAA1TCIGTGCGGCATACCCGTGGGTCTTCTCATCGGTGAGCGGT 
GOTTCGCCCCTCC0000GCCTOCCGATCTTTCGATT0CTCCGGTGTGAGAAAT000CCIC 
GOTGCCMCCTCCTCOCGACCACTCTGCCCGTCAACCCCCAGCGOTTCTITGGACAATG 
TOCCOTC000CCGTOCTITOCGACCCCAGOTCAGOCOACiAGCACCCGCTGAGTITAAGC 
ATATCAATA 
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Anexo 4. ELECTROFÉROGRAMA MOSTRANDO UNA PARTE DE LA 
SECUENCIA DE Z ELEGANTISSIMA , DESDE LA POSICIÓN 257 a la 
309 pb 
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Anexo 5 LISTAS DE ESPECIES DE Z4ML4 TOMADAS DEL GENI3ANIC, 
USADAS COMO REFERENCIA EN EL ALINEAMIENTO DE LAS 
ESPECIES DE ZAMIA DE PANAMÁ (1TS2) 

Numero de accesión del 
GenBank 

Especies de &ama 

0803521 Z erenutophila 
GU807353 1 Z natarta 
0U807354 1 Z fachers 
0U807355 1 Z furfuracea 
0U807356 1 Z /terrera 
0U807357 1 Z integrrolia 
0U807358 I Z kat:enana 
GU807359 1 Z lacandona 
0U807360 1 Z loddogesu 
0U807361 1 Z man:cata 
0U807362 1 Z paucquga 
0U807363 1 Z polymorpha 
0U807364 1 Z prasma 
0U807365 1 Z purpurea 
GU807366 1 Z socontacenns 
0U807367 1 Z spartea 
GU807368 1 Z statudeyr 
0U807369 1 Z tuerckhermu 
0U807370 1 Z vanegata 
0U807371 1 Z noquean 





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

Muestras: 1, 4, 6, 7, 11, 15 y 17 y negativo. 
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Anexo 7. VISUALIZACIÓN DE LAS PCR EN AGAROSA NORMAL 

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

rill
,  

..... _ 	.2  ig 

3 T 	* 1 

, Ah  
Muestras: 36, 37,38, 39, 40,  

ami 

*-5  

41, 42, 42, positivo y negativo. 

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




