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DNA BARCODING, PARA LA CARACTERIZACION
MOLECULAR DE ALGUNAS ORQUIDEAS EPIFITAS DEL
ECUADOR

Objetivos

Identificar molecularmente las orquideas epifitas
seleccionadas usando como herramienta DNA barcoding.

Objetivos especificos

e Obtener un patrén de secuencias de DNA para cada
especie estudiada, que permita su identificacion.

e Encontrar los primers adecuados que posibiliten el
establecer diferenciacion interespecifica.

e Estandarizar el protocolo de DNA barcoding para las
especies estudiadas.

Hipo6tesis

Las regiones seleccionadas: ITS, matK, trnL-F son
inespecificas para las especies seleccionadas.



RESUMEN.

Las orquideas en el Ecuador son un grupo de los mas
diversos e importantes de plantas vasculares. Amenazadas
fuertemente por el trafico y deforestacién, ademas de que su
taxonomia no esta definida del todo, para su proteccion y
conservacion necesitamos conocerlas. El problema de
identificacién morfoldgica de las orquideas en ausencia de
floracion nos hace recurrir a técnicas moleculares que
permitan su eficaz identificacion. Actualmente el DNA
barcoding es una alternativa rapida y eficaz de identificacion.
Veintidos especies de tres Subtribus morfolégicamente ya
identificadas se analizaron filogenéticamente utilizando el DNA
de tres regiones, dos de plastidos matK, trnL-F y una region
de DNA nuclear ITS. Las secuencias analizadas de cada
region fueron 14 para ITS, 13 para matK y 16 para trnL-F.
Definiendo que la region parcial de matk presenta una buena
variabilidad a nivel de especies, la region trnL-F fue una region
poco informativa a nivel de especies para el género
Masdevallia, y la region ITS no permiti6 obtener diferencias
significativas entre especies. Precisando que la region
apropiada para barcoding es matK por presentar mayor
variabilidad. Sin embargo es necesario tener mayor cantidad
de secuencias de la misma especie para cerciorarse de una
correcta identificacion molecular; y realizar un érbol
multigenes para obtener mas caracteres que comparar a nivel
de especies.

Palabras claves. DNA barcoding, Pleurothallidine, Laeliinae,
Maxillariinae, ITS, matK, trnL F.



ABSTRACT

Orchids are the most diverse and important group of vascular
plants in Ecuador, but is subject to many threats. DNA
barcoding is a technique in witch species identification is
preformed by using DNA sequences from small fragment of
the genome. In orchids is not possible to identify it without
inflorescence. We test orchids of three different Subtribus and
three different DNA sequences plastid gene matK, gene region
trnL-F and intergenic spacer ITS. MatK show differences at the
species level, trnL-F region was not informative to
establishment differences to species level in Masdevallia
genus; region didn’t present significative differences between
species. The results indicate that the plasmid gene matK is
more informative for species identification. However, it is
necessary to have a greater number of sequences of the same
species to ensure acorret molecular identification, and a
multigene tree is necessary for the have more characters to
compare.

Keys word. DNA barcoding, Pleurothallidine, Laeliinae,
Maxillariinae, ITS, matK, trnL F.



I. INTRODUCCION
Diversidad, Distribucion, Taxonomia de las Orquideas:

En el Ecuador una de cada cuatro especies es de la familia
Orchidaceae, identificandose en los bosques primarios del
pais cerca de 4187 especies y se estima que sobrepasaran
las 5000, lo que representa cerca del 60% de las especies
reconocidas en América del Sur y 40% de las especies del
Continente Americano (Hirtz, 2004).

La situacién del Ecuador para establecer la variedad de
orquideas es mas dificultosa que en otras areas geograficas.
Hasta el momento se ha reconocido 214 géneros de
orquideas, pero el total en el pais esta lejano de conocerse.
Después de quitar nombres sinonimos, 3.259 habrian sido
reportadas en el pais, pero sin ninguna duda este nimero es
mas grande que el total de especies en muchas familias de
plantas. (Dodson, 2005).

La Orquideas son diversas y variadas en cuanto a su habitat,
sistema reproductivo y tipo de polinizacion. De la familia
Orchidaceae muchas son epifitas, pero incluyen hemiepifitas
trepadoras, y grandes especies terrestres. Algunas especies
de orquideas son abundantes y estan ampliamente
distribuidas en todo el pais, en contraste con otras especies
de orquideas que crecen en lugares pequefios y restringidos
que les proporcionan humedad, nutrientes y sombra. Otro
grupo de especies de orquideas oportunista aparecen
distribuidas en areas como bordes y carreteras. Otras toleran
moderadamente el area intervenida. Sin embargo, la mayoria
de las orquideas endémicas prefieren el bosque extenso y
maduro de las estribaciones andinas. (Valencia, 2000).

Un grupo considerado de orquideas tiende a distribuirse en el
Neotropico en los Andes del Noroeste de Sudamérica y un
40% de todas ellas son epifitas lo que las constituye en el
grupo mas diverso y mejor representado de epifitas
vasculares. Las epifitas son un componente importante en



los bosques pues estan estrechamente relacionadas con el
funcionamiento del ecosistema, siendo proveedoras de néctar,
frutos o semillas para aves e insectos y habitat para nidos de
aves (Endara, 1999).

Dentro de las Subtribus con mas especies en el Ecuador
estan la subtribu Pleurothallidinae, Laeliinae y Maxillariinae,
(Dodson, 2001). En la Subtribu Pleurothallidinae de los trece
géneros de orquideas mas grandes de la flora del Ecuador,
siete se encuentran en esta Subtribu (Pleurothallis, Lephantes,
Stelis, Masdevallia, Dracula, Platystele, Brachionidium)
constituyendo un total de mas de 1650 especies, con un
porcentaje de 44% del total de especies reportadas con mas
ocurrencia en el Ecuador. (Dodson, 2002). De la Subtribu
Laeliinae el género Epidendrum constituye el segundo género
mas grande de las orquideas del Ecuador con una cantidad de
452 especies de 1200 especies en total. (Dodson, 2002). Y
para la Subtribu Maxillariinae el género Maxillaria esta entre
los cuatro géneros mas grandes del Ecuador con 200
especies reportadas de un total de 650. (Dodson, 2001).

El proceso de extincién de las orquideas del Ecuador esta
siendo marcado por la destruccion de su héabitat, sumada al
problema del trafico de especies, por su alto valor comercial.
(Endara, 1999). Esto es grave si se considera que la
distribucién de muchas orquideas es conocida solo por una
coleccién pobre, que en la mayoria de los casos corresponde
a una localidad fuera del Sistema Nacional de Areas
Protegidas (Valencia et al. 2000).

Para la identificacion de las orquideas se considera
principalmente estructuras presentes en la inflorescencia, que
pueden ser racimosas con flores axilares en el raquis y
usualmente florecen de la base hacia arriba, en espiga,
racimo, o panicula. A veces reducidas a una unica flor,
terminal o axilar. En condiciones primitivas la inflorescencia es
terminal o lateral. Algunas veces la inflorescencia es
condensada. También puede ser cymose o determinante.



Mientras la inflorescencia normal es producida por el axil de
una hoja o brazo con excepciones, en el crecimiento simpodial
la flor es producida de la parte opuesta de la hoja. (A2-figl)
(Dressler, 1982)

Las flores en general son hermafroditas (raramente
unisexuales), en general cigomorfas (de simetria bilateral),
usualmente resupinadas. Las flores estan altamente
especializadas en referencia a los polinizadores. Las flores
pueden surgir, dependiendo del género y la especie, de la
base de la hoja, del rizoma o de algun entrenudo del
pseudobulbo. (Dressler, 1982)

El ovario es la base-inferior, las otras partes de la flor son
completamente unidas con el ovario. En las epifitas el ovario
no es diferenciado hasta el tiempo de floracién y solo continGa
su desarrollo si la flor es polinizada. (Dressler, 1982)

En las orquideas los 6 estambres estan fusionados con el
pistilo y forman la columna (A2- fig.4). Las flores estan
formadas por tres elementos externos llamados sépalos, (dos
laterales y uno dorsal), y tres elementos internos llamados
pétalos, (el inferior forma el labio o labelo caracterizado por
mayor tamafio y color mas intenso). (Judd et al, 2007,
Simpson, 2005). A veces los 2 sépalos laterales se encuentran
fusionados en un solo elemento llamado "sinsépalo”. Los
pétalos estdn siempre separados, a veces punteados o
variadamente coloreados. El llamado "labelo" es el pétalo
medio, a menudo es trilobulado o de una forma inusual, y
crestas carnosas o un espolén basal, y muchas veces con un
patron de colores diferente que los demés. (A2-fig2; 3).
(Dressler, 1982)

La parte femenina de la columna es una cavidad que se llena
con viscidia, una sustancia muy esponjosa. La parte
masculina esta al final de la columna y se llama antera. La
antera es una estructura esponjosa dividida en cuatro bolsas o
loculos esporogenos longitudinales. El rostelum es una
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membrana que separa la parte femenina de la antera. (A2-
fig.5-6) (Dressler, 1982)

Las orquideas transformaron al polen en granos. El polen se
encuentre en tétradas en la mayoria de las especies, en forma
de masulas o monedas, usualmente agrupado de 2 o 4 (o
pueden ser 1-12) (A2-fig.7-8). (Dressler, 1982)

El fruto es una cépsula loculicida, que se abre mediante 3 0 6
ranuras longitudinales (a veces 1 sola), raramente una baya.
Las semillas son diminutas y numerosas. (Dressler, 1982)

Hay gran dificultad para establecer una buena taxonomia
de las orquideas ya sea por criterios adicionales obtenidos de
las relaciones filogenéticas que podrian ser no uniformes
resultando taxas bien divididas y otras no divididas del todo; o
por la estructura de las Subfamilias o Tribus de las orquideas
que estd aun en estado de flujo, apareciendo especies a
menudo muy similares siendo muy dificultosas para distinguir
con seguridad. Otro problema es que esta familia es muy
grande siendo poco manejable para los botanicos
especializados en orquideas. Adicional a esto es que las
orquideas son dificiles de identificar cuando no estan en
floracion. Todo esto es muy preocupante para el campo
botanico teniendo en algunos casos que evitarlo. (Dodson,
2005)

Claves antiguas de clasificacion se basaban en caracteristicas
comunes y variables como tamafio de la espata, forma de la
hoja, longitud del racimo, etc., que permitieron agrupar a
especies relacionadas. Claves recientes se basan el nimero
de polinio, pero si el polinio est4 ausente en el espécimen en
cuestion surgen los problemas (Luer, 1986).

La morfologia de la Subtribus Pleurotallidinae se caracteriza
por tener pseudobulbos; tallos unifoliares; hojas duplicadas a
menudo flexibles, articuladas. Inflorescencia terminal,
raramente lateral; simple o fasciculado distico. Flores
resuspinadas o no, con una articulaciéon entre el ovario y el
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pedicelo; columna pequefia o alargado, a menudo con un pie
distinto, antera apical y titular o dorsal y erecta, polinia
claviforme, 8, 6, 4, 2, a menudo con un diminuto viscidium
(cuando la antera es erecta); estigma entero o en dos lébulos,
Capsula puede tener dos valvulas iguales (A2-fig.9). (Dressler,
1982; Luer, 1986; Pridgeon et al, 2001).

Mientras que la Subtribu Laeliinae esta caracterizada por
tener tallos delgados o formando pseudobulbos, estos suelen
ser de varios internudos. Las hojas son distichous o terminal
sobre pseudobulbos, duplicadas, usualmente general
articuladas. Inflorescencia terminal o raramente lateral; simple
o ramificada; de una a muchas flores; en espiral o distica.
Flores diminutos o largas, resuspinate o no; flores pueden
tener un tipo de canaliculos nectarios; columna pequefa o
alargada, a menudo con alas, puede tener un pie de columna;
antera  terminal y titular o erecta; polinias laterales y
aplanadas u ovoides de 8, 6, 4, 0o 2, con prominentes
caudiculas; estigma entero, a veces con un viscidium (A2-
fig.10). (Dressler, 1982, Van Den Berg et al, 2000; Forster et
al, 2007).

En la Subtribu Maxillariinae su morfologia esta constituida
por pseudobulbos de un entrenudo, o tallo delgado, corto o
alargado. Hojas disticas o espirales, duplicadas y articuladas.
Inflorescencia lateral, con una sola flor. Flores pequefias o
grandes; labio generalmente abisagrado, a veces formando un
nectario incrustado con el pie de la columna; columna delgada
0 corta; antera terminal, opercular, con pequefias fracciones,
cuatro polinias superpuestas, con viscidium y un estipite mas
0 menos desarrollado, estigma entero. (A2-fig.11). (Dressler,
1982, Whitten et al. 2007)

Problematica de Identificacion de las Subtribus:
En la Subtribu Pleurothallidinae la probleméatica en la

morfologia es que presenta rasgos relativamente
homogéneos, que con solo una nomenclatura es improbable



revelar la inmensa cantidad de caracteres requeridos para
obtener una exacta relacién intragénero (Pridgeon et al, 2001).

Para la Subtribu Laeliinae segin la sistematica de Dresler
(1993), agrupa a las Subtribus Laeliinae, Pleurotahllidinae,
Apspophyllinae, Meiracyllinae y Sobraliinae dentro de la “New
Word Epidendreae” pero parece ser separada de las demas
por el allanado lateral de la pollinia. Por otra parte en esta
Subtribu también hay grandes divisiones a nivel de género,
obteniendo de estas divisiones nuevos géneros que a la vez
pasan a ser parte de otras Subtribus, como por ejemplo la
Subtribu Ponerinae que usa géneros con columna erguida
donde entran algunos géneros de Laeliinae. Otra dificultad
para una adecuada identificacion de la Subtribu Laeliinae es
que varios géneros como Catleya presentan hibridacion
natural intra e intergénero. (Van Den Berg et al, 2000)

En la Subtribu Maxillariinae su morfologia floral relativamente
estereotipada y gran diversidad de hébitat vegetativo ha
creado inestabilidad taxonémica dentro del grupo. Estudios
moleculares han demostrado que siete de sus géneros estan
dentro del grupo polifilético Maxillaria (Whitten et al. 2007).

DNA barcoding:

En las ultimas décadas se han desarrollado algunas técnicas
moleculares que permiten la identificacién precisa de cualquier
especie de organismo. Asi, en este estudio para la
identificacion rapida de orquideas que no estan en floracion la
herramienta a utilizar es el cddigo de barra de ADN "DNA
barcoding" donde se emplea la variabilidad nucleotidica
existente en regiones cortas y estandarizadas del genoma,
como auxiliar en la identificacibn y descubrimiento de
especies. (Hebert et al 2003; Hebert et al 2005; Ratnasingham
et al 2007). El propésito del barcode es la identificacion de
especies, y especialmente contribuir a descubrir la diversidad
organismica previamente no detectada a nivel de especies. El
uso de un gran nuamero de caracteres provenientes de las
secuencias de DNA en la taxonomia se ha propuesto como
una estrategia viable para contribuir a establecer un inventario



total de especies vivas (Hebert et al, 2005). Esta técnica
puede aplicarse a materiales fragmentarios de plantas y ser
utilizado ademas como auxiliar para determinar la diversidad
de especies para estudios de demografia, ecologia y analisis
forense. La aplicacién forense es importante para poder
controlar el aprovechamiento ilegal de plantas. (Hebert et al
2007)

En grupos de animales el gen coxl, que codifica para la
enzima mitocondrial Citocromo oxidasa 1, a sido ampliamente
usado como coédigo de barra genético porque es facil de
secuenciar y altamente informativo, permitiendo en algunos
casos la variacion intraespecifica (Hebert et al, 2005). Sin
embargo la seleccion del cdédigo de barra genético para las
plantas es mas dificil debido a la tendencia evolutiva que
presentan los tres genomas de las plantas. En el caso del
DNA nuclear las poliploidias con frecuencia resulta de copias
multiples y heterogéneas de los marcadores potenciales, El
DNA mitocondrial es propenso a rearreglos, tiene una
sustituciéon muy baja y es muy susceptible a migrar al nucleo,
el genoma de los cloroplastos es haploide como el
mitocondrial, pero presenta una tasa elevada de sustitucién y
poca recombinacién, lo cual lo hace mas adecuado como
fuente de caracter para rastrear eventos de interés. (Salazar et
al, 2007). Las regiones que se utilizaron para barcoding en
este trabajo son DNA de cloroplastos matK, trnL-F y DNA
nuclear ITS. La regién matK, trnL intron e ITS han sido
planteadas para la estandarizacién de protocolo de DNA
barcoding (Chase et al, 2007).

MatK (maturase K). En la sistemética de plantas, el gen matK
se ha surgido recientemente como un gen valioso debido a su
signo filogenético alto comparado con otros genes usados en
este campo (Muller et al., 2006). Las 1500bp del gen matK
estan alojadas entre dos intrones gque son interrumpidos por
los exones 5" y 3° de trnK en la larga y singular copia de
cloroplastos de la mayoria de las plantas verdes. La regién 3°
es relativamente conservada y la region 5° menos conservada
ofreciendo dos conjuntos de caracteres que se pueden utilizar



en diferentes niveles taxondémicos; proporcionando
informacién molecular para resolverse las relaciones
filogenéticas de poca profundidad a los niveles mas profundos
(Hilu et al, 2003; Cameron, 2005). El analisis filogenético
hecho con secuencias de matK para angiospermas basales
demostraron que matK contribuye a mas caracteristicas de
parsimonio informativo y significativamente mas estructura
filogenética, que el conservado gen rbcL. Las Inserciones y
delecciones (indels) son frecuentes en el matK, aunque estos
indels ocurren principalmente en los multiplos de tres,
manteniendo el marco de lectura, codificando Maturases que
son enzimas que catalizan no autocataliticos intrones
suprimidos por RNAs prematuros; ademas de ser requeridos
para la funcibn normal de la fotosintesis y para la
postranscripcién como factor de empalme en los cloroplastos.
(Barthet et al, 2003). En las orquideas la proporcion rapida
de substitucidn, la presencia de indels y el cambio de lectura
como los casos de codones de la parada prematuro, incité a
algunos investigadores para sugerir que los matK no pueden
ser funcionales para codificar proteinas considerandolo como
un seudogen en estas plantas. (Whitten et al., 2000)
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Fig 2. Estructura de la regién matK ( maturase K ) de angiospermas

trnL-F (region no codificada)
La region del trnL-F contiene el gen trnL que es agrietado por

un grupo | intron, un espaciador intergénico, y el exon del trnF.
El grupo | intron es caracterizados por una gran conservacion
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en la estructura central que codifica un sitio activo mediador
de su mismo empalmamiento en el pre tRNA (Bakker et al,
2000). En las plantas, el intron del trnL muestra una secuencia
conservada en la region flagueante al llegar a los exones del
trnL, considerando que la parte central es muy inconstante. La
regiéon no codificada exén de trnL (UAA) y exén trnF (GAA)
estd usandose cada vez mas a nivel de especies para la
reconstruccion filogenética, entendiéndose como un bueno
modelo de substitucion deseable (Borsch et al, 2003). Dentro
del espaciador intergénico, ningun elemento secundario-
estructural se ha encontrado que podria servir para empalmar
los dos puntos, indicando que el trnL y trnF probablemente
son cotranscritos (Bakker, 2000). Un rasgo general de cpDNA
en las regiones espaciadoras es la frecuencia de indels de la
que puede derivarse delecciones o duplicaciéon sucesivas
adyacentes que ocurre en las regiones no repetitivas de la
parte mas espacial (Shaw et al, 2007).

trrlyas frnLluas
trnTucu 5Exon 3'Exon
Spacer Intran Spacer
H1 H2 H3H4 HS HE HY H&
i1 7 I g 1
379—1411 bp 324—615 bp 164—46E6 bp
A Cm= Em
- -l 110R -l - F

Fig. 3 Estructura de la region trnT-trnF de angiospermas vy
gimnospermas

ITS (Subunidad Interna Trascrita)

Los genes de DNA nuclear ribosomal (rDNA) de las grandes
plantas son organizados en largos tandem repetidos, cada uno
consiste en una sola region transcrita que va desde 18S,
5.85,26S rDNAs, dos pequefios espaciadores interno
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transcrito (ITS1, ITS2), y un gran espaciador intergénico no
transcrito externo. Los espaciadores ITS1 ITS2 han mostrado
constituir una valiosa fuente de caracteres moleculares para
reconstruir la filogenética de la planta desde el nivel de género
y a nivel familiar. (Douzery et al, 1999). Las secuencias 5.8S-
ITS2 pueden proporcionar informacion a niveles filogenéticos
mas profundos (Hershkovitz et al, 1996). El ITS1-5.8S-ITS2
sitio se ha usado para estudiar previamente las relaciones
entre grupos de Orchidaceae, incluso los Cypripedioides,
Orchideae (Bateman et al 1997, Pridgeon et al, 1997), y el
género Platanthera (Hapeman et al, 1997). En la actualidad,
otra Unica sucesién de ADN estudiada para orquideas ha
involucrado los genes del plastidos. (Salazar et al, 2007).

—
ITS1,
ITS5, ITS3,,.
18S ||1s1/58S|IT1s2] 28S
rDMNA rDNA rDNA
“ITs2 "Tsa  “iTs4
“1Tsas

Fig 4. Estructura de la region ITS (subunidad interna trascrita)

Para todo lo mencionado anteriormente ante la problematica
de identificacion de orquideas en ausencia de floracion,
nosotros propusimos esta alternativa de DNA barcoding. Y
planteamos las siguientes preguntas de investigacion. ¢Es
posible identificar las orquideas epifitas sin floracion? ¢, Cuéles
son los primers mas adecuados para establecer diferencias a
nivel de especies?
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Il. MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Las orquideas incluidas en el estudio estan
presentes en el Banco de Conservacion de Orquideas de la
Universidad Técnica Particular de Loja.

Muestreo. Se seleccionaron 22 especies de orquideas
epifitas de dificil identificacion en ausencia de floracién
(Ver tabla 1 y Anexo5) Se identifico morfologicamente a las
orquideas de estudio usando las claves taxonOmicas
existentes (para la mayoria de los casos) y se las marco para
Su reconocimiento posterior.

Tabla 1. Orquideas seleccionadas pertenecientes a las Subtribus
Pleurothallidinae, Laeliinae, Maxillariinae

Subtribu Género Especie Cadigo
Pleurothallidinae Dracula D. dalessandroi 1MC
Pleurothallidinae Dracula D. mopsus 2MC
Pleurothallidinae Dracula D. simia 3MC
Pleurothallidinae Masdevallia M. citrinella 4MC
Pleurothallidinae Masdevallia M. guttulata 5MC
Pleurothallidinae Masdevallia M. nidifica 6MC
Pleurothallidinae Masdevallia M. rosea 7™MC
Pleurothallidinae Masdevallia M. setacea 8MC
Pleurothallidinae Masdevallia M. strobelii ImMC
Pleurothallidinae Masdevallia M. xanthina 10MC
Pleurothallidinae Pleurothallis P. niveoglobula 11MC
Pleurothallidinae Stelis S. concinna 12MC
Pleurothallidinae Stelis S. hallii 13MC
Pleurothallidinae Stelis S. superbiens 14MC
Pleurothallidinae Stelis S. sp. 15MC
Laeliinae Epidendrum E. falcisepalum 16MC
Laeliinae Epidendrum E. madsenii 17MC
Laeliinae Epidendrum E. rhopalostele 18MC
Laeliinae Epidendrum E. sp. 19MC
Laeliinae Epidendrum E. rhopalostele 20MC
Maxillariinae Maxillaria Max. confusa 21MC
Epindendrinae Nanodes N. medusae 22MC
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Técnicas moleculares:

Extraccion de DNA:

Para la extraccién de ADN, para cada muestra se tomo un
segmento de hoja sana, de aproximadamente 1cm?, se lo
congel6 con nitrogeno liquido y se lo tritur6. EI DNA fue
extraido usando el kit PureLinKTM Plant Total DNA
Purification Kit (Promega) (Anexo A6). El ADN extraido fue
conservado a -80 grados centigrados hasta ser utilizado.

Amplificacion:

El volumen de reaccion de la PCR fue de 50 ul, con
concentraciones de 1.5 mM MgCI2, 200 mM de cada dNTP,
0.5 mM de cada primer, Bovine Serum Albumin (BSA-SIGMA)
1%, 1U Taq polimerasa (promega), con un buffer free Mg 10 X
de amplificacion modificado segun Suarez et al. (2006). La
cantidad de ADN empleada fue de 5ul. (Anexo A7)

Los primers o cebadores utilizados para la amplificacion de
DNA de cloroplastos fueron: matK 19F/88R (5’-CGT TCT CAT
ATT GCA CTA TG-3' /5°-TMT TCA TCA GAA TAA GAG T-3'),
y el trnL-F c/f (5-CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG -3’ /5'-
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG-3’) (Pridgeon et al, 2001).
Para la amplificacion de DNA nuclear se utilizé primers
universales ITS1/ITS4 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-
3 /ITCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (Sudrez et al,
2006).

Las condiciones de PCR variaron para cada primer empleado:

Para la region matK: Desnaturalizacion inicial a 94°C por 1
min; 30 ciclos, cada ciclo consiste en un paso de
desnaturalizacién a 94°C por 30s; anillamiento dependiendo
de la combinacion de primers por 45°C por 30s y extensién a
72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por 7 min para
finalizar la PCR (Pridgeon et al. 2001)
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Para la region trnL-F: Desnaturalizacién inicial a 94°C por 1
min; 30 ciclos, cada ciclo consiste de un paso de
desnaturalizacion a 94°C por 30s; anillamiento dependiendo
de la combinacién de primers entre 48°C y 50 °C por 30s y
extension a 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por 7
min para finalizar la PCR (Pridgeon et al. 2001)

Para la region ITS. Desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 min;
35 ciclos, cada ciclo consiste de un paso de desnaturalizacion
a 94°C por 30s; anillamiento dependiendo de la combinacion
de primers por 40°C o 45°C por 45s y extension a 72°C por 1
min; y una extensioén final a 72°C por 7 min para finalizar la
PCR (Suérez et al. 2006).

Los resultados de la amplificaciones de PCR se examinaron
por medio de electroforesis, cada reaccion se la analizo con
5uL de producto de PCR (+ 2 pL de azul de bromofenol- 6x
loading solution) en geles de Agarosa 0.7% (128 V, 300 mA,
20 min), tefido en una solucidon de bromuro de etidio 0.5 pg
ml™* durante 20 min y un lavado final de 15 min. Se visualizé la
gel en un transiluminador a 312nm al 100% Y se fotografio
usando la camara digital Kodak modelo DC 290 KOD.(Anexo
A8)

Los productos de PCR que se observaron como bandas claras
fueron purificados usando el kit de purificacion de DNA y
protocolo QIlAquick PCR Purification Kit Protocol (Qiagen)
(Anexo A8). Los productos de DNA fueron secuenciadas en la
empresa Macrogen (Seoul, Korea), usando los primers matK
(19F y 881R), para trnL-F (c y f), y ITS (ITS1 y ITS4). La
edicibn de secuencias fue realizada con el programa
Sequencher 4.6 (Gene Codes, Ann Arbor, MI) (Anexo A10).
Para determinar el posible organismo al que pertenece la
secuencia obtenida, se hizo una comparacién de las tres
regiones (matK, trnL y ITS) utilizando BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
del GenBank.
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Andlisis filogenético:

Todas las secuencia fueron inicialmente alineadas con
MAFFT y las relaciones filogenéticas fueron estimadas
mediante PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsinomy) que
es un software para la creacion rapida de arboles
filogenéticos.

Para el alineamiento de la secuencias se utilizé MAFFT la
version 5 con la opcién L-INS-I, estrategia usada para un
alineamiento global; pues utiliza alineamientos globales de
aproximaciéon con un FFT (Fast Fourier Transform), el
alineamiento resultante se lo carga en BBedit para exportarlo
con formato Fasta y de esta manera cargarlo en el Se-—
Alv2.0all carbon, en este (ltimo se ordena las secuencias, se
anulan las secuencias malas y se decide las regiones
ambiguas que seran omitidas para los siguientes pasos
tomando en cuenta regiones conservadas e informativas, es
decir aquellas que para una misma caracteristica conservan
similitud pero que presenten diferencias al comparar entre una
secuencia y otra, finalmente se exporta con formato Nexus
para ejecutarlo en PAUP.

Elegimos el outgroup (grupo externo) especies de la tribu
Neottieae de las lower Epidendroide (Cameron, et al, 1999)
que sirve para comparacion y enraizamiento de las secuencias
obtenidas estimando caracteres similares. Con ello se asume
gue los caracteres que se hallan en los outgroups son mas
parecidos a las secuencias restantes del grupo a analizar
(ingroup) por la divergencia que existe entre ambos.

El software Modeltest 3.5 (Posada, 1998) fue utilizado para
calcular el modelo de sustitucién de bases que mejor se ajuste
a los alineamientos usando, se ejecutd un Bio Neighbor-joining
para una rapida revision del arbol con las exclusiones
establecidas y para la creacion del arbol filogenético, analisis
de resultados y el calculo de los valores de soporte de cada
clado se ejecutd con un andlisis phylm — boostrap con 1000
replicas, este programa presentard una mesa que ilustra las
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opciones disponibles para el andlisis filogenético, tomando las
opciones del ejemplo para un cuarteto el analisis de maximo-
probabilidad enigmatico de una alineacion de ADN. (Michael,
2006)
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Ill. RESULTADOS
Identificacion morfoldgica, distribucion y taxonomia:

Las especies estudiadas se identificaron usando las claves
taxonémicas de Dodson (Dodson & R. Escobar, Native
Ecuadorian Orchids 1, 1993.; Dodson, Native Ecuadorian
Orchids 2, 2001.; Dodson, Native Ecuadorian Orchids 3,
2002.; Dodson, Native Ecuadorian Orchids 4, 2003.; Dodson,
Native Ecuadorian Orchids 5, 2005., basadas en los
caracteres florales (ver tabla 2 y anexos A4).

Las especies estudiadas presentan una categoria de
amenaza, siendo ademas endémicas en su mayoria, estan
distribuidas especialmente en la regién sur del pais. (ver tabla
3.y gréfico 1)

Tabla 2. Clasificacion de las Orquideas

Familia Subfamilia (ategoria Tribu Subtribu Género Especie
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Dracula D. dalessandroi
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Dracula D). mopsus
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Dracula D. simia
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. citrinella
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. guttulata
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. nidifica
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. rosea
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. selacea
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. strobelii
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Masdevallia | M. xanthina
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Pleurothallis | P. niveoglobula
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Stelis S. concinna
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Stelis S. hallii
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Stelis S. superbiens
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Pleurothallidinae | Stelis S. sp.
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Laeliinae Epidendrum | . falcisepalum
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Laeliinae Epidendrum | E. madsenii
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Laeliinae Epidendrum | E. rhopalostele
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Laeliinae Epidendrum | E. sp.
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Epidendreae | Epidendrinae Nanodes M. medusae
Orchidaceae | Epidendroideae | higher Epidendroideae| Maxillarieae | Maxillariinae: Maxillaria | M. confusa
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Tabla 3. Estado de las orquideas en el Ecuador segun el Libro Rojo
de Plantas Endémicas del Ecuador; Native Ecuadorian Orchids.; y
CITES (Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Faunay Flora Silvestres).
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Especie

Ubicacion

Grado de Amenaza

Bosques donde se desarrollan

Dracula dalessandroi

Zamora Chinchipe, Loja.

En peligro (CITES)(Libro
Rojo)

Bosque andino alto: 2000-300m

Dracula mopsus

Manabi, El Oro, Cotopaxi.

Vulnerable (Libro Rojo)

Bosque litoral, hasta bosque andino:
(- 1500m

Dracula simia

Zamora Chinchipe, Morona Santiago

Vulnerable (Libro Rojo)

Bosque andino bajo: 1500-2000m

Masdevallia citrinella

Zamora Chinchipe.

En peligro (CITES)

Bosque andino alto: 1500-2000m

Masdevallia guttulata

Morona Santiago, Pastaza, Zamora
Chinchipe.

En peligro (CITES)

Pie montano, hasta bosque andino bajo:
500-2000m

Masdevallia nidifica

Pichincha, Manabi, Guayas, El oro,
Imbabura, Cotopaxi, Azuay.

En peligro (CITES)

Bosque litoral, hastabosque andino:
0- 1500m

Masdevallia rosea

Azuay, Loja, Zamora Chinchipe.

En peligro de extincion
(CITES)

Bosque andino lato: 2000-300m

Masdevallia setacea

Morona Sanliago

No reportada

Bosque andino bajo: 500-2000m

Masdevallia strobelii Zamora Chinchipe En peligro (CITES) Bosque andino bajo: 1000m a 2000m

Masdevallia xanthina Carchi, Imbabura, Napo, Pastaza, En peligro (CITES) Bosque amazénico, hasta bosque andino
Morona Santiago. bajo: 500-2000m

Pleurothallis Napo, Pastaza, Morona Santiago, Precaucion menor (Libro Bosque amazénico, Pie montano hasta

niveoglobula Zamora Chinchipe. Rojo) bosque andino bajo: 500-2000m

Stelis concinna

Pichincha, Chimborazo, Zamora.

No reportada

Pie montano hasta bosque andino bajo:
500-2000m

Stelis hallii Azuay, Loja, Zamora No reportada Pie montano hasta bosque andino bajo:
500-2000m
Stelis superbiens Manabi, Carchi, Pichincha, Carchi, No reportada Pie montano hasta bosque andino bajo:
Sucumbios, Morona Santiago, Zamora 500-2000m
Chinchipe.
Stelis sp Zamora Chinchipe. Pie montano hasta bosque andino bajo:
500-2000m
Epidendrum Morona Santiago, Zamora Chinchipe, En Peligro (Libro Rojo) Bosque andino bajo: 1500m-2000m
Sfalcisepalum Loja

Epidendrum madsenii

Tungurahua, Napo, Morona Santiago,
Zamora Chinchipe, Loja

No reportadas

Bosque andino bajo: 1500m-2000m

Epidendrum Napo, Zamora Chinchipe No reportada Bosque andino bajo: 1500m-2000m
rhopalostele
Epidendrum sp Via Loja a Zamora Bosque andino bajo: 1500m-2000m

Maxillaria confusa

Honduras, Nicaragua, Costa Rica,
Panamd y Colombia

No reportada

En elevaciones de 0 a 1450 m

Nanodes medusae

Azuay, Loja.

En peligro (CITES)

Bosque andino alto hasta piramo
arbustivo: 2500m-3000m

Analisis filogenético
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Los productos de PCR obtenidos fueron de buena calidad. Se
examinaron las tres regiones para las 22 muestras; para la
region ITS se obtuvo productos de 15 muestras, para region
trnL-F productos de 19 muestras y para la region matK se
obtuvo productos de 21 muestras. Los mismos que fueron
purificados y enviados para ser secuenciados en la empresa
Macrogen (Seoul-Korea). Se obtuvieron 14 secuencias
Optimas para ITS, 13 para matK y 16 para trnL-F. Las
secuencias consenso para cada muestra fueron efectuadas
utilizando el programa Sequencer 4.6. Una identificacion
molecular preliminar de las orquideas se realizd utilizando
estos consensos obtenidos de las secuencias y comparando
por busquedas en BLAST (GenBank nucleotide database)
basados en cada region, teniendo como resultado final la
secuencia mas similar de esta base de datos (ver Tablas 4; 5;
6). Se debe considerar que las plantas que se identificaron
morfolégicamente en este trabajo no estan todas incluidas en
la base de datos del GenBanK.

La blsqueda en BLAST produjo como resultado las
secuencias mas similares a las orquideas estudiadas. En la
region ITS la base de datos del GenBank tiene secuencias de
algunas especies que se caracterizaron morfolégicamente en
este estudio. Sin embargo los resultados al comparar las
secuencias del GenBank con nuestras secuencias
correspondian a los mismos géneros difiriendo en algunas
especies.
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Tabla 4. Secuencias con mayor

similitud en la region ITS a las

Orquideas secuenciadas obtenidas de la busqueda en el GenBank
utilizado Blast.

(odigo Nombre morfolégico Busqueda en Blast Niimero aceesion Similitud
al GenBank

INC Dracula dalessandroi Dracula fugifera EF372372 538/538 (100%)
MG Dracula mopsus Dracula mopus B 89 406/408 (99%)
3NC Dracula simia Dracula fuligifera EF372372 633633 (100%)
ANC Masdevallia citrinella Masdevallia citrinella AF262774
SNC Masdevallia guttulat Masdevallia harlequina 00923790 546/548 (99%
oMC Masdevallia nidifica Masdevallia saltatrix AF262793 598/600 (99%)
e Masdevallia rosea Masdevallia decumana AF262795 384/385 (99%)
8NC Masdevallia setacea Masdevallia amabilis 00923793 486/487 (99%)
INC Masdevallia strobelii Masdevallia strobelii 0923776 363/367 (99%)
10MC Masdevallia xanthina Masdevallia decumana AF262795 535/536 (99%)
1IMC Pleurothallis niveoglobula
12MC Stelis concinna Stelis argenlala AF262672 532554 (99%)
13MC Stelis hallii Stelis argentata AF262872 655/660 (99%)
14NC Stelis superbiens Slelis argenlala AF262672 635/637 (99%)
15MC Stelis sp
16MC Epidendrum falcisepalum
17MC Epidemdrum madsenii
18MC Epidemdrum rhopalostele
19MC Epidemdrum sp
20MC Epidemdrum rhopalostele Epidendrum medusae EF079382 572/395 (96%)
2IMC Maxillaria confusa
22)C Nanodes medusae

Para la regién matK la base de datos del GenBanK no tiene
secuencias de las especies estudiadas con excepcion de una
especie (Nanodes medusae), y tiene una cantidad poco
considerable de secuencias del género Dracula. Obteniendo
como resultado que las especies de este trabajo estan dentro

de sus respectivos géneros, con excepcion de

Nanodes

medusae que corresponde a su género y especie. Mientras
que los resultados de las especies del género Dracula se

ubicaron cerca al género Masdevallia.
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Tabla 5. Secuencias con mayor similitud en la region matK a las
Orquideas secuenciadas obtenidas de la busqueda en el GenBank

utilizado Blast.

(odigo Nombre morfologico Busqueda en Blast  |Nimero accesion Similitud
al GenBank

INC Dracula dalessandroi Dracula chimaera AF265444 686/690 (99%)
2MC Dracula mopsus Masdevallia pinocchio AF265445 493 /500 (98%)
3MC Drdcula simia Masdevallia pinocchio AF265445 588/592 (99%)
ANC Masdevallia citrinella
SMC Masdevallia guttulata
6MC Masdevallia nidifica
MC Masdevallia rosea Masdevallia uniflora AF265448 20/524 (99%)
8MC Masdevallia selacea Masdevallia uniflora AF265448 6057606 (99%)
INC Masdevallia strobelii Masdevallia uniflora AF265448 5751580 (99%)
1OMC Masdevallia xanthina Masdevallia uniflora AF265448 575/580 (99%)
1INC Pleurothallis niveoglobula | Pleurothallis cardiantha AF285482 719745 (96%)
12MC Stelis concinna
I3NC Stelis hallii
14NC Stelis superbiens Slelis argentala AF2635464 522/528 (98%)
I5MC Stelis sp
16MC Epidendrum falcisepalum Epidendrum medusae EFO79313 648/656 (98%)
17TMC Epidendrum madsenii Amblostoma cernuum AF263775 708/715 (99%)
18MC Epidendrum rhopalostele
19NC Epidendrum sp Amblostoma cernuum AF203775 725/728 (99%)
20MC Epidendrum rhopalostele
2INC Maxillaria confusa
22MC Nanodes med Epidendrum medusae EF079313 427/427(100%)

La base de datos de Gen BanK para la trnL-F también carece
de nombres de las especies estudiadas. Identificando a
nuestras secuencias dentro del género correspondiente vy
cercano a especies diferentes. Para el individuo de Stelis sp.
sin identificar morfolégicamente, se localiza proxima al género

Condylogo.
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Tabla 6. Secuencias con mayor similitud en la region trnL-F a las
Orquideas secuenciadas obtenidas de la busqueda en el GenBank
utilizado Blast.

(odigo Nombre morfologico Busqueda en Blast Nimero Similitud
accesion
al GenBank

IMC Dracula dal droi Dracula chimaera AF265489 687/690 (99%)
2MC Dracula mopsus
SMC Dracula simia
ANC Masdeuvallia citrinella Masdevallia floribunda AF266960 585/654 (89%)
SMC Masdevallia guttulata
6MC Masdevallia nidifica
e Masdevallia rosea Masdevallia pinocchio AF293433 1055/1147 (91%)
8MC Masdevallia selacea
INC Masdevallia strobelii Masdevallia floribunda AF266966 952/1031 (92%)
10MC Masdevallia xanthina Masdevallia pinocchio 670/721 (92%)
1INC Pleurothallis niveoglobula | Pleurothallis ruscifolia AF265500
12MC Stelis concinna Stelis argentata AF265513 685/696 (96%)
13MC Stelis hallii Stelis argentata AF265513 578/587 (98%)
14MC Stelis superbiens
15MC Stelis sp Condylago rodrigoi AF265516 970/999 (97%)
16MC Epidendrum falcisepalum Epidendrum campestre AF297002 9017909 (99%)
170¢ Epidemdrum madsenii Epidendrum campestre AF297002 660/667 (98%)
18MC Epidemdrum rhopalostel Epidendrum campestre AF297002 8917902 (98%)
19MC Epidemdrum sp Epidendrum campestre AF297002 8917902 (98%)
20MC Epidemdrum rhopalostel Epidendrum campestre AR297002 691/902 (98%)
2INC Maxillaria confusa Maxillaria lindleyana EU099756 6036/673 (97%)
22MC Nanodes medusae Epidendrum campestre AF297002 884/901 (98%)

Los arboles filogenéticos se los realizd con las subtribus
sefialadas en la tabla 2. y se escogi6, como grupo externo
(out group) a especies de la tribu Neottieae de las LOWER
EPIDENDRUM.

Se realizaron tres arboles uno para cada regioén: ITS, matK,
trnL-F. Y se colocaron las tres subtribus Pleurothallidinae,
Laeliinae, Maxillariinae dentro de cada arbol.

ITS.

En la region ITS se hicieron exclusiones en espaciadores
intergenicos ITS1 e ITS2, no se hizo exclusiones en la
subunidad 5.8S que es una region conservada. El arbol no
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comprende la Subtribu Maxillariinae por falta de la secuencia
de la muestra de Maxillaria confusa. A nivel de Subtribu se
observa que estan claramente separadas. La Subtribu
Pleurothallidinae (Al1-fig.C1.C2) no permite establecer una
buena discrepancia a nivel de especies y género en Draculas
y Masdevallias. Entre Stelis hay baja variabilidad, y se
involucran dentro de Pleurothallis. Para la Subtribu Laeliinae
(A1-Fig.C.3) también hay una variabilidad minima entre
especies.

matk.

Para el &rbol con la regién parcial del gen matK se realizaron
exclusiones de zonas no conservadas. El arbol comprende las
Subtribus Pleurothallidinae, Laeliinae pero no Maxillariinae por
la falta de secuencia de la muestra de Maxillaria confusa. El
arbol muestra la divisién de las dos Subtribus con una corta
separacion (Al-fig.A1.A2.A3). La Subtribu Pleurothallidinae
(A1-Fig.Al) que comprende en este estudio al género Dracula
con especies D. mopsus, D. simia, D. dalesandroi. Género
Masdevallia que comprende M. citrinella, M. setacea, M
xanthina, M. rosea. Género Pleurothallis especie P.
niveoglobula que presenta diferencia de distancia entre las
especies, con una excepcibn en Masdevallia strobelii
caracterizada morfolégicamente presenta igual distancia que
Masdevallia uniflora del GenBank. En cuanto a las
Masdevallias se relacionan con Draculas y Porroglossus. Las
Stelis estdn en el mismo clado que algunas Pleurothallis del
GenBanK, la Pleurothallis niveoglobula se encuentra en un
clado de Pleurothallis.

La Subtribu Laeliinae (Al-fig.Al) representada en este trabajo
por el género Epidendrum con las especies E. falcisepalum,
E. madsenii, E. rhopalostele E. sp. presentan diferencias
entre las especies. Epidendum sp. que morfoldgicamente
tiene similitud con Epidendrum rhopalostele esta en el clado
relativamente relacionado con Epidendrum madsenii. En
cuanto a Nanodes medusae que fue separada de las
Epidendrum y actualmente pertenece a la Subtribu
Epidendrinae, en el &rbol sigue relacionada con las
Epidendrum y se identifica molecularmente como Epidendrum
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medusae actualmente fue cambiada su denominacién por
Nanodes medusae.

trnL-F.

El arbol de la regién trnL-F se realizaron exclusiones de las
regiones muy variables como es el intron trnL que presenta
grandes gaps, Yy las partes centrales del espaciador
intergénetico, tomando las partes mas conservadas
informativas para el arbol.

Este &rbol representado por las tres Subtribus la
Pleurothallidinae (Al- Fig B1) (arbol de la regién trnL-F) con
los géneros Stelis (S. sp., S. hallii, S. concinna) se relacionan
con las Pleurothallis pero presentando diferencia a nivel de
especies, a diferencia de las Stelis sp. que se identifica como
Stelis argentata. El género Pleurothallis (P. niveoglobula) con
las demas Pleurothallis no presenta similaridad. En el género
Masdevallia (M. rosea, M. xanthina, M. citrinella, M. strobelii)
hay igualdad entre las especie posiblemente por la falta de
una zona informativa de las Masdevallia debido a posibles
exclusiones que se realizaron en la region. Las Draculas (D.
dalesandroi) muestran diferencias entre especies y estan
abarcadas dentro del clado de las Masdevallias.

La Subtribu Laeliinae (Al-fig.B2) (arbol de la regién trnL-F)
con la Pleurothallidiane tienen un nivel bajo de separacion. El
género Epidendrum (E. falcisepalum, E. sp, E. rhopalostele,
E. madsenii) no esta relacionado entre si; presentando gran
diferencia entre las especies ubicandolas en clados diversos.
Epidendrum sp. que morfolégicamente tiene caracteristicas
similares pero no exactas a Epidendrum rhopalostele lo que
nos podria indicar que pudiera ser una variante de esta
especie 0 que necesitamos incluir una zona mas informativa
para poder descartar esta hipétesis.

La Subtribu Maxillarinae (Al-fig.B3) género Maxillaria (M.

confusa) tiene un nivel alto de divergencia con las Subtribu
Pleurothallidinae y Laellinae.
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La situacion de varias secuencias de orquideas de este
trabajo al ser comparadas con secuencias del GenBank no se
identifican en genero o especie, esto pudiese aclararse si
existiesen mas secuencias disponibles de estas especies en el
Genbank, y otra alternativa seria incluir mas individuos de la
misma especies para cada grupo seleccionado, lo que
permitiria una comparacion mas confiable.

No se las pudo unir en un arbol multigenes todas las regiones
secuenciadas por no tener las secuencias de las tres regiones
para todas las especies de orquideas estudiadas, siendo
importante para el barcoding tener mas cantidad de caracteres
informativos para la diferencia a nivel de especies y para
mejorar los arboles a nivel de taxas. Pridgeon (2001) atribuye
ademas que la combinacion de estas regiones mejora el nivel
de los bootstrap para obtener un arbol con caracteres
similares a los morfoldgicos.
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IV. DISCUSIONES

Entre las perspectivas del trabajo estda secuenciar orquideas
para su identificacion rapida, a través de la comparacion entre
especies, esto ayudaria a la identificacion de especies de
orquideas que no se puedan clasificar morfol6gicamente por
ausencia de floracion. Y que a futuro la técnica de barcoding
pueda ser utilizada para mejorar los datos de las especies de
orquideas del Ecuador y posiblemente pueda usarse como
una herramienta para el control de trafico de especies.

Las secuencias de DNA obtenidas para cada especie
estudiada permiten su identificacién.

Para andlisis forense usando DNA barcoding; la region ideal
debe ser bastante corta para amplificar ADN degradado y
analizar secuencias en un solo paso. Una posibilidad es
desarrollar el cebador para obtener porciones cortas de estos
genes para producir un barcode de longitud apropiada (Chase
et al, 2007). En este trabajo las secuencias obtenidas fueron
menores a los productos amplificados que pudo deberse a
diferentes factores entre ellos el DNA degradado que no
permite una buena amplificacién de regiones grandes como
son la regién matK (1200pb), trnL-F(1200 pb) e ITS (1400pb)
obstaculizando en parte una identificacion de las especies.

Sin embargo las secuencias obtenidas de las dos E.
rhopalostele y Epidendrum sp. que morfolégicamente tiene
caracteristicas similares a E. rhopalostele, en el andlisis
filogenético de la region trnL-F la E. sp es igual que las dos E.
rhopalostele. En la region matK la Nanodes medusae del Gen
Bank es igual a la secuencia de la Nanodes medusae obtenida
en el estudio. Permitiendo una identificacién entre especies.

Hay dificultad para establecer un protocolo de DNA
barcoding.

En la actualidad no hay ningun protocolo estandar para DNA
barcoding en plantas terrestres. Esto es principalmente porque
la region de ADN mitocondria gen cox1 usado como barcode
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oficial para los animales no tiene un buen nivel de variabilidad
en el ADN de plantas (Chase et al, 2007). Sin embargo se han
tomado atributos de algunas regiones de plastidos: como la
combinacion de genes, rpoCl, rpoB and matK, y otra
combinacion de rpoC1 and matK, y un espaciador intergénico
psbA-trnH  http://www.rbgkew.org.uk/barcoding/udatehtml que
estan siendo discutidas por la dificultad y costo que abarca
tener un analisis completo de las tres regiones para cada
individuo (Chase et al, 2007). En este estudio se trabajo con
tres regiones dos de plastidos matk, trnL-F y una nuclear sin
poder obtener las tres secuencias para cada individuo siendo
esto un limitante para realizar una identificacion rapida.

Que regidn posibilita  establecer  diferenciacién
interespecifica.

Para barcode se necesita una regién conveniente que debe
mostrar bastante variacién con suerte dentro de la diferencia
entre las especies, Chase et al (2007) mencionan que la
region matK muestra en muchos estudios de plantas niveles
altos de variacién para una buena discriminacion de especie
en plantas. En este estudio entre las tres regiones matk, trnL-
F e ITS, la regién parcial 5° de matK es una de las que
presenta mejor diferencia a nivel de especie. Hilu et al (1997)
explica que la regién 5° tendria que usarse con prevencién en
los estudios sistematicos a niveles taxondmicos altos debido a
sitios saturados, ademas de que varias secciones del gen del
matK muestran que tiene que ser examinado en su integridad
para evaluar el uso potencial de sus diferentes partes
dependiendo de las preguntas evolutivas particulares.

La region no codificada del exon de trnL (UAA) y trnF (GAA)
estd usdndose cada vez mas a nivel de especies para la
reconstruccion filogenética, entendiéndose como un bueno
modelo de substitucion deseable (Borsch et al, 2003). El intron
de trnL también se ha sugerido como una region apropiada
para el ADN barcoding (Taberlet et al, 2007). Sin embargo la
resolucion de esta region es demasiado alejada y baja debido
a su lenta evolucién (Shaw et al, 2005). Para ser una regién
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no-codificandora, se conserva sorprendentemente, quizas
debido a su estructura secundaria favorablemente conservada
(Chase et al, 2007).En este trabajo la region trnL-F no permitio
una divergencia entre las especies del género Masdevallia.
Pridgeon (2007) menciona que trnL-F presenta el mismo nivel
de variabilidad de matK. Sin embargo en este estudio trnL-F
presenta buena variabilidad igual que matK, para el género
Masdevallia probablemente no hay diferencia a nivel de
especies por exclusiones de la zona informativa del género.
Sin embargo la region trnL-F en E. rhopalostele permite su
identificacién pues en el estudio se incluyeron dos individuos
de la misma especie como comparacion.

Otro region ampliamente en uso y mas inconstante que se ha
propuesto como una regién del barcoding es la Subunidad
Interna Transcrita del DNA nuclear ribosomal o nrITS (Chase
et al, 2005; Kress et al, 2005). Los ITS tienen un registro largo
de uso (Douzery et al, 1999), y en la mayoria de los grupos de
plantas en floracién han sido un buen marcador filogenético.
Van Den Berg et al,(2000) comenta que en casi todos los
casos, han producido los resultados similar a aquéllos
encontrados con el ADN de plastidos, pero tiene a menudo 3—
4 veces sitios mas inconstantes que han evolucionado cuatro
veces mas rapido (Van Den Berg et al, 2000). EI ITS nuclear
también esta sujeto en la mayoria de los organismos a la
evolucién del gen de conservacién adecuada para que un
solo tipo de la copia se mantenga (la variacion entre los miles
de copias ocurre, pero una copia de acuerdo general
predomina). Sin embargo, en algunas plantas de tierra, se
mantienen las copias multiples, e incluso en algunos grupos
de angiospermas varias copias funcionales divergentes e
inmoviles de ITS se descubre rutinariamente (Rapini et al,
2006). Pero los problemas relacionados a su evolucion
molecular en muchos grupos hacen indeseable incluir la
regiéon ITS en la propuesta para un protocolo estandarizado
para todas las plantas de tierra como en Orquideas aunque en
algunos taxones es posible secuenciar directamente ITS sin
encontrar problemas asociados a la paralogia (Salazar et al.
2003) en otros taxones es evidente que existen copias
paralogas de ITS. (Salazar et al, 2007) El resultado de este
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estudio permiti6 una diferencia clara entre subtribus pero a
nivel de especies las taxas son muy similares con distancia
poco diferenciales. Entre las regiones matk, trnL-F e ITS, fue
la regién ITS en las Pleurothallidinae la que presento mayor
nivel de divergencia en el estudio de Pridgeon et al. (2001). En
las  subtribu Laeliinae la regién ITS hizo una valiosa
contribucion a nivel de taxas (Van den Berg et al 2000). El
resultado de este estudio puede deberse a que las secuencias
obtenidas fueron cortas abarcado en su mayoria la subunida
5.8S que es una zona muy conservada y por lo tanto se tiene
menos caracteres informativos, recomendando que la
secuencias obtenidas deben ser mas amplias para obtener
mejor informacion de las partes variables como son ITS1 e
ITS2. O también estos resultados puede deberse a paralogias
presentes en la orquideas como comenta Salazar et al (2007).

Los arboles filogenéticos de las tres regiones matK, trnL-F e
ITS presentaron una vinculacién entre los géneros Dracula,
Masdevallia y Stelis, Pleurothallis al igual que el trabajo de
Pridgeon et al (2001) con estas regiones que muestran una
divergencia minima entre estos géneros. Cameron (2007)
realizo un estudio a partir de datos de Pridgeon (2001) para
observar la hibridacion entre Masdevallias y Draculas,
concluye que algunas especies de Draculas son parafiléticos.

La especie Nanodes medusea que era considerada
Epidendrum (Subtribu Laeliinae), actualmente pertenece a la
subtribu Epidendrinae por Szlanchetko 1995. Esta especie en
este estudio esta muy relacionada con las Epidendrum
(Subtribu Laeliinae) tanto en ITS, matk, trnL-F, al igual que
presenta KulaK (2006) en el estudio con la region matK, que la
subtribu Epidendrinae esta dentro de la subtribu Laeliinae.
Sugiriendo un estudio mas detallado de este género para
efectivamente separarlos de las Epidendrum.

Esta investigacion fue un trabajo preliminar para establecer los
protocolos de DNA barcoding que permitan la identificacion de
muchas muestra de orquideas involucradas en estudios
diversos de ecologia y conservacion de orquideas que resulta
muy dificil su identificacion por la ausencia de floracién. Se
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continuara con regiones que involucren la region matK
ademas de otras regiones.
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V. CONCLUCIONES

La cantidad de DNA obtenida de las hojas de orquideas fue la
adecuada para la amplificacion de las tres regiones.

Las condiciones establecidas para la PCR de las tres regiones
permitieron obtener buenos productos de DNA para la
secuenciacion.

Las secuencias obtenidas de las orquideas ayudaron a
corroborar la identificacion morfoldgica de las mismas.

En el andlisis filogenético de la region matK es la que presenta

mayor variabilidad interespecie, siendo la mas adecuada para
DNA barcoding.
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Al. ARBOLES FILOGENETICOS

Fig. A1

matK

EF078313 Epidendrum medusae
Epidendrum madsenii
Epidendrum sp.

EF079311 Epidendrum ngidum

AF263781 Epidendrum campestre
AF263806 Myrmecophila cf tibicinus
EFO79316 Schomburgkia sp
AF263780 Caularthron bilameliatum

EF065586 Catlieya leopoldi
EF079322 Constantia cipoensis
AF263805 Sophvoniis brevipedunculata
AF263807 Cattieya intermedia
~AF263745 Neofauchea puchella
H AF263622 Rnyncholaelia digbyana
L AF263810 Brassavola cucuata
- AF263776 Pseudoleia vellozicola
[~ AY396134 Prosthechea cretacea
'AY396108 Euchile marias voucher
|—— AY396140 Oestundia tenissima
|— EF079321 Dinoma cubincola maturase
|{— AF263787 Loefgrenianthus blanche amesiae
EF079318 Encyclia atropurpurea
N e Mairacylium gemma
L AF263783 Alamania punicea
AY425797 Laelopsis domingensis
q AY396093 Broughtonia negrilensis
|— AF263772 Psyohils kugil
|- AY306006 Cattieyopsis indenil
H—— AY296084 Tetramicra elegans
f—— AY396089 Homalopetalum pumilio
L— Av425796 Quisqueya ekmani
AY425800 Orleanesia plourostachys
EFO79320 Isabelia virginals
AY396081 Nidema boothi
EF079319 Laptotes bicolor
AY425795 Dimerandra emarginata
AY306085 Hexadesmia crungera
' AY396084 Scaphyglotis cuniculata
AF263774 Hexisea bidentata chioroplast
AY396087 Jacquinielia teretifolia
AF263773 Briegeria equitntilolia
AY396086 Acrorchis rossola
L— Av396095 Domingoa Kienasti
AY121728 Ponera striata
AF263761 Helleriella guerrerensis
AY121726 Isochius amparoanus
AF263777 Sophroniall violacea

Laeliinae
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Fig. A2

wi— Stelis superbiens
AF265464 Stelis argentata
6 Pleurothallis velaticaulis
EF065591 Stelis harfingii
AF285465 Pleurothallis neoharlingii
[ ~ AF265475 Trichosalpinx berfineri
L AAF265452 Zootrophion dayanum
{— AF265451 Ophidion pleurothafiopsis
{— AF276313 Pleurothallis segoviensis
L— AF265450 Luerella pelecaniceps
[ AF265461 Pleurothallis powellii
AF265449 Trisetella scobina
AF265467 Pleurothallis amparoana
AF302649 Pleurothallis tripterantha
H AF265466 Pleurothallis tubata

_[—— AF265457 Acostaea costanicensis
AF265460 Condylago rodrigoi
- AF265487 Lepanthopsis astrophora
AF265471 Frondaria caulescens

Masdevallia strobelii

AF265446 Masdevallia unifiora
Masdevallia setacea

Masdevallia xanthina
Masdevallia rosea
AF265448 Porroglossum amethystinum

e

Dracula mopsus
Dracula simia
Dracula dalessandroi
AF285444 Dracula chimaera
- AF265486 Pleurothallis mentosa
Pleurothallis niveoglobula
AF265463 Pleurothallis ruscifolia
AF265462 Pleurothallis cardiantha
[EF065590 Pleurothallis sp
AY396076 Pleurothallis racemifiora
EF079325 Scaphosepalum ursinum
AF265470 Platystele misera
AF265454 Dryadella edwallii
AF265458 Scaphosepalum gibberosum
Li—— AF265456 Pleurothallis endotrachys
AY368413 Lepanthes peperomioides
E AF265455 Salpistele pensilis
nEAVIZSHS Neocogniauxia hexaptera
AF265479 Myoxanthus punclatus
AY370654 Restrepia xanthophthaima
AF265480 Restropiopsis striata
AF291104 Pleurothallopsis nemorosa

F265488

EF079352 Octomeria sp
AF265477 Dresslerella elvallensis

h AF265483 Barbosefla cucullata
AF265482 Restrepiella ophiocephala
L AY368404 Dilomilis montana

AF263659 Epipactis helleborine
AF263668 Listera smallii

AY368396 C:

001

Pleurothallidinae

Out group
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Fig. B1

trnL-F

—— AF265509 Pleurothallis neohar

I— AF293437 Pleurothallis velaticaulis

—— AF265514 Pleurothallis tubata

AF265516 Condylago rodrigoi

Stelis sp.

AF265510 Stelis argentata

AF265513 Pleurothallis powelli

Stelis hallii

AF265515 Pleurothallis segoviensis

AF265517 Pleurothallis amparoana

L—— Stelis concinna
ILPleumthallis niveoglobula

AF265500 Pleurothallis ruscifolia
AY422379
L. AF265501 Pleurothallis cardiantha
m AF293436 F is mirabilis
l— AF293435 Pleurothallis mentosa
'— AF265511 Ophidion pleurothallopsis
————————————— AF265512 Luerella pelecaniceps
s« Masdevallia rosea
Masdevallia xanthina
Masdevallia citrinella
Masdevallia strobelii
AF293432 Masdevallia bicornis
AF293433 Masdevallia pinocchio
AF265490 Masdevallia unifiora
AF266966 Masdevallia floribunda
Dracula dalessandroi
AF265489 Dracula chimaera
AF265491 Porroglossum amethystinum
AF265492 Trisetella scobina
EE AF265498 Trichosalpinx blaisdellii
AF265496 Trichosalpinx orbicularis

—mf AF293438 Pleurothallis angustilabia
AF265495 Pleurothallis linearifolia
AF265494 Lepanthes woodburyana
E AF265493 Lepanthopsis astrophora
M= AF265528 Frondaria caulescens
AF265497 Trichosalpinx berlineri
AF265499 Zootrophion dayanum

AF265507
AF265504 Platystele misera
AF265503 gil
AF265505 Dryadella edwallii
AF265521 Dresslerella elvallensis
AF265502 Salpistele pensilis
7 AF291100 Ple i
AF265524 piopsis striata
AF265525
AF265523 Restrepiella ophiocephala
AF265522 istuli
AF265519 Myoxanthus punctatus

—— AF265520 Myoxanthus uncinatus

AF291102 ionidium valerioi

Pleurothallidinae
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Fig. B2

AF266968 Neocogniauxia hexaptera
AY422444 Neocogniauxia hexaptera
AF266967 Dilomilis montana
AF266992 Amblostoma cemuum
w_qr AY422448 Laeliopsis domingensis
AY422396 Broughtonia negrilensis
AY422447 Qui ekmanii
— AY422399 Cattleyopsis lindenii
—— AF266981 Psychilis krugii
74 AY422425 Encyclia kienastii
AF267005 Alamania punicea
— AY422411 Euchile mariae
— AF267045 Cattleya dowiana
t— AF267054 Cattleya araguaiensis
ﬂ[ AF267026 Sophronitis alaorii
AF267025 Sophronitis fidelensis
L— AF267033 Sophronitis coccinea
e AF267040 Cattleya acklandiae
AF267028 Sophronitis mirandae
— AY422402 Myrmecophila tibicinis
AY422404 Rhyncholaelia glauca
AF267062 Rhyncholaelia digbyana
AY422400 Brassavola cucullata
AY422432 Prosthechea vitellina
AF267010 Prosthechea abbreviata
AY422430 Prosthechea pygmaea
AY422426 Prosthechea chimborazoensis
AY422435 Prosthechea prismatocarpa
AY422433 Prosthechea glauca isolate
AY422434 Prosthechea ionocentra
Nanodes medusae
51— AF267020 Laelia furfuracea
AF267018 Laelia speciosa
AF267019 Laelia autumnalis
AF267021 Laelia anceps
AY422401 Laelia rubescens
AY422408 Schomburgkia splendida
_L— AY422439 Oestlundia luteorosea
AF267002 Epidendrum campestre
; Epidendrum rhopalostele
Epidendrum sp.
Epidendrum rhopalostele
I— AY422414 Encyclia adenocaula
AY422422 Encyclia asperula
\Y422453 Encyclia oncidioides
AY422418 Encyclia tampensis
AY422382 Epidendrum ibaguense

65|

Eoia e .
um

é— AF266980 Nageliella purpurea
AY422398 Domingoa kienastii
AF267001 Caularthron bilamellatum
_'— AF267063 Schomburgkia lyonsii
AF266986 Epidendrum pseudepidendrum

—— AY422413 Dinema polybulbon
AF266999 Barkeria whartoniana

AY422383 Epidendrum conopseum

AF267003 Oerstedella centradenia
AF267000 Epidendrum schlechterianum

— Epidendrum madsenii
—— AY422391 Hagsatera brachycolumna

Laeliinae
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Fig. B3

ﬁi AY422388 Hexadesmia crurigera
AF267009 Hexadesmia crurigera

AF267011 Scaphygl

L———— AY422387 Scaphyglottis cuniculata
AF266982 Briegeria equitantifolia
AY422389 Acrorchis roseola
AY422390 Jacquiniella teretifolia
AY422446 Dimerandra emarginata

o Maxillaria confusa
EU099756 Maxillaria lindleyana
(—————————— AF239523 Maxillaria umbratilis
EU099757 Maxillaria ochroleuca
AF239521 Trigonidium egertonianum
EU099789 Christensonelia uncata
AF239535 Batemania colleyi
AY869898 Zygosepalum labiosum
% 1:\Y869856 Chaubardiella pubescens

642

525

AY869859 Chaubardiella pacuarensis
AY869853 Ixyop aff carinata
AY869857 Chaubardiella subquadrata

_H 798 DQ315925 Telipogon hystrix
Ll DQ315927 Telipogon sp
el AF350669 Stellilabium pogonostalix

L) AF350671 Telipogon parvulus

AF239560 Stanhopea cirrhata

a1 AF350666 Dip grandiflorus

Ll DQ315941 Zygostates alleniana
AF350665 Omithocephalus inflexus
AY422449 Artorima erubescens
AF266998 Lanium avicula

AF265527 Arpophyllum giganteum

AF267012 Loefgrenic blanche
AF267014 Leptotes bicolor
AF266994 Pseudolaelia vellozicola

AF266997 Sophronitella violacea

.4 AF266965 Ponera striata
‘sj— AF266962 Isochilus amparoanus

AF266961 F

g

AF519922 Epipactis helleborine

i

AY124065 Epipactis dunensis
AF519921 Listera smallii

0.01

Maxillariinae

Out group
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Fig. C1

ITS

EF372359 Dracula sodiroi
EF372379 Dracula navarrorum
EF372384 Dracula tubeana
EF372380 Dracula houtteana
EF372378 Dracula citrina
[EF372382 Dracula hirtzii
EF372377 Dracula gorgona
EF372385 Dracula pubescens
EF372373 Dracula radiosa
EF 372368 Dracula polyphemus
EF 372383 Dracula sergioi
Dracula mopsus
EF372390 Dracula inaequalis
EF372387 Dracula vespertilio
EF372388 Dracula fafnir
EF372389 Dracula mopsus
EF372386 Dracula bella
AF262759 Dracula dodsonii
EF372363 Dracula diabola
1 EF372370 Dracula orientalis
EF372371 Dracula viad tepes
EF372372 Dracula fuligifera
Dracula simia
EF372353 Dracula alcithoe
|> EF372352 Dracula dalessandroi
Dracula dalessandroi
. EF372360 Dracula chestertonii
EF372361 Dracula lemurella
EF372362 Dracula simia
AF262773 Masdevallia caloptera
DQ923792 Masdevallia pachyura
DQ923763 Masdevallia amanda
DQY23781 Masdevallia campyloglossa
DQ923780 Masdevallia ova avis
DQ923766 Masdevallia caloptera
AF262787 Masdevallia nidifica
DQ923762 Masdevallia saltatrix
Masdevallia nidifica
AF262789 Masdevallia coccinea
[~ AF262793 Masdevallia saltatrix
AF262796 Masdevallia limax
DQ923785 Masdevallia ignea
r”asdevallla rosea

asdevallia xanthina
AF262795 Masdevallia decumana
Masdevallia strobelii
- DQY23776 Masdevallia strobelii
- AF262797 Masdevallia chaparensis
Masdevallia citrinella
AF262774 Masdevallia citrinelia
AF262772 Masdevallia ampullacea
- AF262798 Masdevallia hieroglyphica
AF262769 Masdevallia unifiora
F DQY23789 Masdevallia cyclotega
DQ923787 Masdevallia barlaeana
- AF262791 Masdevallia rubeola
Masdevallia setacea
DQOY23793 Masdevallia amabilis
DQ923790 Masdevallia harlequina
DQY23764 Masdevallia bicornis
AF262778 Masdevallia pinocchio
DQ923784 Masdevallia kuhniorum
DQ923775 Masdevallia torta
AF262779 Masdevallia oreas
DQY23783 Masdevallia lehmannii
DQ923772 Masdevallia impostor
AF262777 Masdevallia mentosa
DQ923788 Masdevallia rolfeana
DQ923773 Masdevallia calura
DQY23767 Masdevallia chontalensis
Masdevallia guttulata
DQY23770 Masdevaliia civilis
"DQY23768 Masdevallia colossus
DQ923765 Masdevallia murex
AF262808 Trisetella scobina
EF079368 Trisetella triglochin
AF262809 Trisetella gemmata

Pleurothallidinae
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Fig. C2

262878 Stelis
Stelis superbiens
Stelis concinna
Stelis hallii
AF262880 Stelis gemma
AF262881 Stelis lanata
AF262879 Stelis atroviolacea
AF262847 Pleurothallis velaticaulis
AF262846 Pleurothallis neoharlingii
EF079364 Stelis harlingii
AF262829 Condylago rodrigoi
AF262831 Pleurothallis amparoana
AF262845 Pleurothallis tubata
AF262827 Salpistele lutea
AF262843 Pleurothallis powellii
AF262877 Pleurothallis tuerckheimii
AF262833 Pleurothallis guttata
AF262844 Pleurothallis allenii
“f AF262842 Pleurothallis rowleei
AF262836 Pleurothallis ruscifolia
"~ AF275695 Pleurothallis teaguei
EF079366 Pleurothallis sp
AF262840 Pleurothallis talpinaria
—— AF262826 Salpistele pensilis
AF262817 Scaphosepalum gibberosum
AF262818 Scaphosepalum swertiifolium
caphosepalum verrucosum
EF079365 Scaphosepalum ursinum
AF262819 Scaphosepalum grande
AF262822 Platystele compacta
AF262821 Platystele stenostachya
AF262823 Platystele misera
AF262865 Acostaea costaricensis
AF262825 Dryadella simula
_A{W{ EF079367 Dryadella hirtzii
AF262824 Dryadella edwallii
—— AF262812 Ophidion pleurothallopsis
AF262890 Lepanthes woodburyana
AF262891 Lepanthes felis
AF262889 Lepanthes steyermarkii
AF262892 Lepanthes nautilus
AF262914 Frondaria caulescens
AF262893 L
AF262886 Trichosalpinx orbicularis
AF262887 Trichosalpinx blaisdellii
AF262895 Zootrophion dayanum
AF262896 Zootrophion vulturiceps
AF262898 Zootrophion atropurpureum
AF262897 Zootrophion hirtzii
AF262899 Zootrophion serpentinum
AF262900 Trichosalpinx berfineri
AF262888 Trichosalpinx arbuscula
AF262911 Octomenia gracilis
AF262912 Octomeria lithophila
AF262913 ionidium valerioi
AAF262813 Barbosella handroi
AF262814 Barbosella orbicularis
AF262816 Barbrodria miersii
AF262815 Barbosella cucullata
EF079370 Barbosella dolichorhiza
AF262909 Restrepiella ophiocephala
AF262906 Restrepia antennifera
AF262907 Restrepia aristulifera
262908 Restrepia muscifera
AF262910 Restrepiopsis striata
AF291099 Pleurothallopsis nemorosa
AF262901 Dresslerella elvallensis
AF262903 Dresslerella pertusa
AF262902 Dresslerella hirsutissima
AF262883 Myoxanthus serripetalus
EF079369 Myoxanthus serripetalus
AF262882 Myoxanthus exasperatus
AF262884 Myoxanthus lonchophyilus
AF262885 Myoxanthus punctatus
AF262904 Myoxanthus uncinatus
AF262905 Myoxanthus aspasicensis

w4 AY008505 Epidendrum ibaguense
AY008507 Epidendrum cinnabarinum
AY008513 Epidendrum secundum
AY008511 Epidendrum latifolium
AY008514 Epidendrum nocturmum
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Fig. C3

AY008510 Epidendrum criniferum
AF260174 Epidendrum campestre

AY008508 Epidendrum veroscriptum

AF260171 Barkeria skinner
AY008516 Epidendrum mathewsii
EF079381 Epidendrum schlechterianum
EF079380 Oerstedella sp
AF260169 Lanium aviculum
AY008509 Epidendrum capricornu
AY008503 Epidendrum ciliare
AY008512 Epidendrum radioferens
AY008506 Epidendrum conopseum
AF260164 Amblostoma cernuum
AF260165 Amblostoma armeniacum
Epidendrum rhopalostele
EF079382 Epidendrum medusae
AF260173 Caularthron bilamellatum
AF260186 Broughtonia sanguinea
AY008570 Cattleyopsis lindenii
AF260157 Psychilis krugii
AY008567 Quisqueya ekmanii
AY008566 Tetramicra elegans
AF260176 Orleanesia amazonica
AY429410 Prosthechea glauca
AY008522 Nidema boothii
EF079379 Encyclia atropurpurea
AY429397 Euchile mariae
AF260159 Tetragamestus modestus
AY174728 Scaphyglottis longicaulis
AY 174758 Scaphyglottis fusiformis
AY174759 Scaphyglottis coriacea
\Y174740 Scaphyaglottis pulchella
\Y174757 Scaphyglottis sp
AF260162 Hexisea bidentata
AY 174717 Scaphyglottis livida
AF260179 Dimerandra emarginata
AY008552 Hexadesmia micrantha
AF260158 Briegeria equitantifolia
AY008520 Jacquiniella globosa
AY008521 Acrorchis roseola
EF079372 Meiracyllium trinasutum

= [ AF260168 Sophronitella violacea
AF260183 Loefgrenianthus blanche
— EF079378 Dinema cubincola

o AF266744 Cattleya lueddemanniana
EF079377 Sophronitis cemua
* Y AY429389 Homalopetalum pumilio
AF260220 Brassavola martiana
— AF260177 Alamania punicea
w AY429391 Laelia rubescens
AF260189 Laelia autumnalis
EF079374 Artorima erubescens
—— AF260215 Cattleya araguaiensis
EF079384 Pseudolaelia vellozicola
AY429419 Oestlundia tenuissima
AY008563 Nageliella angustifolia
AY008565 Domingoa nodosa
EF065703 Myrmecophila tibicinis
I— AF260167 Renata canaanensis
— AY008515 Hagsatera brachycolumna
EF079375 Isabelia virginalis
- AY429413 Prosthechea cretacea
r AY429394 Cattleya forbesii
EF079383 Leptotes bicolor

EF079385 Isochilus sp
_m'% AF260145 Ponera striata
AF260142 Helleriella guerrerensis
AF521058 Listera smallii
EF153104 Epipactis helleborine

k

0.1

AY008504 Epidendrum stamfordianum
AF260160 Epidendrum pseudepidendrum

AY429417 Microepidendrum subulatifolium

Laeliinae

Out group




A2. MORFOLOGIA DE LAS ORQUIDEAS

J— \ﬂ\\%o
"
r/'/ /"‘ .
Lo '
N

Fig.1. Inflorescencia: (A) racimo. (B) panicula (C) cymose o determinante
inflorescencia como en Lockhartia. (D) Inflorescencia con Unica flor, terminal o
axilar. (E) Inflorescencia condensada en la que las flores son producidas una
por una. (F) La inflorescencia de Sigmatostalix, en que cada flor surge de un
grupo de bracts.(G) Inflorescencia de hoja opuesta, como en Dichaza, cuando
surge de la parte opuesta de la hoja.

dorsal
sepal

ovary

Fig.2. Partes de la flor (A) Seccion longitudinal (B) Vista frontal de la flor. (C)
Seccion transversales de un periodo de tres ovarios lobulares, muestran la
placentacion. (D) De una seccion cruzada de un ovario lobular.
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Fig.3. Varias estructuras florales. (A) Estolon formado por el labio. (B)
Canaliculos. (C) Pico de frutas (el pico representando los canaliculos de una
flor). (D) Pie de la columna. (F) Espol6n formado por la columna y el pie labio.
(F) Pleurothallis raymondii, musatran osmophores (G) Lip Sigmatostalix
picturatissima, muestra elaiophore.

Fig.4. Columna. (H) A la izquierda una columna. (J) Vista frontal con la
antera (An) levantada. (I), A la derecha vista lateral del disco con el rostelum
(Ro) visible, el estigma (Stg).
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Fig.5. Anteras de varias orquideas. En cada caso, ventral (clinandrial) y la
vista lateral se muestran. (A, B) Pharagmipedium. (C, D) Sarcoglottis. (E, F)
Prescottia. (G, H) Epipactis. (I, J) Sobralia. (K.L) Schomburgkia. (M, N)
Cochleanthes. (O, P) Maxillaria. Escala 1 mm

Fig.6. Diagrama muestra relacion entre antera y estigma. Polen, granulado. El
estigma, la cruz-rayada. (A) Spiranthoideae, con antera dorsal y rostelum
subigual a antera. (B) Neottieae, antera terminal, proyectada mas alla del
rostelum. (C), Orchidaceae, con viscidium basal. (D) Epidendroideae, con
anteras titulares. (E) Vandoideae o Epidendroideae avanzada, con vicsidium.
(F) Vandoideae, viscidium y estipite.
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Fig.7. Estructura de polen de orquideas. Fotografias en microscopio
electronico. (A) Selenipedium chica (Cypripedium). (B) Neuwiedia veratrifolia
(Apostasioideae). (C) Epipactis microphylla (Neottieae). (D) Ponthieva
racemosa (Cranuchideae). (H) Abenaria repens (Orchideae). (F)
Cochleanthes picta. (Maxillarieae), El estriado muestra un espesor de exina
en la superficie exterior del polinio, y la falta de espesor de exina en el polinio.

YA B c

Fig.8. Polinias de una orquidea ancestral, que se parecen mucho a las flores
de los estambres comunes. (B). Polinia con masa granular de polen. (C)
Cuatro polinias interconectadas por células que se conectan al cauliculo.
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leaf ———

spathe

pedicel

“\— floral bract

leaf abscissi

layer

ramicaul =
secondary stem

sheath

rhizome

Fig.9. Morfologia de la Subtribu Pleurothallidinae.
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CATTLEYA
Fig.10. Morfologia de la Subtribu Laeliinae.

Oncidium
Fig.11. Morfologia de la Subtribu Maxillariinae
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A4. FOTOS DE ORQUIDEAS

Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Dracula

D. dalessandroi

Modificaciéon: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Dracula mopsus

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Dracula

D. mopsus

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Dracula

D. simia

Dracula simia

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia:
Subfamilia:
Tribu:
Subtribu:
Género:
Especie:

Masdevallia citrinella

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. citrinella

Modificacién: Maritza Carrion
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Familia:
Subfamilia:
Tribu:
Subtribu:
Género:
Especie:

Masdevallia guttulata

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. guttulata

Modificacién: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Masdevallia nidifica

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. nidifica

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Masdevallia rosea

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. rosea

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. setacea

Modificacion: Maritza Carrion
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Masdevallia strobelii

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. strobelii

Modificacién: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

/

Masdevallia xanthina

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Masdevallia

M. xanthina

Modificacién: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Pleurothallis niveoglobula

Orchidaceae
Epidendroideae
Eoidendreae
Pleurothallidinae T4
Pleurothallis

P. niveoglobula

Modificacién: Maritza Carrion
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Stelis concinna
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Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Stelis

S. concinna

Modificacién: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Stelis

S. hallii

Stelis hallii

Modificacién: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Stelis

S. superbiens

Modificacion: Maritza Carrion
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Stelis sp.

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothallidinae
Stelis

S.sp

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Laeliinae
Epidendrum

E. falcisepalum

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Epidendrum madsenii

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Laeliinae
Epidendrum
E. madsenii

Modificacién: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Epidendrum rhopalostele

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Laeliinae
Epidendrum

E. rhopalostele

Modificaciéon: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae 4
Laeliinae i
Epidendrum
E. sp

Modificacion: Maritza Carrién
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Familia
Subfamilia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

. Maxyllaria confusa

Orchidaceae
Epidendroideae
Maxillarieae
Maxillariinae
Maxillaria

Max. confusa

Q

Modificacion: Maritza Carrion
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Familia Orchidaceae
Subfamilia  Epidendroideae

Tribu Epidendreae
Subtribu Epidendrinae
Género Nanodes
Especie N. medusae

A5. FOTOS DE ORQUIDEAS SIN FLOR

Modificacion: Maritza Carrién
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SUBTRIBU PLEUROTHALLIDINAE
Draculas sin flo

éi
v ¥

D. dalessandroi D. mopsus D. simia

oj\(mcck}
ﬁivc‘f%{*

M. citrinella M. nidifica M. setacea M. strobelii M. xanthina M. rosea M. gutulata
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Stelis sin flor

S. conncinna 8. superbiens S. hallii S.sp

SUBTRIBU LAELIINAE
Epidendrum sin _flor

E. falsicepalum E. sp E. rhopalostele

SUBTRIBU MAXILLARIDINAE
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Maxillarias sin flor

M. ecuadoriense M. confusa

A6. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA PureLinK™
Plant Total DNA Purification Kit (Promega).

Lisis de las plantas

1.

Para el tejido de la planta, congelar el tejido con nitrogeno liquido y
macerar hasta obtener polvo.

Para el tejido blando y no fibroso, se corta el tejido en pedazos muy
pequefios; para liofilizar la muestra.

Adicionar 200ul Resuspension buffer (R2), provisto en el kit de tejido,
este paso se lleva a cado a temperatura ambiente.

Preparar la lisis por homogenizacion del tejido con un homogenizante
0 por vortex.

Adicionar 15 ul, 20% SDS y 15 ul RNase a (20 mg/ml), provisto en el
kit..

Incubar a 55°C por 15 minutos para completar la lisis.

Centrifugar a alta velocidad por 5 minutos, para remover el material
insoluble.

Transferir el sobrenadante a un tubo estéril de microcentrifuga de 1,5
ml; sin que exista disturbios en del pellet.

Adicionar 100ul buffer precipitado (N2), provisto en el kit y mezclar
por vortex e incubar en hielo por 5 minutos.
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Nota:

Centrifugar a maxima velocidad en una microcentrifuga por 5 minutos
a temperatura ambiente.

el sobrenadante deberia ser limpio y no viscoso después de los pasos
de precipitacion.

10. Transferir 250ul de sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga
estéril y adicionar 375ul Bindinig Buffer (B4) con etanol. Mezclar
bien.

11. Procedimiento de Binding DNA.

Binding DNA

1.  Adquirir un tubo de Purelink Spin Cartridge Coleccion desde el
paquete.

2. Adicionar a cada muestra Binding buffer, desde el paso 10, previsto
en la pagina de Purelink Spin Cartridge.

3. Centrifugar el cartridge a 12 500 x g por un tiempo de 30 segundos a
temperatura ambiente.

4. Descartar el liquido y pasar al spin cartridge a un nuevo tubo, previsto
en el kit.

5. Proceder al lavado del DNA.

Lavado del DNA

Adicionar 500 ul Wash buffer (W4, previsto en el kit ).

Centrifugar el cartridge a 10 000 x g por un tiempo de 30 segundos a
temperatura ambiente. Descartar el fluido y pasar la columna negra a
otro tubo.

Adicionamos 500 ul Wash buffer (W5), con etanol en la columna.
Centrifugar el cartridge a 10000 x g por un tiempo de 30 segundos a
temperatura ambiente. Descartar el fluido a través del tubo wash y
pasar la columna negra en el tubo.

Repetir el paso 3 — 4 una vez mas.

Centrifugar el cartridge a maxima velocidad por 2 minutos a
temperatura ambientes, remover algunos residuos de wash buffer
(W5). Descartar el wash tube.

Proceder el eluting DNA.
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Eluting DNA

Pasar el spin cartridge a un tubo estéril, libre de DNase free de 1,5 ml
para microcentrifuga.
Adicionar 100 ul de Elution buffer (E1) y estéril, agua destilada (pH
>7.0).
Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar el cartridge
a maxima velocidad por 1 minuto. El tubo elution contiene el
purificador de DNA.
Para remover mas DNA, intervenir un segundo paso de elution
usando 100 ul Elution buffer (E1) o agua destilada. Tu podrias ihacer
una segunda elution usando la muestra del tubo elution o un diferente
tubo.
Centrifugar la columna a temperatura ambiente a méaxima velocidad
por 1 minuto.
El tubo de elution contiene el DNA purificado. Remover y
descartar el cartridge.
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A8. FOTOS DE LOS PRODUCTOS DE PCR. (Observadas como
bandas claras de las tres regiones en estudio matk, trnL-F, ITS).

Productos de PCR, de la regién Productos de PCR, de la regién
amplificada matK amplificada trnL-F.

Productos de PCR, de la region
A9. PROTOC( amolificada ITS.

PCR Purification Kit Protocol

NA: QIAquick
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Agregar 5 volumenes de buffer PB a 1 vol. del producto
de PCR (250 ul PB) y mezcle (vortex). Esperar 5 min.
Colocar en una columna lila QIAquick con tubo de
coleccion de 2 ml (proveido) y centrifugar 1 min a 13000
rpm.

Descartar el sobrenadante y rehusar el tubo mas la
columna.

Agregar 750 ul de buffer PE a la columna QIAquick y
centrifugar por 1 min a 13000 rpm.

Descartar el sobrenadante y centrifugar nuevamente

6. Desechar el sobrenadante y el tubo de coleccién y rehusar

8.
9.

la columna.

Ubicar la columna QIAquick en un tubo de 1.5 ml (no
incluido).

Adicionar 50 pl de buffer EB.

Incubar 5 min a temperatura ambiente.

10. Centrifugar, descartar la columna y almacenar el nuevo

tubo que contiene el DNA.

A10. SECUENCIAS CONSENSO DE LAS ORQUIDEAS

MatK.

>1MC_matK

TCCTATATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATATTTACTCACTTGCTCATTATAATAGCTT
CAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGAAATTATTGGTTATGACAATAAATCTAGT
TTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTT
CGTTGAATGATTCTAACCAAAATGAATTTTGGGGGCACAAGAATTATTTTTCTTCTCA

84



TTTTTCTTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTTTGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCG
TCACGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAAAAGAATACCAAAATATCAGAATTTACGAT
CTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTAGAGGATAAATTATCACATTTAAATTATGTGTC
AGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAGATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGT
TGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTGCGATTGTTTTTCCACGAATATCATA
ATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAAGCCATTTACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAA
AAGATTCTTTTGGTTCCTACATAATTCTTATGTATATGAATGCGAATATCTATTCCTT
TTTCTTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAATATCTTCTGGAGTCTTTC

>2MC_matK
TATATTTACTCACTTGCTCATTATAATAGCTTCAATAGTTTGAATTTTTACGAACCTG
TGGAAATTCTTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTAC
TCGAATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAAATGAA
TTTTGGGGGCACAAGAATTATTTTTCTTCTCATTTTTCTTCTCAAATGGTATCAGAAG
GTTTTGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCACGATTAGTATCTTCCCTTGAAGA
AAAAAGAATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTA
GAGGATAAATTCTCACATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCCCATCCCATCC
ATCTGGAGATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCA
TTTATTGCGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTT

>3MC_matK
AAAAAAAATAGTTTTCGGCAACAAAACTTCCTATATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATA
TTTACTCACTTGCTCATTCTAATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGA
AATTATTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGA
ATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAAATGAATTTT
GGGGGCACAAGAATTATTTTTCTTCTCATTTTTCTTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTT
TGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCACGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAAA
AGAATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTAGAGG
ATAAATTATCACATTTCAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCT
GGAGATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTA
TTGCGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAAG
CCATTTACGTCT

>4MC_matk
AGGAGTATATTTACTCACTTGCTCATTCTAATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTACGA
ACCTGTGGAAATTCTTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTA
ATTACTCGAATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAA
ATAAATTTTGGGGACACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTATTCTCAAATGGTATC
AGAAGGTTTTGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCACGATTAGTATCTTCCCTT
GAAGAAAAAAGAATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCT
TTTTAGAGGATAAATTATCACATTTAAATTATGTGTCAGATTTACTAATACCCCATCC
CATCCATCTGGAGATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCT
TTGCATTTATTGCGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTT
CAAAGAAAGCCATTTACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGGTTCCTACA
TAATTCTTATGTATATGAATGCGAAT

>5MC-_matK

ATAGTTTTCGGCAACAAAACTTCCTATATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATATTTACTC
ACTTGCTCATTCTAATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGAAATTCTT
GGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTATTCGAATGTATC
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AACAGAAATCTTTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAAATAAATTTTGGGGACA
CAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTATTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTTTGGAGTC
ATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCACGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAAAAGAATAC
CAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTAGAGGATAAATT
ATCACATTTAAATTATGTGTCAGATTTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAGATC
TTGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTGCGAT
TGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAAGACATTTA
CGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGGTTCCTACATAATTCTTATGTATAT
GAATGCGAATATCTATTCCTTTTTCTTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAATAT
CTTC

>6MC matK
TAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAAATCT
TTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAAAGAAATTTTGGGGACACAAGAATTCTT
TTTCTTCTCATTTTTATTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTTTGGAGTCATTCTGGAAAT
TCCATTCTCGTCACGATTAATATCTTCCCTTGAAGAAAAAAGAATACCAAAATATCAG
AATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTAGAGGATAAATTATCACATTTAA
ATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAGATCTTGGTTCAAAT
CCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTGCGATTGTTTTTCCAC
GAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAAGCCATTTACGTCTTTTCAA
AAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGGTTCCTACATAATTCTTATGTATATGAATGCGAATA
TC

>8MC_matk

TTTACTCACTTGCTCATTCTAATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGA
AATTCTTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTACTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGA
ATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAAAGAAATTTT
GGGGACACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTATTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTT
TGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCACGATTAATATCTTCCCTTGAAGAAAAA
AGAATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTAGAGG
ATAAATTATCACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCT
GGAGATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTA
TTGCGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAAG
CCATTTACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGGTTCCTACATAATTCTTA

>11MC_matK

ARAAATAGTTTTCGGCAACAAAACTTCCTATATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATATTT
ACTCACTTGCTCATTATCATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGAAAT
TATGGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGAATG
TATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGTTGAATGATTCTAACCAAAATGGATTTTGGG
AGCACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTCTTCTCARATGGTATCAGAAGGTTTTGG
AGTCATTCTGGARATTCCATTCTCGTCACGATTAGTATCTTCCCTTGAAGARRAAAGA
ATACCARAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCCATATTTCCCTTTTTAGAAGATA
AATTATCACATGTCAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCTCATCCCATCCATCTGGA
GATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTG
CGATTTTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAATAAATCCA
TTTACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTGGTTCCTACATAATTCTTATGT
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ATATGAATGCGAATATCTATTCCTGTTTCTTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACGATCA
ATATCTTCTGGAGTCTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGG

>12MC_matK
TTCAGGAGTATATTTACTCACTTGCTCATTATCATAGCTTCAATAGTTTTATTTTTTA
CGAACCTGTGGAAATTCTTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGT
TTAATTACTCGAATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTATTCGTTGAATGATTCTAACC
AAAATGGATTTTGGGGGCACAAGAATTCTTTCTCTTCTCATTTTTCTTCTCAAATGGT
ATCAGAAGGTTTTGGAGTCATTCTGGARATTCCATTCTCGTCACGATTAGTATCTTCC
CTTGAAGAAAAAAGAATACCAAARATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTC
CCTTTTTAGAGGATAAATTATCACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCA
TCCCATCCATCTGGAGATGGTTCAAATCCTTCAATGTTGGATCARAGATGTTCCTTCT
TTGCATTTCTTACGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTT
CAA

>17MC_matK
GATAGCTTTCGGCAACAAAACTTCCTATATCCGCTACTCTTTCAGGAATATATTTACT
CACTTGCTCATTATCATAACTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGAAATTAT
TGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTTCTCGAATGTAT
CAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGGTGAATGATTCTAACCAAAATGAATTTTGGGGGC
ACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTCTTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTTTGGAGT
CATTCTAGAAATTCCATTCTCGTCGCGATTAGTATCTCCCCTTGAAGAAAAAAGAATA
CCAAAATCTCAAAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGATAAAT
TATTACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAGAT
CTTGGTTCAAATCCTTCAATGCTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTACGA
TTGTTATTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAATCCATTT
ACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTTGTTCTTACATAATTCTTATGTATA
TGAATGCGAATATCTATT

>18MC_matK
AAAGATAGATTTCGGCAACAAAACTTCCTATATCCGCTACTCTTTCAGGAATATATTT
ACTCACTTGCTCATTATCATAACTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGGAAAT
TATTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGAATG
TATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGGTGAATGATTCTAACCAAAATGGATTTTGGG
GGCACAAGAATTCTTTTTCTTCTTATTTTTCTTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTTTGG
AGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCGCGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAAAAGA
ATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCTTTTTTAGAGGATA
AATTATTACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTGGA
GATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTA
CGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTATTTCAAAGAAATCCA
TTTACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTTGTTCTTACATAATTCTTATGT
ATATGAATGCGAATATCTATTCCTGTTTATTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACGATCA
ATATCTTCTGGAGTCTTTC

>19MC_matK

GAAAAAAGATAGATTTCGGCAACAAAACTTCCTATATCCGCTACTCTTTCAGGAATAT
ATTTACTCACTTGCTCATTATCATAACTTCAATAGTTTGATTTTTTACGAACCTGTGG
AAATTATTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCG
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AATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGGTGAATGATTCTAACCAAAATGGATTT
TGGGGGCACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTCTTCTCAAATGGTATCAGAAGGTT
TTGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCGCGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAA
AAGAATACCAAAATCTCAGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCTTTTTTAGAG
GATAAATTATTACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATC
TGGAGATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCTGGATCAAAGATGTTCCTTCTTTGCATTT
ATTACGATTGTTTTTCCACGAATATCATAATTTGAATAGTCTCATTACTTCAAAGAAA
TCCATTTACGTCTTTTCAAAAAGAAAGAAAAGATTCTTTTTGTTCTTACATAATTCTT
ATGTATATGAATGCGAATATCTATTCCTGTTTCTTCGTAAACAGTCTTCTTATTTACG
ATCAATATCTTCTGGAGTCTTTCTTGAGCGAA

>22MC_matK
GAATATATTTACTCACTTGCTCATTATCATAACTTCAATAGTTTTATTTTTTACGAAC
CTGTGGAAATTATTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAAT
TACTCGAATGTATCAACAGAAATCTTTGATTTCTTCGGTGAATGATTCTAACCAAAAT
GAATTTTGGGGGCACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTCTTCTCAAATGGTATCAG
AAGGTTTTGGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCGCGATTAGTATCTTCCCTTGA
AGAAAAAAGAATACCAAAATCTCAGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCTTTT
TTAGAGGATAAATTATTACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCA
TCCATCTGGAGATCTTGGTTC

TrnL-F

>1MC_TrnL-F
TTGTTTTGAAAGAAGAAACGATGGAAAATGAGAAGAAAAAGGGATAGGTGCAGAGACT
CAATGGAAGCTGTTCTAACGAATGAAATTGACTACGTTACGTACGTTACGTTAGTAGC
TAAAATCTTTCTATCGAAATGACAAAAAGGATAACCTTATATACCTAATACGTACGTA
TACATACTGATATAGCAAACGATTAATCACAACCCAAATCTTCTATCGAATCCTATTC
TGTATCTCTATATATGAAAATCTAAATATTCTATTTCTTCTTTCTTTATATTCTAGAT
TATTTCTATTCTAGAATATAGAATATTTAGATAGATTATTTAGATAATCTATTAGTCT
AAGTATATATAGAAAGTCTAAAGAAAGAATATGAGATAAGGATCTATAGAAACCCTCT
ATTTATAGATTTCTATTCTTTATGAATTAGAATGATAGAGATCAAAAAATCTATGAAA
AATGGAAGAGTTATTGTGAATCAACTCCAATTGAAGTTGAAAAAAGAATCGAATTCGA
ATATTCAGTGATAAAATGATTCATTCCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAGATTAATTG
GACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTTTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTA
TAGTAAGAGGAAAATCCGTCGAATTTTTAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTC

>5MC-TrnL-F

AGCCAAATCTTTGTTTTGAAAGAAGAAACTATGAAAATGAGAAGAAAAAGGGATAGGT
GCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATGAAATTGACTACGTTACGTACGTTAC
GTTAGTAGCTAAAATCTTTCTAGCGAAATGACAAAAAGGATAACCTTATCTACCTAAT
ACGTACGTATACATACTGATATAGCAAACGATTAATCACAACCCAAATCTTCTATCGA
ATCCTATTCTGTATCTCTCTATATGAAAATAGAAATCTTCTATTTCTTATTTCTTTAG
ATAATATATTAGTCTAAGTATATCTAGAAAGTAGAAAGARAAGAATATGAGATAAGGAT
CTAGAGAAACCCTCTATTTAGAGATTTCTATTCTCTATGAATTAGAATGATAGAGATC
AAAAAATCTATGAAAAATGGAAGAGTTATTGTGAATCAACTCCAATTGAAGTTGAAAA
AAGAATGGAATTCTAATATTCAGTGAGAAAATGATTCATTCCAGAGTTTGATAGATCT
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TTTGAAGATGAATTGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTTGACATGTCAATACCGA
CAACAATGAAATTTCTAGTCTCCGTCGAATTTTGAAATCGTGAGGGTTCAAGT

>6MC_TrnL-F
CTATCCCGACCATTTCCCGTGCATCATCCTAGCAGAGTACTTCTATCTATGTCAATGA
AAAGAACTAAAAAAGAGAATATTAACAAATAACAAATCGGCCCTAGCCCCTGAATTTA
TTAGATATTTAAAAAGAAGACTTTTTTTGTAAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATG
AAAGATTCAATAACAGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCATATGARAACAAAT
GAGATTAGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTCGGATCCATTTGTGAARAAACA
GAGTGAATGAAATGAGAACGATATTTCATTTTGTTGAAACTAAGCCACTGATGAAAAA
AAAAAAGAAAGAGGACGAGGATAAWTAAAGAGAAAGAAATAGAAAGAAAGAGCGAGGA
AGTCAAATGGGCTTTTTAGTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACAATTTCAARAATT
CGACGGAGACTAGAAATTTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTCAAATGGGACTCTCTC
TTTATTCTCGTCCAATTTATCTTCAAAAGATCTATCAAACTCTGGAATGAATCATTTT
CTCACTGAATATTAGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAGTTGATTCACAAT
AACTCTTCCATTTTTCATAGATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAG
AAATCTATAAATATAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATATTCTTTCTTTAGACTTT
CTATATATACTTAGACTAATAGATTATCTAAAGATTCTAGAATCTAGAATCTCAATAR
TCTAGAATCTAAAGAAATAATAAATAGAAGATTTCTATTTTCATATATAGAGATACAG
AATAGGATTCGATAGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATATCAGTATGTAT
ACGTACGTATTAGGTAGATAAGGTTCTCCTTTTTGTCATTTCGCTAGAAAGATTTTAG
CTACTAACGTAACGTACGTAACGTAGTCAATTTCATTCGTGAGAACAGCTTCCATTGA
GTCTCTGCACCTATCCCTTTTTCTTCTCATTTTCATCGTTTCTTCTTTCAAAACAAAG
ATTTGGC

>8MC_TrnL-F

GGGCTTTTTAGTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACAATTTCAAAATTCGACGGAG
ACTAGAAATTTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTCAAATGGGACTCTCTCTTTATTCT
CGTCCAATTTATCTTCAAAAGATCTATCAAACTCTGGAATGAATCATTTTCTCACTGA
ATATTAGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAGTTGATTCACAATAACTCTTC
CATTTTTCATAGATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATCTAT
AAATATAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATATTCTTTCTTTAGACTTTCTATATAT
ACTTAGACTAATAGATTATCTAAAGATTCTAGAATCTAGAATCTCAATAATCTAGAAT
CTAAAGAAATAATAAATAGAAGATTTATATTTTCATATATAGAGATACAGAATAGGAT
TCGATAGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATATCAGTATGTATACGTACGT
ATTAGGTAGATAAGGTTCTCCTTTTTGTCATTTCGCTAGAAAGATTTTAGCTACTAAC
GTAACGTACGTAACGTAGTCAATTTCATTCGTGAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGC
ACCTATCCCTTTTTCTTCTCATTTTCATCGTTTCTTCTTTCAAAACAAAGATTTGGCT

>10MC_TrnL-F

AAAAAAGAGAATATTAACAAATAACAAATCGGCCCTAGCCCCTGAATTTCTTAGATAT
TTAAAAAGAAGACTTTTTTTGTAAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATGAAAGATTC
AATAACAGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCATATGAAAACAAATGAGATTAG
ATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTCGGATCCATTTGTGAAAAAACAGAGTGAAT
GAAATTAGAACGATATTTCATTTTGTTGAAACTAAGCCACTGATGAAAAAAAAAAAAG
AAAGAGGACGAGGATAAATAAAGAGAAATAAAGAGCGAGGAAGTCAAATGGGCTTTTT
AGTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTCAAAATTCGACGGAGACTAGAAAT
TTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTCAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGTCCAATT
CATCTTCAAAAGATCTATCAAACTCTGGAATGAATCATTTTCTCACTGAATATTAGAA
TTCCATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAGTTGATTCACAATAACTCTTCCATTTTTCA
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TAGATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATCTCTAAATAGAGG
GTTTCTCTAGATCCTTATCTCATATTCTTTCTTTCTACTTTCTAGATATACTTAGACT
AATATATTATCTAAAGAAATAAGAAATAGAAGATTTCTATTTTCATATAGAGAGATAC
AGAATAGGATTCGATAGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATATCAGTATGT
ATACGTACGTATTAGGTAGATAAGGTTATCCTTTTTGTCATTTCGCTAGAAAGATTTT
AGCTACTAACGTAACGTACGTAACGTAGTCAATTTCATTCGTTAGAACAGCTTCCATT
GAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTCTTCTCATTTTCATAGTTTCTTCTTTCAAAACAA
AGATTTGGCTC

>11IMC_TrnL-F
GCTATCCCGACGATTTCCCCCTAGCAGAGTACTTATATCTATGTCAATGAAAAGAACT
AAAAAAGAAAGAGGACGAGGATAAATAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTAGT
GGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTCAAAATTCGACGGATTTTCCTCTTACT
ATAAATTTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGT
CCGATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTCTGGAATGAATCATTTGATCACTGAATA
TTCGAATTCGATCCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCAAT
TTTTCATATATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATATAGAAC
TAGAGGTTTTCTATAGATCCTTATCTCATCTTATTTCTTTAGACTTTCTATATATACT
TAGACTAATAGATTATCTAAATATTCTAGAATATAAATAATCTAGAATATAAAGAAAG
AAGAAATAGAAGAGAAAGAAGAAATAGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTAT
ATCAGTATGTATACGTACGTATTAGATATATAATGTTATCCTTTTTGTCATTTCGATA
GAAAGATTTTAGCTACTAACGTAACGTACGTAACGTAGTCAATTTCATTCGTTAGAAC
AGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTCTTCTCATT

>13MC-TrnL-F
ATCTTTGTTTTGAAAGAAAAACGATAGAAAATGAGAAGAAAAAGGGATAGGTGCAGAG
ACTCAATGGAAGCTGTTCTAACGAATGAAATTGACTACGTTACGTACGTTACGTTAGT
AGCTAAAATCTTTCTATCAAAATGACAAAAAGGATAACCTTATATACCTAATACGTAC
GTATACATACTGATATAGCAAACGATTAATCACAACCCAAATCTTCTATTTCTTCTTT
CTTTAGATTTCTTCTTTCTTTAGATTCTAGATTATCTCTATTCTAGAATAGAGAATAT
TTATCTAATAGATTTAGATAATATATTAGTCTAAGTATCTAAGTATATATAGAAGTCT
AAGCATATATAGACAGTCTAAAGAAATAAGATGAGATAAGGATCTATGGAAACCCTCT
AGTTCTATATTTATATTCTCTATGAATTAGAATGATAGAGATCAAAAACTATATGAAA
AATTGAAGAGTTATTGTGAATCAATTCCAATTGAAGTTGAAAAAAGAATCGAATTCAA
ATATTCAGTGATCAAATGATTCATTCCAGAGTTTGATAGATCTTTTGAAGATTAATCG
GACGAG

>14MC_TrnL-F
GTTGTCGGTATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGTCCGATTAATCTT
CAAAAGATCTATCAAACTCTGGAATGAATCATTTGATCACTGAATATTTGAATTCGAT
TCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCAATTTTTCATATAGT
TTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATATAGAACTAGAGGGTTTCT
ATAGATCCTTATCTCATCTTATTTCTTTAGACTGTCTATATATACTTAGACTTCTATA
TATACTTAGATACTTAGACTAATAGATTATCTAAATCTATTAGATAAATATTCTCTAT
TCTAGAATAGAAATAATCTAGAATCTAAAGAAAGAAGAAATCTAAAGAAAGAAGAAAT
AGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATATCAGTATGTATACGTACGTATTAG
GTATATAAGGTTATCCTTTTTGTCATTTCGATAAAAAGATTTTAGCTACTAACGTAAT
GTACGTAACTTAGTCAATTTCATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTA
TCCCTTTTTCTTCTCATTTTCCATCGTTTCTTCTTTCAAAACAAAGATTTGGCTCAGG
ATTGCCCATTTTTAATTCCAGGGTTTCTCTGAATTGGAAGTTACCACTAGCAGGT

90



>15MC_TrnL-F

AAAAAAGAAAATATTAACAAATCGGCCCTAGCCCCTGAATTTATTAGATATTCAAAAA
TAAGACTCTTTTTGTCAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATGAATGATTAAATAACG
GAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCATATTATACAAAACAAAACAAATGAGATT
GGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTCGGATCCATTTGTGAAAGAACAGAGTGA
ATGAATTTAGAACGATATTTCATTTTGTTGAAACTGAGCCACTGATGAAAAAAAAAAA
GAAAGAGGACGAGGATAAATAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTAGTGGGGAT
AGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTCTTACTATAAAT
TTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGTCCGATT
AATCTTCAAAAGATCTATCAAACTCTGGAATGAATCATTTGATCACTGAATATTTGAA
TTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCAATTTTTCA
TATAGTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATATAGAACTAGAGG
GTTTCTATAGATCCTTATCTCATCTTATTTCTTTAGACTGTCTATATATACTTAGACT
AATATATTAGATAAATATTCTCTATTCTAGAATAGAAATAATCTAGAATCTAAAGAAA
GAAGAAATAGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATATCAGTATGTATACGTA
CGTATTAGGTATATAAGGTTATCCTTTTTGTCATTTCGATAGAAAGATTTTAGCTACT
AACGTAACGTACGTAACGTAGTCAATTTCATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTC
TGCACCTATCCCTTTTTCTTCTCATTTTCCATCGTTTCTTCTTTCAAAACAAAGATTT

>16MC_TrnL-F
CAACTAAAAAAGAAAATATTAACAAATTGGCCCTAGCCCCTGAATTTCTTAGATCTTC
AAAAAGAAGACTTTCTTTGTAAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATGAATGATTCAA
TAACGGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCGTATTATACAAAACAAAAAAATAA
ATGAGATTGGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTTGTATCCTTTTGTGAAAGAA
CAGAGTAAATGAAATTAGAACGATATTTCATTTTGTTTAAACTGAGCCACTGATGAAA
AAAAAAAGAAAGAGGATGAGGATAAAGAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTAT
TGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTCTTAC
TATAAATTTCATTGTTGTCGATATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCG
TCCGATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTTTGGAATGAATCATTTGATCACTGAAT
ATTCGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCCA
TTTTTCATCTATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATGTAGAA
ATAGAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATACTATAATAGGATTCGATATAAGATTTG
GGTTGTGATTAATCGTTTGCTATGTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGTATATAAGG
TTATCCTTTCTGTCATTTCGATAGAAGGGTTTTAGCTACTAACGTAACGTAGTCAATT
TCATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTATTCTCATTT
TCCATCGTTTTTTCTCTCAAAACAAAGATTTGGCTCAGGA

>17MC_TrnL-F

GAAAAAAAAAAAGAAAGAGGATGAGGATAAATAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTT
TTTATTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCT
CTTACTATAAATTTCATTGTTGTCGGCATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTAT
TCTCGTCCGATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTTTGGAATGAATCATTTGATCAC
TGAATATTTGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTC
TTCCATTTTTAATATATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATG
TAGAAATAGAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATACTATAATAGGATTCAATATAAG
ATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATGTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGTATA
TAAGGTTATCCTTTCTGTCATTTCGATAGAAGGGTTTTAGCTACTAACGTAACGTAGT
CAATTTCATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTATTCT
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CATTTTCCATCGTTTTTTCTCTCAAAACAAAGATTTGGCTCAGGATTGCCCCTTTTTA
GTTCCAGGGTTTCTCTGAATTGGAAGTTAT

>18MC_TrnL-F
AACTAAAAAAGAAAATATTAACAAATTGGCCCTAGCCCCTGAATTTCTTAGATCTTCA
AAAAGAAGACTTTCTTTGTAAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATGAATGATTCAAT
AACGGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCGTATTATACAAAACAAAAAAATARA
TGAGATTGGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTTGTATCCTTTTGTGARAGAAC
AGAGTAAATGAAATTAGAACGATATTTCATTTTGTTTAAACTGAGCCACTGATGARAA
AAAAAAGAAAGAGGATGAGGATAAAGAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTATT
GGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTCTTACT
ATAAATTTCATTGTTGTCGATATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGT
CCGATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTTTGGAATGAATCATTTGATCACTGAATA
TTCGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCCAT
TTTTCATCTATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATGTAGAAA
TAGAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATACTATAATAGGATTCGATATAAGATTTGG
GTTGTGATTAATCGTTTGCTATGTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGTATATAAGGT
TATCCTTTCTGTCATTTCGATAGAAGGGTTTTAGCTACTAACGTAACGTAGTCAATTT
CATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTATTCTCATTTT
CCATCGTTTTTTCTCTCAAAACAAAGATTTGGCTCAGGA

>19MC_TrnL-F
CTAAAAAAGAAAATATTAACAAATTGGCCCTAGCCCCTGAATTGCTTAGATCTTCAAA
AAGAATACTTTCTTTGTAAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATGAATGATTCAATAA
CGGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCGTATTATACAAAACAAAAAAATAAATG
AGATTGGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTTGTATCCTTTTGTGAAAGAACAG
AGTAAATGAAATTAGAACGATATTTCATTTTGTTTAAACTGAGCCACTGATGAAAAAA
AAAAGAAAGAGGATGAGGATAAATAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTATTGG
GGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTCTTACTAT
AAATTTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGTCC
GATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTTTGGAATGGATCATTTGATCACTGAATATT
TGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCCATTT
TTCATATATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATGTAGAAATA
GAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATACTATAATAGGATTCAATATAAGATTGGGGT
TGTGATTAATCGTTTGCTATGTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGTATATAAGGTTA
TCCTTTCTGTCATTTCGATAGAAGGGTTTTAGCTACTAACGTAACGTAGTCAATTTCA
TTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTATTCTCATTTTCC
ATCGTTTTTTCTCTCAAAACAAAGATTTGGCT

>20MC_TrnL-F

AGAACTAAAAAAGAAAATATTAACAAATTGGCCCTAGCCCCTGAATTTCTTAGATCTT
CAAAAAGAAGACTTTCTTTGTAAATGTAAGGAAAAAGATATGGACTATGAATGATTCA
ATAACGGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCGTATTATACAAAACAAAAAAATA
AATGAGATTGGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTTGTATCCTTTTGTGAAAGA
ACAGAGTAAATGAAATTAGAACGATATTTCATTTTGTTTAAACTGAGCCACTGATGAA
AAAAAAAAGAAAGAGGATGAGGATAAAGAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTA
TTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTCTTA
CTATAAATTTCATTGTTGTCGATATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTC
GTCCGATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTTTGGAATGAATCATTTGATCACTGAA
TATTCGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTCC
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ATTTTTCATCTATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATGTAGA
AATAGAGGGTTTCTATAGATCCTTATCTCATACTATAATAGGATTCGATATAAGATTT
GGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATGTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGTATATAAG
GTTATCCTTTCTGTCATTTCGATAGAAGGGTTTTAGCTACTAACGTAACGTAGTCAAT
TTCATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTATTCTCATT
TTCCATCGTTTTTTCTCTCAAAACAAAGATTTGGCTC

>21MC_TrnL-F
GAAAAGAACTCAAAAATAAAATCTTAAATCTTAACAAATTGGCCCTAGCCCCTGAATT
TCTTAGATCTTCAAAAAGAAGACTTTCTTTGTAAATGTAAGTAAAAAGATATGGACTA
TGAATGATTAAATAACGGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCGTATTATACAAA
ACAAATGAGATTGGATTGGAAGAAGATATGAGGATTTCTATTCGTATCCATTTGTGTT
GGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTCGTATCCATTTGTGAAAGAACAGAGTGAATGAR
ACGAGAAAGATATTTCATCTTGTTTAAACTGAGCCACTGATGAAAAAAAAGAAAGAGG
ATGAGGATAAATAAAAAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTTCTTGGGGATAGAGGGAC
TTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTATTACTATAAATTTCATTGT
TGTCGGTATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCTCGTCCGATTCTTTTTTC
AACTTCAATTAGAATTGATTCACAATAACTCTTCCATTTTTCATATCTTTTTTGATCT
ATATTCTATATTATTCTAATTAATAGAGAATAGAAATAGAGGGTTTCTATTTTCATAT
ATAGAGATACAGAATAGGATTTGATAGAAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTAT
GTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGCATATAAAGTTATCCTTTCTGTCATTTCGATA
GAAAGATTTTAGCTACTAACGTAACGTAGTCAATTTCATTCGTTAGAACAGCTTCCAT
TGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTATTCTCATTTTCCATCTTTTTTTCTCTCAAAAC
AAGGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTAGTT

>22MC_trnL
AAAAGAACTAAAAAAGAAAATATTAACAAATTGGCCCTAGCCCCTGAATTTCTTAGAT
CTTCAAAAAGAAGACTTTCTTTGTAAATGTAAGGAAAAATATATGGACTATGAATGAT
TCAATAACGGAGATTCCTTGAACATATATGTTCATATCGTATTATACAAAACAAARAAA
ACAAATGAGATTGGATTGGAAGAAGATACGAGGATTTCTATTTGTATCCTTTTGTGAA
AGAACAGAGTAAATTAAATTAGAACGATATTTCATTTTGTTTAAACTGAGCCACTGAT
GAAAAAAAAGAAAGAGGATGAGGATAAATAAAGAGCGAGGAAGTAAAATGGGCTTTTT
ATTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGATTTAAAAATTCGACGGATTTTCCTCTT
ACTATAAATTTCATTGTTGTCGGTATTGACATGTAAAATGGGACTCTCTCTTTATTCT
CGTCCGATTAATCTTCAAAAGATCTATCAAACTTTGGAATGAATCATTTGATCACTGA
ATATTTGAATTCGATTCTTTTTTCAACTTCAATTGGAATTGATTCACAATAACTCTTC
CATTTTTCATATATTTTTTGATCTCTATCATTCTAATTCATAGAGAATAGAAATGTAG
AAATAGAGGATTTCTATAGATCCTTATCTCATACTATAATAATAATAGGATTCAATAT
AAGATTTGGGTTGTGATTAATCGTTTGCTATGTCAGTATGTATACGTACGTATTAGGT
ATATAAGGTTATCCTTTCTGTCATTTCGATAGAAGGGTTTTGGCTACTAACGTAACGT
AGTCAATTTCATTCGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCCTTTTTAT
TCTCATTTTCCATCGTTTTTTCTCTCAAAA

ITS
>1MC ITS

AGCCGCCATCCGTGGATCAACGCTTGGGCTGGGATCATCCGCATGGTATAATCTCCTC
TCTGGCCGGCACGATACATCACAGGCACAATTTTCATCCACCCTTGCTGCTCGTGGCC
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AACGAGACGATCACCAACTCTTAAGCCCGCCGCGCCCGCAGGCACGACGAGCCACTCT
ACACATCCGGCCCTCCCGCATGCACACCCTTCGGGTGGGATGGAGCTGGCACGAAGCA
ACGCAACGCTTGACGCCCAGGCGGACGTGCCCTTGGCCGGCTGGCCTCGGGCGCAACT
TGCGTTCAAATTCTCGATGGTTCGCGGGATTCTGCAATTCGCACCACGTATCGCATTT
CGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCATTGCCGAGAGTCATTTTGAT
CCGTGCGGGGCGCAATAGCACCCCACGCCATCGAACCCGATGCGGGCTCGTGTTTCAT
TGTATTCCCTTGGCGCGTAGCTGCGCCGATTTGAGTTTCAGCTGCCCCTCATCGCGGC
CTGAAAGGAGGCCAAC

>2MC_ITS
GCCCGCATCGGGTTCGATGGCGTGGGGTGCTATTGCGCCCCACACGGATCAAAATGAC
TCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCRAAATGCGATAC
GTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCG
AGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTGCGTTGCTTCGTGCC
AGCCCCATCCCACCCRAAGGGTGTGCATGCGGGAGGGCCGGATGTGCAGAGTGGCTCG
TCGTGCCCGCGGGCGCGGCGGGCTTAAGAGTTGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGAGCA
GCAAGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGATGCATCGTGCCGGCCAGAGAAGAGATTAT
AC

>3MC_ITS
AACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCAAARATATATCGAGCGATTTGGAGAACCTGT
GACTAAGCGATGGCACTAGCCATCGCGTGACAGCCATCCTGGTTGTTGGCCTCCTTTC
AGGCCGCGATGAGGGGCAGCTGAAACTCAAATCGGCGCAGCTACGCGCCAAGGGAATA
CAATGAAACACGAGCCCGCATCGGGTTCGATGGCGTGGGGTGCTATTGCGCCCCGCAC
GGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAG
CGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGAACG
CAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTGC
GTTGCTTCGTGCCAGCTCCATCCCACCCGAAGGGTGTGCATGCGGGAGGGCCGGATGT
GTAGAGTGGCTCGTCGTGCCTGCGGGCGCGGCGGGCTTAAGAGTTGGTGATCGTCTCG
TTGGCCACGAGCAGCAAGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGATGTATCGTGCCGGCCA
GAGAGGAGATTATACCATGCGGATGATCCCAGCCCAAGCGTTGATCCACGGAT

>4MC ITS
TTGAGGCCGCGATGAGGGGCAGCTGAAACTCAAATCGGCGCAGCTACGCGCCAAGGGA
ATACAATGAAACACGAGCCCGCATTGGGTTCGATGGCGTGGGGTGCTATAGCGCCCCG
CACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCG
CAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGA
ACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGT
TACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCCACCCGAAGGGTGTGCATGCGGGAGGGTCGGA
TGTGTAGAATGGCTCGTCGTGCCCCCGGGCGTGGCGGGCTAAAGAGTTGGTGATCATC
TCGTTGGCCACGAGCAGCAAGGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGATGTATCGTGGCG
GCCAGAGAAGAGATTATACCATG

>5MC_ITS

TGTTGGCCTCGTTGAGGCCACGATTAGGGGCAGCTGAAACTCAAATCGGCGCAGCTAC
GCGCCAAGGTAATACAATGAAACACGAGCCCGCATCGGGTTCGATGGCGTGGGGTGCT
ATAGCGCCCCGCACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATC
GATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCAT
CGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGG
GCGTCAAGCGTTACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCCACCCGAAGGGTGTGCATGCG
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GGAGGGTCGGATGTGTAGAATGGCTCGTCGTGCCCCCGGGCGTGGCGGGCTAAAGAGT
TGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGAGCAGCAAGGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGAT
GTATCGTGGCGGCCAGAGAAGAGATTATATACC

>6MC ITS
GCGCAGCTACGCGCCAAGGTAATACAATGAAACACGAGCCCGCATCGGGTTCGATGGC
GTGGGGTGCTATAGCGCCCCGCACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGG
CTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCC
CGCGAACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCAL
GTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCCACCCAAAGGG
TGTGCATGCGGGAGGTCGGATGTGTAGAATGGCTCGTCGTGCCCCCGGGCGTGGCGGEG
CTAAAGAGTTGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGAGCA

>7MC_ITS1
TGGCCTCTTTGAGGCCGCGATGAGGGGAAGCTGAAACTCAAATCGGCGCAGCTACGCG
CCAAGGGAATACAATGAAACACGAGCCCGCATCGGGTTCGATGGCGTGGGGTGCTATA
GCGCCCCGCACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT
GAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGA
GAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGLCG
TCAAGCGTTACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCCACCCGAAGGGTGTGCATGCGTGA
GGGTCGGATGTGTAGAGTGGCTCGTCGTGCCCTCGGGCGCGACGGGCTTAAGAGTTGG
TGATCGTCTCGTAGGCCACGAGCAGCAAGGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGATGTA
TCGTGGCGGCCAGAGAAGAGATTATACCATACAGATGATCCCAGCCCGAGCGTCGATC
CATAGATGGCGGCTTGGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCTGAGTTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAA

>8MC_ITS
CAATCCTGGTTGTTGGCCTCGTTGAGGCCGCGATGAGGGGCAGCTGAAACTCAAATCG
GCGCAGCTACGCGCCAAGGTAATACAATGAAACACGAGCCCGCATCGGGTTCGATGGC
GTGGGGTGCTATAGCGCCCCGCACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGG
CTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCC
CGCGAACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCGAGGGCAC
GTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCCACCCAAAGGG
TGTGCATGCGGGAGGTCGGATGTGTAGAATGGCTCGTCGTGCCCCCGGGCGTGGCGGG
CTAAAGAGTTGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGAGCAGCAAGGGGTGGATGAAAATTGT
GCCTGTGATGTATCGTGGCGGCCAGAGAAGAGATTATACCATGCAGATGATCCCAGCC
CAAGCGTTGATCC

>9MC ITS
ACTCAAATCGGCGCAGCTACGCGCCAAGGGAATACAACGAAACACGAGCCCGCATCGG
GTTCGATGGCGTGGGGTGCTATAGCGCCTCGCACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATG
GATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAAT
TGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGG
CCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCC
ACCCGAAGGGTGTGCATGCGGGAGGGTCGGATGTGCAGAGTGGCTCGTCGTGCCCTCG
GGCGCGACGGGCTTAAGAG

>10MC ITS

TTGTTGGCCTCGTTGAGGCCACGATTAGGGGCAGCTGAAACTCAAATCGGCGCAGCTA
CGCGCCAAGGTAATACAATGAAACACGAGCCCGCATCGGGTTCGATGGCGTGGGGTGC
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TATAGCGCCCCGCACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCAT
CGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCA
TCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTG
GGCGTCAAGCGTTACGTTGCTCCGTGCCATCTCCATCCCACCCGAAGGGTGTGCATGC
GGGAGGGTCGGATGTGTAGAATGGCTCGTCGTGCCCCCGGGCGTGGCGGGCTAAAGAG
TTGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGAGCAGCAAGGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGA
TGTATCGTGGCGGCCAGAGAAGAGATTATATACCATGCAGATGATCCCAGCCCAAGCG
TCGATCCAGGATGGCGGCTTGAATG

>12MC ITS
TCATTGTCGAGACCGAATATATCGAGCGATTCAGAGAACCCGTGAACGAGCGATGGCA
CTTGCCGTCGCGTACATTCGTCCCTGTTGTCGGCCTTATCGTGGCCATGATGGGGGCG
GATAAAACTCAAACCGGCGCAGCTACGCGCCAAGGCAATGCAAATAGACACGAGCCCG
CATCGGGTTTGGTGGCGTGGAGTGCTTCTGCACACCACACGGATCAAAATGACTCTCG
GCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGT
GCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCC
AGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTGCGTCGCTCCGTGCTAGCTC
CATCCCACCTGACTGGTGTGCATGGAGACGGCCGGATGTGCAGAGTGGCTCGTCGTTC
CCACGGGTGCGACGGGCTGAAGAGCGGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGAACAACAAGG
GGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGTTGTATCGTGTCGACATGAGAAGAGATCATACCCT
GCGGATGATCCCAACCCAAGCGTTATTCCACGGATGGCGGCTTGGAATGCGACCCC

>13MC ITS
TGCGGAAGGATCATTGTCGAGACCGAATATATCGAGCGATTCAGAGAACCCGTGAACG
AGCGATGGCACTTGCTGTCGCGTACATTCGTCCCTGTTGTCGGCCTCATCGTGGCCAT
GATGGGGGCGGATAAAACTCAAACCGGCGCAGCTACGCGCCAAGGCAATGCAAATAGA
CACGAGCCCGCATCGGGTTTGGTGGCGTGGAGTGCTTCTGCACACCACACGATCAAAA
TGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCG
ATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCG
CCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTTGCGTCGCTCCG
TGCTAGCTCCATCCCACCTGACTGGTGTGCATGGAGACGGCCGGATGTGCAGAGTGGC
TCGTCGTTCCCACGGGTGCGACGGGCTGAAGAGCGGGTGATCGTCTCGTTGGCCACGA
ACAACAAGGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGTTGTATCGTGTCGACATGAGAAGAGA
TCATACCCTGCGGATGATCCCAACCCAAGCGTTATTCCACGGATGGCGGCTTGGAATG
CGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGCTGA

>14MC ITS
TCGTGGCCATGATGGGGGCGGATAAAACTCAAACCGGCGCAGCTACGCGCCAAGGCAA
TGCAAATAGACACGAGCCCGCATCGGGTTTGGTGGCGTGGAGTGCTTCTGCACACCAL
ACGGATCAAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAGCGC
AGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGAATTTGAA
CGCAAGTTGCGCCCGAGGCCAGCCGGCCAAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCAAGCGTT
GCGTCGCTCCGTGCTAGCTCCATCCCACCTGACTGGTGTGCATGGAGACGGCCGGATG
TGCAGAGTGGCTCGTCGTTCCCACGGGTGCGACGGGCTGAAGAGCGGGTGATCGTCTC
GTTGGCCACGAACAACAAGGGGTGGATGAAAATTGTGCCTGTGTTGTATCGTGTCGAC
ATGAGAAGAGATCATACCCTGCGGATGATCCCAACCCAAGCGTTATTCCACGGATGGC
GGCTTGGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCC

>20MC_ITS
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GGCCTCATCTTCATCGGGGGGCCATGGCGAAGGGGCGGATGAAAACACAAACCGGCGL
AGTTACGCGCCAAGGGAATATTGAAAAACATGAGCCCTATATTGGGTTTTATGGCATG
GGGTGTTGTTGCACGCCATGCGGTTGACATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCT
CGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACGTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGCG
AACCATCGAGAATTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCCATCCGGCCAAGGGCACGTCC
GCCTGGGCGTCAAGCGTCGCGTCGCTCCGTGCCAACTCCAACCCACCCAACGGGTGCG
TCGGTCGAGGCCCGGATGTGCAGAGTGGCCCGTCGTGCCCGTCGGTGCGACGGGCTGA
AGAGTGGGTCATCATCTCATCGGCCACGAACAGCAAGGGGTGGATGAAAGTTGTGCCT
GTGCTGCGTCGTGCCGGCCCGAGAAGAGATCATACCTTCCAGGTGATCCCAACCCATG
CGCCGTTCCACGGGCGGCGGCTTGGAATGCGACCCCAGGATGGGCGAGGCCACCCGLC
GAGTTTAAGCATAT
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