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Resumen:

Los codigos de barras genéticos consisten en secuencias cortas y estandarizadas de DNA que
permiten la identificacion de las especies de organismos conocidas y el descubrimiento de
especies desconocidas. A diferencia de muchos animales (y otros eucariontes) para los que el
gen mitocondrial CO1 es facil de secuenciar y altamente informativo, las plantas terrestres
presentan problemas particulares para la seleccion de un cédigo de barras. Esto se debe a la
baja tasa de substitucion y la frecuencia de rearreglos del genoma mitocondrial. También existen
problemas debidos a poliploidia y paralogia en los genes nucleares. Aunque existe consenso en
gue el genoma del cloroplasto es la fuente mas prometedora de cédigos de barras genéticos para
plantas, la tasa de evolucién relativamente baja de muchos genes de plastidos hace necesaria la
concatenacion de varias secuencias para incrementar la resolucion. En este proyecto se
generaran codigos de barras de DNA de cloroplasto de 319 ejemplares de c. 170 especies
pertenecientes a nueve familias de plantas vasculares de gran relevancia bioldgica, ecolégica,
econbmica y cultural en Meéxico, incluyendo Agavaceae, Cactaceae, Crassulaceae,
Cupressaceae, Orchidaceae, Pinaceae, Podocarpaceae y Taxaceae. En la seleccion de los
grupos de estudio se priorizaron los taxones listados en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
ECOL-2001. Los codigos propuestos consistirAn de secuencias concatenadas de cuatro regiones
en total. Candidatos por evaluar incluyen las regiones codificantes de los genes matK, rbcL y
rpoC1, y los espaciadores intergénicos trnH-psbA, psbK-psbl y dos mas hipervariables por definir
en el curso de este estudio.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
0 la descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacion adicional
sobre ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** E| usuario tiene la obligacién, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de
obras individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacién. En su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacién complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.


mailto:dgernandt@ibiologia.unam.mx
http://www.conabio.gob.mx/

Informe Final del Proyecto GE021: Codigo de barras genético de cinco grupos criticos de
la flora de México.

Autores:
David Gernandt, Gerardo Salazar, Francisco Vergara, Salvador Arias, Victoria Sosa, Abisali
Garcia, Jeronimo Reyes, Lidia Cabrera y Patricia Rosas.

Instituciones:

Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de México, Apartado Postal 70-367,
Coyoacan 04510, México, D.F.

Instituto de Ecologia, A.C., Apartado Postal 63, 91000 Xalapa, Veracruz.

Responsable:

Dr. David Gernandt, Investigador

Departamento de Boténica, Instituto de Biologia, UNAM.
Tel.: 55-5622-9080

Fax: 55-5550-1760

Correo electronico: dgernandt@ibiologia.unam.mx

Palabras clave: Agavaceae, Cactaceae, codigo de barras genético, Coniferales, Crassulaceae,
DNA de cloroplasto, identificacion, NOM-059-ECOL-2001, Orchidaceae.

CLAVE CONABIO: GE021
Monto de financiamiento: $441,500.00

Duracion del proyecto: 12 meses, 28 de noviembre del 2008 al 27 de noviembre al 2009


mailto:dgernandt@ibiologia.unam.mx

Resumen

Los cddigos de barras genéticos consisten en secuencias cortas y estandarizadas de
DNA que permiten la identificacion de las especies de organismos conocidas y pueden ser
auxiliares en el descubrimiento de especies desconocidas. En plantas, la basqueda de un
codigo de barras estandar ha sido larga y polémica. Estas dificultades se debieron a la baja
tasa de sustitucion en el DNA mitocondrial y la falta de un marcador de uso universal
proveniente del nicleo. En el afio 2009, los fragmentos parciales de los genes de cloroplasto
matK y rbcL fueron elegidos como el codigo de barras estandar para plantas terrestres. En
este proyecto evaluamos la variabilidad y aceptabilidad de estas dos regiones codificantes, en
combinacion con los espaciadores intergenicos trnH-psbA, psbK-psbl, trnL-trnF, trnS-trnG y
rpL32-trnL. Se generaron codigos de barras estandares para 399 ejemplares de c. 220
especies, pertenecientes a cinco grupos (ocho familias) de plantas vasculares de gran
relevancia bioldgica, ecoldgica, econémica y cultural en México: Agavaceae, Cactaceae,
Crassulaceae, Orchidaceae, y Coniferales (Cupressaceae, Pinaceae, Podocarpaceae y
Taxaceae). En la seleccion de los grupos de estudio se priorizaron los taxones listados en la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001. Para cada familia se eligieron cinco
especies distantemente relacionadas y dos pares de especies hermanas (con Pinaceae como
representante de las Coniferales). EI mayor éxito de amplificacion se obtuvo con rbcL. En
cambio, no logramos amplificacién de matK en las coniferas con los oligonucleotidos
estandares, por lo que fue necesario probar cuatro combinaciones diferentes. La
amplificacion de la region no codificante trnS-G fue exitosa, pero en algunos casos los
cromatogramas fueron demasiado cortos y no se empalmaron. En el caso de rpL32-trnL para
Cactaceae y Coniferas tampoco fue exitosa la amplificacion en su totalidad y esa region fue
descartada como codigo de barras complementario para los grupos estudiados. Fue posible
distinguir 8 de 9 pares de especies con matK y rbcL. Se recomienda permitir el uso de uno o
dos marcadores suplementarios en conjunto con rbcL y matK, seguir evaluando el desempefio
de rbcL y matK en comparacion con otros marcadores como trnH-psbA, promover el
resguardo de DNA gendmico, y promover el muestreo de multiples individuos por especie.



Introduccion

Los cddigos de barras genéticos consisten de secuencias cortas y estandarizadas de DNA que
permiten la identificacion de las especies de organismos conocidas y el descubrimiento de
especies desconocidas (Hebert et al. 2003a, b; Hebert et al. 2004). Las plantas terrestres han
presentado problemas particulares para la seleccion de un codigo de barras (Chase et al.
2005), y recientemente se ha discutido hasta qué punto es intrinsecamente mas dificil
establecer codigos de barras en plantas que en otros grupos taxonémicos (Fazekas et al.
2009). Durante varios afios han existido dudas acerca de si el cloroplasto presenta suficiente
variacion para distinguir entre especies hermanas; en funcion de lo anterior, la seleccién de
un marcador estdndar para todas las plantas ha sido mucho més lenta que en muchos animales
(y otros eucariontes), donde se ha escogido emplear un fragmento del gen mitocondrial para
la citocromo oxidasa 1 (COL1), que es fécil de secuenciar y altamente informativo (Hebert et
al. 2003a, b). Hasta hace muy poco tiempo, no se habia alcanzado un acuerdo internacional
con respecto al marcador o marcadores universales para plantas, pero las regiones propuestas
ya se habian reducido a un pequefio nimero, unas de ellas codificantes y otras no
codificantes, dentro del genoma del cloroplasto (ver, por ejemplo, Fazekas et al. 2008; Ford
et al. 2009)*. La propuesta de consenso recientemente publicada (CBOL Plant Working
Group 2009) recomienda el uso de un cédigo de barras estaindar o medular (‘core barcode’)
compuesto por porciones de las regiones codificantes matK y rbcL, que puede ser
complementado por uno 0 méas de un grupo de tres espaciadores intergénicos (trnH-psbA,
atpF-atpH y psbK-psbl). A excepcidn de atpF-H, todas las demas regiones consideradas por
la comunidad internacional han sido incluidas en nuestro proyecto.

La publicacion de la propuesta internacional de consenso para los codigos de barras
de plantas implica su uso generalizado. Sin embargo, sigue siendo importante destacar que
para las siete regiones del cloroplasto que investigamos aqui, ya sea como codigos de barras
estandar o bien como marcadores complementarios, se busco la satisfaccion de criterios
también reconocidos internacionalmente como indicadores de lo que representa un ‘buen’
codigo de barras. Estos criterios son: (1) la facilidad de amplificarlas y secuenciarlas en
plantas mexicanas; (2) la presencia de un nivel de variacion adecuada; y (3) si especies
estrechamente relacionadas comparten polimorfismos ancestrales. Estos tres criterios son
equivalentes y/o complementarios a los tres criterios declarados por el CBOL Plant Working
Group (2009): universalidad, calidad de las secuencias y discriminacion de especies.

Para este estudio fueron seleccionadas familias de plantas vasculares de gran
importancia para México que ademas incluyen especies en alguna categoria de riesgo listados
en la NOM-059-ECOL-2001 (SEMARNAT 2002). Fueron consideradas cuatro familias de
plantas con flores: Agavaceae, Cactaceae, Crassulaceae y Orchidaceae, asi como las cuatro
familias de coniferas representadas en el pais (Cupressaceae, Podocarpaceae, Pinaceae y
Taxaceae).

El disefio experimental del presente proyecto incluye tres fases, orientadas a (1)

'Otro aspecto del cloroplasto en particular, y probablemente el genoma en general
para plantas, es que muchos marcadores presentan tasas de coalescencia mas lenta que la tasa
de especiacion y como resultado especies estrechamente relacionadas pueden compartir
polimorfismo ancestral.



evaluar la factibilidad de amplificar, secuenciar y alinear siete marcadores entre grupos; (2)
distinguir entre especies estrechamente relacionadas, con énfasis en especies ubicadas en
alguna categoria de riesgo; y 3) evaluar si agregar uno o dos marcadores complementarios al
codigo de barra estandar permite y/o mejora la discriminacion entre especies.

Materiales y Métodos

Muestreo taxonoémico
Un total de 399 ejemplares pertenecientes a c. 220 especies, 75 géneros y 9 familias de
plantas vasculares fueron analizados en este estudio (Apéndice 1). En la seleccién de los
grupos de estudio se priorizaron los taxones listados en la Norma Oficial Mexicana NOM-
059-ECOL-2001 (SEMARNAT 2002).

La mayor parte de los ejemplares incluidos estaban disponibles en las colecciones
vivas del Jardin Botanico del Instituto de Biologia, UNAM, el Jardin Botanico Francisco J.
Clavijero del Instituto de Ecologia, A.C. de Xalapa, Veracruz y el invernadero del Herbario
AMO, Ciudad de México. Material complementario fue obtenido durante tres viajes de
campo al estado de Oaxaca.

Extracciones de DNA

Se llevo a cabo la extraccion con CTAB generalmente a partir de fragmentos de tejido fresco
o0 secado en gel de silice (Doyle y Doyle 1987). Solamente en el caso de dos especies de
Orchidaceae (Eurystyles auriculata y Galeoglossum thysanochilum) la extraccion de DNA se
efectud a partir de ejemplares de herbario.

Amplificacién

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs, en inglés) se llevaron a cabo en volimenes
de 25 uL. Cada reaccion tuvo los siguientes volimenes: 0.5 uL de DNA gendmico (c. 10-100
ng), 2.5 uL de 10x buffer, 1.0 uL de 10x BSA (0.4%), 1.0 uL de 1.0 mM de cloruro de
magnesio, 0.5 uL de 0.1 mM dNTP, 0.25 uL de 0.1 mM de cada primer y 0.125 pL de 0.625
U/uL de Platinum Tag. Todos los reactivos empleados provinieron de la compafiia
Invitrogen.

Las condiciones para amplificar la region codificante matK fueron: 94°C, 2 min;
30x(94°C, 30 s; 48°C, 40's; 72°C, 40 s); 72°C, 5 min. Para las angiospermas se uso la
siguiente pareja de primers: matKk_3F_KIM _f(CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG) y
matKk_1R_KIM_R (ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC). Esta combinacion de
primers amplifica una regién de 850 pb, pero las reacciones en Coniferales fallaron. En vista
de lo anterior, en este grupo probamos varias combinaciones alternativas de primers. La
combinacion que amplifico Pinaceae fue matK_F_(Equisetum)
(ATACCCCATTTTATTCATCC) y matK_2F R (CGTACTTTTATGTTTACAGGCTAA,;
Wang et al. 1999), los cuales amplifican la misma region. En Cupressaceae, Podocarpaceae y
Taxaceae, la combinacion que mejor amplifico fue matK_NY552_F
(CTGGATYCAAGATGCTCCTT; D. Little, com. pers.) y matK_R_(Equisetum)
(GTACTTTTATGTTTACGAGC).

Las condiciones para amplificar la region codificante rbcL fueron: 94°C, 2 min;
29x(94°C, 1 min; 48°C, 1 min; 72°C, 2.5 min); 72°C, 7 min. Fue posible usar un solo juego




de primers: rbcLa_f (ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC) y rbcLa_Rev
(GTAAAATCAAGTCCACCRCG). Esta combinacion de primers amplifica una regién de
553 pb, lo cual tiene la ventaja de permitir la amplificacion de DNA degradado, pero la
lectura es mucho mas corta de lo deseable para la elaboracion de una biblioteca de referencia.
Entonces, también probamos el primer rbcLa_f con otro primer, rbcLajf 634R
(GAAACGGTCTCTCCAACGCAT). Este par amplifica una region de 609 pb.

Las condiciones para amplificar los espaciadores trnH-psbA, trnL-trnF, psbK-psbl,
trnS-trnG y rpL32-trnL fueron: 94°C, 2 min; 29x(94°C, 30 s; 52°C, 30 s; 72°C, 1 min); 72°C,
7 min. Para trnH-psbA se usaron los mismos primers para todos los grupos: trnH
(CGCGCATGGTGGATTCACAATCC) y psbhA (GTAAAATCAAGTCCACCRCG). Para
trnL-trnF se usaron los mismos primers para la mayoria de los grupos: trnL_Taberlet C
(CGAAATCGGTAGACGCTACG) y trnL_Taberlet F (ATTTGAACTGGTGACACGAG).
En algunos casos se usaron los primers internos Bellstedt C,
(GGATAGGTGCAGAGACTCAAT), trnL_Taberlet_ D (GGGGATAGAGGGACTTGA) y
trnL_Taberlet E (GGTTCAAGTCCCTCTATCCC). Para psbK-psbl se usaron los mismos
primers para todos los grupos: psbK (TTAGCCTTTGTTTGGCAAG) y psbl-F
(AGAGTTTGAGAGTAAGCAT). Para trnS-trnG se usaron los mismos primers para todos
los grupos: trnS (AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT) y trnG2S
(TTTTACCACTAAACTATACCCGC). Para rpL32-trnL se usaron los mismos primers para
todos los grupos: trnL(UAG) (CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT) y rpL32-F
(CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC).

Secuenciacion

La secuenciacién automtizada fue llevada a cabo en su mayor parte en la High-Throughput
Genomics Unit, University of Washington, Seattle, EEUU y en menor proporcion en el
Biodiversity Institute of Ontario, University of Guelph, Canada.

Ensamblaje, edicion de cromatogramas y alineacion de secuencias

Los cromatogramas en formato ABI fueron manipulados con el programa Sequencher 4.8
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA) para su ensamblaje y la simultanea
verificacion manual de los estados de caracter (A, C, G o T) en las secuencias de nucleétidos.
Las secuencias ya editadas fueron subsecuentemente alineadas en BioEdit 7.0.9 (Hall, 1999),
a través de su implementacion del algoritmo de alineacién maltiple del programa MAFFT v.
6 (Katoh, et al. 2009). Las matrices concatenadas de marcadores fueron ensambladas para
cada familia por separado en Mesquite (Maddison y Maddison 2009).

Analisis de los datos para la primera fase

La primera fase consistié en secuenciar las siete regiones de DNA para cinco especies
distantemente relacionadas entre si, de cinco familias elegidas en el estudio (con Pinaceae
como representante de las Coniferales). Este experimento tuvo la finalidad de evaluar la
probable ‘universalidad’ y la facilidad de amplificacion de cada region a partir de primers
estandar. Por cada marcador se comparo el grado de éxito de PCR y secuenciacion, la calidad
de las secuencias obtenidas (comparando el porcentaje de traslape de la lectura “forward” y
“reverse”), la variacion en longitud de las secuencias obtenidas, la facilidad de alinear las
secuencias sin ambigledad adentro de y entre familias, y el nimero de sitios variables. La
longitud de cada secuencia fue determinada en BioEdit mientras que el niUmero de sitios



variables (sitios potencialmente informativos, “PICs” en inglés) en las alineaciones fue la
suma de los sitios de los caracteres no-informativos (“singletons”) y los caracteres
informativos, obtenidos en PAUP* (Swofford 2002).

Analisis de los datos para la segunda fase

En la segunda fase se comparo el poder de discriminacién entre dos pares de especies
cercanamente relacionadas por familia. Los pares de especies fueron elegidos con base en
informacidn previa, principalmente por similitud morfolégica. En algunos casos, las especies
elegidas habian sido incluidas previamente en estudios filogenéticos moleculares previos,
como en Galeoglossum (Orchidaceae; Salazar et al. 2009); para Pinaceae se contaba con
andlisis de DNA del cloroplasto (Gernandt et al. 2003), mientras que para Cactaceae se
utilizé una filogenia realizada para la tribu Cacteae (Butterworth et al. 2002), donde se
ubican las especies seleccionadas para esta fase. Para las familias Cactaceae, Crassulaceae,
Orchidaceae y Pinaceae se incluyeron entre dos y cuatro ejemplares por especie mientras en
Agavaceae solo disponia de un ejemplar por especie. En el caso de Orchidaceae,
adicionalmente fueron comparadas dos especies previamente conocidas del género
Galeoglossum (Salazar 2009) entre si y con una especie adicional aln no descrita
formalmente pero claramente distinguible de ambas por caracteristicas morfolégicas (G. A.
Salazar et al., datos no publicados; Tabla 5).

Se llevaron a cabo andlisis de parsimonia para cada familia mediante busquedas
branch-and-bound en PAUP* (con inserciones y deleciones tratadas como datos faltantes) y
los arboles fueron guardados junto con sus longitudes de ramas (como filogramas). Los
arboles fueron arraigados y dibujados en FigTree (Rambaut 2009) y en Adobe Illustrator
CS2.

Analisis de los datos para la tercera fase

En la tercera fase, para todos los ejemplares se intent6 secuenciar el codigo de barras estandar
(rbcL + matK). Las secuencias fueron alineadas en MAFFT y se efectuaron analisis de
parsimonia de rbcL y matK separadamente y en combinacion usando el programa PAUP*. Se
efectuaron busquedas heuristicas con 10 réplicas aleatorias de adicidn de taxa, intercambio de
ramas con método mas intensivo (‘Tree bisection-reconnection’, o TBR), guardando hasta 10
arboles mas cortos por réplica. Se selecciond al azar uno de los cladogramas més
parsimoniosos de cada analisis y se calcularon los arboles de consenso estricto.

Resultados

Fase 1: facilidad de secuenciacion, alineacion y niveles de variabilidad entre y dentro de
familias.

Se incluyeron cinco especies distantemente emparentadas para cada una de cinco familias
(Tabla 1). De los siete marcadores utilizados, la amplificacién y secuenciacién fueron
exitosas en las cinco especies para cinco marcadores. EI ordenamiento con respecto al
namero relativo de amplificaciones fallidas es rpL32-trnL > trnS-trnG > matK > trnH-psbA >
trnL-trnF > rbcL. La amplificacion y secuenciacion fueron notablemente mas consistentes
para rbcL en todas las familias en comparacion con los otros marcadores. Fue necesario usar
tres combinaciones diferentes de primers para matK, y aun asi el género Juniperus no logré
secuenciar con uno de los pares de primers. Para esta fase, no logramos una secuenciacion



satisfactoria para trnS-trnG en Cactaceae, y para el caso de rpL32-trnL en Cactaceae (una
especie) y Pinaceae la amplificacion no fue completamente exitosa. Por esta razon, éstas
terminales fueron excluidas de algunos de los anélisis subsecuentes. En todos estos casos, la
explicacion mas plausible pareciera ser la ineficiencia de los primers para dichos grupos en
particular, posiblemente debida a mutaciones en los sitios de adhesion (‘annealing’) de los
primers ensayados.

Tabla 1. Muestreo y éxito de PCR y secuenciacion en la fase 1. Secuencias generadas en
“forward” y “reverse” estan indicadas con un asterisco. NA= no amplificd, NS= no secuencio

matK | rbcL | trnH- | trnL- psbK- | rpL32- | trnS-
psbA | trnF pshl trnL trnG
Agavaceae Agave bracteosa * * * * * * NA
Agave parviflora * * * * * * NA
Furcraea parmentieri * * * * * * NA
Manfreda nanchititlensis * * * * * * NA
Yucca lacandonica * * * * * * NA
Cactaceae Ariocarpus agavoides * * * * * * *
Echinocactus parryi * * * * * * *
Mammillaria dixanthocentron * * * * * * *
Pelecyphora strobiliformis * * * * * NS *
Thelocactus hastifer * * * * * * *
Crassulaceae | Sedum platyphyllum * * * * * * *
Sedum frutescens * * * * * * *
Echeveria moranii * * * * * *
Echeveria amphoralis * * * * * *
Graptopetalum macdougallii * * * * * * *
Orchidaceae Epidendrum dorsocarinatum * * * * * * *
Galeandra greenwoodiana * * * * * * *
Mexipedium xerophyticum * * * * * * *
Plectrophora alata * * * * * * *
Pseudogoodyeroides * * * * * NA *
Pinaceae Abies hidalgensis * * * * * NS *
Pseudotsuga menziesii * * * * * NA *
Picea chihuahuana * * * * * NS *
Pinus radiata * * * * * NS *
Pinus nelsonii * * * * * NS *

La longitud de los marcadores afecto el ensamblaje de las lecturas bidireccionales de
secuencias. La maxima longitud de las lecturas realizadas en la Universidad de Washington
fue de 700-800 pares de bases. Como consecuencia, solamente los dos marcadores mas cortos
(rbcL, con una longitud de 553 pb y psbK-psbl con una longitud de 306-514 pb) alcanzaron
100% de cobertura en las dos direcciones, mientras los otros marcadores sobrepasaron esta
longitud, al menos en algunas familias (Tabla 2). Las cuatro regiones no codificantes
mostraron un mayor grado de variacion de longitud comparado con las dos regiones
codificantes (Figura 1). La cobertura en ambos sentidos fue mayor de 70% para los




marcadores trnH-psbA y matK, mientras que fue menor para trnL-trnF y para trnS-trnG.

Para trnL-trnF muchas especies tuvieron un “simple sequence repeat” (SSR) de poli-
AJT con suficiente longitud (>11 bases) para desfasar la lectura de la scuencia y en muchos
casos no permitid ningun traslape entre los primers forward y reverse. También se observaron
inversiones y duplicaciones en los espaciadores trnS-trnG y trnH-psbA que dificultaron la
alineacion entre y dentro de las familias.

Tabla 2. Rango de longitud de cada region por familia (p.b.). Familias no representadas por
cinco taxa estan indicadas con un asterisco (*).

rbcL matK trnHpsbA trnLF psbKpsbl trnStrnG rpL32trnL
Agav 553 861 613-639 1190-1213 430-440 716-724 *
Cact 553 833 376-382 770-1037 450-480 1486* *

Cras 553 791-794 239-246 555-877 409-430 1354-1407  644-653
Orch 553 790 772-1014 999-1074 306-514 1025-1448  605-973
Pina 553 813 505-636 879-916 506-512 735-910 *

Prom 553 818.1 540.4 978.5 453.08 1072.9 731.7

Las regiones con mas sitios variables fueron los espaciadores més largos, trnS-trnG y
trnL-trnF. Las regiones codificantes tuvieron menos sitios variables. Considerando las cinco
familias en conjunto, el ordenamiento fue trnS-trnG > trnL-trnF > trnH-psbA > matK >
rpL32-trnL > rbcL. El espaciador rpL32-trnL recibi6 una calificacion baja entre familias
porque le fue asignada la calificacion méas baja en las familias donde no logramos obtener
secuencias (Tabla 3).

Bajo nuestro esquema de evaluacion a priori de cada marcador, el mejor de ellos fue
rbcL (a pesar de su baja variabilidad) debido a sus otras propiedades favorables como
consistencia en la amplificacion, facilidad en alineacién adentro y entre familias, y su
longitud. En segundo lugar quedaron empatadas trnH-psbA, trnL-trnF y psbK-psbl. El
segundo marcador codificante, matK, quedd un punto atras, sobre todo por ser un poco larga
para la secuenciacion Sanger utilizada en este trabajo y por requerir tres juegos de primers
para su amplificacion y secuenciacién (Tabla 4).

Tabla 3. Calificacion de cada region con respecto a sitios variables. Las regiones con los
valores menores son las mas variables.

rbcL  matK trnHpsbA

—

rnLF psbKI trnSG rplL32trnL

Agavaceae 6 4 3 1 5 2 7
Cactaceae 6 5 3 1 4 2 7
Crassulaceae 7 25 4 6 5 1 2.5
Orchidaceae 7 5 6 2 4 1 3
Pinaceae 6 3 2 4 5 1 7
Suma 32 195 18 14 23 7 26.5



Tabla 4. Calificacion de cada region que considera universalidad, calidad, y variacion
adecuada. Valores menores indican calificaciones mejores. Pardmetros para medir en cada
marcador: Calidad de secuencias: 1 = 1 par de primers funciona en todos los grupos y resulta
en 100% sobrelape, 2 = 2 pares de primers funcionan en todos los grupos o alcanza < de 90%
sobrelape, 3 = Se requiere >2 pares de primers 0 alcanza < de 50% sobrelape.

Numero total de pares de primers necesarios para amplificar los cinco grupos. Longitud de la
region amplificada: 1= 350-700 pb, 2= <350 0 >700 pb. Calidad de alineacién adentro del
grupo: 1 = 90% de la secuencia alineada sin ambiguedad, 2 = 90-50% de la secuencia
alineada sin ambiguiedad, 3 = menos de 50% alineada sin ambigliedad. Calidad de alineacion
entre los 5 grupos: 1 = 90% de la secuencia alineada sin ambigtedad, 2 = 90-50% de la
secuencia alineada sin ambigtiedad, 3 = menos de 50% de la secuencia alineada sin
ambigledad. Sitios variables por marcador y por grupo: 1 = dos marcadores que presentan el
namero mayor de sitios variables, 2 = dos marcadores que ocupan el 3er y el 4to lugar, 3 =
los marcadores menos variables.

rbcL matK trnHpsbA trnLF psbKpsbl trnStrnG rpL32trnL
3 2 1 2
2

Calidad de sec 1
Longitud 1
Alineacion adentro 1
Alineacion entre 1
Calificacion PICs 3
Suma 7
Lugar 1

1
3
1
2
1
8
2
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Fase 2: discriminacion entre especies estrechamente relacionadas.

El éxito en la secuenciacon bidireccional en esta fase del proyecto se muestra en Tabla 5. De
los nueve pares de especies en cinco familias evaluadas, fue posible distinguir entre ocho de
ellas (89%) con matK y rbcL (Figura 3). De las 14 especies representadas por >1 ejemplar, 12
(86%) formaron grupos monofiléticos al menos en uno de los arboles méas parsimoniosos
(AMPs). Una especie, Echeveria setosa, incluyé un ejemplar que se agrupd con su especie
par, E. longissima. Sin embargo, la secuencia fue distinta al compararla con las tres
secuencias provenientes de los ejemplares de E. longissima. Al agregar mas marcadores no
hubo mejora en el porcentaje de grupos monofiléticos, pero si hubo mas diferenciacion entre
ejemplares, lo cuél permitio distinguir el noveno par de especies (Pinus maximartinezii y P.
pinceana). En este caso las tres muestras de P. pinceana, no se resolvieron como grupo
monofilético sino parafilético con respecto a su par, P. maximartinezii. En resumen, los
marcadores estandar tuvieron un alto grado de éxito para distinguir entre especies, y al
agregar marcadores complementarios hubo un leve incremento en distincion entre especies y
una mayor cantidad de caracteres variables que apoyaban los resultados obtenidos con los
marcadores estandar.



Tabla 5. Muestreo para la fase 2. Secuencias generadas en forward y reverse estan indicadas
con un asterisco.

matK | rbcL | trnH- | trnL- pshK- | rpl32- | trnS-
psbA | trnF psbl trnL trnG
Agavaceae Agave striata * * * * * * NA
Agave stricta * * * * * * NA
Furcraea macdougallii * * * * * * NA
Furcraea pubescens * * * * * * NA
Cactaceae Ariocarpus fissuratus * * * * NS * *
Ariocarpus kotschoubeyanus * * * * NS * *
Aztekium hintonii * * * * NS *
Aztekium ritterii * * * * NS *
Crassulaceae | Sedum torolosum * * * * * * *
Sedum tortuosum * * * * * * *
Echeveria longissima * * * * * * *
Echeveria setosa * * * * * * *
Orchidaceae | Galagoglossum sp. nov. * * * * * * *
Galaeoglossum thysanochilum * * * * * *
Galaeoglossum tubulosum * * * * * *
Pinaceae Pinus maximartinezii * * * * * NA *
Pinus pinceana * * * * * NA x
Pinus cembroides * * * * * NA x
Pinus johannis * * * * * NA x

Para el caso de trnH-psbA, la region candidata mas corta seleccionada en Fase 1, analizamos
con mas detalle la distribucion de los caracteres variables, directamente del alineamiento. En
el caso de Crassulaceae, trnH-psbA se comporta como una buena region potencial de codigo
de barras (Tabla 6, panel A): la proporcion de sitios variables potencialmente distingue cada
una de las cuatro entidades taxondémicas entre si, mientras que al interior de los pares de
especies (esto es, las especies de Sedum entre si y las especies de Echeveria entre si) también
es posible hacer distinciones. En algunos casos, un individuo de cada grupo de tres
secuencias puede ser distinguido de los otros dos de su grupo (p. €j., la secuencia 3 de Sedum
torulosum tiene un cambio en la posicion 16 de la matriz (caracter 138 del alineamiento
original). El caso de la matriz de Pinaceae contrasta con el de Crassulaceae: hubo Gnicamente
9 sitios variables en la alineacion completa (Tabla 6, panel B). Si bien la combinacion de
caracteres variables directamente obtenida de la alineacidon —esto es, el ‘DNA barcode’
preliminar— observada en Pinus maximartinezii es exclusiva de los tres especimenes
muestreados, notamos que una de las dos terminales de Pinus johannis es idéntica a la
combinacion que presentaron las tres muestras de Pinus cembroides. Esta distribucion de
caracteres podria explicarse como homoplasia de los haplotipos de cloroplasto. El tercer caso
(Cactaceae) representa una condicion adicional, donde encontramos el mayor numero de
caracteres variables, aunque en muchos casos éstos dependen de la presencia de un indel
relativamente largo que principalmente distingue a Aztekium ritterii de las otras dos especies
(Aztekium hintonii y dos especies de Ariocarpus cercanamente relacionadas). Existe
informacidn adicional en ese segmento (caracteres 61 a 108 de la alineacion original;
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caracteres 19 a 66 de la matriz editada resultante) para distinguir entre los dos géneros
incluidos, pero ésta es insuficiente para distinguir entre Ariocarpus fissuratus y A.
kotschoubeyanus.

La consideracion cualitativa de las proporciones de caracteres variables para trnH-
psbA en Cactaceae, Crassulaceae y Pinaceae, sumada a estimaciones del nimero de PICs para
la fase dos en estas tres familias es posible distinguir la mayoria de las especies muestreadas,
aun aquellas en pares de ‘especies hermanas’, con una combinacién de regiones del genoma
del cloroplasto no-codificantes y codificantes.

Fase 3: evaluacion del desempefio de los codigos de barras estandar con un muestreo
taxondmico mas amplio.

La matriz alineada de rbcL consistio de 619 caracteres, de los que 201 fueron
potencialmente informativos para la parsimonia. El andlisis cladistico de rbcL recuper6 15
arboles igualmente mas parsimoniosos con una longitud de 588 pasos, indice de consistencia
de 0.52 e indice de retencion de 0.98. Por su parte, el fragmento de matK secuenciado resulto
en una matriz alineada de 930 caracteres, de los cuales 614 resultaron potencialmente
informativos para la parsimonia. El analisis de matK resulté en 60 arboles con indice de
consistencia de 0.52 e indice de retencion de 0.98. Las relaciones generales recuperadas por
los dos marcadores fueron similares, en ambos casos recuperando las ocho familias
estudiadas como grupos monofiléticos, pero difiriendo en el grado de resolucién entre
géneros y especies cercanamente relacionados, siendo mucho menos informativo a este
respecto rbcL (datos no mostrados). El analisis combinado, que incluye el codigo de barras
estandar y por ende es el interés central de esta fase del estudio, igualmente recobr6 como
monofiléticas las familias y un nimero variable de géneros dentro de ellas (Fig. 4).

En las Coniferales los géneros Pinus y Juniperus son monofiléticos, pero Callitropsis
no esta claramente resuelto. El resto de los géneros incluyo solo una especie. Diez de las 19
especies de las cuales se analiz6 mas de un ejemplar resultaron monofiléticas, aunque
solamente dos de las 17 especies de pino lo fueron en este andlisis (Fig. 5).

Las dos familias monocotileddneas, Agavaceae y Orchidaceae, forman un clado y
cada una de ellas presenta soporte por numerosos cambios de caracteres. Sin embargo, existe
un marcado contraste entre la variacién nucleotidica desplegada por estos dos linajes, ya que
en Agavaceae hay muy poca resolucion interna y solo uno de los seis géneros (Yucca) resulto
monofilético. La divergencia entre especies es muy pequefia (Fig. 6). En contraste, 19 de los
20 géneros de orquideas de los cuales fue analizada mas de una especie resultaron
monofiléticos (Fig. 7). Una notable excepcion es Oncidium, que resulto polifilético y tuvo
anidados en él a varios otros géneros de Oncidiinae. En todas las especies representadas por
mas de un ejemplar las muestras conespecificas se agruparon (p.ej. Cyrtochiloides
ochmatochila, Galeoglossum thysanochilum, G. tubulosum, Laelia speciosa y Rhynchostele
cervantesii; Fig. 7).

De modo similar, los dos linajes de suculentas eudicotiledoneas, Cactaceae y
Crassulaceae, difirieron marcadamente entre si en cuanto al desempefio de rbcL-matK para la
distincion taxondmica. Mientras que en Cactaceae el codigo de barras estandar permitio la
discriminacion de la mayoria de las especies (32 de 44, 72%), la escasa variacion presente en
Crassulaceae no permitié una distincion clara a este nivel, ademas de que ninguno de los tres
géneros de esta ultima familia representados por méas de una especie fue recuperado como
monofilético.
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Tabla 6. (A) Matriz de caracteres variables en la alineacion de la region no-codificante trnH-
psbA para 12 especimenes de Crassulaceae, agrupados en dos pares de especies diferentes
consideradas con gran cercania filogenética (en base a investigacion taxonomica previa). (B)
Matriz de caracteres variables en una alineacion de la misma region del genoma del
cloroplasto para 11 especimenes de Pinaceae, agrupados de manera similar. (C) Matriz de
caracteres variables en una alineacion similar para Cactaceae. Los caracteres variables
tuvieron distribuciones disjuntas a lo largo de la alineacion original. Claves taxondmicas: (A)
Crassulaceae: Sedumtorul = Sedum torulosum; Sedumtortu = Sedum tortuosum; Echevlongi =
Echeveria longissima; Echevsetos = Echeveria setosa; (B) Pinaceae: Pinusmaxim = Pinus
maximartinezii; Pinuspince = Pinus pinceana; Pinusjohan = Pinus johannis; Pinuscembr =
Pinus cembroides; (C) Cactaceae: Ariocfissu = Ariocarpus fissuratus; Ariockotsc =
Ariocarpus kotschoubeyanus; Aztekhinto = Aztekium hintonii; Aztekritte = Aztekium ritterii.

A

1Sedumtorul CG-GATGGACTTTTTGTAGGA
2Sedumtorul CG GATGGACTTTTTGTAGGA
3Sedumtorul CG-GATGGACCTTTTGTAGGA
1Sedumtortu CT-GCTAGCCATTTATGCGGG
2Sedumtortu CT-GCTAGCCATAAAGTCGGG
3Sedumtortu AT-GCTAGTAATTTATGCGGG
lEchevlongi CT AACGAACAAAAAGTCGAG
2Echevlongi TTTCTCT AACGAACATTTTGTCGAG
3Echevlongi TTTCTCT AACGAACATTTTGTCGAG
lEchevsetos CT - GACGAACATTTTGTCAAG
2Echevsetos CT - GACGAACAAAAAGTCGAG
3Echevsetos CTAGACGAACATTTTGTCGAG
B

1Pinusmaxim CTACTTTTT

2Pinusmaxim CTACTTTTT

3Pinusmaxim CTACTTTTT

1Pinuspince CTAAAAAAG

2Pinuspince CCCCTTTTT

3Pinuspince CCCCTTTTT

1Pinusjohan TTAAAAAAG

2Pinusjohan CTAAAAAAG

l1Pinuscembr CTAAAAAAG

2Pinuscembr CTAAARAAAG

3Pinuscembr CTAAAAAAG

C

lAriocfissu AAT - CCCCCCTTCCCTTAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
2Arjiocfissu AAT - CCCCCCTTCCCTTAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
3Arjiocfissu AAT - CCCCCCTTCCCTTAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
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4Ariocfissu AAT - CCCCCCTTCCCTTAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
lAriockotsc AAC-  CCCCCCTTCCCTTAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
2Ariockotsc AATCCCCCCCCTTCCCTAAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
3Ariockotsc AAT CCCCCCCTTCCCTAAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
4Ariockotsc AAT CCCCCCCTTCCCTAAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA

lAztekhinto CGT -CC TAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
2Aztekhinto CGT -CC TAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA
3Aztekhinto CGT -CC TAAAAGAAACTATTCATAATTAGTTCTTTATTGCCTTTAATTA

l1Aztekritte GAT CCCTTTCCCTT
2Aztekritte GAT CCCTTTCCCTT

(cont.)

lAriocfissu ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG ACG TTGAA
2Ariocfissu ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG ACG TTGAA
3Ariocfissu ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG-ACG TTGAA
4Ariocfissu ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG-ACG TTGAA
lAriockotsc ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG-ACG TAGAA
2Ariockotsc ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG ACG TAGAA
3Ariockotsc ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG ACG TAGAA
4Ariockotsc ATTCTTAACCAATGCTTATTCTGATTCTTAG-ACG TAGAA

l1Aztekhinto ATTCTGCACTCCTGACTATTATGATTCTTAG TTGAAGAATAAGG
2Aztekhinto ATTCTGCACTCCTGACTATTATGATTCTTAG TTGAAGAATAAGG
3Aztekhinto ATTCTGCACTCCTGACTATTATGATTCTTAG TTGAAGAATAAGG

1Aztekritte CTATCAGAAAAGAATCAGAATAACTAACA CAGGG
2Aztekritte CTATCAGAAAAGAATCAGAATAACTAACA CAGGG
Discusién

Fase 1

Empleando DNAs genémicos extraidos como templado en reacciones de PCR, el propdsito
de la primera fase del estudio fue evaluar la facilidad de amplificacion por PCR,
secuenciacion, edicion, alineacidn, y niveles de variabilidad de siete regiones del cloroplasto
para su uso como codigos de barras, o bien para extender la utilidad del codigo de barras
estandar (i. e. porciones concatenadas de rbcL y matK) que durante el curso de este proyecto
fué seleccionado para plantas terrestres (CBOL Plant Working Group 2009). Lo anterior
implica que dos de los marcadores evaluados en este proyecto oficialmente conforman el
cddigo de barras para plantas, independientemente de nuestro criterio de evaluacion. De
cualquier forma, el continuar con la evaluacion nos ayudo a escoger los dos marcadores
complementarios que planeamos usar en la segunda parte del proyecto.

En cuanto al segundo criterio tomado en cuenta por el CBOL Plant Working Group
para su definicién de una ‘buena region’ de codigo de barras genético —esto es, la posibilidad
de obtener secuencias bidireccionales con facilidad— nuestros resultados permiten corroborar
que rbcL representa una ‘buena region’, seguido por trnH-psbA y posiblemente matK. El
problema con matK fue evidente en este estudio porgue no contamos con primers universales
entre coniferas y angiospermas, ni dentro de las coniferas. Considerando la anterior como un
primer indice correspondiente al criterio de universalidad (ver introduccion y CBOL Plant
Working Group 2009, p. 12794), podemos decir que rbcL resulto con una mayor
universalidad que matK para los grupos taxondémicos estudiados en el proyecto. Al incorporar
las otras regiones del genoma del cloroplasto seleccionadas en el estudio, (Tabla 1),
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observamos que trnH-psbA, trnL-trnF y psbK-psbl pueden ser considerados las siguientes
buenas regiones; sin embargo, la mejor region es diferente para cada familia. Asi por ejemplo
para Agavaceae, Cactaceae y Orchidaceae fue trnL-trnF donde se obtuvieron buenas
secuencias con longitud adecuada, pero para Crassulaceae fue relativamente mejor psbK-
psbl.

En cuanto al tercer criterio del CBOL Plant Working Group —capacidad
discriminatoria de las regiones ya elegidas en funcion de universalidad y calidad de las
secuencias— la Figura 2 muestra los resultados para los siete marcadores. EI muestreo
taxondmico en este caso corresponde a la Fase 1 (ver Materiales y Métodos). De inmediato,
sobresale el hecho de que Orchidaceae y Pinaceae poseen el mayor nimero de sitios
variables, cuantificados directamente de la alineacion. El nimero de sitios variables en las
otras tres familias es mas bajo, por lo que se recomienda el uso de otros posibles marcadores.

Fase 2

En la fase 2 se pusieron a prueba los loci seleccionados en especies cercanas de cada una de
las familias seleccionadas. Se secuencid cada regién en mas de un espécimen, en la medida
de lo posible. Para ejemplificar los resultados, aqui seguimos la propuesta del estudio de van
de Wiel et al. (2009), orientado a distinguir a la especie invasiva Hydrocotyle ranunculoides
(Araliaceae) de sus parientes cercanos no-invasivos. Segun esta propuesta, es posible hacer
una estimacion inicial de un cédigo de barras para una region génica determinada mediante la
seleccion de los caracteres variables en la alineacion (incluyendo sitios con gaps y/o regiones
correspondientes a indels).

Para esta fase del proyecto, elegimos trnH-psbA para mostrar tres resultados
contrastantes, tomados de tres ejemplos de las cinco familias estudiadas, para mostrar la
factibilidad de que un determinado locus funcione como fuente confiable de caracteres para
un codigo de barras genético. Ademas del hecho de que esta region no codificante fue
seleccionada en la primera fase del proyecto, éste es el gen que usan van de Wiel y
colaboradores (2009). Ademas, trnH-psbA habia sido ya propuesto como un candidato fuerte
a ser un codigo de barras estdndar en plantas (Kress et al. 2005; Kress y Erickson 2007) y fue
conservado como locus complementarios en la propuesta del CBOL Plant Working Group
(2009).

Fase 3

Aunque la resolucién a nivel de familia fue excelente y los clados recuperados coinciden con
la taxonomia aceptada actualmente (Fig. 4), el desempefio del cédigo de barras estandar
(rbcL y matK combinados) para discriminar entre taxa a nivel genérico y especifico vario
notablemente entre familias (Figs. 5-9). La distincion taxonomica fue particularmente pobre
en Agavaceae, donde existe muy poca divergencia genética entre especies y aun dentro de los
géneros, resultando en una falta casi completa de resolucion el nivel de discriminacion aun a
nivel genérico. De modo similar, registramos poca variacion nucleotidica en Crassulaceae. En
Orchidaceae la discriminacion a nivel genérico fue buena, aungue los pocos casos en que se
contd con mas de una muestra de la misma especie limita las interpretaciones posibles sobre
el poder discriminatorio a nivel especifico de rbcL-matK (Fig. 7). La distincion
interespecifica fue més eficiente en las Cactaceae, donde mas del 70% de las especies de las
que se conto con maultiples representantes fue recuperada como monofilética. Nuestros
resultados confirman previas indicaciones de que el cddigo de barras estandar puede
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funcionar eficientemente en algunos grupos, pero parece inevitable que requerird la adicion
de otros marcadores mas variables en algunos grupos, cuéles muy probablemente tendran que
ser seleccionados caso por caso (CBOL Plant Working Group 2009).

Recomendaciones

1. Permitir el uso de uno o dos marcadores suplementarios en conjunto con rbcL y matK.

En este estudio de cddigo de barras de plantas mexicanas coincidimos con algunas propuestas
previas de que rbcL y matK pueden ayudar a identificar la mayoria de especies, y que en
algunos grupos uno o dos marcadores complementarios pueden ser necesarios (CBOL Plant
Working Group 2009). Ya que los marcadores complementarios serian usados conjuntamente
con rbcL y matK, es menos importante que los primeros sean universales--por ejemplo
pueden ser espaciadores como trnH-psbA o trnL-trnF que son Utiles para algun grupo
especifico, 0 un gen que se piensa que no esta presente en todos los clados de plantas (p. €j.
ycfl en Pinus). Si se toma en cuenta el costo total de colectar un ejemplar, identificarlo,
depositarlo en una coleccién y extraer, amplificar y secuenciar el DNA, agregar uno o dos
marcadores al codigo estandar no representaria duplicar el costo de generar el codigo de
barras para ese ejemplar.

2. Seguir evaluando el desempefio de rbcL y matK en comparacién con otros marcadores
como trnH-psbA.

Es probable que eventualmente se modifique el cddigo de barra estdndar para plantas con
base en resultados experimentales de muchos estudios.

3. Promover el resguardo de DNA gendmico.

El desarrollo continuo de mejores marcadores y técnicas de secuenciacion mas eficientes
permitiran una mejor discriminacion de las especies en el futuro cercano. Al resguardar
permanentemente los mismos DNAs gendmicos usados para c6digos de barras de rbcL y
matK habra ahorros sustanciales de recursos al no tener que recolectarse el material de nuevo
en el campo.

4. Promover el muestreo de multiples individuos por especie.

En este estudio confirmamos que hay diversidad nucleotidica entre especies, pero ain no
contamos con una buena estimacion de la variacion intraespecifica de muchas especies que
en tienen secuencias compartidas con otras especies.

Trabajo futuro

Para los dos marcadores que faltan escoger, pondremos énfasis en espaciadores intergenicos
gue amplifiguen en todos los grupos y que tengan entre 400 y 800 pb de longitud. Estos
espaciadores deben presentar un nivel de variacion parecida o superior a la que observamos
en matK. De los cinco espaciadores que estamos evaluando, dos (trnH-psbA y trnS-trnG) han
sido descartados porque no amplifican en todas las familias (Tabla 1), ademas de que trnH-
psbA es muy corto (menos de 400 pb en promedio) en Cactaceae y Crassulaceae.

Los marcadores que aun estan en proceso de evaluacion son trnL-trnF, rpl32-trnL
(Tablas 2 y 3) y en lugar de una tercera region codificante (como se habia propuesto en el
proyecto original) exploraremos el espaciador psbK-psbl. Este ultimo ha mostrado poder
resolutivo en estudios preliminares en cycadas mexicanas (Nicolalde Morejon et al.,
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sometido).
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Figura 1. Longitud de las secuencias provenientes de cada marcador en la fase 1. Secuencias
mas largas que 700-800 p.b. generalmente no fueron ensambladas con 100% de cobertura en
las dos direcciones.

Figura 2. EI nimero de sitios variables para los marcadores rbcL, matK, y trnH-psbA en la
fase 1 (cinco taxa por grupo).

Figura. 3. Discriminacion de especies estrechamente emparentadas mediante analisis de
parsimonia.

Figura 4. Andlisis de parsimonia de la matriz combinada de rbcL y matK para los ejemplares
secuenciados para este proyecto. A. Filograma (la longitud de la rama es proporcional al
nimero de cambios).B. Arbol de consenso estricto en el que se indican los cinco taxa
superiores analizados.

Figura 5. Porcion del arbol de la Figura 4 referente a las coniferas. A. Filograma (la longitud
de la rama es proporcional al nimero de cambios).B. Arbol de consenso estricto.

Figura 6. Porcion del arbol de la Figura 4 referente a las Agavaceae. A. Filograma (la
longitud de la rama es proporcional al nimero de cambios).B. Arbol de consenso estricto.

Figura 7. Porcion del arbol de la Figura 4 referente a las Orchidaceae. A. Filograma (la
longitud de la rama es proporcional al nimero de cambios).B. Arbol de consenso estricto.

Figura 8. Porcion del arbol de la Figura 4 referente a las Crassulaceae. A. Filograma (la
longitud de la rama es proporcional al nimero de cambios).B. Arbol de consenso estricto.

Figura 9. Porcion del arbol de la Figura 4 referente a las Cactaceae. A. Filograma (la longitud
de la rama es proporcional al nimero de cambios).B. Arbol de consenso estricto.

Figura 10. Mapa de distribucion de los ejemplares secuenciados para el proyecto en BOLD
2.5.
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A ——— Resto del arbol B

ACCCO102 09 Ephedra compacta
—l ACCCO106 09 Ephedra compacta
ACCCO107 09 Ephedra compacta

ACCCO0519 09 Pinus cembroides
ACCCO0520 09 Pinus cembroides
ACCCO521 09 Pinus cembroides
ACCCO522 09 Pinus lagunae

ACCCO0523 09 Pinus lagunae
ACCCO583 10 Pinus remota
ACCCO121 09 Pinus rzedowskii
ACCCO509 09 Pinus johannis
ACCCO0510 09 Pinus johannis
ACCCO511 09 Pinus johannis
ACCCO113 09 Pinus maximartinezii
ACCCO114 09 Pinus maximartinezii
ACCCO117 09 Pinus pinceana
ACCCO118 09 Pinus pinceana
ACCCO0524 09 Pinus maximartinezii
ACCCO0582 10 Pinus maximartinezii
ACCCO119 09 Pinus quadrifolia
ACCCO120 09 Pinus quadrifolia
ACCCO651 10 Pinus quadrifolia
ACCCO115 09 Pinus nelsonii
ACCCO116 09 Pinus nelsonii
ACCC0652 10 Pinus nelsonii
ACCCO0653 10 Pinus nelsonii
ACCCO112 09 Pinus flexilis
ACCCO105 09 Pinus coulteri
ACCCO108 09 Pinus jeffreyi
ACCCO109 09 Pinus jeffreyi
ACCCO124 09 Pinus devoniana
ACCCO099 09 Pinus attenuata
ACCCO111 09 Pinus muricata
ACCCO533 09 Pinus radiata
ACCCO103 09 Pinus contorta
ACCCO104 09 Pinus contorta

ACCCO578 10 Picea chihuahuana
ACCCO579 10 Picea chihuahuana
ACCCO122 09 Pseudotsuga menziesii

ACCCO526 09 Pseudotsuga menziesii
ACCCO530 09 Pseudotsuga menzi

ACCCO097 09 Abies concolor
ACCCO0098 09 Abies sp
ACCCO0528 09 Abies sp
ACCCO587 10 Abies hidalgensis
ACCCO588 10 Abies hidalgensis
ACCCO589 10 Abies hidalgensis
I ACCCO518 09 Podocarpus matudae

* ACCCO529 09 Podocarpus matudae
ACCCO527 09 Juniperus flaccida

ACCCO531 09 Juniperus deppeana

ACCCO580 10 Juniperus monticola

ACCCO581 10 Juniperus monticola -
ACCCO110 09 Juniperus monticola

ACCCO517 09 Callitropsis lusitanica

ACCCO516 09 Callitropsis lusitanica

ACCCO512 09 Callitropsis forbesii

ACCCO513 09 Callitropsis forbesii 2 5 b .
ACCCO514 09 Callitropsis forbesii —

ACCCO515 09 Callitropsis lusitanica campblios
ACCCO100 09 Calocedrus decurrens

ACCCO0525 09 Calocedrus decurrens
ACCCO101 09 Calocedrus decurrens
ACCCO0532 09 Taxodium mucronatum

ACCCO586 10 Pseudotsuga menziesii -
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ACCCO584 10 Taxus globosa

ACCCO585 10 Taxus globosa

ACCCO123 09 Taxus globosa

Resto del arbol

ACCCO102 09 Ephedra compacta
ACCCO106 09 Ephedra compacta
ACCCO107 09 Ephedra compacta
ACCCO113 09 Pinus maximartinezii
ACCCO114 09 Pinus maximartinezii
ACCCO117 09 Pinus pinceana
ACCCO118 09 Pinus pinceana
ACCCO0524 09 Pinus maximartinezii
ACCCO582 10 Pinus maximartinezii
ACCCO519 09 Pinus cembroides
ACCCO0520 09 Pinus cembroides
ACCCO521 09 Pinus cembroides
ACCCO0522 09 Pinus lagunae
ACCCO0523 09 Pinus lagunae
ACCCO583 10 Pinus remota
ACCCO119 09 Pinus quadrifolia
ACCCO0120 09 Pinus quadrifolia
ACCCO0651 10 Pinus quadrifolia
ACCCO121 09 Pinus rzedowskii
ACCCO509 09 Pinus johannis
ACCCO0510 09 Pinus johannis
ACCCO511 09 Pinus johannis
ACCCO115 09 Pinus nelsonii
ACCCO116 09 Pinus nelsonii
ACCCO0652 10 Pinus nelsonii
ACCCO653 10 Pinus nelsonii
ACCCO112 09 Pinus flexilis
ACCCO105 09 Pinus coulteri
ACCCO108 09 Pinus jeffreyi
ACCCO109 09 Pinus jeffreyi
ACCCO124 09 Pinus devoniana
ACCCO099 09 Pinus attenuata
ACCCO111 09 Pinus muricata
ACCCO533 09 Pinus radiata
ACCCO103 09 Pinus contorta
ACCCO104 09 Pinus contorta
ACCCO578 10 Picea chihuahuana
ACCCO579 10 Picea chihuahuana
ACCCO122 09 Pseudotsuga menziesii
ACCCO0526 09 Pseudotsuga menziesii
ACCCO530 09 Pseudotsuga menziesii
ACCCO586 10 Pseudotsuga menziesii
ACCCO097 09 Abies concolor
ACCCO098 09 Abies sp
ACCCO0528 09 Abies sp
ACCCO587 10 Abies hidalgensis
ACCCO588 10 Abies hidalgensis
ACCCO589 10 Abies hidalgensis
ACCCO518 09 Podocarpus matudae
ACCCO0529 09 Podocarpus matudae
ACCCO0527 09 Juniperus flaccida
ACCCO531 09 Juniperus deppeana
ACCCO110 09 Juniperus monticola
ACCCO0580 10 Juniperus monticola
ACCCO581 10 Juniperus monticola
ACCCO0512 09 Callitropsis forbesii
ACCCO0513 09 Callitropsis forbesii
ACCCO514 09 Callitropsis forbesii
ACCCO515 09 Callitropsis lusitanica
ACCCO516 09 Callitropsis lusitanica
ACCCO0517 09 Callitropsis lusitanica
ACCCO100 09 Calocedrus decurrens
ACCCO101 09 Calocedrus decurrens
ACCCO525 09 Calocedrus decurrens
ACCCO0532 09 Taxodium mucronatum
ACCCO0584 10 Taxus globosa
ACCCO585 10 Taxus globosa
ACCCO123 09 Taxus globosa



Cactaceae

Crassulaceae

Orchidaceae

ACCCO086 09 Manfreda maculata
ACCCO091 09 Polianthes graminifolia
ACCCO084 09 Manfreda guttata
ACCCO087 09 Manfreda nanchititlensis
ACCCO059 09 Agave aff
ACCCOO071 09 Agave titanota
ACCCO058 09 Agave aff
ACCCO062 09 Agave guiengola
ACCCO063 09 Agave lurida
ACCCO064 09 Agave nizandensis
ACCCOO065 09 Agave parviflora
ACCCO066 09 Agave parviflora
ACCCO068 09 Agave polianthiflora
ACCCOO072 09 Agave victoriae reginae
ACCCOO073 09 Agave vizcainoensis

Coniferales

—— 25 cambios

ACCCO085 09 Manfreda longiflora
ACCCO088 09 Manfreda potosina
ACCCO092 09 Polianthes howardii
ACCCO093 09 Polianthes longiflora
ACCCO090 09 Manfreda variegata
ACCCOO060 09 Agave dasylirioides
ACCCO067 09 Agave petrophila
ACCCO069 09 Agave striata
ACCCO070 09 Agave stricta
.| ACCCO076 09 Beschorneria rigida
ACCCOO077 09 Beschorneria tubiflora
ACCCOO074 09 Beschorneria calcicola
ACCCOO075 09 Beschorneria calcicola
ACCCOO079 09 Furcraea longaeva
ACCCO080 09 Furcraea macdougallii Matuda
ACCCOO081 09 Furcraea martinezii
ACCCO082 09 Furcraea parmentieri
ACCCO078 09 Furcraea guatemalensis
ACCCO083 09 Furcraea pubescens

ACCCO061 09 Agave ellemeetiana
ACCCO094 09 Yucca carnerosana

ACCCO095 09 Yucca filifera
ACCCO096 09 Yucca lacandonica
ACCCOO057 09 Agave bracteosa

m
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Resto del arbol

Orchidaceae

ACCCO084 09 Manfreda guttata
ACCCO086 09 Manfreda maculata
ACCCO087 09 Manfreda nanchititlensis
ACCCO091 09 Polianthes graminifolia
ACCCOO059 09 Agave aff

ACCCO071 09 Agave titanota
ACCCO058 09 Agave aff

ACCCO062 09 Agave guiengola
ACCCO063 09 Agave lurida
ACCCO064 09 Agave nizandensis
ACCCO065 09 Agave parviflora
ACCCO066 09 Agave parviflora
ACCCO0068 09 Agave polianthiflora
ACCCO072 09 Agave victoriae reginae
ACCCO073 09 Agave vizcainoensis
ACCCO0085 09 Manfreda longiflora
ACCCO088 09 Manfreda potosina
ACCCO0092 09 Polianthes howardii
ACCCO093 09 Polianthes longiflora
ACCCO060 09 Agave dasylirioides
ACCCO067 09 Agave petrophila
ACCCOO069 09 Agave striata
ACCCO070 09 Agave stricta
ACCCO090 09 Manfreda variegata
ACCCO076 09 Beschorneria rigida
ACCCO077 09 Beschorneria tubiflora
ACCCO074 09 Beschorneria calcicola
ACCCO075 09 Beschorneria calcicola
ACCCOO079 09 Furcraea longaeva
ACCCO080 09 Furcraea macdougallii Matuda
ACCCO081 09 Furcraea martinezii
ACCCO082 09 Furcraea parmentieri
ACCCO094 09 Yucca carnerosana
ACCCO095 09 Yucca filifera
ACCCO096 09 Yucca lacandonica
ACCCO078 09 Furcraea guatemalensis
ACCCO083 09 Furcraea pubescens
ACCCO061 09 Agave ellemeetiana
ACCCO057 09 Agave bracteosa

Coniferales



Resto del arbol

— 25 cambios

Coniferales

ACCCO555 10 Echeveria elegans
ACCCO538 09 Oncidium sphacelatum
ACCCO539 09 Oncidium sphacelatum

INci suttonii
ACCCOOISQ 09 Oncndmm sunonu
ACCCO534 09 Cuitlauzina pendula
AACCCO036 09 Oncidium pollardii
'ACCCO037 09 Oncidium suave
'ACCCO198 09 Oncidium oliganthum
ACCCO0217 09 Oncidium unguiculatum
L[ ACCCO055 09 Sigmatostalix picta
ACCCO204 09 Sigmatostalix mexicana
= ACCCO412 09 Oncidium ornithorhynchum
AACCCO051 09 Rhynchostele maculata
ACC00052 09 Rhynchostele madrensis
,CCO047 09 Rhynchostele aptera
ACCCOOA& 09 Rhynchostele candidula
ACCCOS44 09 Rhynchostele cordatum
9 09 Rhynchostele cervantesii
ACCCOOSO 09 Rhynchostele cervantesii
ACCCO649 10 Rhynchostele cervantesii
'ACCCO545 09 Rhynchostele rossii
AACCCOO053 09 Rhynchostele stellata
ACCCO189 09 Papperitzia leiboldii
_I 'ACCCO199 09 Cyrtochiloides ochmatochila
'ACCCO574 10 Cyrtochiloides ochmatochila
ACCCO054 09 Rossioglossum williamsianum
ACCCOZOQ 09 Rossioglossum splendens
0042 09 Plectrophora alata
ACCC0056 09 Trichopilia galeottiana
ACCCO850 10 Trichopilia tortilis
'ACCCO0202 09 Lycaste crinita
ACCCO203 09 Lycaste aromatica
AACCCO032 09 Mormodes luxata
ACCCO034 09 Mormodes pardalinata
'ACCCO033 09 Mormodes nageli
ACCCO035 09 Mormodes sotoana

0027 09 Galeandra greenwoodiana
T ACCC0018 09 Coelia densifiora
AACCCO197 09 Coelia macrostachya
ACCCO195 09 Laelia fur'uraoea
ACCCO196 09 Laelia crawshayana
ACCCO575 10 Laelia furfuracea
ACCCO205 09 Laelia speciosa
ACCCO576 10 Laelia speciosa
ACCCO577 10 Laelia speciosa
ACCCO218 09 Laelia aff superbiens
\CCCO029 09 Laelia anceps

eps
'ACCCO024 09 Epidendrum dorsocarinatum
r 'ACCCO025 09 Epidendrum lowilliamsii
ACCCO535 09 Epidendrum parkinsonianum
ACCCO536 09 Epidendrum raniferum
ACCCO541 09 Prosthechea cochleata
ACCCO543 09 Prosthechea pseudopygmaea
ACCCO211 09 Prosthechea brassavolae

- ACCCOZUG 09 Encyclia adenocaula
AACCCO020 09 Corallorhiza macrantha
ACCCO411 09 Corallorhiza macrantha
ACCCO021 09 Corallorhiza maculata
ACCCO019 09 Corallorhiza bulbosa
ACCCO0219 09 Corallorhiza odontorrhiza
ACCCO573 10 Bletia urbana
AC 030 09 Lepanthes tenuiloba

09 Masdevallia tuerckheimii
ACCCDZOB 09 Helleriella guerrerensis

ACCCO210 09 Helleriella nicaraguensis
—— ACCCO188 09 Sobralia macdougallii
ACCCO192 09 Galeoglossum tubulosum
'ACCCO201 09 Galeoglossum tubulosum
ACCCO043 09 Galeoglossum tubulosum
ACCCO0200 09 Galeoglossum tubulosum
ACCCO193 09 Galeoglossum thysanochilum
ACCCO0647 10 Galeoglossum thysanochilum

ACCCO190 09 Eurystyles auriculata
ACCCO646 10 Eurystyles borealis
ACCCO540 09 Pelexia funkiana
ACCCO046 09 Pseudogoodyera pseudogoodyer
ACCCO041 09 Phragmipedium humboldtii
ACCC0220 09 Phragmipedium exstaminodium
'ACCCO040 09 Phragmipedium exstaminodium
'ACCCO031 09 Mexipedium xerophyticum
ACCCO546 09 Vanilla parviflora
ACCCO547 09 Vanilla pompona
AACCCO0022 09 Cypripedium irapeanum
AACCCO023 09 Cypripedium molle

——— Agavaceae

Resto del arbol

'ACCCO538 09 Oncidium sphacelatum
'ACCCO539 09 Oncidium sphacelatum
ACCCO0213 09 Oncidium incurvum
'ACCCO038 09 Oncidium suttonii
ACCCO039 09 Oncidium suttonii
ACCCO534 09 Cuitlauzina pendula
ACCCO036 09 Oncidium pollardii
'ACCCO037 09 Onci

ACCCO0217 09 Oncidium unguiculatum
ACCCOO055 09 Sigmatostalix picta
ACCCO0204 09 Sigmatostalix mexicana
ACCCO0412 09 Oncidium ornithorhynchum
'ACCCO049 09 Rhynchostele cervantesii
| 'ACCCO050 09 Rhynchostele cervantesii
ACCCO649 10 Rhynchostele cervantesii
._: 'ACCCO051 09 Rhynchostele maculata
ACCCO052 09 i

ACCCO0047 09 Rhynchostele aptera
'ACCCO048 09 Rhynchostele candidula
ACCCO053 09 Rhynchostele stellata

pr— ACCC0544 09 Rhynchostele cordatum
e ACCC0545 09 Rhynchostele ros:

ACCCO189 09 Papperitzia leiboldii
ACCCO199 09 Cyrtochiloides ochmatochila
ACCCO574 10 Cyrtochiloides ochmatochila
ACCCOO054 09 Rossioglossum williamsianum
ACCCO0209 09 Rossioglossum splendens
'ACCCO0042 09 Plectrophora alata

ACCCO056 09 Trichopilia galeottiana

ACCCO650 10 Trichopilia tortilis
ACCCO202 09 Lycaste crinita

ACCC0203 09 Lycaste aromatica
\CCCO032 09 Mormodes luxata
ACCC0034 09 Mormodes pardalinata
'ACCCO033 09 Mormodes nagelii
ACCCO035 09 Mormodes sotoana
ACCCO017 09 Clowesia thylaciochila
'ACCCO644 10 Clowesia rosea
ACCCO016 09 Clowesia warszewiczii
ACCCO026 09 Galeandra batemanii

ACCCO0027 09 Galeandra greenwoodiana
ACCCO018 09 Coelia densiflora

ACCCO197 09 Coelia macrostachya
ACCCO195 09 Laelia furfuracea
ACCCO196 09 Laelia crawshayana
'ACCCO575 10 Laelia furfuracea
ACCCO205 09 Laelia speciosa
ACCCO576 10 Laelia speciosa
ACCCO577 10 Laelia speciosa
ACCCO218 09 Laelia aff superbiens

ACCCO0029 09 Laelia anceps

ACCCO191 09 Laelia gouldiana

'ACCCO537 09 Laelia anceps

'ACCCO024 09 Epidendrum dorsocarinatum
'ACCCO0025 09 Epidendrum lowilliamsi
ACCCO535 09 Epidendrum parkinsonianum
ACCCO536 09 Epidendrum raniferum
'ACCCO541 09 Prosthechea cochleata
ACCCO543 09 Prosthechea pseudopygmaea
'ACCCO211 09 Prosthechea brassavolae
ACCCO0212 09 Prosthechea vitellina
'ACCCO0542 09 Prosthechea chondylobulbon
'ACCCO044 09 Prosthechea citrina
'ACCCO045 09 Prosthechea karwinskii
ACCCO648 10 Prosthechea karwinskii
ACCCO206 09 Encyclia adenocaula
'ACCC0020 09 Corallorhiza macrantha
ACCCO411 09 Corallorhiza macrantha
/ACCCO0021 09 Corallorhiza maculata
ACCCO019 09 Corallorhiza bulbosa
'ACCCO0219 09 Corallorhiza odontorrhiza
ACCCOO030 09 Lepanthes tenuiloba

ACCCO194 09 Masdevallia tuerckheimii

ACCCO573 10 Bletia urbana
ACCCO0208 09 Helleriella guerrerensis

ACCCO0210 09 Helleriella nicaraguensis

ACCCO188 09 Sobralia macdougallii

ACCCO193 09 Galeoglossum thysanochilum
ACCCO0647 10 Galeoglossum thysanochilum
ACCCO0207 09 Galeoglossum cactorum

p—
 —
p—
L

ACCCO192 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO0201 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO043 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO0200 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO041 09 Phragmipedium humboldtii
'ACCC0220 09 Phragmipedium exstaminodium

C
'ACCCO190 09 Eurystyles auriculata
ACCCO646 10 Eurystyles borealis
ACCCO046 09
ACCCO540 09 Pelexia funkiana

/ACCCO040 09 Phragmipedium exstaminodium
e 'ACCC0031 09 Mexipedium xerophyticum
g ACCCO022 09 Cypripedium irapeanum

T—— ACCC0023 09 Cypripedium molle
J== ACCCO546 09 Vanilla parviflora

B ACCC0547 09 Vanilla pompona

Agavaceae

Coniferales




Coniferales

Cactaceae

ACCCO174 09 Echinocereus delaetii
ACCC0404 09 Echeveria setosa
ACCCO568 10 Echeveria coccinea
ACCCO572 10 Echeveria setosa var minor
ACCC0408 09 Echeveria setosa

ACCCO557 10 Echeveria laui

ACCCO564 10 Sedum cragii

ACCCO570 10 Echeveria globulosa
ACCCO560 10 Graptopetalum fruticosum

ACCCOS561 10 Graptopetalum saxifragodes

CCO562 10 Tacitus bellus

ACH
ACCCO569 10 Echeveria kimnachii
ACCCO309 09 Echeveria moranii
ACCCO311 09 Graptopetalum macdougallii
ACCCO559 10 Graptopetalum grande
ACCCO555 10 Echeveria elegans

Orchidaceae

Agavaceae

— 25 cambios

ACCCO556 10 Echeveria secunda
ACCCO567 10 Echeveria shaviana
ACCC0563 10 Sedum suaveolens

ACCCO565 10 Echeveria setosa var deminuta
[ ACCCO316 09 Echeveria longissima
ACCCO403 09 Echeveria longissima
t ACCC0406 09 Echeveria longissima
ACCCO558 10 Echeveria purpusorum
ACCCO310 09 Echeveria amphoralis
ACCCO407 09 Echeveria setosa
ACCCO566 10 Echeveria derenbergii
ACCCO571 10 Echeveria setosa var oteroi
ACCCO313 09 Sedum tortuosum
ACCCO315 09 Sedum tortuosum
ACCCO405 09 Sedum tortuosum
ACCCO308 09 Sedum frutescens
ACCCO307 09 Sedum platyphyllum
ACCCO312 09 Sedum torulosum
ACCCO314 09 Sedum torulosum
ACCCO0402 09 Sedum tortuosum

Cactaceae

ACCCO316 09 Echeveria longissima
ACCCO403 09 Echeveria longissima
ACCCO406 09 Echeveria longissima

ACCCO558 10 Echeveria purpusorum
ACCCO310 09 Echeveria amphoralis
ACCCO0407 09 Echeveria setosa
ACCCO566 10 Echeveria derenbergii
ACCCO571 10 Echeveria setosa var oteroi
ACCCO313 09 Sedum tortuosum
ACCCO315 09 Sedum tortuosum
ACCCO405 09 Sedum tortuosum
ACCCO307 09 Sedum platyphyllum

ACCCO308 09 Sedum frutescens

ACCCO0404 09 Echeveria setosa
ACCCO0408 09 Echeveria setosa
ACCCO568 10 Echeveria coccinea

ACCCO572 10 Echeveria setosa var minor
I— ACCCO557 10 Echeveria laui

I—: ACCCO312 09 Sedum torulosum
ACCCO314 09 Sedum torulosum

ACCCO0402 09 Sedum tortuosum
y=== ACCCO556 10 Echeveria secunda

B ACCCO567 10 Echeveria shaviana

ACCCO309 09 Echeveria moranii

ACCCO0311 09 Graptopetalum macdougallii

ACCCO559 10 Graptopetalum grande

ACCCO560 10 Graptopetalum fruticosum

ACCCO561 10 Graptopetalum saxifragodes

ACCCO562 10 Tacitus bellus

ACCCO563 10 Sedum suaveolens

ACCCO564 10 Sedum cragii

ACCCO565 10 Echeveria setosa var deminuta

ACCCO569 10 Echeveria kimnachii

ACCCO570 10 Echeveria globulosa

ACCCO555 10 Echeveria elegans

Orchidaceae

Agavaceae

Coniferales



Cactaceae

Crassulaceae

Orchidaceae

ACCCO086 09 Manfreda maculata
ACCCO091 09 Polianthes graminifolia
ACCCO084 09 Manfreda guttata
ACCCO087 09 Manfreda nanchititlensis
ACCCO059 09 Agave aff
ACCCOO071 09 Agave titanota
ACCCO058 09 Agave aff
ACCCO062 09 Agave guiengola
ACCCO063 09 Agave lurida
ACCCO064 09 Agave nizandensis
ACCCOO065 09 Agave parviflora
ACCCO066 09 Agave parviflora
ACCCO068 09 Agave polianthiflora
ACCCOO072 09 Agave victoriae reginae
ACCCOO073 09 Agave vizcainoensis

Coniferales

—— 25 cambios

ACCCO085 09 Manfreda longiflora
ACCCO088 09 Manfreda potosina
ACCCO092 09 Polianthes howardii
ACCCO093 09 Polianthes longiflora
ACCCO090 09 Manfreda variegata
ACCCOO060 09 Agave dasylirioides
ACCCO067 09 Agave petrophila
ACCCO069 09 Agave striata
ACCCO070 09 Agave stricta
.| ACCCO076 09 Beschorneria rigida
ACCCOO077 09 Beschorneria tubiflora
ACCCOO074 09 Beschorneria calcicola
ACCCOO075 09 Beschorneria calcicola
ACCCOO079 09 Furcraea longaeva
ACCCO080 09 Furcraea macdougallii Matuda
ACCCOO081 09 Furcraea martinezii
ACCCO082 09 Furcraea parmentieri
ACCCO078 09 Furcraea guatemalensis
ACCCO083 09 Furcraea pubescens

ACCCO061 09 Agave ellemeetiana
ACCCO094 09 Yucca carnerosana

ACCCO095 09 Yucca filifera
ACCCO096 09 Yucca lacandonica
ACCCOO057 09 Agave bracteosa

m

—

—

JﬂH |

——

Resto del arbol

Orchidaceae

ACCCO084 09 Manfreda guttata
ACCCO086 09 Manfreda maculata
ACCCO087 09 Manfreda nanchititlensis
ACCCO091 09 Polianthes graminifolia
ACCCOO059 09 Agave aff

ACCCO071 09 Agave titanota
ACCCO058 09 Agave aff

ACCCO062 09 Agave guiengola
ACCCO063 09 Agave lurida
ACCCO064 09 Agave nizandensis
ACCCO065 09 Agave parviflora
ACCCO066 09 Agave parviflora
ACCCO0068 09 Agave polianthiflora
ACCCO072 09 Agave victoriae reginae
ACCCO073 09 Agave vizcainoensis
ACCCO0085 09 Manfreda longiflora
ACCCO088 09 Manfreda potosina
ACCCO0092 09 Polianthes howardii
ACCCO093 09 Polianthes longiflora
ACCCO060 09 Agave dasylirioides
ACCCO067 09 Agave petrophila
ACCCOO069 09 Agave striata
ACCCO070 09 Agave stricta
ACCCO090 09 Manfreda variegata
ACCCO076 09 Beschorneria rigida
ACCCO077 09 Beschorneria tubiflora
ACCCO074 09 Beschorneria calcicola
ACCCO075 09 Beschorneria calcicola
ACCCOO079 09 Furcraea longaeva
ACCCO080 09 Furcraea macdougallii Matuda
ACCCO081 09 Furcraea martinezii
ACCCO082 09 Furcraea parmentieri
ACCCO094 09 Yucca carnerosana
ACCCO095 09 Yucca filifera
ACCCO096 09 Yucca lacandonica
ACCCO078 09 Furcraea guatemalensis
ACCCO083 09 Furcraea pubescens
ACCCO061 09 Agave ellemeetiana
ACCCO057 09 Agave bracteosa

Coniferales



Resto del arbol

— 25 cambios

Coniferales

ACCCO555 10 Echeveria elegans
ACCCO538 09 Oncidium sphacelatum
ACCCO539 09 Oncidium sphacelatum

INci suttonii
ACCCOOISQ 09 Oncndmm sunonu
ACCCO534 09 Cuitlauzina pendula
AACCCO036 09 Oncidium pollardii
'ACCCO037 09 Oncidium suave
'ACCCO198 09 Oncidium oliganthum
ACCCO0217 09 Oncidium unguiculatum
L[ ACCCO055 09 Sigmatostalix picta
ACCCO204 09 Sigmatostalix mexicana
= ACCCO412 09 Oncidium ornithorhynchum
AACCCO051 09 Rhynchostele maculata
ACC00052 09 Rhynchostele madrensis
,CCO047 09 Rhynchostele aptera
ACCCOOA& 09 Rhynchostele candidula
ACCCOS44 09 Rhynchostele cordatum
9 09 Rhynchostele cervantesii
ACCCOOSO 09 Rhynchostele cervantesii
ACCCO649 10 Rhynchostele cervantesii
'ACCCO545 09 Rhynchostele rossii
AACCCOO053 09 Rhynchostele stellata
ACCCO189 09 Papperitzia leiboldii
_I 'ACCCO199 09 Cyrtochiloides ochmatochila
'ACCCO574 10 Cyrtochiloides ochmatochila
ACCCO054 09 Rossioglossum williamsianum
ACCCOZOQ 09 Rossioglossum splendens
0042 09 Plectrophora alata
ACCC0056 09 Trichopilia galeottiana
ACCCO850 10 Trichopilia tortilis
'ACCCO0202 09 Lycaste crinita
ACCCO203 09 Lycaste aromatica
AACCCO032 09 Mormodes luxata
ACCCO034 09 Mormodes pardalinata
'ACCCO033 09 Mormodes nageli
ACCCO035 09 Mormodes sotoana

0027 09 Galeandra greenwoodiana
T ACCC0018 09 Coelia densifiora
AACCCO197 09 Coelia macrostachya
ACCCO195 09 Laelia fur'uraoea
ACCCO196 09 Laelia crawshayana
ACCCO575 10 Laelia furfuracea
ACCCO205 09 Laelia speciosa
ACCCO576 10 Laelia speciosa
ACCCO577 10 Laelia speciosa
ACCCO218 09 Laelia aff superbiens
\CCCO029 09 Laelia anceps

eps
'ACCCO024 09 Epidendrum dorsocarinatum
r 'ACCCO025 09 Epidendrum lowilliamsii
ACCCO535 09 Epidendrum parkinsonianum
ACCCO536 09 Epidendrum raniferum
ACCCO541 09 Prosthechea cochleata
ACCCO543 09 Prosthechea pseudopygmaea
ACCCO211 09 Prosthechea brassavolae

- ACCCOZUG 09 Encyclia adenocaula
AACCCO020 09 Corallorhiza macrantha
ACCCO411 09 Corallorhiza macrantha
ACCCO021 09 Corallorhiza maculata
ACCCO019 09 Corallorhiza bulbosa
ACCCO0219 09 Corallorhiza odontorrhiza
ACCCO573 10 Bletia urbana
AC 030 09 Lepanthes tenuiloba

09 Masdevallia tuerckheimii
ACCCDZOB 09 Helleriella guerrerensis

ACCCO210 09 Helleriella nicaraguensis
—— ACCCO188 09 Sobralia macdougallii
ACCCO192 09 Galeoglossum tubulosum
'ACCCO201 09 Galeoglossum tubulosum
ACCCO043 09 Galeoglossum tubulosum
ACCCO0200 09 Galeoglossum tubulosum
ACCCO193 09 Galeoglossum thysanochilum
ACCCO0647 10 Galeoglossum thysanochilum

ACCCO190 09 Eurystyles auriculata
ACCCO646 10 Eurystyles borealis
ACCCO540 09 Pelexia funkiana
ACCCO046 09 Pseudogoodyera pseudogoodyer
ACCCO041 09 Phragmipedium humboldtii
ACCC0220 09 Phragmipedium exstaminodium
'ACCCO040 09 Phragmipedium exstaminodium
'ACCCO031 09 Mexipedium xerophyticum
ACCCO546 09 Vanilla parviflora
ACCCO547 09 Vanilla pompona
AACCCO0022 09 Cypripedium irapeanum
AACCCO023 09 Cypripedium molle

——— Agavaceae

Resto del arbol

'ACCCO538 09 Oncidium sphacelatum
'ACCCO539 09 Oncidium sphacelatum
ACCCO0213 09 Oncidium incurvum
'ACCCO038 09 Oncidium suttonii
ACCCO039 09 Oncidium suttonii
ACCCO534 09 Cuitlauzina pendula
ACCCO036 09 Oncidium pollardii
'ACCCO037 09 Onci

ACCCO0217 09 Oncidium unguiculatum
ACCCOO055 09 Sigmatostalix picta
ACCCO0204 09 Sigmatostalix mexicana
ACCCO0412 09 Oncidium ornithorhynchum
'ACCCO049 09 Rhynchostele cervantesii
| 'ACCCO050 09 Rhynchostele cervantesii
ACCCO649 10 Rhynchostele cervantesii
._: 'ACCCO051 09 Rhynchostele maculata
ACCCO052 09 i

ACCCO0047 09 Rhynchostele aptera
'ACCCO048 09 Rhynchostele candidula
ACCCO053 09 Rhynchostele stellata

pr— ACCC0544 09 Rhynchostele cordatum
e ACCC0545 09 Rhynchostele ros:

ACCCO189 09 Papperitzia leiboldii
ACCCO199 09 Cyrtochiloides ochmatochila
ACCCO574 10 Cyrtochiloides ochmatochila
ACCCOO054 09 Rossioglossum williamsianum
ACCCO0209 09 Rossioglossum splendens
'ACCCO0042 09 Plectrophora alata

ACCCO056 09 Trichopilia galeottiana

ACCCO650 10 Trichopilia tortilis
ACCCO202 09 Lycaste crinita

ACCC0203 09 Lycaste aromatica
\CCCO032 09 Mormodes luxata
ACCC0034 09 Mormodes pardalinata
'ACCCO033 09 Mormodes nagelii
ACCCO035 09 Mormodes sotoana
ACCCO017 09 Clowesia thylaciochila
'ACCCO644 10 Clowesia rosea
ACCCO016 09 Clowesia warszewiczii
ACCCO026 09 Galeandra batemanii

ACCCO0027 09 Galeandra greenwoodiana
ACCCO018 09 Coelia densiflora

ACCCO197 09 Coelia macrostachya
ACCCO195 09 Laelia furfuracea
ACCCO196 09 Laelia crawshayana
'ACCCO575 10 Laelia furfuracea
ACCCO205 09 Laelia speciosa
ACCCO576 10 Laelia speciosa
ACCCO577 10 Laelia speciosa
ACCCO218 09 Laelia aff superbiens

ACCCO0029 09 Laelia anceps

ACCCO191 09 Laelia gouldiana

'ACCCO537 09 Laelia anceps

'ACCCO024 09 Epidendrum dorsocarinatum
'ACCCO0025 09 Epidendrum lowilliamsi
ACCCO535 09 Epidendrum parkinsonianum
ACCCO536 09 Epidendrum raniferum
'ACCCO541 09 Prosthechea cochleata
ACCCO543 09 Prosthechea pseudopygmaea
'ACCCO211 09 Prosthechea brassavolae
ACCCO0212 09 Prosthechea vitellina
'ACCCO0542 09 Prosthechea chondylobulbon
'ACCCO044 09 Prosthechea citrina
'ACCCO045 09 Prosthechea karwinskii
ACCCO648 10 Prosthechea karwinskii
ACCCO206 09 Encyclia adenocaula
'ACCC0020 09 Corallorhiza macrantha
ACCCO411 09 Corallorhiza macrantha
/ACCCO0021 09 Corallorhiza maculata
ACCCO019 09 Corallorhiza bulbosa
'ACCCO0219 09 Corallorhiza odontorrhiza
ACCCOO030 09 Lepanthes tenuiloba

ACCCO194 09 Masdevallia tuerckheimii

ACCCO573 10 Bletia urbana
ACCCO0208 09 Helleriella guerrerensis

ACCCO0210 09 Helleriella nicaraguensis

ACCCO188 09 Sobralia macdougallii

ACCCO193 09 Galeoglossum thysanochilum
ACCCO0647 10 Galeoglossum thysanochilum
ACCCO0207 09 Galeoglossum cactorum

p—
 —
p—
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ACCCO192 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO0201 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO043 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO0200 09 Galeoglossum tubulosum

ACCCO041 09 Phragmipedium humboldtii
'ACCC0220 09 Phragmipedium exstaminodium

C
'ACCCO190 09 Eurystyles auriculata
ACCCO646 10 Eurystyles borealis
ACCCO046 09
ACCCO540 09 Pelexia funkiana

/ACCCO040 09 Phragmipedium exstaminodium
e 'ACCC0031 09 Mexipedium xerophyticum
g ACCCO022 09 Cypripedium irapeanum

T—— ACCC0023 09 Cypripedium molle
J== ACCCO546 09 Vanilla parviflora

B ACCC0547 09 Vanilla pompona

Agavaceae

Coniferales




Coniferales

Cactaceae

ACCCO174 09 Echinocereus delaetii
ACCC0404 09 Echeveria setosa
ACCCO568 10 Echeveria coccinea
ACCCO572 10 Echeveria setosa var minor
ACCC0408 09 Echeveria setosa

ACCCO557 10 Echeveria laui

ACCCO564 10 Sedum cragii

ACCCO570 10 Echeveria globulosa
ACCCO560 10 Graptopetalum fruticosum

ACCCOS561 10 Graptopetalum saxifragodes

CCO562 10 Tacitus bellus

ACH
ACCCO569 10 Echeveria kimnachii
ACCCO309 09 Echeveria moranii
ACCCO311 09 Graptopetalum macdougallii
ACCCO559 10 Graptopetalum grande
ACCCO555 10 Echeveria elegans

Orchidaceae

Agavaceae

— 25 cambios

ACCCO556 10 Echeveria secunda
ACCCO567 10 Echeveria shaviana
ACCC0563 10 Sedum suaveolens

ACCCO565 10 Echeveria setosa var deminuta
[ ACCCO316 09 Echeveria longissima
ACCCO403 09 Echeveria longissima
t ACCC0406 09 Echeveria longissima
ACCCO558 10 Echeveria purpusorum
ACCCO310 09 Echeveria amphoralis
ACCCO407 09 Echeveria setosa
ACCCO566 10 Echeveria derenbergii
ACCCO571 10 Echeveria setosa var oteroi
ACCCO313 09 Sedum tortuosum
ACCCO315 09 Sedum tortuosum
ACCCO405 09 Sedum tortuosum
ACCCO308 09 Sedum frutescens
ACCCO307 09 Sedum platyphyllum
ACCCO312 09 Sedum torulosum
ACCCO314 09 Sedum torulosum
ACCCO0402 09 Sedum tortuosum

Cactaceae

ACCCO316 09 Echeveria longissima
ACCCO403 09 Echeveria longissima
ACCCO406 09 Echeveria longissima

ACCCO558 10 Echeveria purpusorum
ACCCO310 09 Echeveria amphoralis
ACCCO0407 09 Echeveria setosa
ACCCO566 10 Echeveria derenbergii
ACCCO571 10 Echeveria setosa var oteroi
ACCCO313 09 Sedum tortuosum
ACCCO315 09 Sedum tortuosum
ACCCO405 09 Sedum tortuosum
ACCCO307 09 Sedum platyphyllum

ACCCO308 09 Sedum frutescens

ACCCO0404 09 Echeveria setosa
ACCCO0408 09 Echeveria setosa
ACCCO568 10 Echeveria coccinea

ACCCO572 10 Echeveria setosa var minor
I— ACCCO557 10 Echeveria laui

I—: ACCCO312 09 Sedum torulosum
ACCCO314 09 Sedum torulosum

ACCCO0402 09 Sedum tortuosum
y=== ACCCO556 10 Echeveria secunda

B ACCCO567 10 Echeveria shaviana

ACCCO309 09 Echeveria moranii

ACCCO0311 09 Graptopetalum macdougallii

ACCCO559 10 Graptopetalum grande

ACCCO560 10 Graptopetalum fruticosum

ACCCO561 10 Graptopetalum saxifragodes

ACCCO562 10 Tacitus bellus

ACCCO563 10 Sedum suaveolens

ACCCO564 10 Sedum cragii

ACCCO565 10 Echeveria setosa var deminuta

ACCCO569 10 Echeveria kimnachii

ACCCO570 10 Echeveria globulosa

ACCCO555 10 Echeveria elegans

Orchidaceae

Agavaceae

Coniferales



— 25 cambios

Resto del arbol

ACCCO131 09 Cochemiea pondii
ACCCO170 09 Cochemiea pondii
ACCCO171 09 Cochemiea pondii
'ACCCO144 09 Ortegocactus macdogallii
ACCCO145 09 Ortegocactus macdougallii
ACCC%1 57 09 Ortegocactus macdougallii

/ACCCO128 09 Mammillaria napina
ACCCO129 09 Mammillaria napina
ACCCO169 09 Mammillaria napina
ACCCO165 09 Coryphantha delicata
ACCCO166 09 Coryphantha delicata
ACCCO596 10 Coryphantha delicata
ACCCO010 09 Pelecyphora strobiliformis
ACCCOO011 09 Pelecyphora strobiliformis
ACCCO012 09 Pelecyphora strobiliformis
AACCCO007 09 Mammillaria dixanthocentron
/ACCC0008 09 Mammillaria dixanthocentron
AACCCO009 09 Mammillaria dixanthocentron
ACCCO135 09 Mammillaria huitzilopochtli
ACCCO136 09 Mammillaria huitzilopochtii
ACCCO137 09 Mammillaria huitzilopochtii
ACCCO172 09 Mammillaria crucigera
ACCCO183 09 Mammillaria crucigera
ACCCO184 09 Mammillaria crucigera
ACCCO140 09 Aztekium hintonii
ACCCO141 09 Aztekium hintonii
ACCCO142 09 Mammillaria plumosa
ACCCO155 09 Mammillaria plumosa
ACCCO164 09 Aztekium hintonii
ACCCO179 09 Mammillaria plumosa
'ACCCO630 10 Mammillaria sanchez mejoradae
ACCCO631 10 Mammillaria sanchez mejoradae
ACCCO632 10 Mammillaria sanchez mejoradae
ACCCO132 09 Mammillaria varieaculeata
AACCCO133 09 Mammillaria varieaculeata
ACCCO158 09 Mammiillaria candida
ACCCO167 09 Mammiillaria candida
ACCCO181 09 Mammiillaria candida
ACCCO597 10 Cumarinia odorata
ACCCO598 10 Cumarinia odorata
ACCCOSQQ 10 Cumannla odorata
rpus beguinii
Acccomo 09 Turb icarpus beguinii
CCO639 10 Turbinicarpus beguinii
ACCC()548 10 Acharagma aguirreana
ACCCO549 10 Acharagma aguirreana
ACCCO550 10 Acharagma aguirreana
ACCCO0627 10 Lophophora williamsii
ACCCO0628 10 Lophophora williamsii
U ACCCOGZQ 10 Lophophora williamsii
CCO636 10 Obregonia denegrii
AC000637 10 Obregonia denegrii
0638 10 Obregonia denegrii
ACCCOGZ5 10 Epitelantha micromeris
ACCC0626 10 Epitelantha micromeris
ACCCO125 09 Ariocarpus fissuratus
ACCCO126 09 |Ariocarpus fissuratus
ACCCO143 09 Ariocarpus scaphirostris
[] ACCCO146 09 Ariocarpus fissuratus
ACCCO156 09 Ariocarpus scaphirostris
ACCCO176 09 Ariocarpus scaphirostris
ACCCO593 10 Ariocarpus fissuratus
'ACCCO134 09 Ariocarpus retusus
'ACCCO149 09 Ariocarpus retusus
ACCCO551 10 Ariocarpus retusus

-

LJ] ACCCO552 10 Ariocarpus trigonus

'ACCCO595 10 Ariocarpus trigonus
ACCCO138 09 Ariocarpus kotschoubeyanus
AACCCO139 09 Ariocarpus kotschoubeyanus

ACCCO151 09 Ariocarpus kotschoubeyanus

ACCCO594 10 Ariocarpus kotschoubeyanus

ACCCO001 09 Ariocarpus agavoides

ACCCO002 09 Ariocarpus agavoides

ACCCOO003 09 Ariocarpus agavoides

ACCCO013 09 Thelocactus hastifer

ACCCO014 09 Thelocactus hastifer

ACCCO015 09 Thelocactus hastifer

'ACCCO150 09 Echinocactus grusonii
'ACCCO162 09 Echinocactus grusonii
'ACCCO163 09 Echinocactus grusonii
'ACCCO0622 10 Echinomastus unguispinus subsp dur
'ACCCO0623 10 Echinomastus unguispinus subsp dur
'ACCCO624 10 Echinomastus unguispinus subsp dur
ACCCO177 09 Geohintonia mexicana
ACCCO178 09 Geohintonia mexicana
ACCCO185 09 Geohintonia mexicana
ACCCO147 09 Aztekium ritterii
ACCCO160 09 Aztekium ritterii
AACCCO004 09 Echinocactus parryi
AACCCO005 09 Echinocactus parryi
AACCCO006 09 Echinocactus parryi
ACCCO127 09 Echinocactus platyacanthus
'ACCCO168 09 Echinocactus platyacanthus
'ACCCO182 09 Echinocactus platyacanthus
'ACCCO640 10 Astrophytum caput medusae
ACCCO641 10 Astrophytum caput medusae
ACCCO642 10 Astrophytum caput medusae
ACCCO607 10 Echinocereus leucanthus
/ACCCOB08 10 Echinocereus leucanthus
ACCCOB09 10 Echinocereus leucanthus

'ACCCO613 10 Echinocereus poselgeri —

ACCCO614 10 Echinocereus poselgeri
ACCCO615 10 Echinocereus poselgeri
ACCCO616 10 Echinocereus schmollii
ACCCO617 10 Echinocereus schmollii
ACCCO618 10 Echinocereus schmollii
ACCCO804 10 Echinocereus laui
ACCCOB05 10 Echinocereus laui
ACCCOB06 10 Echinocereus laui
ACCCO619 10 Echinocereus subinermis
'ACCCO0620 10 Echinocereus subinermis
ACCCO621 10 Echinocereus subinermis
ACCCO600 10 Echinocereus adustus
ACCCO601 10 Echinocereus adustus
ACCCO602 10 Echinocereus adustus
ACCCO186 09 Echinocereus delaetii
ACCCOB03 10 Echinocereus delaetii
ACCCO610 10 Echinocereus pensilis
ACCCO611 10 Echinocereus pensilis
ACCCO612 10 Echinocereus pensilis
'ACCCO590 10 Aporocactus flagelliformis
ACCCO591 10 Aporocactus flagelliformis
ACCCO592 10 Aporocactus flagelliformis
ACCCO174 09 Echinocereus delaetii

| ACCCO131 09 Cochemiea pondii
ACCCO170 09 C pondii

ke ACCC0171 09 Cochemiea pondii
'ACCCO144 09 Ortegocactus macdogal
—E ACCCO145 09 Ortegocactus macdougalli
ACCCO157 09 Ortegocactus macdougallii

ACCCO0633 10 Mammillaria theresae
—E ACCCO634 10 Mammillaria theresae
ACCCO635 10 Mammillaria theresae

ACCCO130 09 C iea halei
ACCCO148 09 C: iea halei
ACCCO161 09 C iea halei

| — ACCC0128 09 Mammillaria napina

— ACCCO129 09 ina

ACCCO169 09 Mammlllarla napina

™ ACCCO165 09 Coryphantha dellcata
C elicata

1 AcCCCH 09 Cor
ACCCO596 10 Coryphantha dellc ta
|— ACCCDMO 09 Pelecyphora strobiliformis
109

AcCC
| — ACCCOMZ 09 Pelecyphora strobiliformis
ACCCO0007 09 Mammillaria dixanthocentron
ACCCO0008 09 Mammillaria dixanthocentron
ACCCO009 09 Mammillaria dixanthocentron
ACCCO135 09 Mammillaria huitzilopochtli
ACCCO136 09

ACCCO137 09 Mammillaria huitzilopochtli
ACCCO172 09 Mammillaria crucigera
ACCCO183 09 Mammillaria crucigera
ACCCO184 09 Mammillaria crucigera

[~ ACCCO597 10 Cumarinia odorata
ACCCO598 10 C odorata

ACCCO599 10 Cumarinia odorata
| — ACCCO0630 10 Mammillaria sanchez mejoradae
ACCCO631 10 sanchez

L ACCCO632 10 Mammillaria sanchez mejoradae
ACCCO132 09 Mammillaria varieaculeata
ACCCO133 09 Mammillaria varieaculeata
ACCCO159 09 Turbinicarpus beguinii

ACCCO548 10 Acharagma aguirreana
ACCCO549 10 Acharagma aguirreana
[ Asgeoear T
Al 627 10 Lophophora william:
0628 10 L illi

CCO637 10 O
| S— ACCC0638 10 Obregonla denegrii
J== ACCCO0625 10 Epitelantha micromeris

B ACCC0626 10 Epitelantha micromeris
ACCCO125 09 Ariocarpus fissuratus
ACCCO126 09 |Ariocarpus fissuratus
ACCCO143 09 Ariocarpus scaphirostris
ACCCO146 09 Ariocarpus fissuratus
ACCCO156 09 Ariocarpus scaphirostris
ACCCO176 09 Ariocarpus scaphirostris
ACCCO593 10 Ariocarpus fissuratus
ACCCO134 09 Ariocarpus retusus
ACCCO149 09 Ariocarpus retusus
ACCCO551 10 Ariocarpus retusus
CCCOSSZ 10 Ariocarpus trigonus

CO595 10 Ariocarpus trigonus
ACCCO138 09 Ariocarpus kotschoubeyanus
ACCCO139 09 Ariocarpus kotschoubeyanus
ACCCO151 09 Ariocarpus kotschoubeyanus
ACCCO594 10 Ariocarpus kotschoubeyanus
ACCCO001 09
ACCC0002 09
'ACCCO003 09 Aric
ACCCO013 09 Thelocactus hastifer
£ ACCCO014 09 Thelocactus hastifer
ACCCO015 09 Thelocactus hastifer

1 — ACCCO150 09 Echinocactus grusonii

1 ACCCO162 09 i grusoni
ACCCO163 09 Echinocactus grusonii

™ ACCCO0004 09 Echinocactus parryi

1 ACCCO005 09 Echi parryl
ACCCO006 09 Echinocactus parryi

| — ACCCO1Z7 09 Echinocactus platyacanthus

1 0168 09
ACCC0182 09 Echinocactus platyacanthus
|— ACCCOGAO 10 Astrophytum caput medusae
ACCH 10
= Acccoeiz 10 Astrophytum caput medusae
= ACCCO177 09 Geohintonia mexicana
I ACCCO178 09
L ACCCO185 09 Geohintonia mexicana

|_= ACCCO147 09 Aztekium ritterii

ACCCO160 09 Aztekium ritterii
= ACCCO0622 10 Echinomastus unguispinus subs
ACCCO0623 10 i subs

| — ACCCO0624 10 Echinomastus unguispinus subs
™ ACCCO607 10 Echinocereus leucanthus
1 ACCCO608 10 il
ACCCO609 10 Echinocereus leucanthus
™ ACCCO613 10 Echinocereus poselgeri

1 ACCCO614 10
ACCCO615 10 Echinocereus poselgeri
| — ACCCOG16 10 Echinocereus schmoll

I— ACCCOS1B 10 Echinocereus schmollii
| — ACCCO0604 10 Echinocereus laui
ACCCO605 10 laui
| L ACCCO606 10 Echinocereus laui

1 [~ ACCCO619 10 Echinocereus subinermis
ACCC0620 10

b ACCCO621 10 Echinocereus subinermis

— ACCCO600 10 Echinocereus adustus
ACCCO601 10 i adustus

L ACCCO602 10 Echinocereus adustus

ACCCO186 09

ACCCO611 10
L— ACCC0612 10 Echinocereus

pen:
™ ACCCO590 10 Aporocactus flagelllformls
ACC 591

| S—

ACCCO174 09 il delaetii

Resto del arbol
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