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1. Resumen

El orden Caryophyllales agrupa a ca. 11,555 especies que se distribuyen en 749 géneros y 40
familias. Este orden forma parte del grupo monofilético de las eudicotiledoneas de acuerdo con
la filogenia de la APG lIl. Los caracteres diagndsticos que unifican a los miembros de este
orden son la nula formacion de micorrizas, su gineceo unilocular con placentacién central, un
polen tipo colpado y la presencia de betalainas o antocianinas. En este orden se incluyen
especies con habitos de vida y adaptaciones morfolégicas contrastantes, entre las que
destacan los cactus (Cactaceae), las piedras vivas (Aizoaceae) y las plantas carnivoras
(Droseraceae). También se agrupan especies que sirven de alimento a la especie humana
(Amaranthaceae, Euphorbiaceae, Portulacaceae). Actualmente, Caryophyllales cuenta con 21
secuencias completas de genoma mitocondrial, 423 secuencias completas del genoma de
cloroplasto y 325 secuencias nucleares. En particular, la comparacion de los genomas
completos de cloroplasto permite identificar cambios en el niUmero e identidad de los genes que
lo componen y en cOmo éstos se organizan dentro del genoma, lo que cominmente se refiere a
la estructura del genoma de cloroplasto. A partir de estas comparaciones, entre algas y plantas
terrestres, y dentro de grupos taxondmicos particulares, se han identificado cambios
estructurales tales como la pérdida o ganancia de genes, rearreglos génicos y la formacion o
pérdida de inversos repetidos (IRs); mismos que se interpretan como pasos y procesos
evolutivos. De acuerdo con los antecedentes, los genomas de cloroplasto de las especies de
Caryophyllales estdn seccionados en cuatro partes: una region grande (LSC), una region
pequefia (SSC) y dos inversos repetidos (IRs), pero también se ha registrado la pérdida de los
IRs en algunos cactus columnares (Cactaceae). Por ello, en esta tesis se espera que la
tendencia sea que las especies del orden Caryophyllales tengan en su genoma de cloroplasto
una estructura seccionada en cuatro regiones. El objetivo general de esta tesis fue identificar
los cambios estructurales del genoma completo de cloroplasto en especies del orden
Caryophyllales para determinar si estos cambios son evolutivamente informativos. Los objetivos
particulares fueron caracterizar la composicion génica y la longitud de los IRs y construir una
filogenia para las 70 especies estudiadas a partir de la estructura del genoma completo de
cloroplasto. Para cumplir estos objetivos, se usaron las 70 secuencias in silico del genoma
completo de cloroplasto, que representan 16 familias y 40 géneros diferentes, debido a que
eran las secuencias disponibles al inicio de esta tesis. Las 70 secuencias son de acceso libre y
fueron previamente ensambladas en sus estudios originales, sin embargo, 53 de ellas se
publicaron sin su anotacién por ello, previo a los analisis, estas secuencias se anotaron en la

plataforma gratuita de CHLOROBOX. Las 70 secuencias se revisaron en su ensamblado y en
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su anotacién y fueron alineadas estructuralmente con MAUVE. Para determinar los cambios
entre las secuencias estudiadas, se caracterizaron tanto la identidad como el nimero de genes
del genoma completo, enfatizando en la extensién y composicion de los IRs. Con el fin de
determinar las relaciones filogenéticas de las especies estudiadas, se construyé una matriz
basada en caracteres estructurales, para ello, los nombres de los genes y su ubicacion relativa
se asignharon a categorias numéricas. Esta matriz integré un total de 106 caracteres y se analizé
en el programa Mesquite. Los resultados principales de esta tesis confirman que en
Caryophyllales el genoma completo de cloroplasto se organiza en cuatro secciones tipicas de
angiospermas ya que, de las 70 especies aqui estudiadas, sb6lo dos especies de cactus
columnares (Carnegia gigantea y Lophocereus schottii) carecen de IRs. Por tanto, es una
novedad evolutiva la pérdida de IRs para todo el orden y para la familia (Cactaceae). En esta
familia, los IRs se registran en las nueve especies de cactus de los géneros Mammillaria,
Opuntia y Rhipsalis para las que se tienen secuenciados los genomas de cloroplasto. En el
caso de las plantas carnivoras (Droseraceae), en particular Dionaea muscipula, presenta un
acortamiento de sus IRs a < 2.1 kbp mientras que, en las otras tres especies analizadas de
distintos géneros, su longitud varia de 23 a 27 kbp. Este acortamiento también se registré en las
especies Mammillaria albiflora y M. pectinifera cuyos IRs tienen una longitud de 1.3 kbp y 1.5
kbp, respectivamente, en tanto que en otras cinco especies del mismo género su longitud varia
de 14 a 28 kbp. Estas comparaciones permiten establecer que la diversidad estructural del
genoma de cloroplasto se presenta incluso dentro de un mismo género, no solo a nivel de
familia y de orden. Sin embargo, en esta tesis no se pudieron identificar las fuerzas y
mecanismos evolutivos que dirigen dichos cambios estructurales. Los resultados muestran que
el genoma completo de cloroplasto, en el orden Caryophyllales, tiende a una composicion
numeérica y de identidad de genes altamente conservada, independientemente de si hay o no la
formacion de IRs. Entre las 70 especies, los genes que codifican variaron de 89 (Dionaea
muscipula, Droseraceae) a 113 (Amaranthus caudatus, Amaranthaceae), los ARN de
transferencia de 30 (Carnegiea gigantea, Cactaceae) a 36 (Fagopyrum esculentum,
Polygonaceae), y el total de las especies estudiadas contienen cuatro ARN ribosomales (rrn4.5,
rr5, rrl6 y rr23) y cuatro genes de la ARN polimerasa (rpoA, rpoB, rpoC1 y rpoC2). El
analisis filogenético basado en la estructura del cloroplasto verificé los resultados de las
filogenias previas, en las que se separan las llamadas Caryophyllales centrales de las no
centrales. A partir de esta filogenia se concluye que la estructura del genoma completo de
cloroplasto representa informacion filogenética que debe analizarse en estudios futuros para

entender cabalmente las fuerzas evolutivas subyacentes a esos cambios. La filogenia de esta



tesis también permite concluir que la pérdida y acortamientos de los IRs documentados en
Cactaceae y Droseraceae son eventos evolutivos que han ocurrido independientemente. Esta
tesis confirma que la pérdida completa de los genes de la familia ndh, o su pseudogenizacion,
al igual que la de otros genes, como los ycf en Cactaceae, son cambios estructurales que
repercuten en el acortamiento relativo del tamafio total del genoma del cloroplasto. También se
concluye que el analisis de los cambios estructurales debe profundizarse en estudios que
relacionen estructura del genoma con su funcién en la fotosintesis.



2. Antecedentes

Las cianobacterias son procariotes y por tanto carecen de cloroplastos, pero aun asi contienen
como genoma una molécula de ADN circular (Kaneko y Tabata, 1997). Actualmente,
practicamente todos los analisis de secuencias de ADN sugieren un ancestro cianobacteriano
de los cloroplastos de las algas y de las plantas terrestres (Raven y Allen, 2003). Las
cianobacterias, tales como Oxyphotobacteria y Melainabacteria, tuvieron un papel fundamental
en la formacién de la bidsfera terrestre debido a su capacidad fotosintética. La fotosintesis
transforma el diéxido de carbono en oxigeno, proceso que consolidé las formas de vida
ancestrales que en su momento prosperaron en el planeta Tierra (Soo et al. 2017). El origen
posible de las cianobacterias se remonta al Proterozoico Inferior, hace unos 2,500-1,700
millones de afios, con la aparicién de una atmaésfera con contenido de oxigeno muy cercano al
de la actualidad. Esto favorecid la evolucion de microorganismos anaerobios (Shestakov y
Karbysheva, 2017). El bidlogo y botanico ruso, Konstantin Merezhkovski (1905) present6
oficialmente la teoria de la simbiogénesis donde manifiesta que la selecciéon natural no se
produce mediante mutaciones aleatorias sino por la incorporacién de simbiontes (Brummitt y
Powell, 1992). Posteriormente, esta teoria seria retomada y modificada por Lynn Margulis
(1967), para convertirse en la Teoria de la Endosimbiosis Seriada.

En la Teoria de la Endosimbiosis Seriada se describe la existencia de sucesivas simbiosis hasta
la aparicion de las células eucariotas tal como las conocemos actualmente. En esta teoria, se
propone una primera simbiosis que se produjo al fusionarse una bacteria hadadora (del tipo
espiroqueta) con otra que utilizaba el azufre y el calor como fuente de energia, originando un
organismo con las caracteristicas de ambas. Este seria el primer eucarionte ancestral de todos
los organismos pluricelulares actuales. La segunda simbiosis se propone que surgio entre este
eucarionte anaerobio y una bacteria aerobia capaz de realizar la respiracion celular. Asi
surgieron las células eucariotas con mitocondrias que darian lugar a hongos y animales. La
tercera simbiosis se origind entre estos Ultimos organismos aerobios y las cianobacterias,
mismas que aportaron la capacidad de obtener energia a partir de materia inorganica mediante
la fotosintesis. Asi surgieron los cianoplastos en glaucofitas, rhodoplastos en algas rojas, y los
cloroplastos en algas verdes y plantas terrestres (Margulis, 2002 y Kleine et al. 2009). Las
secuencias de ADN de cloroplasto analizadas en una perspectiva filogenética han apoyado la
evidente cercania entre los cloroplastos de plantas como derivados directos de las

cianobacterias (Douglas y Raven, 2003).



La funcion principal de los cloroplastos es la conversion de energia solar en carbohidratos,
proceso conocido como fotosintesis y que se conforma de dos partes: las reacciones de luz que
ocurren en el sistema de membranas del tilacoide del cloroplasto y que producen ATP y
NADPH, y las reacciones de carbono independientes de la luz que usan los productos
anteriores para fijar el CO, atmosférico en moléculas organicas (Johnson, 2016). La fotosintesis
se traduce en una reaccioén quimica simple: 6CO2 + 6H,0->CgsH1206 + 602 (Whittingham, 1952).
También en los cloroplastos, se producen aminoécidos, nucledétidos, lipidos, fitohormonas y
vitaminas (Alberts et al. 2002) ademas de una gran cantidad de metabolitos esenciales a las
respuestas de la planta ante el calor, la sequia, la salinidad e incluso la presencia de algunos
patégenos (Bobik y Burch-Smith, 2015).

Los cloroplastos se encuentran localizados en todo el citoplasma de las células vegetales de las
plantas terrestres en un numero que varia desde uno, en algas unicelulares, hasta 100 por
célula en plantas como Arabidopsis thaliana y Triticum aestivum (Ono et al. 1995, Trojan y
Gabrys, 1996 y Wardley et al. 1984). Gracias a la fotosintesis se pueden sostener las complejas
relaciones tréficas de todas las formas de vida del planeta. Sin embargo, algunas especies de
algas del género Polytomella, y plantas del género Epifagus y Monotropa, presentan
cloroplastos que no son funcionales debido a la retencién de los pseudogenes para la mayoria
de los genes relacionados a la fotosintesis (Smith y Lee, 2014, Abbate y Campbell, 2013,
Logacheva et al. 2016). Ademas, existen organismos parcialmente heterétrofos, como es el
caso de las plantas carnivoras, en donde algunos nutrientes provienen directamente de sus
presas mientras que otros son procesados mediante cloroplastos funcionales (Poppinga et al.
2013).

Eventualmente, la fotosintesis primitiva en medios completamente acudticos permitié la
colonizacién de la superficie terrestre hasta el surgimiento de las plantas superiores en este
medio, lo que fue un evento de suma importancia en la evolucion de las plantas terrestres, y de
todas las formas de vida (Kenrick y Crane, 1997). A partir de ahi, se originaron los dos grandes
grupos de plantas conocidos como angiospermas y gimnospermas hace aproximadamente 180
millones de afios (Soltis et al. 2008). Cerca del 40% de las gimnospermas estan representadas
por un diverso grupo de especies de coniferas distribuidas en ocho familias, 70 géneros y mas
de 630 especies (Farjon, 2001). Los estudios de gendmica comparada de los cloroplastos en
estas plantas han revelado elementos transponibles, secuencias repetidas y duplicacién de

genes como caracteristicas comunes (Morse et al. 2009).



En plantas terrestres se ha documentado una mayor frecuencia de cloroplastos con una
molécula de ADN de doble cadena el cual se hereda a partir de los évulos (Sugiura, 1989). Una
de las tendencias evolutivas identificadas es que el genoma completo del cloroplasto (ADNcp,
de aqui en adelante) de las plantas terrestres tiene el tamafio mas pequefo en relaciéon con los
genomas mitocondrial y nuclear de la misma especie (Alexeyev et al. 2004, Greilhuber et al.
2005) pero también con el de sus ancestros cianobacterianos (Gray & Doolittle, 1982). En
plantas terrestres el ADNcp varia de 100 a 200 kbp (Beverley, 2011) y en algunos casos puede
alcanzar hasta 217,000 bp de longitud total con un nimero de genes que varian de 29 a 147
(De las Rivas et al. 2012). Actualmente, se conoce que la maquinaria fotosintética requiere
muchas mas funciones genéticas que aquellas que estan especificadas en el ADNcp, por tanto,
se asume gue muchas de estas funciones se transfirieron al genoma nuclear (Rochaix, 2004) o
mitocondrial (Brandvain y Wade, 2009). A pesar de esas transferencias o migraciones de genes
desde el cloroplasto a otros genomas su contenido genético esta altamente conservado (Gantt
et al. 1991). Este contenido gendmico conservado y los cambios relativos lentos de sustitucion
de nucleétidos en genes codificantes hacen que el ADNcp sea un modelo base para el estudio
de la historia evolutiva en plantas terrestres (Clegg, 1993).

En particular, en el grupo de las angiospermas terrestres es una tendencia que su ADNcp esté
organizado en cuatro secciones por ello se dice que tiene una estructura cuadripartita (Downie y
Palmer, 1994). Dos de ellas se llaman regiones unicas (SC, por sus siglas en inglés “single
copy"), una de éstas tiene un mayor numero de genes que se refleja en una mayor longitud y
por ello se nombra como region Unica grande (LSC, por sus siglas en inglés) y a la otra region
Unica pequefia (SSC, por sus siglas en inglés); las otras dos regiones se llaman inversos
repetidos (IRs). En la mayoria de las plantas terrestres la LSC mide de 80 a 90 kbp y esta
compuesta por cerca de 60 genes codificantes y 21 ARNs de transferencia (ARNt); por su parte
la SSC suele tener una longitud entre 16 a 27 kbp con un promedio de 11 genes codificantes
mientras que los IRs, principalmente compuestos de 7 ARNty 4 ARNr (Li et al. 2018 y Mower y
Vickrey, 2018), oscilan entre los cinco y los 27 kbp de longitud. Sin embargo, dentro de cada
especie es usual que los dos IRs sean idénticos en longitud y en nUmero de genes, e incluso en
secuencias idénticas de ADN, lo Unico que lo diferencia es la orientacion (un IR esta en sentido
rio abajo respecto al otro) (Zhu et al. 2016). Sin embargo, en la familia Cactaceae, para las
especies Mammillaria zephyranthoides (Solérzano et al. 2019) y Rhipsalis baccifera (Oulo et al.

2020) se documentaron IRs divergentes, es decir, que difieren en la composicién de sus genes.

10



Dicha composicién generalmente incluye un conjunto de cuatro genes ribosomales (rrn4.5, rrn5,
rml6 y rrn23) y siete ARNt (trnA-UGC, trnL-CAA, trnl-GAU, trnM-CAU, trnN-GUU, trnR-ACG y
trnV-GAC) a los cuales se les ha atribuido la estabilidad estructural del ADNcp debido a su baja

tasa de substitucion de nucleétidos (Zheng et al. 2016).

Los datos actuales muestran que es un patrén que las angiospermas terrestres tengan una
estructura cuadripartita en su ADNcp, aunque pocas especies no poseen los IRs. Esta carencia
de IRs se ha interpretado como una pérdida evolutiva (Sanderson et al. 2015) puesto que su
estado ancestral fue la estructura cuadripartita. Los tres grandes cambios estructurales en la
organizacion del ADNcp de plantas terrestres que se han sefialado son la pérdida de los IRs, la
pérdida completa de familias de genes y la pseudogenizacion (Oldenburg y Bendich, 2015).
Estos tres cambios estructurales han sido registrados en distintas especies de los miembros de
algunas familias, pero no para el total de sus miembros. Por ejemplo, en la familia Cactaceae, la
pérdida de los IRs, junto con la pérdida de familias completas de los genes de deshidrogenasas
(ndh) fue documentado en el cactus columnar Carnegiea gigantea (Sanderson et al. 2015), en
tanto que el proceso de la pseudogenizacion de las familias de genes ndh y ycf, fue
documentada en los cactus globosos pequefios del género Mammillaria, pero no la pérdida de
los IRs (Solérzano et al. 2019). Sin embargo, también se ha documentado la pérdida de IRs en
diversos linajes de angiospermas tales como Leguminosae (Palmer y Thompson, 1982),
Geraniaceae (Ruhlman et al. 2017) y Arecaceae (Choi et al. 2019) cuya pérdida se ha
interpretado como resultado de un solo evento de mutacién ancestral que fue heredado a todos
los descendientes. Estos resultados sugieren que el estudio de las secuencias de ADN y de la
organizacién estructural del genoma de cloroplasto (entiéndase como identidad, numero,
arreglo y orientacion de los genes) tienen un uso potencial en los analisis filogenéticos de los

taxa (Jansen et al. 2007).

En particular, el orden Caryophyllales, cuenta con cerca de 11,555 especies agrupadas en 749
géneros y 40 familias (APG, 2016). Los miembros de este orden se distribuyen en todos los
continentes, ocupando ambientes terrestres y acuaticos. Algunas de las familias de
Caryophyllales se destacan por sus adaptaciones a las condiciones ambientales variables, tales
como la sequia/calor (Cactaceae), el frio extremo (Montiaceae) o la alta salinidad
(Amaranthaceae) (Hernandez-Ledesma et al. 2015). En otras familias, hay especies que se
destacan por su grado comercial y ornamental (Caryophyllaceae, Droseraceae, Portulacaceae,

Polygonaceae) (Lopez-Nievez et al. 2018).
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De acuerdo con el andlisis filogenético basado en secuencias del gen matK y el intron trnK, el
orden Caryophyllales se divide en dos clados principales: las Caryophyllales centrales y las
Caryophyllales no centrales (Meimberg et al. 2000 y Meimberg et al. 2001). Las Caryophyllales
centrales agrupan 19 familias que se caracterizan por tener nodos uniloculares, tallos a menudo
con anillos céntricos de xilema y floema, tubos de tamiz de floema con plastidios con un anillo
periférico de filamentos proteicos y un cristal proteico central. Ademas, todos los miembros de
este grupo poseen betalainas y perdieron el intrén en el gen rpl2; caracteristicas que los unifica.
La mayoria de las familias de este grupo presentan morfologias multiples de su polen, lo que
indica que la estructura de éste es variable en este clado (Eckardt, 1976 y Norwicke, 1975). En
cambio, las Caryophyllales no centrales corresponden a aquellos miembros anteriormente
colocados en el orden Polygonales que describieron Judd et al. (2002) y que han sido
recientemente identificadas correctamente a través de las filogenias moleculares basadas en
las secuencias de cloroplasto del rbcL, atpB y matK, asi como en las secuencias de ADN

ribosomal nuclear 18S (Cuénoud et al. 2002).

A partir de la comparacion del genoma completo de cloroplasto de 19 familias de Caryophyllales
se documentaron rearreglos de genes (cambios en la ubicacién relativa) significativos en las
familias Amaranthaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Droseraceae y Cactaceae (Ali,
2019). Actualmente, se encuentran disponibles 423 secuencias de genoma completo de
cloroplasto que representan un total de 33 familias de Caryophyllales. En esta tesis se eligieron
70 de estas secuencias debido a que, al inicio de la investigacion, eran las Unicas que estaban

completas y verificadas en el GenBank.

Por otra parte, los estudios filogenéticos tradicionales en plantas han utilizado un nimero de
una a 15 secuencias de ADNcp como marcadores moleculares para investigar relaciones
filogenéticas. Entre ellos destacan secuencias de genes codificantes (e.g. atpB, matK, ndhF,
psbB, rbcL, rpoC2, rps4, rpll6é y rpoCl) y no codificantes (i.e. intrones y espaciadores
intergénicos) (Patwardhan et al. 2014). Sin embargo, es frecuente que este bajo nimero de
secuencias de ADN no resuelvan las relaciones filogenéticas (Crawley y Hilu, 2012) entre las
especies de Caryophyllales. Por ello se recomienda incluir otros marcadores, tales como los
genes codificantes de las unidades ribosomales (ARNr) ubicadas en el nacleo como son la 16S,

5S y 28S, o de la mitocondria como subunidades del citocromo oxidasa (CO), la subunidad 12S
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del ARNr o el citocromo b para tratar de resolver dichas relaciones filogenéticas. Por otro lado,
las secuencias conservadas en los IRs muestran que Caryophyllales es un grupo monofilético
(Cuénoud et al. 2002 y Brockington, 2009), aunque dentro del mismo se han identificado
aparentes relaciones parafiléticas, como es el caso de los miembros del género Mammillaria
(Cactaceae) (Butterworth y Wallace, 2004), algunos géneros de la familia Molluginaceae (Fior et
al. 2006; Harbaugh et al. 2010) y ciertas especies del género Salicornia (Amaranthaceae)
(Steffen et al. 2015).
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3. Objetivos

Objetivo General
Analizar la variacion estructural del genoma completo de cloroplasto de 70 especies del orden

Caryophyllales con la finalidad de identificar cambios estructurales y asignarlos como posibles

eventos evolutivos en una filogenia de estas especies.

Objetivos Particulares

Comparar los arreglos estructurales de los genomas completos de cloroplasto de 70 especies
del orden Caryophyllales para identificar si las diferencias encontradas tienen una posible

interpretacion evolutiva.

Obtener las relaciones filogenéticas entre las 70 especies del orden Caryophyllales con la
finalidad de comprobar si la variacion estructural en el genoma de cloroplasto tiene informacién

filogenética relevante.
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4. Métodos

Recopilacién y curado de las secuencias in silico

A partir de los genomas publicados en articulos y aquellos directamente disponibles en la base
de datos digitales del GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/), se obtuvieron 70
ADNCcp disponibles de miembros del orden Caryophyllales. Estas especies representan a 16
familias y a 40 géneros distintos. Del total de estas familias, las que suman mas genomas
completos de cloroplasto son Amaranthaceae (14 especies), Caryophyllaceae (18), Cactaceae
(11) y Polygonaceae (7).

Las secuencias de ADNcp de las 70 especies se obtuvieron en formato FASTA para
sistematizar la informacién. Para cada una de las 70 especies estudiadas se documentaron las
caracteristicas de tamafio total del ADNcp (bp), el nimero total de genes y la ganancia y
pérdida de genes en las regiones de IRs, SSC y LSC. También se documentaron las figuras de
los genomas ensamblados y anotados previamente publicados para construir una base digital.
Del total de los 70 ADNcp localizados, 53 de ellos fueron publicados como genomas
ensamblados, pero no fueron anotados; por ello en esta tesis se obtuvo su anotacion. La
anotacion se hizo en la plataforma CHLOROBOX de libre acceso y que cuenta con la
herramienta GeSeq (http://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseqg.html). En esta plataforma de
anotacion, el GeSeq usa los algoritmos basados en los programas ARAGORN y tRNAscan-SE
(Laslett y Canback, 2004), los cuales sirvieron para la anotacion de los ARNt, las regiones
codificantes y los intrones, y por convencién las secuencias de ADN localizadas entre dos
secuencias anotadas se llaman espaciadores intergénicos (IGs) pero no se anotan. La
deteccion de los bloques de genes que se encuentran repetidos en dos copias, pero en
orientacion invertida (IRs) que se encuentran tipicamente en los ADNcp, fueron
automaticamente detectadas por el anotador. En esta misma plataforma se generd un archivo
de salida de GeSeq necesario para su visualizacion con OGDRAW (Tillich et al. 2017). La
filogenia de Caryophyllales (Yao et al. 2019) se us6 como referencia para detectar los cambios

en las estructuras de los genomas de cloroplasto y si éstos tienen una tendencia evolutiva.
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Alineamiento estructural.

Para visualizar las diferencias y similitudes estructurales en el total de 70 genomas
ensamblados, se usé el programa MAUVE 2.4.0 (Darling et al. 2009). En este programa se
utilizé la herramienta progressiveMauve para obtener el alineamiento estructural para los
miembros de una familia y del total de las especies del orden. El resultado que arroja este

alineamiento permite visualizar los rearreglos de genes de todo el genoma.

Matriz de caracteres

Los 70 genomas de cloroplasto ya se encontraban ensamblados y sirvieron como soporte para
la elaboracibn de una matriz de caracteres en el programa Mesquite
(https://www.mesquiteproject.org/home.html). Dicho software es modular y extensible para la
biologia evolutiva pues su énfasis esta en el andlisis filogenético, lo cual permite el manejo y
procesamiento de una gran cantidad de datos. Asi, la matriz conté con 70 especies y 106
caracteres que corresponden a cada gen (o secuencias anotadas) del ADNcp de estas
especies. La matriz fue codificada del siguiente modo: 1) caracter de presencia de un cierto
gen: (simbolo X) en el ADNcp, este caracter con dos estados de caracter: ausente (0), presente
(1). 2) caracter de ubicacion (localizacién) relativa del cierto gen X en el ADNcp, con los
siguientes estados de caracter: localizado en IR (1), localizado en SSC (2) y localizado en LSC
(3). En el caso de las dos especies sin estructura cuadripartita, donde no se le puede asignar
una region estructural a sus genes, éstos Ultimos se consideraron como caracteres binarios
tomando en cuenta su ausencia (0) o presencia (1) en el genoma. Una vez que la matriz se
completd, se elaboré una filogenia para observar de manera gréfica la relacion entre las

especies con base en su composicién genémica.

5. Resultados

El andlisis de los 70 genomas completos (Tabla 1) mostr6 que 68 de éstos tienen una
estructura cuadripartita; las dos especies que carecen de IRs corresponden a la familia
Cactaceae y ambos son cactus columnares (Carnegiea gigantea y Lophocereus schattii). De las
68 especies con estructura cuadripartita, 64 de ellas mostraron sus dos IRs y las regiones
Unicas, LSC y SSC, con composicion y numero de genes idénticos (Tabla 2), las otras cuatro
especies, todas ellas de la familia Droseraceae, presentan un aparente rearreglo de genes
(Tabla3).
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Tabla 1. Total de las 70 especies estudiadas del orden Caryophyllales. Para cada especie se
incluye su familia, su registro en la base digital de datos GenBank (NCBI), el tamafio total del
genoma de cloroplasto en pares de bases (bp), el nUmero total de genes para el genoma
completo, para la region Unica grande (LSC), para la region unica pequefia (SSC) y para los
inversos repetidos (IRs). Para esta Ultima regién se duplica el nimero total de genes (2X). Se

sefalan con asterisco (*) aquellas especies que carecen de IRs.

Familia Género Especie Registro en Tamafio #totalde LSC SSC IR
NCBI (bp) genes (2X)

1. Aizoaceae 1. Mesembryanthemum crystallinum NC_029049 153,722 132 85 13 34
2. Tetragonia tetragonioides NC_036991 149,506 129 82 13 34

2. Amaranthaceae

1. Alternanthera philoxeroides NC_042798 152,255 128 82 12 34

2. Amaranthus caudatus NC_040143 150,523 130 83 13 34

hypochondriacus ~ NC_030770 150,518 113 74 11 28

3. Cactaceae 1. Carnegiea gigantea NC_027618 113,064 127 * * *
2. Lophocereus schottii NC_041727 113,204 109 * * *

3. Mammillaria albiflora NC 517610 110,789 114 87 26 4

crucigera NC_ 517613 115,505 119 75 24 20

huitzilopochtli NC_517612 115,886 119 75 24 20

pectinifera NC 519716 108,756 109 87 26 4

solisioides NC 518341 115,356 117 75 24 20

17



supertexta NC_508963 116,175 117 75 24 20
zephyranthoides NC_517611 107,343 131 82 11 38
4. Opuntia quimilo NC_114084 150,374 131 92 5 34
5. Rhipsalis baccifera NC_821847 122,333 110 85 19 6
4.
Caryophyllaceae 1. Agrostemma githago NC_023357 151,733 128 83 13 32
2. Colobanthus apetalus® NC_036424 151,228 128 82 12 34
quitensis NC_028080 151,276 125 85 12 28
3. Dianthus caryophyllus NC_039650 147,604 125 84 13 28
4. Dysphania ambrosioides NC 041201 151,689 127 82 13 32
botrys NC_042166 152,022 127 84 13 30
pumilio NC 041159 151,962 127 82 13 32
5. Gymnocarpos przewalskii NC_036812 150,636 128 85 13 30
6. Haloxylon ammodendron NC_027668 151,572 135 84 13 38
persicum NC_027669 151,586 135 84 13 38
7. Lychnis wilfordii NC_035225 152,320 128 82 12 34
8. Pseudostellaria heterophylla NC_ 044183 149,765 126 83 13 30
longipedicellata NC_039454 149,626 128 85 13 30
okamotoi NC_039974 149,653 126 83 13 30
palibiniana NC_041166 149,668 126 83 13 30
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9. Salicornia brachiata NC_ 027224 153,324 131 84 13 34

bigelovii NC_027226 153,076 132 85 13 34

europeae NC_027225 153,232 129 82 13 34

10. Silene capitata NC_035226 150,224 130 83 13 34

chalcedonica NC_023359 148,081 125 84 13 28

conica NC_016729 147,208 126 84 12 30

conoidea NC_023358 147,896 125 83 12 30

latifolia NC_016730 151,736 126 83 13 30

noctiflora NC_016728 151,639 127 84 11 32

paradoxa NC_023360 151,632 126 83 13 30

vulgaris NC_016727 151,583 124 81 13 30

11. Suaeda japonica NC_042675 152,109 131 84 13 34

malacosperma NC_139180 151,989 131 84 13 34

5. Droseraceae 1.Aldovandra vesiculosa NC_035416 141,568 128 70 6 52
2. Dionaea muscipula NC_035147 117,589 105 52 49 4

3. Drosera regia NC_035415 136,810 117 79 6 32

rotundifolia NC_029770 192,912 143 54 21 68

6.Montiaceae 1. Cistanthe longiscapa NC_035410 156,830 133 96 13 24
2. Nepenthes ventricosa x alata  NC_044185 156,637 146 89 13 44
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7.Nyctaginaceae 1. Acleisanthes obtusa NC 041416 154,004 133 84 13 36

2. Nyctaginia capitata NC 041415 152,995 133 84 13 36

8.Petiveraceae 1. Monococcus echinophorus NC 041414 155,099 133 84 13 36

2. Petiveria alliaceae NC_041417 154,947 133 84 13 36

3. Seguieira aculeata NC 041418 155,849 133 84 13 36

9.Phytolaccaceae 1. Phytolacca insularis NC 141113 156,419 132 84 12 36

10.Plumbaginace 1. Plumbago auriculata NC_ 041245 168,765 134 84 12 38

ae

11.Portulacaceae 1. Portulaca oleracea NC_063236 156,533 132 83 13 36

12.Polygonaceae 1. Fagopyrum dibotrys NC_037705 159,320 130 84 12 34

esculentum NC_010776 159,599 132 84 12 36

luojishanense NC_037706 159,265 132 84 12 36

tataricum NC_ 027161 159,272 131 84 12 36

2.Rheum palmatum NC_027728 161,541 134 86 12 36

3.Rumex acetosa NC_042390 160,269 132 84 12 36

4.0xyria sinensis NC_032031 160,404 132 84 12 36

13.Stegnosperma 1. Stegnosperma halimifolium NC_041235 155,485 133 84 13 36
ceae

14.Talinaceae 1. Talinum paniculatum NC_037748 159,929 133 84 13 36
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Los resultados mostraron que los IRs de las 64 especies conservadas mantienen siete
ARNt (trnA-UGC, trnL-CAA, trnL-GAU, trnM-CAU, trnN-GUU, trnR-ACG y trnV-GAC) vy
cuatro ARNr (rrn4.5, rr5, rrl16 y rrn23). La comparacién de estos 64 genomas mostrd
gue en todas ellas la SSC posee los genes asociados a la Nicotinamida-Adenina-
Dinucle6tido (NADH) mientras que su composicion gendémica cuenta con un ndmero de
genes codificantes que van desde los 89, para el caso de Dianthus caryophyllus, hasta
113 para Amaranthus caudatus. En cuanto a los ARNt se reporta un rango gue oscila

entre los 30 en Colobanthus apetalus hasta 36 en Fagopyrum esculentum.

Por otro lado, el total de especies que son 70 cuentan con cuatro genes de la ARN
polimerasa (rpoA, rpoB, rpoC1 y rpoC2) y el gen rbcL que codifica para la subunidad
grande de la ribulosa 1-5, bifosfato (RuBisCO) y otros genes que corresponden a las
subunidades respectivas del complejo citocromo b6-f; y a la mayoria de las subunidades

de deshidrogenasas (NADH), que usualmente estan en la SSC.

Tabla 2. Identidad génica de las regiones de IRs, SSC y LSC de las 64 especies que mantienen su
composicién y nimero de genes conservados.

Regién | Identidad del gen Gen

IRs Marcos de lectura | fragmento de ycfl, ycf2 completo
hipotéticos (ycfl)

Deshidrogenasas ndhB
(NADH)

Proteinas de la
subunidad  grande | rpl2, rpl23
del ribosoma (rpl)

Proteinas de Ila
subunidad pequefia | rps7, rps12, rps19
del ribosoma (rps)

ARN ribosomal | rrn4.5, rrn5, rrnl6, rrn23,

(ARN)

ARN de

transferencia trnA-UGC, trnL-CAA, trnL-GAU, trnM-CAU, trnN-GUU, trnR-ACG,
(ARNt) trnV-GAC
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Marcos de lectura

fragmento de ycfl

SSC hipotéticos (ycf)
Deshidrogenasas ndhA, ndhB, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhl
(NADH)

Proteinas de la
subunidad grande | rpl32
del ribosoma (rpl)

Proteinas de la
subunidad pequefa | rps15
del ribosoma (rps)

Fotosistema | (psa) | psaC
ARN de
transferencia trnl-UAG
(ARNTt)

LSC Ribulosa 1,5- | rbcL
bifosfato
Marcos de lectura | ycf3, ycf4

hipotéticos (ycf)

Complejo ATP
sintasa

Deshidrogenasas
(NADH)

Complejo citocromo
b6f (pet)

Fotosistema | (psa)

Fotosistema Il (pshb)

ARN polimerasa
(rpo)

Proteinas de la
subunidad grande
del ribosoma (rpl)

Proteinas de la
subunidad pequefa
del ribosoma (rps)

atpA, atpB, atpE, atpF, atpH, atpl

ndhC, ndhJ, ndhK

petA, petB, petD, petG, petL, petN

psaA, psaB, psal, psaJ

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbl, psbJ, psbK, psbL,

psbM, psbT, psb30, psbZ

rpoA, rpoB, rpoC1, rpoC2

rpl4, rpll6, rpl20, rpl22, rpl33, rpl36

rps2, rps3, rps4, rps8, rpsill, rpsl2, rpsl4, rpslo, rpsl8
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ARN de trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnG-GCC, trnF-GAA, trnH-GUG,
transferencia trnM-CAU, trnP-UGC, trnQ-UUG, trnR-UCU, trnS-CGA, trnS-GCU,
(ARNTt) trnS-UGA, trnT-GCU, trnW-CGA, trnY-GUA

Por su parte, las cuatro especies de la familia Droseraceae difieren en la composicion
génica de su ADNcp respecto a aquellas presentadas en la Tabla 2 ya que presentan
ganancia o pérdida de genes e incluso hasta subunidades completas. En consecuencia,
Aldrovanda vesiculosa, Dionaea muscipula, Drosera regia y Drosera rotundifolia

presentan un importante rearreglo estructural en su genoma (Tabla 3).

Tabla 3. Identidad génica de las regiones de IRs, SSC y LSC de las cuatro especies de la familia
Droseraceae.

Regién | Identidad del gen | Gen

IR
Proteinas de la
subunidad rpl14, rpl19, rpl22, rpl36
grande del

ribosoma (rpl)

Proteinas de la
subunidad
pequefia del
ribosoma (rps)

rps2, rps3, rps8, rpslo, rps23

ARN de | trnH-GUG
transferencia

(ARN)

Fotosistema Il | PSPA, psbD
(psb)
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SSC

Marcos de
lectura
hipotéticos (ycf)

Proteinas de la
subunidad
grande del
ribosoma (rpl)

Proteinas de la
subunidad
pequefia del
ribosoma (rps)

Fotosistema |
(psa)

ARN de
transferencia
(ARNTt)

Complejo
citocromo b6f
(pet)

Fotosistema ]
(psb)

ycf2, ycf3

rpl2, rpl20, rpl23, rpl36

rps3, rps4, rps8, rpsll, rpsi2, rpsi4, rpsl6, rpsl9, rps22

psaA, psaB

trnS-GCA, trnM-CAU, trnD-GUC, trnY-GUA, trnE-UUC, trnN-GUU,

trnR-ACG

petB, petN

psbB, psbH, psbM, psbT

LSC

Deshidrogenasas
(NADH)

Proteinas de la
subunidad
grande del
ribosoma (rpl)

ARN de
transferencia
(ARNTt)

ndhB

rpl32

trnF-GCQG, trnK-UUU, trnL-CAA, trnL-GUU, trnM-GUG

Los resultados de la anotacion de las 53 especies que aqui se elaboro, se presentan junto

con los genomas de las 17 especies previamente anotados en otros estudios (Anexo 1) al

igual que los alineamientos comparativos generados en MAUVE 2.4.0 (Anexo 2).
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La filogenia resultante de la matriz de caracteres (Fig. 1) se elaboré tomando en cuenta al
orden Ericales como grupo externo ya que también forma parte del grupo de las Astéridas
al igual que Caryophyllales. En dicha filogenia, se observan 7 principales agrupamientos :
I: Dysphania botrys, D. pumilio, Fagopyrum dibotrys, F. esculentum, F. luojishanense, F.
tataricum, Gymnocarpos przewalskii, Haloxylon ammodendron, H. persicum,
Chenopodium album, C. quinoa, C. ficifolium, Cistanthe longiscapa, Colobanthus apetalus,
C. quitensis, Alternanthera philoxeroides, Acleisanthes obtusa, Agrostemma githago,
Dianthus caryophyllus, Amaranthus caudatus y A. hypochondriacus (genes ycfl y ycf2 en
SSC y LSC respectivamente), Il: Talinum paniculatum, Tetragonia tetragonioides,
Stegnosperma halimfolium, Suaeda japonica, S. malacosperma, Seguieria aculeata,
Silene capitata, S. paradoxa, S. vulgaris, S. chalcedonica, S. conica, S. conoidea, S.
latifolia y S. noctiflora (pérdida de los genes infA y rpoC1), Ill: Portulaca oleraceae,
Pseudostellaria heterophylla, P. longipedicellata, P. okamotoi, P. palibiniana, Rheum
palmatum, R. acetosa, Salicornia bigelovii, S. brachiata y S. europeae (pérdida de tres
tRNAs en la LSC y dos en los IRs), IV: Oxyria sinensis, Petiveria alliaceae, Phytolacca
insularis, Plumbago auriculata, Mesembryanthemum crystallinum y Monococcus
echinophorus (grupo externo), V: Opuntia quimilo, Arbutus unendo, Rhododendron
datianginense y Vaccinum bracteatum (grupo externo), VI: Mammillaria zephyranthoides,
Dionaea muscipala, Aldovandra vesiculosa, Drosera regia, D. rotundifolia y Nepenthes
ventricosa (gen rpl32 ausente), VII: Rhipsalis baccifera, Mammillaria albiflora, M.
pectinifera, Carnegia gigantea, Lophocereus schottii, Lychnis wilfordii, Mammillaria
crucigera, M. huitzilopochtli, M. solisioides y M. supertexta (pérdida de cuatro genes ndh
enla LSCy SSC).
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Fig. 1. Filogenia de Caryophyllales generada por medio del analisis SPR rearranger por método de

parsimonia. Se identifican 7 principales grupos: |

(genes ycfl y ycf2 en SSC y LSC

respectivamente), Il (pérdida de los genes infA 'y rpoC1), Il (pérdida de tres tRNAs en la LSC y dos

en los IRs), IV (pérdida de genes accD y ndhF), V (grupo externo), VI (gen rpl32 ausente) y VII

(pérdida de 4 genes ndh en la LSC y SSC).
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De las 68 especies con IR, se encontré que los genes ribosomales rrn4.5, rr5, rrl6 y
rr23 al igual que los genes de transferencia trnN-GUU, trnL-CAA, trnR-ACG y trnV-GAC
estan frecuentemente insertados en dicha region, aunque pueden encontrarse en la LSC
como el caso de las especies D. muscipala y T. tetragonioides o en la region SSC de las
especies M. albiflora, M. crucigera, M. huitzilopochtli, M. pectinifera, M. solisioides, M.

supertexta y R. baccifera.

6. Discusion

A pesar de que en esta tesis s6lo se analizaron 70 genomas de las especies del orden
Caryophyllales, se encontr6 que en este grupo existe una tendencia a formar inversos
repetidos en su estructura del genoma de cloroplasto. Las Unicas especies que carecen
de estos inversos repetidos son los cactus de crecimiento columnar C. gigantea y L.
schottii. El origen de Cactaceae se remonta al Eoceno Tardio, hace 30-35 millones de
afos (Hernandez-Hernandez et al. 2014, Magallon et al. 2015), época geoldgica donde se
experimentd una caida de CO.; condicion que originé a este linaje altamente eficiente en
el uso de dicho gas. Por otro lado, se propone que la pérdida de los inversos repetidos se
llevé a cabo hace cerca de 23 millones de afos durante el Mioceno Tardio (Mauseth,
1990, Hershkovitz y Zimmer, 1997 y Hernandez-Hernandez, 2011) donde las condiciones
aridas del ambiente favorecieron la diversificacion de Cactaceae debido a la alta
prevalencia de hibridacion y poliploidizacion (Machado, 2008 y Majure et al. 2012). A partir
de los analisis de los genomas completos de 70 especies del orden Caryophyllales, se
indica que quiza la pérdida de los IRs es algo inusual, ya que solo se document6 en dos
especies de cactus columnares, C. gigantea y L. schottii, pertenecientes a la subtribu
Pachycereinae cuya divergencia es aun mas reciente, hace 4-6 millones de afos
(Hernandez-Hernandez et al. 2011, 2014). Es por eso que se necesitan mas estudios para
aseverar sin en las mas de 11,000 especies de este orden, los inversos repetidos se
perdieron tal y como sucede con las cactaceas columnares. Por otro lado, los andlisis
estructurales enfocados a identificar los procesos mediante los cuales se llevé a cabo la
pérdida de dichas regiones no forman parte de los enfoques principales de esta tesis. Es
posible que, en un futuro, con la disponibilidad de mas secuencias y con la integracion de
relacionar la estructura y composicion del ADNcp con las funciones a la cual estan
ligados, se podria entender cabalmente las consecuencias de los rearreglos estructurales

del genoma de cloroplasto. Por otro lado, respecto a la composicién de genes, Gantt et al
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(1991) propusieron que el contenido génico del ADNcp esta altamente conservado en
plantas terrestres debido a la transferencia de las funciones del cloroplasto al nucleo. El
presente trabajo identificé una composicion comuan de las regiones IRs, SSC y LSC en 64
de las 70 especies analizadas; las seis especies restantes presentan pérdidas o
ganancias en sus regiones que van de uno a cinco genes. Lo anterior posiblemente se
debe al mantenimiento de cuatro genes ribosomales (rps4.5, rps5, rpsl6 y rps23) y siete
ARNt (trnA-UGC, trnL-CAA, trnl-GAU, trnM-CAU, trnN-GUU, trnR-ACG y trnV-GAC) en los
inversos repetidos, mismos a los que Zheng et al (2016) les atribuyeron la estabilidad de
la estructura del ADNcp debido a la baja tasa de substitucion de nucleétidos. Con relacién
al numero de genes codificantes y ARNt, las SSC y LSC en 64 especies (Tabla 2) estan
altamente conservadas de acuerdo con los valores reportados en los trabajos de Li et al.
(2018) y Mower y Vickrey (2018).

La comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo con respecto a la filogenia
publicada por Brockington et al (2009) que establece una separacion entre las
Caryophyllales no centrales y las centrales, apoya la idea de que las regiones de IRs y las
regiones Unicas son variables para el primer grupo y son conservadas para el segundo.
En la filogenia de Brockington et al (2009), las llamadas Caryophyllales no centrales
forman un grupo monofilético con dos subclados: uno con Plumbaginaceae y
Polygonaceae como parientes de Frankeniaceae y Tamaricaceae. El segundo contiene a
los taxa carnivoros y sus parientes cercanos. Los resultados de esta tesis muestran que la
variacion estructural del ADNcp de las cuatro especies de la familia Droseraceae es
concordante con la separacion de este segundo clado con el primero. En cuanto a las
Caryophyllales centrales, éstas forman un grupo fuertemente soportado por las familias
Amaranthaceae, Cactaceae, Caryophyllaceae y Chenopodiaceae. En la filogenia
resultante, las cactaceas globosas (Mammillarias) tienen relacién con las especies de las
familias anteriormente mencionadas debido a la pérdida de algunos genes ndh en sus
regiones LSC y SSC. En contraste, no se muestra una concordancia para Cactaceae
Unicamente, lo cual puede sugerir procesos evolutivos internos dentro de esta familia que
deberan ser analizados en estudios futuros. Esto se puede deber a que en esta familia se
registra la ausencia de IR, pero solo a las especies de crecimiento columnar (C. gigantea

y L. schottii) (Sanderson et al. 2015) pero no para el resto de las especies analizadas.

Respecto al tamafio total del ADNcp, el genoma mas pequefio de las especies de

Caryophyllales analizadas fue el de C. gigantea (113 kbp) y el mas grande el de D.
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rotundifolia (192 kbp). En particular, la reduccién del ADNcp de C. gigantea conlleva la
pérdida de las regiones IR que involucran nueve de los 11 genes ndh fundamentales para
el complejo tilacoide que actia como vélvula de alimentacion para ajustar el nivel redox
de los transportadores de electrones fotosintéticos (Martin y Sabater, 2010). Sin embargo,
en esta especie se mantienen dos subunidades de ndh (ndhB y ndhD), las cuales parecen
haber perdido su funcionalidad (Sanderson et al. 2015). Una posible explicacién a la
pérdida de estas regiones IR, es que sea un subproducto de la racionalizacion total del
genoma de los plastidios (Wu et al. 2009), lo que explicaria la fuerte asociacién entre la
pérdida de los genes ndh y los IRs. Sin embargo, para establecer las causas especificas
de la pérdida de cualquier componente del ADNcp, es necesario realizar estudios

bioguimicos y moleculares para combinar los resultados generados en este estudio.

Los resultados muestran por tanto que el alargamiento de los IRs ocurrié en cuatro
especies a expensas de genes que estan tipicamente en la LSC y en dos especies en la
region SSC. Por otro lado, los grandes cambios en la composicion de genes no se
registran en la region LSC ya que 68 especies de Caryophyllales mantienen 80 genes de

los que suelen encontrarse en angiospermas.

Por tanto, de acuerdo con las estructuras identificadas en este estudio, se concluye que la
pérdida de IRs para la familia Cactaceae representa un paso evolutivo que no es disperso

o bien frecuente para el resto de los miembros del orden Caryophyllales.

7. Conclusiones

Los estudios de gendémica comparada del genoma completo de cloroplasto permitio
identificar tendencias en la organizacion estructural de este genoma en el orden
Caryophyllales. A partir de los resultados, se concluye que en Caryophyllales la tendencia
de la organizacién estructural del genoma de cloroplasto es en cuatro secciones: LSC,
SSC y dos IRs. La pérdida de los IRs es una novedad evolutiva identificada solo en cactus
columnares (Cactaceae) pertenecientes a la subtribu Pachycereinae, lo cual posiblemente

se origind hace 4-6 millones de afios.

Es posible que el ambiente sea el promotor de cambios estructurales en el genoma de

cloroplasto, ya que los rearreglos génicos mas profundos se identificaron en las especies
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de habito carnivoro (Droseraceae) y en los cactus columnares (Cactaceae) cuya
especiacion se atribuye a la aridificaciéon global ocurrida en el Mioceno tardio hace
aproximadamente 10 millones de afios. Sin embargo, los resultados de esta tesis no
permiten apoyar esta idea, la que debera de ser analizada en estudios futuros.

Aunqgue faltan mas estudios con mayor inclusion taxondmica, la filogenia elaborada en
esta tesis con datos estructurales recuperé los grandes agrupamientos filogenéticos
obtenidos previamente en otros estudios con Caryophyllales con secuencias de ADN de
cloroplasto y de otros genomas, lo que indica que la estructura del genoma de cloroplasto

si revela informacion filogenética.
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9. Anexos

Anexo 1. Anotaciones de los 70 genomas completos de cloroplasto.

Acleisanthes obtusa

chloroplast genome
154,004 bp

[l photosystem |

[l photosystem |1

[ cytochrome b/f complex
[ ATP synthase

] NADH dehydrogenase
B RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins (LSU)
M clpP, matk

[ other genes

[1 hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 1. Estructura cuadripartita de Acleisanthes obtusa (Generada).
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Agrostemma githago

chloroplast genome
151,733 bp

[l photosystem |

M photosystem I

[ cytochrome b/f complex
O ATP synthase

[C] NADH dehydrogenase
B RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

O ribosomal proteins (SSU)
[ ribosomal proteins (LSU)
M clpP, matk

M other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 2. Estructura cuadripartita de Agrostemma githago (Generada).
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Aldrovanda vesiculosa
chloroplast genome
141,568 bp

M photosystem | /
[l photosystem I 4
[ cytochrome b/f complex é? g’é”:‘ dek
[I ATP synthase S é’é’
[ RubisCO large subunit Egé ;,’

[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)

[l ribosomal proteins (LSU)

[ clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 3. Estructura cuadripartita de Aldovandra vesiculosa (Generada).
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Alternanthera philoxeroides

chloroplast genome
152,255 bp

[l photosystem | 4
[l photosystem |1 o &
[ cytochrome b/f complex § \g g8 g
I ATP synthase

[C] NADH dehydrogenase

B RubisCO large subunit

[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)

[H ribosomal proteins (LSU)

[ clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)

[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 4. Estructura cuadripartita de Alternanthera philoxeroides (Generada).
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Amaranthus caudatus

chloroplast genome
150,523 bp

[l photosystem |

W photosystem Il

[ cytochrome b/f complex
O ATP synthase

[C1NADH dehydrogenase
B RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins (LSU)
M clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
M transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 5. Estructura cuadripartita de Amaranthus caudatus (Generada).
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Amaranthus hypochondriacus

chloroplast genome
150,518 bp

[l photosystem |

W photosystem Il

[ cytochrome b/f complex
O ATP synthase

[C1NADH dehydrogenase
B RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins (LSU)
M clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
M transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 6. Estructura cuadripartita de Amaranthus hypochondriacus (Generada).
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Carnegiea gigantea

chloroplast genome
113,064 bp

[l photosystem |

[l photosystem I

B cytochrome b/f complex
ATP synthase

[C1NADH dehydrogenase
B RubisCQ large subunit
Bl RNA polymerase

[0 ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins (LSU)
M clpP, matK

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 7. Genoma completo de cloroplasto de Carnegiea gigantea (Generada).
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Chenopodium album

chloroplast genome
152,167 bp

[l photosystem |

W photosystem Il

[H cytochrome b/f complex
O ATP synthase
[C1NADH dehydrogenase
B RubisCOQ large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)

[l ribosomal proteins (LSU)

M clpP, matK

[ other genes

[1 hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 8. Estructura cuadripartita de Chenopodium album (Generada).
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Chenopodium ficifolium ; e 599% —
! psit

tnK-U0U -
matK -

chloroplast genome

151,823 bp

[l photosystem |

W photosystem I

[H cytochrome b/f complex
O ATP synthase

[C1NADH dehydrogenase
B RubisCOQ large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins (LSU)
[ clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 9. Estructura cuadripartita de Chenopodium ficifolium (Generada).
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Psbyy
Chenopodium quinoa
chloroplast genome
152,099 bp
[l photosystem |
W photosystem Il
[ cytochrome b/f complex
O ATP synthase

[C1NADH dehydrogenase
B RubisCO large subunit
[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins (LSU)
M clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
M transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 10. Estructura cuadripartita de Chenopodium quinoa (Generada).
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Cistanthe longiscapa

chloroplast genome
156,830 bp

[l photosystem |

[l photosystem I K,
B cytochrome b/f complex § Pég. g £ §
[ ATP synthase S»‘Z’# °
[C] NADH dehydrogenase &

B RubisCO large subunit @

[l RNA polymerase

[ ribosomal proteins (SSU)

[l ribosomal proteins (LSU)

M clpP, matk

[ other genes

[1 hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 11. Estructura cuadripartita de Cistanthe longiscapa (Generada).
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Colobanthus apetalus

chloroplast genome
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Figura 12. Estructura cuadripartita de Colobanthus apetalus (Generada).
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Figura 13. Estructura cuadripartita de Colobanthus quitensis (Generada).
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Dianthus caryophyllus
chloroplast genome
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Figura 14. Estructura cuadripartita de Dianthus caryophyllus (Generada).
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Dionaea muscipula

chloroplast genome
117,589 bp
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. Estructura cuadripartita de Dionaea muscipala (Generada).
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Drosera regia
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Figura 16. Estructura cuadripartita de Drosera regia (Generada).
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Drosera rotundifolia

chloroplast genome
192,912 bp
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Figura 17. Estructura cuadripartita de Drosera rotundifolia (Generada).
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Figura 18. Estructura cuadripartita de Dysphania ambrosioides (Generada).
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Dysphania botrys
chloroplast genome
152,055 bp
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Figura 19. Estructura cuadripartita de Dysphania botrys (Generada).
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Dysphania pumilio
chloroplast genome
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Figura 20. Estructura cuadripartita de Dysphania pumilio (Generada).
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Fagopyrum dibotrys

chloroplast genome
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Figura 21. Estructura cuadripartita de Fagopyrum dibotrys (Generada).
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Figura 22. Estructura cuadripartita de Fagopyrum esculentum (Generada).

59



Fagopyrum luojishanense

chloroplast genome
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Figura 23. Estructura cuadripartita de Fagopyrum luojishanense (Generada).
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i i Fagopyrum tataricum

chloroplast genome
159,272 bp
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Figura 24. Estructura cuadripartita de Fagopyrum tataricum (Generada).
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Gymnocarpos przewalskii

chloroplast genome
150,636 bp
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Figura 25. Estructura cuadripartita de Gymnocarpos przewalskii (Generada).
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Figura 26. Estructura cuadripartita de Haloxylon ammodendron (Generada).
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Haloxylon persicum

chloroplast genome
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Figura 27. Estructura cuadripartita de Haloxylon persicum (Generada).
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Lophocereus schottii
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Figura 28. Genoma completo de cloroplasto de Lophocereus schotii (Generada).
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Silene wilfordii

chloroplast genome —_—

mK-ulu-—" =

152,320 bp

[l photosystem |

[l photosystem Il

[H cytochrome b/f complex
O ATP synthase |
[C] NADH dehydrogenase ag
[ RubisCO large subunit gs
[l RNA polymerase g
[0 ribosomal proteins (SSU) =
[l ribosomal proteins (LSU)

M clpP, matk

[ other genes

[ hypothetical chloroplast reading frames (ycf)

[l transfer RNAs

M ribosomal RNAs

Figura 29. Estructura cuadripartita de Lychnis wilfordii (Generada).
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Figura 30. Estructura cuadripartita de Mammillaria albiflora y Mammillaria pectinifera
tomada y modificada de Sol6rzano et al. 2019.
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Structure 2

Mammillaria crucigera
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Figura 31. Estructura cuadripartita de Mammillaria crucigera, Mammillaria huitzilipochtli,
Mammillaria solisioides y Mammillaria supertexta tomada y modificada de Sol6rzano et
al. 20109.
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Figura 32. Estructura cuadripartita de Mammillaria zephyranthoides tomada y modificada
de Sol6rzano et al. 2019.
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Mesembryanthemum crystallinum

chloroplast genome
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Figura 33. Estructura cuadripartita de Mesembryanthemum crystallinum (Generada).

70



Monococcus echinophorus

chloroplast genome
155,099 bp
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Figura 34. Estructura cuadripartita de Monococcus echinophorus (Generada).
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Figura 35. Estructura cuadripartita de Nepenthes ventricosa (Generada).
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Nyctaginia capitata

chloroplast genome
152,995 bp
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Figura 36. Estructura cuadripartita de Nyctaginia capitata (Generada).
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Figura 37. Estructura cuadripartita de Opuntia quimilo tomada y modificada de Kohler et
al. 2020.
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Oxyria sinensis
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Figura 38. Estructura cuadripartita de Oxyria sinensis (Generada).
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Petiveria alliacea

chloroplast genome
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Figura 39. Estructura cuadripartita de Petiveria alliaceae (Generada).
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Phytolacca insularis

chloroplast genome
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Figura 40. Estructura cuadripartita de Phytolacca insularis (Generada).
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Plumbago auriculata

chloroplast genome
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Figura 41. Estructura cuadripartita de Plumbago auriculata (Generada).
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Portulaca oleracea
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Figura 42. Estructura cuadripartita de Portulaca oleraceae (Generada).
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Pseudostellaria heterophylla

chloroplast genome
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Figura 43. Estructura cuadripartita de Pseudostellaria heterophylla (Generada).
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Figura 44. Estructura cuadripartita de Pseudostellaria longipedicellata (Generada).
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Pseudostellaria okamotoi

chloroplast genome
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Figura 45. Estructura cuadripartita de Pseudostellaria okamotoi (Generada).
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Pseudostellaria palibiniana

chloroplast genome
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Figura 46. Estructura cuadripartita de Pseudostellaria palibiniana (Generada).
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Rheum palmatum

chloroplast genome
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Figura 47. Estructura cuadripartita de Rheum palmatum (Generada).
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Figura 48. Estructura cuadripartita de Rhipsalis baccifera tomada y modificada de Oulo et
al. 2020.
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Rumex acetosa

chloroplast genome
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Figura 49. Estructura cuadripartita de Rumex acetosa (Generada).
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Salicornia bigelovii

chloroplast genome
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Figura 50. Estructura cuadripartita de Salicornia bigelovii (Generada).
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Salicornia brachiata

chloroplast genome
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Figura 51. Estructura cuadripartita de Salicornia brachiata (Generada).
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Figura 52. Estructura cuadripartita de Salicornia europeae (Generada).
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Seguieria aculeata

chloroplast genome
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Figura 53. Estructura cuadripartita de Seguieria aculeata (Generada).
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Figura 54. Estructura cuadripartita de Silene capitata (Generada).
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Silene chalcedonica
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Figura 55. Estructura cuadripartita de Silene chalcedonica (Generada).
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Silene conica
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Figura 56. Estructura cuadripartita de Silene conica (Generada).
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Figura 57. Estructura cuadripartita de Silene conoidea (Generada).
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Silene Iatifolia

chloroplast genome
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Figura 58. Estructura cuadripartita de Silene latifolia (Generada).
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Figura 59. Estructura cuadripartita de Silene noctiflora (Generada).
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Figura 60. Estructura cuadripartita de Silene paradoxa (Generada).
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Figura 61
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. Estructura cuadripartita de Silene vulgaris (Generada).
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Stegnosperma halimifolium
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Figura 62. Estructura cuadripartita de Stegnosperma halimfolium (Generada)..
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Figura 63. Estructura cuadripartita de Suaeda japonica (Generada).
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Suaeda malacosperma
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Figura 64. Estructura cuadripartita de Suaeda malacosperma (Generada).
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Talinum paniculatum
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Figura 65. Estructura cuadripartita de Talinum paniculatum (Generada).
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Tetragonia tetragonoides
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Figura 66. Estructura cuadripartita de Tetragonia tetragonioides (Generada).
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Anexo 2. Alineamientos estructurales generados a partir de MAUVE 2.4.0.
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