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Resumen

El guayule (Parthenium argentatum) es una especie perenne nativa del desierto
chihuahuense de México, que se utiliza como materia prima para la produccion de hule
natural (HN), latex y productos bioenergéticos. Sin embargo, la falta de recursos de
germoplasma bien caracterizados y con alta productividad (concentracion de hule mayor
al 17% en peso), aunado a la poca informacion de la diversidad genética de P. argentatum
que permitan un avance en la obtencion de variedades altamente productivas, se ha
convertido en una limitante que impide el desarrollo de la industria del hule de guayule
en México. Por lo tanto, en la presente investigacion, se estudio la diversidad genética de
160 ejemplares silvestres de P. argentatum, pertenecientes a cuarenta poblaciones
individuales, de 5 estados (Nuevo Leo6n, Coahuila, Zacatecas, Durango y San Luis Potosi)
usando el marcador del espacio interno transcrito (ITS). Se amplifico la regién ITS1-ITS2
obteniéndose secuencias de una longitud de 649 pb, con una composicién nucleotidica
de A: 24.1 %; G: 26.5 %; C 25.8 % y T: 23.5 %. Esta region ITS1-ITS2, presentd 152
sitios poliférmicos, 27 haplotipos Unicos con una alta diversidad (Hd: 0.738 + 0.013), una
diversidad nucleotidica (Pi) de 0.0027 + 0.0094 y una distancia genética de 0.0092. La
variacion genética encontrada dentro de cada poblacion (81.19 %) fue mayor que la
encontrada entre las poblaciones de cada estado (16.55 %) y la encontrada entre estados
(2.26 %) segun mostraron los resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA).
Este resultado nos indica que el flujo de genes de las poblaciones silvestres dentro del
desierto chihuahuense es continuo ya que no hubo una correlacién obvia entre la
distancia genética y la distancia geografica. Se encontraron poblaciones importantes a
conservar de acuerdo con la informacién genética silvestre encontrada como lo son las
poblaciones SL6 y SL9 en San Luis Potosi, Z5 en Zacatecas y NL2 en el estado de Nuevo

Ledn.
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.  ANTECEDENTES
.1 El Guayule

El guayule (Parthenium argentatum) (Figura 1), es un arbusto lefioso didico perennifolio,
crece formando rodales de forma natural y pertenece a la subtribu Heliantheae de la
familia Asteraceae (Kumar et al., 2009); en promedio tiene una altura de 30 a 100 cm,
crece en altitudes que van desde los 600 a 2000 msnm (metros sobre el nivel del mar),
se desarrolla con bajas precipitaciones anuales que van de los 250 a los 380 mm,
originario de zonas desérticas con climas aridos y semiaridos del norte de México
(Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon, Durango, Zacatecas y San Luis Potosi) y sureste de
Estados Unidos de América, en el area del Big Bend (Pecos, Presidio y Brewster). El
guayule crece en suelos calcareos con baja fertilidad y bien drenados, esta planta tolera
temperaturas desde -18 hasta 49.5 °C, sin embargo, a temperaturas iguales o menores
de 4 °C entra en un estado de inactividad (Veatch-Blohm et al., 2006, Foster et al., 2011,
Bekaardt et al., 2010). A partir del ailo 1852 que el guayule fue descubierto, ha tenido un
largo historial de investigacién por las inigualables propiedades que éste presenta en la
industria (Cruz et al., 2017).

Figura 1. Planta de Guayule (Parthenium argentatum).

Esta planta presenta diferentes niveles de ploidia, es decir, sus células presentan
diferentes nimeros de juegos de cromosomas, se conoce que hay ejemplares diploides
(2n = 2x =36), triploides (3n = 3x = 54), y hasta octaploides (8n = 8x = 144). Dependiendo
del nivel de ploidia, las plantas tienen un método de reproduccion diferente, donde,



plantas diploides presentan reproduccion sexual mientras que las plantas poliploides
realizan una reproduccion por apomixis facultativa (reproduccion asexual por semilla); sin
embargo, se sabe que presentan periodos de recombinacion sexual o pueden ser
altamente sexuales incluso a niveles altos de ploidia (Sanchez et al., 2014); el
conocimiento de esta informacion es critica para los avances en el desarrollo de nuevas
lineas de germoplasma del guayule, a pesar de que se tiene diferentes germoplasmas
disponibles del banco de germoplasma del departamento de agricultura de los Estados
Unido (USDA, por sus siglas en inglés), solo hay dos accesiones diploides y 32 poliploides
disponibles (Gore et al., 2011), las cuales presentan una variacién genética muy escasa
(Cruz et al., 2017, llut et al., 2015, Ray et al., 2005).

[.2 Importancia econdmica del hule natural

En México, el guayule se encuentra de forma natural distribuido en mas de 5 millones de
hectareas, especificamente en el desierto chihuahuense (Figura 2), representando mas
del 90 % del germoplasma silvestre mundial (de Rodriguez et al., 2005, Rasutis et al.,
2015, Foster et al., 2011). El guayule es de gran interés industrial ya que, es una fuente
renovable de hule natural (HN) (cis’1,4-poliisopreno), tiene la capacidad de biosintetizar
hule en las células del parénquima, se conocen mas de 2,000 especies diferentes de
plantas productoras de hule natural, sin embargo, el hule producido por el guayule se
denomina hipoalergénico, también presenta otras caracteristicas como lo es la
impermeabilidad viral, fuerza, elasticidad y presenta un alto peso molecular (= 1500 kDa),
lo cual lo hace util en aplicaciones médicas tales como produccién de condones, guantes
quirargicos y catéteres en donde se requiere de una alta durabilidad y minima transmision
de enfermedades (Ray et al., 2005, Bekaardt et al., 2010).

Ademas de la industria médica, el hule natural es de gran importancia para la sociedad
moderna ya que presenta utilidad como materia prima en un amplia gama de industrias
como lo es la automotriz, electrénica y Textil (llut et al.,, 2017). EI guayule puede
considerarse como la mejor fuente sustentable de hule natural por tener un menor
impacto ambiental en la cadena de produccién, en términos de sustentabilidad el guayule
es un cultivo “multiusos” pudiéndose denominar cultivo de “cero desperdicios”,

adicionalmente a las aplicaciones reportadas para el hule; con las resinas del guayule se



pueden hacer preservantes para maderas, pesticidas y plastificantes; los residuos de la
extraccion se pueden emplear como biocombustible, o en mezclas con otras fibras para

producir papel, entre otras aplicaciones (Rasutis et al., 2015, Sabaini et al., 2018).

Nuevo
AZONA Mexico

Estados Unidos

Texas

Chihuahua

Coahula ~

Figura 2. Area del desierto chihuahuense en México y Estados Unidos (Guevara 2015).

La produccion de HN ha crecido exponencialmente cada afio (Figura 3), hasta el 2017 se
produjeron mundialmente 14,252,753 toneladas de HN en un total de 11,739,333
hectareas, teniendo un rendimiento de 1.2141 toneladas por hectérea cultivada donde, el
89 % de esta produccion se realiza en Asia, de acuerdo con datos obtenidos de la FAO

(http://www.fao.org/faostat/es/#data/QC), teniendo asi una dependencia a la importacion

del HN de los paises asiaticos productores; en 2018 Tailandia e Indonesia fueron los
paises con mayores ingresos econdémicos por la exportaciéon de HN, con $ 4,475,208,895
y $ 3,949,214,198 USD respectivamente, los paises con mayor demanda de HN fueron
Estados Unidos, India y Japdn con una inversion de $ 1,715,131,737, $ 1,093,479,090 y
$ 1,073,378,487 USD respectivamente, por la importacion de 990,302.732, 714,117.093
y 646,064.482 toneladas respectivamente para cada pais segun estadisticas de la ONU

(https://comtrade.un.org/data/), para México, en 2018 se tienen datos de importacién de

HN para 14,134 toneladas con un costo de $ 75,855,261 USD, para este mismo afio se
presentd un ingreso de $ 3,168,662 USD por exportar cerca de 1,322 toneladas. Para
Estados Unidos se tienen reportes que, del total de HN importado, el 78 % de este es

destinado a la produccion de neuméticos (IRSG 2015).


http://www.fao.org/faostat/es/#data/QC
https://comtrade.un.org/data/

15
14
13
12
11

10

Millones de toneladas

2007 2009 2011 2013 2015 2017
Ano

Figura 3. Produccién mundial de hule natural (FAO).

En el afio 2017 la derrama econdmica del HN en el mercado de las materias primas fue
de 20 mil millones de ddlares a nivel mundial. Sin embargo, actualmente debido a una
gran incertidumbre causada principalmente por aspectos sociopoliticos y la amenaza de
una plaga fungica, se pone en riesgo el abastecimiento al mercado mundial de hule
natural producido 100 % a partir de H. brasiliensis (Barrera y Cornish 2016). Con lo
anterior la importancia del guayule en el mercado internacional del HN se pone de
manifiesto. Sugiriendo una inminente produccion industrial del cultivo de guayule y por
consiguiente colocando al cultivo de guayule como una alternativa muy prometedora para

la produccién de HN, donde México tiene una gran area de oportunidad.

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas presentes en el mercado, la produccion
masiva del HN a partir del guayule sigue siendo limitada principalmente por tres razones,
1) por su bajo contenido de hule en la planta (5 a 10 % de la materia seca) (Veatch et al.,
2005, Sabaini et al., 2018); 2) por su formacion al interior en las células del parénquima
de la corteza y por tanto la necesidad de cortar la planta para su extraccion, lo cual
encarece su costo (Sabaini et al., 2018) y 3) por el crecimiento de la planta la cual necesita
de 2 a 3 afos antes de alcanzar su maximo contenido en hule. Estas limitantes nos
indican que la explotacion del potencial del guayule reside principalmente en poder

aumentar su velocidad de crecimiento y/o aumentar la capacidad de la planta en sintetizar



el hule, asi como innovar en los métodos de extraccion de hule (Rasutis et al., 2015, Ray
et al., 2005).

[.3 Industrias co-ubicadas e importancia industrial del hule de guayule.

El guayule tiene la capacidad de ser una alternativa viable en la produccion de HN, ya
que la calidad que este presenta es comparable con el producido por Hevea brasiliensis
la cual es la Unica fuente de HN comercial, con la ventaja de que el HN biosintetizado por
guayule no causa alergia al latex tipo | en comparacion con el producido por Hevea
(Sabaini et al., 2018).

Después de la extraccion de HN de la planta de guayule, la biomasa residual se le
determina bagazo, la explotacién integral del cultivo de guayule incluye el
aprovechamiento del bagazo, el cual se ha utilizado para una gran variedad de industrias.
Una de estas industrias es la de bioenergia, ya que el bagazo es rico en terpenos
contenidos en la resina (16, 24-epoxy-3a-hydroxylanost-8-ene (argentatina E); 16, 24-
epoxi-25-hidroxicicloart-1, 11, 22-trien-3-ona (argentatina F); 16,24-dihydroxycycloart-20,
25-dien-3-one (argentatina G) y 16, 24-dihydroxycycloart-25-en-3-one (argentatina H))
(Maatooq et al., 2002) y adicionalmente, contiene residuos de HN los cuales tienen un
alto poder calorifico. La presencia de estos compuestos en el bagazo del guayule le
confiere una ventaja en la produccion de combustibles quimicos con mejor calidad
convirtiéndolo en una fuente de alimentacion para una bio-refineria de pirélisis co-ubicada
para la produccién de hidrocarburos renovables (Chundawat et al., 2012, Boateng et al.,
2015, Sabaini et al., 2018).

Actualmente el guayule estd siendo producido y explotado a escala comercial por la
empresa Yulex Corporation (http://yulex.com/) en EE. UU. También la compafia
productora de neumaticos mas grande del mundo Bridgestone Corporation, a finales del
afo 2015 anunci6 su produccion de neumaticos para automaviles fabricados con un 100
% de componentes a partir de HN derivados del guayule, fabricados en el Centro Técnico
de Bridgestone en Japén (https://noticias.autocosmos.com.mx /2015/10/13/ bridgestone-
produce-llantas-con-caucho-natural-del-guayule), por lo que en 2018 cre6 vinculos con
la empresa Versalis con el objetivo de complementar su investigacion, esta asociacion

tienen el objetivo de producir neuméticos a partir de HN del cultivo de guayule a partir del



2020 (https:/Iwww.bridgestoneamericas.com/en/newsroom/press-releases/2018/

bridgestone-and-versalis-partnering-to-expand-guayule-research-e).

En 2013 la empresa internacional Pirelli firmo6 un acuerdo con la empresa Versalis para
un suministro exclusivo de HN de guayule, que se usaria para fabricar neumaticos,
actualmente la empresa internacional ya produce neumaticos a partir de HN de guayule,
lo describen como un “neumatico de rendimiento ultra-alto” por lo que lo hace un cultivo
alternativo viable al uso de la planta de H. brasiliensis y la sustitucion de polimeros
petroquimicos en sus neumaticos  (https://www.pirelli.com/tyre/ww/en/news/

2016/02/03/pirelli-makes-the-first-guayule-based-uhp-tyre/).

Cooper Tire & Rubber Company y socios del consorcio, incluyendo la Universidad de
Clemson, la Universidad de Cornell, PanAridus y el Servicio de Investigacion Agricola del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA-ARS por sus siglas en inglés)
en agosto del 2017 anunciaron la subvencién por cinco afios por la cantidad de $6.9
millones de doélares para la Iniciativa de Investigacion y Desarrollo de Biomasa (BRDI,
por sus siglas en inglés), este consorcio de empresas destinaron la subvencién para
"Asegurar el futuro del caucho natural, una plataforma estadounidense de bioenergia y
neumaticos de Guayule", Cooper Tire es la encargada de producir los neumaticos,
actualmente se encuentran haciendo pruebas a los neumaticos ya producidos donde, se
encontré que tenian un rendimiento general al menos igual a los neumaticos fabricados
con H. brasiliensis y caucho sintético, en particular, los neumaticos tuvieron un
desempeiio significativamente mejor en resistencia a la rodadura, manejo en mojado y
frenado en mojado que sus contrapartes convencionales. Chuck Yurkovich,
Vicepresidente Senior de Investigacion y Desarrollo Global de Cooper comento en una
entrevista “En base a nuestros hallazgos, Cooper podria usar caucho de guayule en la
produccién de neumaticos mafiana si hubiera suficiente material disponible para
satisfacer nuestras necesidades de produccion a un precio competitivo”, ademas de los
analisis ya mencionados, se realiz6 un andlisis del ciclo de vida (LCA) en la Universidad
de Clemenson para cuantificar el impacto ambiental en la produccion donde encontraron
que los neumaticos 100 % de HN de guayule presentan entre 6-30 % menos emisiones
en 10 categorias diferentes de impacto ambiental y energético en el ciclo de vida en



comparacion con un neumatico convencional.(http://coopertire.com/News/ Corporate-

News-Releases/Cooper-Tire-and-Consortium-Partners-Complete-$6-9.aspx).

La empresa finlandesa, Nokian Tyres (https://www.nokiantyres.com/) ha establecido una

plantacion de guayule en Santa Cruz de la Zarza, Toledo, Espafia. Poniendo en marcha
un proyecto centrado en el cultivo de guayule para la fabricacion de neumaticos. Los
cultivos de guayule en este proyecto son gestionados por agricultores locales, con el fin
de conocer su cultivo y su adaptacion a las condiciones climaticas y edaficas de la zona.
La inversion total en la nueva instalacion es de 60 millones de euros, actualmente este
proyecto esta en desarrollo y tiene un plazo estimado de ejecucion de dos afos para
finalizar en 2020. Dentro de este proyecto se esta construyendo un centro de prueba con
una extension de 300 hectareas donde, se desarrollardn y lanzaran productos nuevos a
base de guayule (www.infotaller.tv/ neumaticos/pruebas-Nokian-Tyres-contara-
velocidad 2 1342985689.html).

I.4 Diversidad genética en la explotacion comercial de cultivos

La diversidad genética en cultivos es uno de los recursos mas importantes para la vida
humana y la conservacion, estos son esenciales para el desarrollo de la produccion
agricola e industrial, de ahi la importancia del conocimiento de la diversidad genética de
los cultivos (Sudha et al., 2019).

La diversidad genética es un componente fundamental de la diversidad biolégica; el
preservar la diversidad genética de las especies de plantas puede afectar
significativamente su supervivencia y evolucion a largo plazo, por lo tanto, el
conocimiento de la diversidad genética, la estructura poblacional de las especies
vegetales, entender cdmo las fuerzas evolutivas y los sistemas reproductivos actlan
sobre variantes alélicas o genotipicas en distintos ambientes es esencial para su manejo
(Peng et al., 2018, Golkar y Nourbakhsh, 2019).

Todos los organismos de manera natural se desarrollan en forma de poblaciones, estas
tendran propiedades que trascienden las caracteristicas de un individuo, el estudio de la
genética de poblaciones se dirige a la indagacion de la estructura genética de las mismas

y los procesos por los que la estructura cambia; al referirse a la estructura genética se



hace referencia a los tipos y las frecuencias de los genes y los genotipos presentes en

una poblacién.

La diversidad genética puede ser definida por diversos factores, estos, deberan exponer
datos cuantitativos en cuanto a la variacion genética dentro de una poblacién, y deben
reflejar una relacion entre la mutacion y la pérdida de variacion genética (Carvalho et al.,
2019).

Se pueden realizar diferentes analisis para estimar la diversidad genética de una especie,
el primer grupo de analisis estadn enfocados a estados alélicos discretos, donde, los
principales parametros son: la diversidad alélica, riqueza alélica y genotipica,
heterocigocidad, diversidad mutacional y tamano efectivo de la poblacién (0), diversidad
de nucledtidos (Pi) y porcentaje de loci poliféormicos, el segundo grupo de analisis estan
enfocados a rasgos continuos como lo son el coeficiente de variacion genética (CV),
varianza genética (Vc) y la heredabilidad. El uso de cada uno de los enfoques y analisis
para determinar la diversidad genética dependera de la naturaleza de los datos y las

metodologias utilizadas para dicho estudio (Hughes et al., 2008).

La caracterizacion y entendimiento de la diversidad genética entre los genotipos y la
estructura de la poblacion, asi como, las relaciones entre los recursos de germoplasma
€s un paso clave para conservar las especies de interés, ya que ha sido durante mucho
tiempo un objetivo importante para el mejoramiento de los cultivos, debido a la
informacion altamente discriminatoria y la independencia de la etapa de desarrollo y los
factores ambientales (Zhang et al., 2014). La correlacién de informacién es la base para
elaborar estrategias de conservacion e identificar areas clave de proteccion, la
informatica de correlacion también proporciona a fitomejoradores una capacidad
sustentable para utilizar el germoplasma silvestre de manera efectiva (Wang et al., 2017);
ya que se sabe que los niveles la variacion genética pueden en muchos casos dar
informacion sobre si las poblaciones en estudio tienen diversidad suficiente para enfrentar
riesgos bioticos y abidticos como lo es el constante cambio climético que se tiene en la
actualidad; la amenaza que presentan poblaciones silvestres ya sea por el pastoreo o la
constante urbanizacion, por lo que es de gran importancia estudiar y conservar

germoplasmas silvestres de plantas de interés comercial como lo es el guayule.



Se ha demostrado que dentro de la agronomia, el tener un cultivo diversificado con
respecto a las variedades de una misma especie ha reducido la utilizaciéon de
agroquimicos como los pesticidas, ademds que se han encontrado aumentos

significativos en el rendimiento de produccién (Zhu et al., 2000).

La produccion de especies cultivables con potencial de explotacion industrial depende
principalmente de, la compresion de la organizacion y los alcances de las variaciones
nucleotidicas en su genoma,; este tipo de estudios se realizan principalmente para la
comprension de las relaciones filogenéticas de los diferentes ejemplares y para poder
elegir de manera adecuada y sistémica los ejemplares de interés (Agarwal y Khan 2019,
Zhai et al., 2018).

La biologia de la conservacion y campos relacionados con la genética de la conservacion,
han desarrollado investigaciones sobre posibles efectos ecoldgicos a corto plazo de la
diversidad genética, particularmente en poblaciones pequefias en peligro de extincién 6
de interés industrial. A menudo la investigacion se centra en las relaciones entre el
tamafo de la poblacion y la diversidad genética, estudios ilustran que los cuellos de
botella genéticos (descenso drastico en el nimero de miembros en algin momento del
pasado, llegando a estar a punto de la extincién) y la endogamia (apareamiento de
individuos que estan estrechamente relacionados genéticamente), pueden alterar la
diversidad genética, con consecuencias ecolégicas como la reduccion de la capacidad
de una poblacién para persistir en ambientes cambiantes o estresantes (Hughes et al.,
2008); el avance tecnoldgico en genética molecular ha determinado el surgimiento y el
desarrollo de estas disciplinas, considerando estos avances, la ecologia molecular ha
sido definida actualmente como una ciencia interdisciplinaria en la que las herramientas
y métodos de la biologia molecular, la gendmica y la bioinformatica se han unificado

(Rodriguez-correa et al., 2017).

El proceso de evolucion de la estructura genética de toda poblacién se puede cuantificar
mediante diferentes factores basicos como lo son: la mutacion, la duplicacién de genes,
la selecciéon natural, el cambio genético aleatorio, reemplazo de un nucleétido,
eliminacion de nucledtidos, adicion de nucleodtidos, e inversion de nucledtidos; los

reemplazos nucleotidicos pueden ser divididos en dos clases: transicion y transversion



(Figura 4) donde, la transicion es el reemplazo de una purina (A: adenina o G: guanina)
por otra purina 6 de una pirimidina (T: timina o C:citocina) por otra pirimidina y la
transversion resulta ser el reemplazo de una purina por una pirimidina, tales procesos
permite evaluar los cambios evolutivos de las poblaciones y probar la validez de los
supuestos sobre la evolucion o la estabilidad de los sistemas genéticos (Leduc y Zhao,
2019).
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Figura 4. Remplazo nucleotidico entre bases nitrogenadas en ADN (tomado de internet)

La genética de poblaciones explora los niveles de variacion genética dentro y entre las
poblaciones de interés, ademas, explica sus patrones en términos de las fuerzas
evolutivas; las especies se conforman por un conjunto de poblaciones conectadas
mediante un flujo genético; si las poblaciones tienen altos niveles de diversidad genética,
implica que son o han sido grandes o que existe elevado flujo genético entre ellas, si al
contrario, las poblaciones que forman una especie son muy diferentes entre si, es posible
que sean pequefias o que hay poco flujo genético entre ellas, entonces, la genética de
poblaciones busca entender los procesos evolutivos a una escala ecoldgica, misma que
implica relativamente pocas generaciones, en otras palabras, cambios a corto plazo, y

como las diferentes fuerzas evolutivas afectan a esta variacion (Eguiarte et al., 2013).

En la dltima década se han incrementado los estudios a nivel molecular de las especies
con interés de explotacion industrial, algunos de los estudios realizados comunmente
son, estudios filogenéticos, la indagacion en la estructura genética de las poblaciones, la

identificacion de unidades a conservar y la especificacion de patrones filogeograficos
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mediante acervos genéticos, esto, con el fin de formar grupos genéticos de poblaciones

altamente eficientes (Mayonde et al., 2019, Carvalho et al., 2019).

La utilizacion de los acervos genéticos silvestres ayudan como recurso eficiente en el
desarrollo de nuevas lineas de interés, estos, tienen la capacidad de aportar
caracteristicas como lo es la floracion tardia, la autofertilidad, la resistencia a la sequia y
la salinidad, bajas temperaturas invernales y la resistencia a estrés bibticos y abibticos
en general (Zeinalabedini et al., 2019), por lo que el conocimiento de la diversidad
genética es imprescindible para adoptar estrategias apropiadas para su mejoramiento

geneético, restauracion, conservacion y manejo (Long et al., 2010, Mayonde et al., 2019).

La reciente utilizacion de datos de biodiversidad (espacial y genética), datos ambientales
(con respecto al clima, el suelo y la vegetacion), junto con nuevos métodos y herramientas
analiticas, ha permitido una capacidad sin precedentes para modelar las distribuciones
de especies y ensamblar esos resultados en gran escala (Kosanic et al., 2018).

En estudios recientes se ha generado evidencia de que el ambiente puede tener un papel
importante en la emergencia de nuevos fenotipos asi como su evolucion, en muchos
casos, esto sucede mediante cambios epigenéticos (cambios heredables en el ADN que
afectan la expresion génica y el fenotipo) , de manera similar que la variacion genética,
la variacidén epigenética (variacion de factores no genéticos producidos por cambios en
el ambiente celular) impacta a la evolucion fenotipica, e incluso fijandose en linajes o

especies (Alvarez-Buylla et al., 2017).

La ubicacion geografica y las oscilaciones ambientales pueden ser en gran parte
responsables de la configuracién de los patrones espaciales de diversidad y divergencia
genética entre las especies; el nivel y la distribucion de la diversidad de nucle6tidos son
productos histéricos de la evolucion a largo plazo de una especie, estos se asocian en
gran medida con el potencial evolutivo; ademas, las causas ecolégicas o proximales
como el tipo de reproduccion y diversas barreras como el aislamiento geografico y
espacio-temporal pueden causar la fragmentacion en la distribucion de las especies, lo
gue puede conducir a una reduccion en el flujo de genes entre poblaciones aisladas y en

la adaptabilidad; este proceso inicia la divergencia alopatrica (especiacién causada por
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barreras geogréficas), y la adaptacion local puede, en ultima instancia, conducir a las

poblaciones hacia la especiacion (Jia et al., 2018).

La estructura de la comunidad vegetal en un ecosistema esta controlada por condiciones
ambientales como la topografia, el climay el suelo; la topografia (elevaciéon, pendiente y
exposicion) da forma al microclima a escala local, entre los parametros topograficos, la
distribucion espacial de la vegetacion se ve afectada principalmente por la exposicion a
la pendiente, en general, las pendientes orientadas al sur tienden a ser mas secas y
calidas en comparacion con las del norte, ya que reciben mayor radiacion solar, lo que
resulta en una mayor evapotranspiracion y mayores temperaturas maximas diarias,
principalmente durante el verano. Esta diferenciacion afecta a las comunidades de
plantas, especialmente en las areas desérticas donde la disponibilidad de agua es un

factor determinante para el crecimiento de las plantas (Abraham et al., 2018).

I.5. Diversidad genética del guayule
La mejora de guayule para la produccion a escala industrial podria acelerarse mediante

la reproduccion asistida por gendmica, pero dicha estrategia esta limitada por la escasez
de herramientas gendmicas disponibles y recursos genéticos bien caracterizados; se ha
mejorado y cultivado de forma intermitente como fuente de caucho natural durante el siglo
pasado (llut et al., 2015), sin embargo, el desarrollo de cultivares con alto rendimiento de
caucho ha tenido un éxito parcial, en gran parte debido a una combinacién de diversidad
genética limitada en la fuente de germoplasma disponible (Thompson y Ray, 1989),
ploidia extensa, variacion dentro y entre las accesiones de guayule disponibles y un modo
complejo de reproduccidn que se caracteriza por la autoincompatibilidad esporofitica en
plantas diploides y apomixis facultativa en plantas poliploides (Cruz et al., 2017).

llut et al., (2015) muestran que la variacion de la ploidia en diferentes accesiones de
guayule esté estrechamente relacionada con la divergencia genética entre los niveles de
ploidia; esto sugiere que una mayor diferencia en el germoplasma en dichas accesiones
es necesario para mantener cultivares genéticamente estables, en contraste con la
heterogeneidad genética observada en algunas accesiones cultivadas, donde, distintas

accesiones muestran una gran similitud genética; lo que indica que es necesaria una
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caracterizacion genémica adicional del grupo de germoplasma de Parthenium silvestre y

cultivado existente para construir un panel de diversidad genéticamente representativo.

llutetal., (2017), describieron el nivel de ploidia de diversos ejemplares de guayule dentro
de la coleccion de germoplasma de la Unidad Nacional de Recursos de Genética de
Plantas de Tierras Aridas (NALPGRU) del USDA-ARS, en donde encontraron que las
variaciones genéticas se deben principalmente a las relaciones interespecificas que
presenta el guayule con diferentes especies de Parthenium como lo son Parthenium
hysterophorus y Parthenium tomentosum, pero sobre todo con Parthenium incanum; la
determinacion de la diversidad genética descrita se basa en la correlacion del nivel de

ploidia y lugar o cruza de procedencia de la accesién analizada.

I.6. Marcadores moleculares para la diversidad genética

La utilizaciéon de marcadores moleculares para la evaluacion de la variacién genética en
plantas es una herramienta eficaz. Se han desarrollado diversos tipos de marcadores
moleculares (Tabla 1), tanto a nivel proteico (isoenzimas) como a nivel del ADN, los
cuales han sido efectivos para encontrar la variacion genética entre accesiones,
caracterizar germoplasmas y en el apoyo al mejoramiento genético en un gran namero
de plantas de interés medicinal, endémico o de explotacion industrial (Carvalho et al.,
2019).

Los diferentes marcadores basados en ADN se pueden clasificar en varios grupos, tales
como marcadores moleculares basados en hibridacién (RFLP), marcadores basados en
la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD); polimorfismo de longitud del fragmento amplificado (AFLP); repeticiones de
secuencia simple (SSR) y de secuencia inter simple (ISSR) y marcadores de secuencias
basadas en polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). Su objetivo es resaltar la
variabilidad del genoma, aunque cada una de ellas combina algunas propiedades

deseables y se basa en principios diferentes (Monfared et al., 2018).

Las principales limitaciones de estos métodos son la baja reproducibilidad de RAPD, el
alto costo del analisis de AFLP y la necesidad de conocer las secuencias flanqueantes
para desarrollar cebadores especificos de especies para el polimorfismo SSR
(Ramakrishnan et al., 2016).
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Existen otros marcadores para estudiar la diversidad genética y para caracterizar
molecularmente a una poblacion como los ITS (espaciador interno transcrito, por sus
siglas en inglés) del ADN ribosémico nuclear (ADNr), el cual presenta diversas ventajas
como una amplificacion facil mediante cebadores universales, longitud mas corta y mayor
poder de discriminacion a nivel de la especie, por lo que hacen que la secuencia ITS de
ADNr sea un gen util para generar inferencias filogenéticas a nivel de especie en la
mayoria de los grupos de plantas (Maina et al., 2019, Sivakumar et al., 2018, Wu et al.,
2013, Qian et al., 2009).

Los ITS se refieren al ADN espaciador situado entre la region de la subunidad pequeiia
y subunidades grandes del ARNr en el cromosoma o0 en la region transcrita
correspondiente en el transcrito del precursor de ARNr; estas regiones son altamente
variables y por lo tanto, se usa con frecuencia en estudios de diversidad genética (Hao
et al., 2012).
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Tabla 1. Marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones (Tomado de

Marcador

Variacion
fenotipica

aloenzimas

RFLPs

RAPDs

ISSRs

Equiarte et al., 2013).

Caracteristicas Ventajas

Se puede observar en

las poblaciones

Variantes
observables y
cuantificables

En muchas ocasiones
son adaptativos

Comparable con fésiles

Muchos loci son

. olimorficos
Variacion en la P

migracion de las
enzimas durante la
electroforesis, por
cambio de
aminoacidos

Codominantes
(identifica homocigotos
y heterocigotos)

Variacién en los
fragmentos
generados por
enzima por
restriccion, debido a
cambios
mutacionales en los
sitios de
reconocimiento
Muchos sitios
polimérficos a lo largo
del genoma

Variacién en la
amplificacion de
fragmentos
anénimos, que
depende de la
presencia diferencial
de sitios de union
(mutaciones y
cambios
estructurales)

Alta variacion

Oligonucleétidos
universales

Muchos sitios
polimérficos a lo largo
del genoma

Similar a los RAPDs,
pero los
oligonucledtidos son
secuencias mas
complejas y largas en
tandem
(microsatélite)

Alta variacion

Mas reproducibles que
los RAPDs

Desventajas

No representa la
variacion de todo el
genoma

Pueden reflejar
plasticidad

Muchas veces son
poligénicos

Poca variacion

No detecta mutaciones
silenciosas

Pocos marcadores a lo
largo del genoma

Dificiles de montar

Informacién limitada

Complicados de montar

Dominantes

Dominantes

Cada sitio poco
informativo

Poco reproducible

Se desconocen los sitios
amplificados

Muchos artefactos
Dificiles de leer

Dominantes
Cada sitio poco

informativo

Se desconocen los sitios
amplificados
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En los genomas de plantas, similares a otros eucariotas, los genes de ARNr se producen
en miles de copias y se organizan en matrices; cada grupo ribosomal eucariota contiene
la secuencia externa transcrita 5 ' (5' ETS), el gen 18S ARNr, el ITS1, el gen 5.8S ARNT,
el ITS2, el gen 28S ARNr y finalmente el 3' ETS, durante la maduracion del ARNr, se
discriminan las regiones ETS como subproductos no funcionales de este proceso, en el
cual se degradan rapidamente (Figura 5). Los espaciadores ITS1-ITS2 evolucionan bajo
una presion selectiva mas baja que los ETS, por lo que se han convertido en uno de los
marcadores mas populares en estudios filogenéticos, sin embargo, el gen 5.8S muestra
una alta presion selectiva y puede usarse para establecer relaciones filogenéticas a nivel
inter-especifico (QIAN et al., 2009).

El ADNr es util para estudios filogenéticos a nivel intra-especifico ya que muestra varias
ventajas sobre otras regiones del genoma; rapida evolucion, deteccién, amplificacion y
secuenciacion facil, por lo tanto, el analisis del ADNr proporciona un enfoque util y
adecuado para generar marcadores moleculares eficientes para evaluar la organizacion
de la diversidad genética en plantas superiores (Wu et al., 2013, Qian et al., 2009, Maina
et al., 2019).
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Figura 5. Maduracién de ARNr, eliminacion de regiones ETS no funcionales (tomada de

internet).
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Estudios recientes describen a la region del ITS1-ITS2 como un marcador genético y una
inminente utilizacion de esta regién del ADNr como un cédigo de barras universal ya que
el ITS2 es un posible marcador filogenético general usado ampliamente para
reconstrucciones filogenéticas tanto a nivel de género como de especie ya que presenta
una alta divergencia inter-especifica y se encuentra bien delimitado, tiene un tamafio de
pocos cientos de nucledtidos, la comparacion de las relaciones de las subespecies con
los niveles de orden, la doble verificacion de posibles errores de secuencia en
alineaciones dirigidas por estructuras secundarias, basado en esto, se propone que la
region ITS1-ITS2 sea un “cédigo de barras de oro” universal para identificar plantas y
hongos (Chen et al., 2010, Lee et al., 2017, Kaushik et al., 2017).

Las regiones ITS1-ITS2 se han utilizado ampliamente como un marcador molecular para
discriminar entre diferentes especies en estudios filogenéticos postulandose como uno
de los mejores marcadores para la funcion de cédigo de barras (Kumar et al., 2009), el
uso de ADN nuclear tiene ventajas sobre el ADN de plastidos ya que tienen una alta tasa
de evolucion, la herencia es biparental y contiene distintos genes con longitud adecuada
e independientes (Kumari et al., 2018), dentro del ADN nuclear se tienen las secuencias
codificantes para el ARN ribosomal el cual, representa aproximadamente el 40 % del total
de transcripcién dentro de una célula, y, a su vez, este constituye el 80% del ARN celular
(Amar et al., 2012). Este marcador molecular se ha utilizado para determinar relaciones
intra e inter-especificas en diferentes organismos como hongos (Sims et al., 2019, Scanu
etal., 2015, Jagadeesh et al., 2018), animales (De-la-Mora et al., 2018) y distintas plantas
(Maina et al., 2019, Kumari et al., 2018, Lee et al., 2017, Kehie et al., 2016, Ghada et al.,
2013, Wu et al., 2013, Hao et al., 2012, Kumar et al., 2009).

1.7 El enfoque filogenético en estudios de diversidad y estructura genética

La filogenética es una rama de la biologia evolutiva que se ocupa de inferir las relaciones
evolutivas entre diferentes grupos de organismos a partir de caracteres homologos
moleculares o morfoldgicos. La filogenética molecular utiliza matrices de informacién de
moléculas de ADN, generalmente, datos de secuencias. Por lo tanto, la filogenética se
basa en el desarrollado de arboles filogenéticos, permitiendo la representacion de
eventos evolutivos (Wicke y Fischer, 2018).
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La evaluacion de diversidad genética y la vinculacion de los patrones ecoldgicos
espaciales sumados a la informacion filogenética hacen aun mas poderosos los
resultados obtenidos, ya que, un conjunto de especies que abarcan nodos filogenéticos
mas profundos presentan mas historia evolutiva y son mas diversos que otras areas con
el mismo numero de especies conectadas a través de nodos menos profundos, los

enfoques filogenéticos informan el patron y el proceso evolutivo (Allen et al., 2019).

La variacion en los contenidos gendmicos se puede atribuir a varios eventos moleculares,
como la ganancia y/o pérdida de genes, mutaciones sindénimas y puntuales, inserciones,
deleciones y deriva genética. La deteccion de estos eventos es esencial para encontrar
relaciones entre diferentes secuencias, genomas y eventualmente organismos. Los
arboles filogenéticos podrian establecerse utilizando todos estos eventos para resaltar
las relaciones entre las entidades. Estos arboles se generan a partir de los datos
moleculares y podrian proporcionar informacién confiable para inferir la evolucion y las

relaciones de las especies y familias de genes (Godini y Fallahi, 2019).

.8 Analisis bioinformaticos.

[.8.1 Alineamiento de secuencias.

El alineamiento multiple de secuencias (MSA, por sus siglas en inglés) de ADN es un
paso critico para los analisis bioinformaticos ya que desde el alineamiento es que se
inician los andlisis clasicos de secuencias desarrollados hasta el momento; el
alineamiento es el punto de partida de cualquier campo de investigacion molecular
bioldgico donde este actlia como una ventana para ver la perspectiva evolutiva, funcional
y estructural de las macromoléculas biologicas en un formato conciso (Chowdhury y
Garai, 2017).

Alinear es una forma de comparar dos 0 mas secuencias de ADN, para esquematizar las
regiones similares y regiones divergentes y establecer la homologia de secuencias
alineadas, las cuales podrian indicar relaciones funcionales o evolutivas entre los genes.
Las secuencias alineadas se escriben con las letras correspondientes a cada nucleétido
de acuerdo con el codigo IUPAC (A; adenina, T; timina, C; citocina, G; guanina); de
manera especifica, se insertan espacios (gaps) para que las regiones idénticas o

similares se alineen. Las representaciones visuales de los alineamientos ilustran la
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insercion de “gaps” o huecos que pueden ser interpretados como inserciones o

deleciones de nucleétidos llamadas mutaciones “InDel” (Leduc y Zhao, 2019).

Estos alineamientos se utilizan para la generacion de arboles filogenéticos, y otros
analisis bioinformaticos, y desarrollar modelos de homologia sobre estructuras de
nucleodtidos. Sin embargo, la relevancia biolégica de los alineamientos no siempre es
clara ya que existe diferentes algoritmos y enfoques para alinear un mismo bloque se
secuencias, estas generalmente dan como resultado alineamientos distintos, por lo que
es imprescindible realizar estudios mas robustos como la filogenia o prediccién de
estructura de material genético para poder realizar inferencias en la evolucién de una

poblacion (Chowdhury y Garai, 2017).

En la actualidad se dispone de diferentes algoritmos que permiten realizar el MSA, el
enfoque de alineacién progresiva relne todas las secuencias de forma progresiva donde
se toma primero en cuenta la mejor alineacion por pares del total de secuencias a
analizar, este enfoque es utilizado por distintos programas como Multal, Map, Pcma,
Multaling, Clustal, T-Coffee, KAlign, entre otros. Un enfoque distinto para realizar
alineamiento multiple de secuencias es el iterativo, este tipo de alineamientos realiza un
procesamiento posterior al hacer cambios en la alineacion realizada por métodos
progresivos, en este enfoque se calculan nuevas matrices de distancia utilizadas en el
alineamiento obtenido por alineacién progresiva, esto conduce a una segunda ronda de
alineacion progresiva, los programas que utilizan esta reestimacion son Mafft, Muscle,
Prime, Prrp y Mummals/Promals (Chowdhury y Garai, 2017). Para datos con una longitud
de pb pequeia/media se realizan alineaciones progresivas las cuales son adecuadas y
dan un alineamiento funcional para los analisis posteriores, sin embargo siempre se debe
tener en cuenta que el elegir un método de alineacion sobre todo, puede afectar
enormemente la calidad de los resultados y, en consecuencia, la validez de los arboles
filogenéticos resultantes (Godini y Fallahi, 2019).
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1.8.2 Inferencia filogenética.
La gran cantidad y variedad de informacion genética generada en los ultimos afios ha
llevado a la necesidad de procesar e interpretar dicha informacion, en este sentido; la
comprension de dicha informacién, el modelado de procesos biolégicos y los estudios

filogenéticos son de gran ayuda (Delgado y Gomez-Vela, 2019).

Después del MSA, se usa esta informacion para construir un arbol evolutivo, en general,
hay dos enfoques principales para reconstruir un arbol; métodos basados en distancia
(métodos de matriz de distancia) y basados en caracteres (métodos de busqueda de
arbol). El método de unién de vecinos (NJ, por sus siglas en inglés) es el algoritmo
principal en uso para el método basado en la distancia, mientras que, los métodos de
maxima parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) e inferencia
bayesiana (IB) se clasifican como métodos basados en caracteres (Godini y Fallahi,
2019).

Dentro de los métodos basados en caracteres, los métodos ML e IB son métodos
probabilisticos basados en modelos de evolucion molecular, donde se toma en cuenta
conocimiento a priori acerca de los caracteres, especialmente cuando son caracteres

moleculares, frecuentemente secuencias de nuclettidos de ADN (Pefia, 2011).

Los modelos evolutivos describen la probabilidad relativa de cambio de un nucleétido a
otro; estos modelos nos informan sobre todos los eventos de mutacién que han ocurrido
a través del tiempo; los modelos de sustitucién de nucle6tidos son muy importantes en

los métodos probabilisticos de inferencia filogenética (ML e IB) (Godini y Fallahi, 2019).

Los estudios filogenéticos se realizan con la finalidad de obtener un arbol filogenético, el
cual, muestra la historia evolutiva del grupo taxonémico en estudio, es decir, un arbol
filogenético que sea reflejo del proceso de evolucién, donde las entidades bioldgicas son

el resultado de “descendencia con modificacion” de especies ancestrales (Pefia, 2011).

Habiendo numerosas modificaciones en un organismo a lo largo del tiempo, estos
cambios nunca se consideran como evolucion hasta que se heredan a través de material

genético y en generaciones consecutivas. En filogenética, un grupo que incluye una
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especie ancestral, donde aparecid una modificacion conservada a través de las

siguientes generaciones se denomina clado o grupo monofilético (Godini y Fallahi, 2019).

Para evaluar la construccion del arbol filogenético se deben tomar en cuenta cuatro
criterios; consistencia, eficiencia, robustez y velocidad computacional. La consistencia
hace referencia a la estimacion de un método, esta debe ser de la misma manera para
datos infinitos (los métodos como la distancia y la ML son consistentes, mientras que la
MP no lo es); la eficiencia se considera de acuerdo con la probabilidad de obtener el &rbol
correcto (la ML e IB son métodos con alta eficiencia); la robustez significa que el método
responda correctamente a suposiciones criticas; finalmente, la velocidad computacional
depende del algoritmo de los métodos, la capacidad de procesamiento del equipo de
computo y el tamafio de los datos.

1.8.2.1 Inferencia filogenética basada en maxima verosimilitud (ML).

Este método es uno de los métodos mas comunes para inferencias filogenéticas, el
principio de este método es evaluar la probabilidad de un arbol hipotético para predecir
las relaciones de las entidades de interés, es decir, el objetivo de este método es
obtener el arbol que tiene la probabilidad mas alta de producir las secuencias

observadas dado un modelo evolutivo.

Para iniciar un analisis de ML, es necesario realizar busquedas heuristicas del arbol
con la mayor verosimilitud partiendo de un arbol inicial generado por el método de
méxima parsimonia (método empleado por el programa RAxML); la validez de los

clados inferidos se evalia mediante un andlisis de bootstrap.

1.8.2.2 Inferencia filogenética basada en métodos bayesianos (IB).
Este método usa todos los sitios contenidos en las matrices de secuencias alineadas de

los MSA, basado en las similitudes y diferencias entre las secuencias, se construyen
varios arboles de prueba con una topologia distinta, este método incluye variables
aleatorias con distribuciones de probabilidad definidas a priori, aqui, el algoritmo de
cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) muestrea valores de parametros en el espacio
multidimensional, los cuales son la base para el calculo de las probabilidades posteriores
de cada clado. La probabilidad posterior del arbol esta definida como la probabilidad del

arbol o hipotesis filogenética condicionada a los datos. (Godini y Fallahi, 2019).
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La interpretacion facil de resultados estadisticamente consistentes y eficientes son
ventajas de este método. Algunas de las desventajas de la IB son su demanda
computacional y tendencia para sobreestimar los valores de soporte (probabilidades
posteriores) de los nodos.

Dado que el célculo de la probabilidad posterior del arbol implica integrar todas las
combinaciones posibles de valores de parametros (longitudes de ramas, topologia del
arbol y pardmetros del modelo evolutivo) y dichas combinaciones representan un nimero
infinito de hipotesis imposible de integrar analiticamente, la IB emplea Cadenas de
Markov Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés). Dichas cadenas son algoritmos
estocasticos que muestrean aleatoriamente las distribuciones de probabilidad de los
parametros para aproximar la probabilidad posterior del arbol filogenético.

1.8.3 Modelos de evolucion de ADN

Comprender los procesos que producen variaciones genéticas a lo largo de la evolucién
de las poblaciones naturales es fundamental en la evolucion molecular y la biologia
estructural; los modelos de evolucién se utilizan ampliamente para representar la
aproximacion mas probable de la ruta evolutiva de los genes y las proteinas (Zamudio et
al., 2019).

Para poder determinar las relaciones filogenéticas moleculares es necesario construir un
modelo matematico que describa la evolucion en el tiempo de las secuencias, este puede
ser construido empiricamente, usando propiedades calculadas a través de
comparaciones de secuencias observadas, o paramétricamente, usando propiedades
quimicas o biolégicas de ADN y aminoacidos. Estos modelos permiten estimar la
distancia genética real o esperada entre dos secuencias homodlogas, medido por el
namero esperado de sustituciones de nucleétidos por sitio que se han producido en los
linajes evolutivos entre ellos y su ancestro comin mas reciente; estas distancias pueden
representarse como longitudes de rama en un arbol filogenético, las secuencias
existentes forman las puntas del arbol, mientras que las secuencias ancestrales forman
los nodos internos y generalmente no se conocen (Lio y Goldman, 1998, Sullivan y Joyce,
2005).
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Mientras que los métodos de MP asumen un modelo implicito de evoluciéon (niumero
minimo de sustituciones a lo largo de la filogenia), los métodos basados en distancias (p.
ej. NJ), y los probabilisticos (ML e IB) requieren de un modelo explicito de evolucion; los
métodos de distancia reducen la informacion contenida en la matriz de secuencias
alineadas a una matriz de distancias genéticas empleando un modelo evolutivo; en
cambio, los métodos de ML y Bayesianos pueden estimar el valor de cada uno de los

parametros del modelo, dada una topologia y la matriz de datos.

La implementacion de los modelos evolutivos comenzé en 1965, cuando se propuso la
teoria del reloj molecular, esta asevera que la tasa de evolucion molecular es
aproximadamente constante en el tiempo para todas las proteinas en todos los linajes
(Zuckerkandl y Pauling, 1965). De acuerdo con esta teoria, cualquier divergencia entre
genes, proteinas o linajes se puede fechar simplemente midiendo el nUmero de cambios
entre secuencias; sin embargo, la hipotesis del reloj molecular resulta ser demasiado
simple. Actualmente se sabe que las tasas de mutacién varian entre genomas y dentro
de ellos, y se ven afectadas por diversos factores, como la posicion cromosémica, el
contenido de G + C, las bases vecinas mas cercanas y diferente eficiencia de los sistemas
de reparacion entre las cadenas de ADN durante la replicacion y transcripcion (Lio y
Goldman, 1998).

En la actualidad existe una gran variedad de modelos evolutivos con diferentes niveles
de complejidad, el mas simple es el propuesto por Jukes y Cantor (1969), el cual asume
que todas las sustituciones de nucleétidos ocurren a la misma tasa de cambio, y todos
los nucledtidos tienen la misma probabilidad de ser reemplazados por cualquier otro.

Siendo este el primer modelo de sustitucion nucleotidica, se encontraron pardmetros no
considerados por lo que se han desarrollado distintos modelos y cada uno de ellos

presentan diferencia en el nUmero de variables a considerar.

De acuerdo con lo antes descrito, en este trabajo se estudié la diversidad genética de
plantas silvestres de guayule analizando las regiones ITS1-ITS2 del ADNr, realizando
estudios filogenéticos y correlacionando la diversidad genética encontrada con las
condiciones geograficas en las que se obtuvo el material vegetal. Esto, en un futuro,

encaminado a una explotacion agroindustrial integral-sustentable en donde se tomen en
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cuenta las diferencias genéticas encontradas y poder implementar un plan de
mejoramiento genético e identificar aéreas importantes a conservar, la generacion de
conocimiento sobre la genética de esta planta, evitando el desgaste genético en las
posibles plantaciones comerciales, asi como aporta datos y responde a interrogantes

surgidas en investigaciones previas (llut et al., 2015).
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II.  HIPOTESIS

El uso de marcadores ITS en plantas silvestres de guayule nativas de sitios geograficos
diferentes nos dara informacién sobre su diversidad genética dentro y entre poblaciones
colectadas, permitiendo identificar &reas importantes a conservar, asi como informacion

sobre su posible evolucién y estructura de la poblacion.
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. OBJETIVOS

[11.1 Objetivo general

Estudiar la diversidad genética de plantas silvestres de guayule distribuidas en cinco
estados del Norte de México, mediante secuenciacién de fragmentos ITS1-ITS2 para

encontrar aéreas importantes a conservar.

[11.2 Objetivos especificos

[11.2.1 Identificar poblaciones de guayule silvestre distribuidas en los cinco estados

objeto de estudio para colecta de material vegetal.

I11.2.2 Disefiar cebadores especificos para la familia Asteraceae que amplifiquen

regiones ITS1-ITS2 para evaluar su efectividad como marcadores genéticos en guayule.

[11.2.3 Evaluar la diversidad genética dentro y entre las poblaciones de guayule

mediante el uso de programas bioinformaticos especificos.

[11.2.4 Describir la estructura genética dentro de la especie del guayule mediante

correlaciones genéticas y geograficas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Colecta de material vegetal
Se ubicaron geograficamente los sitios de colecta con base en: (a) los sitios reportados
en la literatura, (b) la experiencia previa del grupo de Biociencias y Agrotecnologia del
CIQA y (c) comunicaciones personales con los habitantes y lugarefios de cada una de
las zonas de colecta. Cada poblacién se delimité por una distancia minima de 400 m
entre ellas, esto, con la finalidad de maximizar la representatividad de la diversidad

genética de las plantas colectadas (Emami et al., 2018).

Se colectaron in situ hojas jovenes y sanas, cada poblacion estuvo conformada de 3 a 10
plantas silvestres, esto en relacion con la extension territorial (tamafio de rodal) de la
misma, existiendo una distancia minima de 12 m entre plantas colectadas de acuerdo
con lo reportado por Emami et al.,, (2018). De cada muestra vegetal colectada se
documentaron caracteristicas fenotipicas particulares tales como: forma, tamafio y color
de la hoja, presencia y frecuencia de dentado, altura, ancho y diametro de tallo de cada
planta (Figura 6), ya que estos parametros confieren uniformidad al momento de evaluar
rendimiento de germoplasma (Coffelt y Johnson 2011). Las hojas colectadas se
congelaron con hielo seco (CO:2 en estado solido) al momento del corte y trasportadas
sin perder la congelacion al laboratorio de Agrobiotecnologia en las instalaciones del
CIQA para posteriormente ser almacenadas a —80 °C hasta el momento de su

procesamiento.
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Figura 6. llustracion de diametros medidos en campo de plantas silvestres de P.

argentatum, siendo “D” el eje mayor y “d” el eje semi mayor.

IV.2 Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN total de las muestras colectadas, empleando el kit
“‘DNeasy Plant Mini kit” (Qiagen, Paises Bajos) siguiendo las instrucciones del fabricante;
de forma resumida, el protocolo consiste en los siguientes pasos: se realizd ruptura
mecanica con nitrégeno liquido en un tubo para centrifuga de 1.5 ml, seguida de una lisis
celular. Con la finalidad de eliminar el ARN presente en la muestra se utiliz6 ARNasa; los
precipitados se eliminaron en un solo paso mediante centrifugacion utilizando la columna

QlAshredder® (provista en el kit), que es una unidad de filtracion y homogeneizacion.

La solucién amortiguadora de unién y el etanol se agregaron al lisado limpio para
promover la union del ADN a la membrana de una segunda columna DNeasy® (provista
por el kit). El ADN se uni6é a la membrana, mientras que los contaminantes, como las
proteinas y los polisacéaridos, se eliminaron de manera eficiente mediante dos pasos de
lavado con etanol al 100 %. Finalmente, el ADN se diluy6é en un volumen de 30 pL de
agua libre de nucleasas; posterior a la extraccion se confirmé calidad e integridad del
ADN mediante electroforesis en agarosa al 1 % aplicando 90 volts de corriente eléctrica
por 1 hora, se realizé la tincion de cada gel con bromuro de etidio (100 pl/L) por 15 minutos
y se capturé imagen mediante el fotodocumentador Gel Doc™ EZ Documentation System
(Biorad, EE. UU.).
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IV.3 Diseno de cebadores

La region ITS1-ITS2 del ADN ribosémico nuclear, se amplific6 mediante PCR usando
cebadores especificos. El disefio de cebadores especificos se realizO mediante el

alineamiento de 64 secuencias obtenidas de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov

/genbank/)), la seleccidn de las secuencias utilizadas se basoé en la presencia completa
de laregion ITS1-ITS2. Todas las secuencias pertenecen a plantas terrestres de la familia
Asteraceae, esto, con el fin de que los cebadores disefiados fueran especificos para esta
familia, las secuencias se alinearon empleando el algoritmo de alineamiento ClustalX
version 2.1 (Allen et al., 2019), implementado en el programa BioEdit version 7.0.5 (Hall
1999).

Los cebadores se disefiaron en las regiones altamente conservadas 18S y 26S (Figura
7), el cebador de inicio se disefié en la region codificante para la subunidad 18S y el
cebador final se disefi6 en la region codificante para la subunidad 26S (identificadas con
una flecha).

= =

18s 5.8s 26s
ITS1 ITS2

Figura 7. Region de interés en el disefio de cebadores especificos para Asteraceae en
ADNT.

Los cebadores disefiados en este proyecto (AGB-ITS-F, AGB-ITS-R), se compararon con
cebadores universales ITS-U1-F e ITS-U4-R anteriormente reportados para la region
ITS1-ITS2, siguiendo las condiciones de amplificacion reportadas (Cheng et al., 2016).

IV.4 Amplificacion de las regiones ITS1-ITS2 en ADN ribosémico nuclear

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), se realizaron en un volumen total de
25 pL conteniendo 2.5 pL de solucion amortiguadora High Fidelity 10x, 1 L de MgSOa4
50 mM, 0.5 pL de mix dNTP’s 10 mM, 0.5 pL de cada primer 10 mM, 0.1 pL de Platinum
Taq High Fidelity (Thermo Fisher Scientific. EE. UU.), y 1 uL de ADN total vegetal, esto,

de acuerdo con las condiciones de uso de la enzima. La programacion del perfil térmico

29



de PCR fue de la siguiente manera: 1 ciclo a 94 °C por 2 min; seguido de 25 ciclos a 94
°C por 15 s; 55 °C por 30 s; 68 °C por 1 min, y finalmente 1 ciclo adicional a 68 °C por 7
min. Se evalud la cantidad y calidad de los fragmentos de ADN amplificados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%, donde la banda esperada de aproximadamente
700 pb se corrobor6 mediante el uso de un marcador de peso molecular (ADN Ladder
100 pb, Promega, EE. UU,). La imagen del gel se capturé con un sistema de
fotodocumentacion Gel Doc™ EZ Documentatio System (Biorad, EE. UU.), previamente

tefiido con bromuro de etidio.
IV.5 Purificacion y cuantificacién de productos de PCR

Se realizé la purificacion del fragmento amplificado mediante el kit GenElute™ PCR
Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, EE. UU.), siguiendo las especificaciones del fabricante;
brevemente se describe el protocolo a continuacion. Se preparé la columna GenElute
plasmid mini spin™ para filtrar por centrifugacién la muestra de PCR a la cual se le habia
adicionado previamente la solucion de union, la cual promueve la unién del ADN a la
columna, se realizé lavados con solucién de etanol y finalmente se separ6 el ADN de la

columna con 30 pL de agua estéril libre de nucleasas.

Teniendo las muestras purificadas se realizé la cuantificacion de acidos nucleicos en el
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Autbnoma de Coahuila campus
Saltillo. La cuantificacion consistié en tomar 2 pL de la muestra y colocarlos en una
microplaca del espectrofotometro Epoch (BioTek, EE.UU.), para la cuantificacion se
utilizé agua libre de nucleasas como blanco, y se realizaron las lecturas para cada

muestra bajo el principio de espectrofotometria.
IV.6 Secuenciacién de fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados fueron enviados a secuenciacidbn como servicio externo en
el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (Langebio), el cual se
encuentra ubicado en Irapuato, Guanajuato, México. Esta secuenciacion se realizé en
ambos sentidos de la cadena de ADN, con los mismos cebadores utilizados en la
amplificacion del fragmento. Se empled la técnica de Sanger y tecnologia capilar con los
sistemas ABI 3730 XL (Applied Biosystem, California, USA).
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IV.7 Analisis bioinformaticos

Se realizaron ensamblajes para las secuencias correspondientes a cada muestra
corroborando con los cromatogramas y alineamientos entre las mismas utilizando los
programas ClustalX version 2.1, y BioEdit version 7.0.5. Se realizé un alineamiento entre
las secuencias de ambos sentidos para cada una de las muestras estudiadas, con la
finalidad de corroborar la correcta secuenciacion, ademas, en este paso se ubicaron y

editaron manualmente los sitios con ambigiiedades.

Las secuencias utilizadas para los analisis estadisticos se llamaron de acuerdo al cédigo
de ambiglUedades nucleotidicas descrito por la IUPAC (Stireman et al., 2018).

Tabla 2. Cédigo de ambigliedades nucleotidicas descrito por la IUPAC.

Cdédigo de ambigledades nucleotidicas IUPAC

Simbolo  Significado Acido nucleico
A A Adenina
C C Citocina
G G Guanina
T T Timina
U U Uracilo
M AoC

R AoG

W AoT

S CoG

Y CoT

K GoT

\ AoCoG

H AoCoT

D AoGoT

B CoGoT

X GoAoToC
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IV.7.1. Estadisticas descriptivas de las secuencias y estimacion de indices de
diversidad genética.

Después del alineamiento, las secuencias fueron analizadas con el programa DnaSP
version 6.12.03 (Rozas, 2009) para estimar los indices de polimorfismos y la demografia

historica.

Se realiz6 una reconstruccion de haplotipos con el software DnaSP por el método Phase,
esto, para inferir las fases gaméticas, la cual se utilizd para poder hacer las inferencias
de los indices de diversidad genética en datos concatenados presentes en las secuencias

analizadas.

Dentro de los datos descriptivos se calculo el porcentaje de sitios informativos, contenido
de G+C, sitios variables (S), total de mutaciones (Eta), diversidad nucleotidica por sitio
entre dos secuencias (Pi), Diferencias nucleotidicas (k), theta por sitio y por secuencia
(8), numero de haplotipos (h), diversidad de haplotipos (Hd), ademas pruebas de
neutralidad clasicas como la D de Tajima, Dy F de Fu y Li para inferir si las regiones ITS1
e ITS2 evolucionan de manera aleatoria (neutral), entre las plantas silvestres de guayule

en la region ITS1-ITS2 secuenciadas (Losos, 2014).

IV.7.2. Reconstruccion filogenética con enfoque bayesiano

Se realizd la estimacion del modelo evolutivo que mejor explicara las secuencias
analizadas por regiones y concatenadas, mediante el programa jModeltest version
2.1.10.(Posada y Crandall 1998); para seleccionar el modelo evolutivo se usaron los
siguientes criterios: prueba de razones de verosimilitud, prueba jerarquica de razén de
verosimilitud (LRTs, hLRTs, respectivamente) y criterios de informacién (Criterio de
Informacién de Akaike; AIC y Criterio de Informacion Bayesiano; BIC); para ello se
calcularon las verosimilitudes de cada criterio para los 203 posibles modelos evolutivos
(Sullivan y Joyce 2005).

La reconstruccion del arbol filogenético se realizd con el programa MrBayes version
3.2.7(Huelsenbeck y Ronquist, 2001), empleando el juego de 160 secuencias alineadas
incluyendo las regiones 18S, ITS1, 5.8S y ITS2 con un total de 645 pb. Se utilizé el modelo
evolutivo que mejor se ajusté a los datos, el archivo de entrada al programa se edit6 en

formato Nexus, este analisis se llevd a cabo mediante dos corridas independientes de
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manera simultdnea para cada una de las regiones analizadas (18S, ITS1, 5.8S y ITS2).
La configuracion de cada corrida independiente fue: 8 cadenas de Markov Monte Carlo
para 10,000,000 de generaciones, muestreando cada 4,000 generaciones, teniendo un
namero final de 2,500 arboles muestreados, se utilizé una temperatura de cadena de 0.05
con 1 cadenas en frio y 7 cadenas calientes, Se descarté el 25 % de las muestras
resultantes, a esto se le llama “burn-in”. Al finalizar el analisis se obtuvo un arbol consenso
del 50%, es decir, incluyd clados o grupos monofiléticos que estuvieron presentes en al
menos el 50% de los arboles muestreados.

IV.7.3. Reconstruccion filogenética basada en méaxima verosimilitud (ML)

Para el andlisis de ML se utilizé el programa RAXML version 8.2.10(Stamatakis et al.,
2008), el archivo de entrada se editd a formato Phylyp, se realizé andlisis para datos
concatenados (160 taxa con 645 pb) y cuatro particiones (18S, ITS1, 5.8S y ITS2),
utilizando el modelo evolutivo GTR, siendo este el Unico modelo en el programa. Se
realizaron 100 busquedas de arbol con la méaxima verosimilitud partiendo de un arbol
basado en méaxima parsimonia, se utilizo la configuracion estandar (raxmIHPC-SSE3 -s
inputfile.phy —noutput -m GTR -#100 —p 12345), el soporte de los clados se obtuvo a partir

de 100 réplicas de un andlisis de bootstrap estandar.

IV.7.4. Andlisis molecular de varianza (AMOVA)

Para evaluar la estructura genética de las poblaciones estudiadas, se realiz6 un AMOVA
empleando el programa Arlequin version 3.5.2.2 (Excoffier et al., 1992), en donde se
especificaron los 27 haplotipos presentes en guayule asi como sus frecuencias en las
poblaciones, estos datos se obtuvieron en el programa DnaSP (ver apartado V.4.1.
Estadisticas descriptivas de las secuencias e indices de diversidad genética Cada
poblacién (rodal) se tom6 como la unidad béasica, después, se ordend por grupos
independientes por cada estado, donde cada estado contaba con la informacién de

haplotipos y frecuencias para cada una de sus poblaciones.

IV.7.5. Construccion de red de haplotipos
Para la construccion de la red de haplotipos se utilizo el programa Network version 5.0.1.1
(Bandelt et al., 1999), y el algoritmo median joining (MJ, por sus siglas en inglés),

modificando el peso de sitios hipervariables (511 y 62 peso =5), al cual, se le realizé una
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correccion de parsimonia, para generar una red con el menor nimero de homoplasias

(ambigledades en correlacion de haplotipos).

IV.7.6. Estimacién de tiempos de divergencia

Para la estimacion de tiempos de divergencia se utilizé el paquete de programas BEAST
version 2.4.7 (Drummond y Rambaut, 2007), se realiz6 una busqueda en GenBank de
secuencias de la region estudiada para especies de los géneros Carramboa y Layia, las
cuales pertenece a la tribu Millerieae y Madieae respectivamente, la primer tribu es
genéticamente cercana a la tribu Heliantheae, a la cual pertenece el guayule, la segunda
se utiliza como grupo externo en el analisis, se utilizaron las secuencias AF465848.1 y
AF465849.1 para Carramboa y DQ188082.1, DQ188079.1, DQ188077.1 y DQ188075.1
para Layia. Después de adicionar las secuencias externas se alinearon con el algoritmo
MUSCLE y se preparo el archivo en el programa BEAUTI para configurar el analisis; se
utilizé el modelo de reloj estricto para la estimacion de los tiempos de divergencia, se
adicionaron dos nodos de calibracién en el andlisis, el primero corresponde a la tribu
Heliantheae, que incluye todas las muestras analizadas; se agregé informacién bajo un
modelo coalescente, la edad promedio para la tribu de 12.88 millones de afios con un
intervalo del 95% de densidad posterior mas alta (HPD) de 6.30-19.50 con una desviacion
estandar de 4. El segundo nodo incluyo todas las secuencias pertenecientes a la tribu
Millerieae donde se utiliz6 un modelo log normal, para el parametro offset se utilizé un
valor de 3 millones de afios, una desviacion estandar de 0.4 y un promedio de 0.3; tanto
el nodo 1 como el dos se tratan de calibraciones secundarias basadas en los resultados
de Panero y Crozier, (2016). Se realiz6 el analisis empleando 10,000,000 de
generaciones del algoritmo MCMC, muestreando cada 2,000 generaciones, para obtener
un total de 5,000 muestras de arboles y parametros. El arbol resultante se visualizé
mediante el programa FigTree (Rambaut, 2012), el programa Tracer (Rambaut, 2012)
se utilizo para ver graficamente los valores de los parametros con sus estadisticas

descriptivas y evaluar la convergencia y estacionariedad de las cadenas de Markov.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Colecta de material vegetal

Se realiz6 colecta de material vegetal de P. argentatum en 40 poblaciones distribuidas
en los estados de Durango, San Luis Potosi, Zacatecas, Nuevo Ledn y Coahuila. Las
poblaciones se codificaron de la siguiente manera: D1 a D13 para las poblaciones
ubicadas en Durango, SL1 a SL12 para poblaciones de San Luis Potosi, Z1 a Z5 para
poblaciones de Zacatecas, NL1 a NL5 para poblaciones de Nuevo Leény C1 a C5 para
poblaciones ubicadas en el estado de Coahuila (Tabla 3). Se obtuvieron en total 176
muestras de tejido foliar, una muestra por planta, para extraccion de ADN y amplificacion

de las regiones gendémicas nucleares ITS1-ITS2.

Tabla 3. Numero de poblaciones e individuos de P. argentatum muestreados por

estado.

No. de poblaciones

Estado No. de individuos muestreados
muestreadas

Durango 13 59
San Luis Potosi 12 56
Zacatecas 5 20
Nuevo Lebdn 5 20
Coahuila 5 21
Total de muestras colectadas 176

Adicional a la colecta de guayule se colectaron tres muestras de especies de Parthenium
cercanas a guayule (P. incanum y P. Rollinsianum) en los estados de Zacatecas y San
Luis Potosi respectivamente, siguiendo la metodologia de colecta de guayule, se ubico
una poblacién para cada especie.
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La colecta de muestras para los estados de Durango y San Luis Potosi se realizo en el
mes de septiembre del 2018; las temperaturas promedio maximas fueron de 28 y 33 °C,
respectivamente (Figura 8). Para los estados de Zacatecas, Nuevo Ledn y Coahuila, la
colecta se realiz6 en el mes de enero del 2019; las temperaturas maximas promedio
fueron 23, 22 y 21 °C, respectivamente (Figura 9). Todas las temperaturas promedio se
obtuvieron de la base de datos de CONAGUA (https://smn.cna.gob.mx
/es/climatologia/temperaturas-y-lluvias/resumenes-mensuales-de-temperaturas-y-

lluvias).

Latitud

-115 -110 -105 -100 -95 -90

-10 5 0 5 10 5 20 = 25 30 35 40

Figura 8. Temperaturas maximas promedio para septiembre 2018 (CONAGUA).
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Figura 9. Temperaturas maximas promedio para enero 2019 (CONAGUA).
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V.2 Extraccion de ADN

Se obtuvo ADN genomico total de buena calidad de las 176 muestras procesadas (Figura
10). Debido a las condiciones particulares de cada muestra de tejido foliar, en algunos
casos se observo un poco de variacion en la cantidad y calidad del ADN extraido.
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Figura 10. Extracciéon de ADN gendmico total de hojas de P. argentatum. ADN extraido
de muestras de tejido foliar de plantas con distintas condiciones de campo en un gel de

agarosa al 1 %.

V.3 Disefio de cebadores y amplificacion de las regiones ITS1-ITS2 en plantas
silvestres de guayule.

En este trabajo se estudiaron 160 de las 176 plantas silvestres de guayule, ya que, por
cuestiones de logistica no se pudo realizar el envio del total de muestras para su
secuenciacion. Se determind si el marcador ITS es capaz de discriminar a nivel de
especie, posteriormente, se estudio la diversidad genética y se describi6 la estructura de
las poblaciones estudiadas. Hasta el momento no se encontraron reportes de estudios
de este tipo para plantas silvestres de guayule, siendo este trabajo, el primer estudio

donde se utiliza la region ITS1-ITS2 para la inferencia de dicha diversidad.

Cheng et al., (2016), reportaron cebadores con universalidad y especificidad mejoradas
para la amplificacion de la region ITS1-ITS2, para ser usados en estudios filogenéticos y

como codigo de barras del reino Plantae. Dichos cebadores universales, fueron
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disefiados con secuencias de hongos y plantas de diferentes especies y niveles
taxonomicos (Cheng et al., 2016). En el presente estudio, se decidi6é disefiar un par de
cebadores utilizando secuencias ITS Unicamente de plantas terrestres de la familia
Asteraceae a la cual pertenece la planta de guayule, estos cebadores ademas de ser
disefiados para dicha familia también minimizan la posibilidad de amplificar secuencias
ITS de hongos ya que solo se utilizaron secuencias de plantas para su disefio, omitiendo
secuencias fangicas. Para corroborar que los cebadores amplificaron correctamente la
region de interés, se compararon las secuencias resultantes del estudio con la Unica
secuencia de la misma region reportada en GenBank (KY397499.1) para guayule, por
Jayasena et al.,, (2017), en donde se confirm6 que se trataba de la misma region

amplificada exitosamente.

El disefio de los cebadores fue dirigido para que en un solo paso de amplificacion se
pudieran obtener tanto el ITS1 como el ITS2 (Figura 11). EI amplicon fue de
aproximadamente 700 pares de bases (pb), el disefio tuvo como resultado el cebador de
inicio; AGB-ITS-F 5’- GTA GGT GAA CCT GCG GAA GG -3’ y un cebador final AGB-ITS-
R 5- TTG TAG TCC CGC CTG ACC TG -3’ los cuales se sintetizaron por medio de
servicio externo en la empresa Integrated DNA  Technologies (IDT),

(https://www.idtdna.com/pages).

Figura 11. Area de disefio de cebadores para amplificar ITS1-ITS2 en la familia
Asteraceae, A) AGB-ITS-F; B) AGB-ITS-R.
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Se encontr6 que los cebadores AGB-ITS-F y AGB-ITS-R presentan mejor rendimiento en
la reaccion de PCR en comparacion con cebadores universales reportados
anteriormente, esto comprobado de manera cualitativa por la intensidad de la banda
observada en un gel de agarosa al 1 %.

Figura 12. Amplificacion de la region ITS1-ITS2 en P. argentatum con los cebadores

universales ITS-Ul-F e ITS-U4-R (A), y AGB-ITS-F y AGB-ITS-R (B).

Después de la amplificacion de las muestras se realiz6 una purificacion donde se
obtuvieron las secuencias libres de inhibidores de la reaccion Sanger (Figura 13), las
cuales, se enviaron al laboratorio LANGEBIO en promedio 200 ng del amplicén liofilizado

cumpliendo con las condiciones requeridas para esta metodologia de secuenciacion.
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Figura 13. Purificacion de la amplificacion de ITS1-ITS2 con un tamafo aproximado a
700 pb.
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V.4. Andlisis bioinformaticos
V.4.1. Estadisticas descriptivas de las secuencias e indices de diversidad genética

En el programa BioEdit se realiz6 el alineamiento de las secuencias de guayule silvestre
con las cinco regiones concatenadas (18S, ITS1, 5.8S, ITS2 y 26S) junto con las 6
secuencias de P. incanum y P. rollinsianum (Sims et al., 2019), usando el método
ClustalX con algunas correcciones manuales. El alineamiento dio como resultado una
matriz de 645 pb, si las secuencias presentaban datos faltantes al inicio o al final, se
representaron con signos de interrogacion en los alineamientos utilizados para los

programas.

La matriz de alineamiento de 649 pb corresponde a la longitud de datos concatenados,
donde las bases 1 - 13 correspondieron a la region codificante 18S, las bases 14 - 274 al
ITS1, las bases 275 - 437 a la region codificante 5.8S y finalmente las bases 438 - 645 al
ITS2. Las frecuencias nucleotidicas observadas variaron entre todas las secuencias
analizadas: 25.23 % a 23.59 % para A, de 23.91 % a 21.76 % para T, de 26.83 % a 25.99
% para G y de 26.56 % a 25.55 % para C, presentando un promedio de 24.10 %, 26.55
%, 25.81 %, 23.54 % para A, G, C y T respectivamente, y un porcentaje de GC de 52.36
% y AT de 47.64%, las frecuencias nucleotidicas para cada una de las muestras

estudiadas se presentan en el Anexo 2.

Para la familia Asteraceae, se ha reportado una longitud de esta region que oscila entre
las 650 y 750 pb, y frecuencias nucleotidicas de A: 25 %, T: 24 %, C: 26 %, y G: 25 %
con porcentaje de GC: 51 % y AT: 49 % (Amar et al., 2012). Las regiones ITS1-ITS2
excluyendo la region 5.8S, suman 470 pb lo cual es similar a lo reportado para otras
especies de la familia Asteraceae como lo es el caso del género Montanoa que

representa una longitud para esta region de 480 pb (Plovanich y Panero, 2004).

Del total de secuencias analizadas se encontraron 30 haplotipos diferentes, de los cuales
27 solo se presentan en P. argentatum, 2 haplotipos para P. rollinsianum y 1 haplotipo
para P. incanum (Anexo 3. Haplotipos presentes en plantas de guayule silvestre), se calculd el
indice de inserciones y deleciones (InDel), donde se encontrd un total de 152 sitios con

InDel corroborando la variacion de la region estudiada.
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Ademas del andlisis de datos concatenados, se realiz6 una comparacion entre las
regiones ITS1ylaregion ITS2 (Tabla 4), de acuerdo a los resultados de esta, se encontro
que el ITS2 es més informativo que el ITS1, coincidiendo con los resultados de Lee et al.,
(2017)y Chen et al., (2010) quienes también encontraron mas informacion discriminatoria
en la region ITS2 de diferentes tés de Taiwan y plantas medicinales respectivamente,
concluyendo la importancia de estos marcadores moleculares, sin embargo, para realizar
los andlisis consenso de la diversidad genética dentro de la especie se utilizaron datos
concatenados, ya que, la inclusion de ambos ITS y la region codificante 5.8S nos brinda
mas informacién, esto de acuerdo a la mayoria de los estudios encontrados donde se
estudia esta region ( Maina et al., 2019, Kumari et al., 2018, Lee et al., 2017, Kehie et al.,
2016, Ghada et al., 2013, Wu et al., 2013, Hao et al., 2012, Kumar et al., 2009).

De acuerdo con los resultados de los analisis descriptivos para cada poblacion se
encontré que, las poblaciones del estado de Zacatecas representan un gran valor
informativo ya que presenta un bajo nimero de muestras y contiene informacion valiosa
como lo son los haplotipos Unicos encontrados en el estado, esto, en comparacion con
San Luis Potosi que es de los estados mas informativos en cuanto a diversidad genética,
pero con mayor numero de muestras, por lo que el estado de Zacatecas representa un

area de oportunidad para estudios posteriores.

Se realizaron pruebas de neutralidad a datos concatenados y a las regiones ITS1 e ITS2
por separado, donde se encontré que, el ITS1 no presenta una variaciéon nucleotidica
bajo presién de seleccién, es decir, los polimorfismos podrian ser resultado de una
evolucién neutral, para datos concatenados y para la secuencia del ITS2 presentaron
significancia estadistica, lo cual indica que estas regiones evolucionaron bajo una presién

de seleccion.

La region ITS1 comprendié una longitud de 262 pb, mientras que la region ITS2 fue de
208 pb, sin embargo, en esta Ultima regidbn se encontraron un mayor numero de
mutaciones y sitios informativos. En general, el ITS2 presenta mas sitios poliférmicos,

(iError! No se encuentra el origen de la referencia.).
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Tabla 4. Estadisticas descriptivas e indices de diversidad genética estimados de

manera independiente a partir de cada region ITS y datos concatenados para la especie

Datos de polimorfismos

Numero de secuencias.
Longitud de alineamiento.
Porcentaje C+G
Sitios variables (S).
Total de mutaciones (Eta).

Diversidad nucleotidica (Pi) £
SD.

Diferencias nucleotidicas (k).
0 por secuencia.
0 por sitio.
Numero de haplotipos (h).

Diversidad de haplotipos (hd) +
SD.

SD:

P. argentatum.

ITS1

320
262
0.522
11
12

0.0024 + 0.0001

0.64107

1.89156

0.00733
13

0.539 + 0.014

TS2 COI’](I:DZB.?L?’;.d 0s
320 320
208 645
0.534 0.533
19 23
21 26

0.0037 £ 0.0002 0.0026 +0.0001

0.77645 1.31822
3.31023 4.09898
0.01607 0.00831
21 27
0.571 £ 0.022 0.738 +£0.013

Desviacion estandar

42



Diversidad entre ITS1 e ITS2
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Figura 14. Comparativo de distintos indices de diversidad genética entre las regiones
ITS1 e ITS2 en P. argentatum. Diversidad nucleotidica por sitio (Pi), diversidad

nucleotidica (K), diversidad de haplotipos (Hd), sitios variables (S), numero de haplotipos
(h).

La diversidad de nucleétidos y haplotipos observadas en guayule presenta algunas
diferencias con respectos a datos reportados para otras especies de la familia Asteraceae
y plantas desérticas, para guayule se obtuvo un Hd: 0.738 + 0.013 y Pi: 0.00267 *
0.00014. Comparado con lo reportado en otros estudios podemos considerar una alta
diversidad genética para las poblaciones de guayule estudiadas. Para otras plantas
desérticas como la jojoba (Simmondsia chinensis), se report6é una diversidad genética de

Hd= 0.45, este valor es considerado como alto por los autores (Kumar et al., 2019).

Con respecto a las distancias genéticas dentro de la especie, se encontrd que existe poca
variacion genética (maxima variacion 0.0092), dentro de las poblaciones (maxima

variacion 0.0039), al igual que entre los estados estudiados (maxima variacion 0.0011).

Los resultados de la reconstruccion de haplotipos dieron un total de 352 haplotipos
presentes en las secuencias, de los cuales 30 haplotipos son Unicos. Estos haplotipos
Unicos se compararon genéticamente entre ellos, resultando de interés los haplotipos 23,
24, 25, 26 y 27 que se encuentran solo en el estado de Zacatecas en las poblaciones Z1,
Z3, Z3, Z5 y Z5 respectivamente, lo cual, hace referencia a que en estas poblaciones se

tienen haplotipos unicos y con un alto valor genético a conservar.
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En la estimacion de estadistica descriptiva para cada estado se encontré que los estados
de San Luis Potosi y Zacatecas presentaron el mayor numero de haplotipos y secuencias
con InDel (Tabla 5).

El total de haplotipos encontrados en la reconstruccion, se utilizaron para la inferencia de
la red de haplotipos, donde se puede observar 3 haplotipos probablemente ancestrales,
ya que, presentan mayor frecuencia; el nimero de individuos que tenian presencia de
cada haplotipo varié desde 107 hasta 1, donde los mas frecuentes A, B y C tienen una
frecuencia de 107, 88 y 57 respectivamente (jError! No se encuentra el origen de lar

eferencia.).

Los haplotipos mas frecuentes se encuentran en los 5 estados muestreados en el estudio,
por lo que se puede entender que no existe una barrera fisica o geogréafica para compartir
esta informacion entre las poblaciones de la especie y presentar un flujo de genes
continuo (Fehlberg y Ranker 2009); entonces, estos haplotipos han estado presentes a
lo largo de la existencia de esta especie, a partir de estos se ramifican en diversos
haplotipos menos frecuentes, entonces se infiere que cada haplotipo menos frecuente es

una mutacion del haplotipo mas frecuente.
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Tabla 5. indices descriptivos estimados para poblaciones de guayule silvestres

muestreadas para cada estado.

San Luis Nuevo

indices descriptivos Durango . . Coahuila @ Zacatecas
Potosi Ledn
Haplotipos 10 15 6 4 12
Transiciones 6 9 4 1 8
Tranversiones 3 6 2 1 6
tituci
sustituciones 9 15 6 2 14
nucleotidicas por sitio
Indels 1 34 12 1 12
Sitios polimérficos 9 47 18 3 26
c % C 25.70 25.73 25.76 25.7 25.74
Q2 o
% = % T 23.76 23.74 23.69 23.81 23.66
o O
% % % A 23.98 24.01 24 23.94 24.02
o =
c
O % G 26.56 26.53 26.55 26.55 26.58

Las secuencias Unicas de diversidad de haplotipos para datos concatenados (Tabla 4),
se tomaron como referencia para estimar las similitudes y divergencias entre los

haplotipos encontrados.

En la Figura 14 podemos observar que, dentro de los haplotipos encontrados en guayule
silvestre, se presentan dos grandes grupos, los cuales a su vez se ramifican de acuerdo
con la divergencia genética que existe entre ellos. En el grupo | podemos encontrar a la
gran mayoria de haplotipos presentes (17 haplotipos), donde se ramifican de acuerdo
con la divergencia genética entre uno y otro, observandose que dicha divergencia es
pequefia (longitud de rama), mientras que el grupo Il incluye un menor nimero de
haplotipos (10) relacionados entre ellos, pero con una mayor divergencia genética. Dentro
de este segundo, se destaca el haplotipo 15, el cual presenta la rama mas larga, es decir,
el haplotipo mas divergente dentro de este grupo, este haplotipo Unico se encuentra en
la poblacion 8 del estado de San Luis Potosi, de acuerdo con esto, es de gran importancia

la conservacion de este tipo de informacion unica silvestre en plantas de guayule.
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Figura 14. Relacion y divergencia entre haplotipos presentes en plantas de guayule

silvestre usando el programa Network.

V.4.2 Reconstruccion filogenética con inferencia bayesiana (IB) y Maxima
Verosimilitud (ML).

Para realizar la reconstruccion filogenética se determin6é que el modelo de sustitucion
nucleotidica que mejor describe a los datos fue el modelo de Jukes y Cantor (JC69); de
acuerdo con los resultados obtenidos en jModelTest; dicho modelo asume la misma

frecuencia para los cuatro nucleétidos y una sola tasa de sustitucion nucleotidica (Jukes
y Cantor, 1969).

Tanto en el arbol de ML y de IB se pudo establecer claramente la monofila de las especies

estudiadas con altos valores de soporte (Probabilidad posterior; PP y Valores de
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bootstrap; VB) para cada clado, lo cual deja en claro la eficiencia de los ITS como
marcadores moleculares capaces de diferenciar taxones a nivel de especie dentro de un

mismo género.

En el arbol de ML se agruparon todas las muestras de guayule silvestre en un clado sin
ninguna diferenciacion, por lo que en este analisis se tendrian que adicionar una(s)
secuencia(s) o agregar mas regiones a las utilizadas para poder confirmar la estructura
dada en el andlisis con IB; también podria explicarse este resultado por la naturaleza del
meétodo, el cual evalud la probabilidad de las secuencias dadas de guayule silvestre
encontradas con base a la busqueda de 100 arboles con la mayor verosimilitud no fueron
suficientes para encontrar diferencias. En este ambito, la IB ofrecié resultados mas
robustos y consistentes, en este analisis se calcula la probabilidad posterior de un arbol

con base a los datos obtenidos de las plantas silvestres de guayule.

Para las muestras de guayule no se presenta alguna estructura o diferenciacion con
respecto a la ubicacion geografica de estas ya que, en ambos arboles se encuentran
todas las muestras en un solo clado. Se realiz6 la prueba de mantel en donde el
coeficiente de correlacidn mostré un valor positivo débil (r= 0.1590 P < 0.01), esto indica
que existe un leve aislamiento por distancia geogréfica pero este no representa un factor
determinante en la estructura genética encontrada en las muestras, también se puede
entender este resultado con la prueba de AMOVA donde la mayor variacion genética se
encuentra dentro de las poblaciones (Ver apartado V.4.3.), en otras palabras, se entiende
que las poblaciones mas cercanas entre si presentan una mayor interaccioén genética que
las poblaciones mas lejanas, por lo que esta interaccién genética marca la gran diversidad
genética encontrada (Li et al., 2013), esto concuerda con los resultados de Cruz et al.,
(2017), en donde por el genotipado de plantas de guayule del banco de germoplasma de
los Estados Unidos, (USDA), encontraron que los individuos analizados no presentaban
un alta diferenciacion genética, por lo que el estudio y conservacion del germoplasma
silvestre de guayule es de inminente importancia por la informacién que esta aporta a la

caracterizacion de la planta.

En este estudio se reveld una alta diversidad genética en plantas silvestres de guayule,

a menudo dentro de las poblaciones existe una fuerte asociacion entre la diversidad y el
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modo de reproduccion. Estas, dan lugar a la generacion de hipoétesis sobre como surge
y se mantiene la diversidad en las poblaciones naturales (Kolar et al., 2017) como lo es

la hibridacion de plantas para enriquecerlas genéticamente.

Para la construccién de arboles con IB se utilizé la simulacion MCMC, después de aplicar
un “burn-in” de 25%, se obtuvieron 1,875 muestras de arboles y valores de parametros.
Se obtuvo una desviacion estandar de las frecuencias de biparticiones menor a 0.01 por
lo cual se asume que las cadenas de Markov convergieron; asimismo, se genero un arbol
consenso cuyos clados o grupos inferidos estuvieron presentes en al menos el 50% del

total de los arboles muestreados.

Dado que los resultados del analisis de IB y ML son muy similares, se reportan ambos
resultados en el arbol obtenido en el analisis de IB (jError! No se encuentra el origen d
e la referencia.), en el Anexo 4 se presenta el arbol del analisis de ML. Los resultados
del analisis de ML se reportaron en el arbol de IB bajo cada rama en color verde para
cada clado.

Los analisis infirieron tres clados, los cuales corresponden a las 3 especies analizadas;
el clado | corresponde a la especie P. rollinsianum, el cual se utiliz6 como grupo externo
para ambos analisis, donde se puede observar que el enraizado del arbol ocurre de
manera correcta; el clado Il corresponde a la especie P. incanum y el clado Ill a P.

argentatum.

Dentro del clado Il encontramos a los tres ejemplares colectados de la especie P.
incanum (M1. M2 y M3), con el maximo valor para PP de 1 (azul), y un buen VB de 98

(verde).

Para el clado Il tenemos todos los ejemplares de guayule, con una PP de 0.979 (azul) y
un VB de 100 (verde), para el andlisis con IB encontramos diferentes longitudes de ramas,
estas, hacen referencia a las divergencias genéticas encontradas en estos ejemplares
silvestres de guayule para este analisis, de los cuales destacan D11P3, SL6P1, SL9P1,
NL2P4, Z5P3 y SL6P3, siendo esta ultima la secuencia mas divergente (de acuerdo a la
longitud de la rama), dentro del clado Ill se genera un pequefio clado que agrupa a los

ejemplares C1P2, C3P3 y C3P4, aungue con valores de soporte bajos (PP de 0.676 y VB
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de 55, datos no mostrados), podrian representar una variacion genética a considerar, por
lo que se recomienda realizar las andlisis con estos ejemplares y verificar los resultados

obtenidos.

El clado lll, para el analisis ML fue encontrado en un clado, es decir, que mediante este
analisis no se pudieron detectar la variacidbn genética intraespecifica de guayule, en
comparacioén con la IB, en ambos arboles se presentan los nodos de las muestras C1P2,
C3P3y C3P4, sin embargo, los valores (No mostrados) de soporte son insuficientes para

poder asegurar estas diferencias genéticas.

En ambos arboles se pudo corroborar fuertemente la monofila para cada especie
analizada incluyendo a cada especie en un clado bien soportado tanto en los valores de

PP en el analisis de IB y los VB para el analisis ML.
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Figura 16. Reconstruccion filogenética con Inferencia Bayesiana y Maxima verosimilitud

(ver Anexo 4), de tres especies del género Parthenium a partir de 160 secuencias de las

18S, ITS1, 5.8S, ITS2 (645 bp). Valores de probabilidad posterior

(IB) y bootstrap (ML) se muestran por encima y debajo de las ramas, respectivamente.
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V.4.3 Analisis AMOVA para plantas silvestres de guayule.
Como resultado del andlisis molecular de varianza (AMOVA) (Tabla 6), se puede

observar que la mayor divergencia genética (81.19 %), se encuentra dentro de las
poblaciones silvestres de guayule, mientras que la menor divergencia genética (2.26 %)
esta presente entre los estados analizados en este estudio.

Tabla 6. Analisis AMOVA para poblaciones silvestres de guayule.

Porcentaje
o Grados de Sumade ) o
Fuente de variacion ) Varianza de variacién
libertad cuadrados
(%)
Entre estados 4 9.749 0.0156 2.26
Entre poblaciones
35 51.247 0.1142 16.55
dentro de estados
Dentro de las
_ 280 156.822 0.56008 81.19
poblaciones (rodal)
Total 319 217.818 0.68988

Estos resultados se podrian entender por los habitos de reproduccion de P. argentatum,
ya que, esta planta se reproduce mediante apomixis facultativa, es decir, presenta una
reproduccion asexual mediante semillas, sin embargo, este tipo de reproduccion permite
eventos de reproduccion sexual esporadica, lo cual facilita al intercambio genético dentro
de una misma poblacién por la cercania de los ejemplares y los intercambios genéticos
entre ejemplares a largas distancias (poblaciones diferentes) son menos probables a
suceder (Cruz et al., 2017).

V.4.3 Red de haplotipos en plantas silvestres de guayule.

Se realiz6 la estimacion de red de haplotipos (jError! No se encuentra el origen delar
eferencia.), es decir, la frecuencia de cada uno de los haplotipos en los estados
estudiados, que, a su vez nos permite inferir informacién histérica sobre las poblaciones,

se utilizaron las secuencias de la especie P. rollinsianum y P. incanum como grupo
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externo, en donde, podemos observar la divergencia entre haplotipos y en casos

especificos las similitudes entre los haplotipos presentes en las distintas especies.

Cada gréfico circular representa a un haplotipo, en este se representan con un color
diferente a cada estado de acuerdo con su frecuencia (jError! No se encuentrael origend
e la referencia.). Podemos observar que son tres haplotipos los que ocurren con mayor
frecuencia (A, B y C) en las poblaciones muestreadas; cada uno de estos haplotipos
presenta un numero diferente de ramificaciones conectando otros haplotipos menos
frecuentes, estas se pueden entender como una divergencia y/o mutacion del haplotipo

mas frecuente. Cada punto rojo representa a un ancestro hipotético inferido por el

programa.
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Figura 17. Red de haplotipos inferida a partir del programa Network utilizando el algoritmo
MJ, con grupos externos (P. incanum y P. rollinsianum, circulos violetas y morados

respectivamente), donde, A, B y C representan los haplotipos mas frecuentes.
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Segun los resultados de la red de haplotipos el total de 160 individuos analizados
presentan un flujo de informacion genética (vea jError! No se encuentra el origen delar
eferencia.) ya sea en eventos recientes o histéricos, lo cual se puede entender como, no
tener una barrera fisica o geogréfica para dicho flujo, esto también se confirmé con la
prueba de mantel realizada en el programa Arlequin el cual no encontrd correlacion
significativa entre las distancias genéticas por pares (modelo JC), y las distancias
geograficas para cada poblacién; estos resultados se respaldan con los resultados del
AMOVA, que indican que existe una mayor diversidad genética dentro de las poblaciones

(81.19 %) comparado la variacion encontrada entre los estados estudiados (2.26 %).

De acuerdo a la diversificacién o mutacion de los haplotipos mas ancestrales se podria
entender que, dentro de las poblaciones se tiene una diversificacion la cual podria ser
causada por la adaptacion de las poblaciones al medio en donde se desarrollan
comenzando como mutaciones epigenéticas y fueron heredadas a nuevas generaciones
hasta formar parte del genoma de las especies silvestres muestreadas (Fehlberg y
Ranker, 2009), dicha divergencia se puede observar a nivel de poblacién, pero, dentro
del conjunto de poblaciones no representa una diferencia genética significativa esto
corroborado con el AMOVA (Tabla 6).

Por la ubicacién en la red, se puede inferir que el haplotipo para la muestra Z5P3 presenta
mayor similitud con la especie P. incanum, esto se puede observar también en los arboles
filogenéticos de IB y ML, se podria entender como la razon del alargamiento en su rama
en el arbol construido con IB, de acuerdo con su habito reproductivo, se sabe que plantas
de guayule son capaces de reproducirse con plantas genéticamente similares como lo es

P. incanum (Sanchez et al., 2014).

Ya que sabemos que el guayule tiene una reproduccion por apomixis facultativa con
eventos esporadicos de recombinacion genética sexual, también se sabe que las
especies de P. argentatum y P. incanum son muy cercanas genéticamente y de manera
natural se puede dar intercambio genético por sus habitos de reproduccion, este
intercambio de informacion genética podria ser la razon de la cercania de la muestra

Z5P3 con la especie P. incanum; se podria relacionar con su habito de reproduccion, ya
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gue se sabe que en una planta apomictica, sin importar su ploidia, genera embriones

viables con ploidia variable (Cruz et al., 2017).

V.4.4. Estimacion de tiempos de divergencia.

La divergencia de las especies P. argentatum, P. incanum, P. rollinsianum y H. annuus,
se estima que ocurri6 aproximadamente hace 15.62 millones de afios (Ma) con un
intervalo del 95 % de densidad posterior mas alta (95 % HPD) de 10.71 - 20.87 Ma, cabe
mencionar que la convergencia y estacionariedad de las cadenas de Markov se corroboro

graficando los valores de los pardmetros en el programa Tracer.

54



VI. CONCLUSIONES

Segun los valores de bootstrap y la probabilidad posterior obtenidos en la inferencia
filogenética bajo los métodos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana se
comprobd la eficacia de los marcadores ITS para discriminar a nivel de especie, ademas
de ser utiles en encontrar diferencias a nivel intraespecifico, por lo que podemos proponer
alaregion ITS1-ITS2 como un nuevo codigo de barras universal para la identificacion de

una gama mas amplia de taxones de plantas.

De acuerdo con los datos encontrados, las poblaciones silvestres de guayule no
presentan barreras fisicas o geograficas para un flujo genético, con base en esto, la
poblacién de guayule presente en el desierto chihuahuense es grande y no ha sufrido
cuellos de botella genéticos, el germoplasma muestreado es de gran valor para conservar

por la diversidad genética contenida.

Se encontrd6 que el guayule presenta una gran diversidad genética, ademas, se
identificaron haplotipos ancestrales presentes en los cinco estados muestreados; también
se encontraron haplotipos Unicos en distintas plantas, esta informacién genética es

invaluable y de gran importancia para su resguardo.

Dentro de los estados de Zacatecas y San Luis Potosi presentan los datos mas relevantes
de diversidad genética, proponiendo las poblaciones SL6, SL9 y Z5, ya que son las mas
informativas y presentan la mayor divergencia genética en comparacion al resto de

muestras analizadas.
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Anexos

Anexo 1. Secuencias utilizadas para disefio de cebadores para la familia Asteraceae

Cdédigo GenBank

Especie

Cdédigo GenBank

Especie

>KJ510658.1

Alloispermum scabrifolium

>KY397492.1

Ligularia przewalskii

>KX671845.1

Ambrosia trifida

>DQ101217.1

Lindheimera texana

>KY397478.1

Anacyclus depressus

>FJ697005.1

Melampodium leucanthum

>DQ444723.1

Arctotis aspera

>EF108398.1

Melampodium paludosum

>KY397479.1

Arctotis gumbletonii

>KY397494.1

Olearia lyrata

>DQ444729.1

Arctotis venusta

>KP718466.1

Oncosiphon africanus

>FM177852.1

Arnica chamissonis

>KY397495.1

Osteospermum ecklonis

>HM032736.1

Arnica montana

>KY397496.1

Osteospermum jucundum

>AF374892.1

Bahia absinthifolia

>KY397497.1

Osteospermum sinuatum

>AF465849.1

Carramboa trujillensis

>KY397498.1

Othonna arborescens

>KY397482.1

Centaurea cyanoides

>KY397499.1

Parthenium argentatum

>HQ407430.1

Centaurea montana

>KX671862.1

Parthenium auriculatum

>KT249764.1

Centaurea phrygia

>KY968852.1

Parthenium hysterophorus

>AB032053.1

Chromolaena odorata

>KX671863.1

Parthenium integrifolium

>AY538652.1

Echinops siculus

>KJ510657.1

Sabazia sarmentosa

>AY196731.1

Engelmannia pinnatifida

>KY397501.1

Sanvitalia procumbens

>AF465855.1

Espeletia schultzii

>KY397502.1

Schoenia filifolia

>AF374871.1

Eutetras palmeri

>MF290124.1

Senecio magnificus

>FN823080.1

Tanacetum parthenium

>KY397505.1

Senecio pinnatifolius var. Maritimus

>FJ696962.1

Galinsoga parviflora

>KY397506.1

Senecio pinnatifolius var. pinnatifolius

>GU818550.1

Galinsoga quadriradiata

>MF290162.1

Senecio pinnatifoliu

>KY397486.1

Gazania splendens

>AB457301.1

Stevia rebaudian

>KY397487.1

Guizotia abyssinica

>KY397507.1

Streptoglossa macrocephala

>KF767534.1

Helianthus annuus

>KY397508.1

Tagetes tenuifolia

>JX121518.1

Helianthus maximiliani

>KY397500.1

Tanacetum coccineum

>KX671859.1

Heliopsis helianthoides

>EF577320.1

Tanacetum parthenium

>KY397490.1

Hymenopappus tenuifolius

>KY397509.1

Tetragonotheca texana

>KY231643.1

Ichthyothere scandens

>KY397510.1

Waitzia nitida

>KY696303.1

Inula ensifolia

>FJ980320.1

Xanthium sibiricum

>LT855156.1

Jurinea heterophylla

>KY397488.1

Xerochrysum bracteatum

>DQ188075.1

Layia heterotricha

>KY397489.1

Xerochrysum macranthum

>HQ416383.1

Liatris spicata

>KY397511.1

Xerochrysum viscosum
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Anexo 2. Frecuencia nucleotidica por poblacion.

Planta
D1P1
D1P2
D1P3
D2P1
D2P2
D2P3
D3P1
D3P2
D3P3
D3P4
D3P5
D4P1
D4pP2
D4P3
D5P1
D5P2
D5P3
D5P4
D5P5
D5P6
D5P7
D5P8
D5P9
D5P10
D6P1
D6P2
D6P3

% A
23.9130%
24.0683%
23.9875%
23.9502%
23.9502%
23.9875%
23.9130%
23.9130%
23.9502%
23.9130%
23.9875%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.9502%
23.9875%
23.9875%
24.0683%
23.9502%
23.9875%
23.9502%
24.0250%
24.0250%
23.9130%
24.2089%
23.9875%

%G
26.5528%
26.5528%
26.6355%
26.5941%
26.5941%
26.6355%
26.5528%
26.5528%
26.5941%
26.5528%
26.6355%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5941%
26.6355%
26.6355%
26.5528%
26.5941%
26.6355%
26.5941%
26.6771%
26.6771%
26.5528%
26.4241%
26.6355%

Frecuencia nucleotidica

% C
25.6211%
25.7764%
25.7009%
25.8165%
25.8165%
25.7009%
25.6211%
25.6211%
25.6610%
25.6211%
25.7009%
25.6211%
25.6211%
25.6211%
25.6211%
25.8165%
25.7009%
25.7009%
25.7764%
25.8165%
25.8567%
25.6610%
25.5850%
25.7410%
25.6211%
25.7911%
25.8567%

%T
23.9130%
23.6025%
23.6760%
23.6392%
23.6392%
23.6760%
23.9130%
23.9130%
23.7947%
23.9130%
23.6760%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.6392%
23.6760%
23.6760%
23.6025%
23.6392%
23.5202%
23.7947%
23.7129%
23.5569%
23.9130%
23.5759%
23.5202%
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D7P1
D7P2
D7P3
D8P1
D8P2
D8P3
D9P1
D9P2
D9P3
D10P1
D10P2
D10P3
D11P1
D11P2
D11P3
D11P4
D11P5
D11P6
D11P7
D11P8
D11P9
D11P10
D12P1
D12P2
D12P3
D12P4
D12P5
D12P6
D12P7
D13P1

23.9502%
23.9130%
23.9502%
23.9502%
23.9502%
23.9502%
24.0683%
23.9130%
24.0683%
23.9130%
24.0683%
24.0683%
24.1433%
23.9502%
24.1433%
24.1058%
24.1058%
23.9875%
24.1058%
23.9502%
23.9502%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
24.0683%
23.9130%
23.9130%
23.9502%
24.0625%

26.5941%
26.5528%
26.5941%
26.5941%
26.5941%
26.5941%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.6355%
26.5941%
26.6355%
26.5941%
26.5941%
26.4798%
26.5941%
26.5941%
26.5941%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.5941%
26.4063%

25.8165%
25.6211%
25.8165%
25.8165%
25.8165%
25.8165%
25.7764%
25.6211%
25.7764%
25.6211%
25.7764%
25.7764%
25.7009%
25.8165%
25.5452%
25.6610%
25.6610%
25.8567%
25.6610%
25.8165%
25.8165%
25.7764%
25.6211%
25.6211%
25.6211%
25.7764%
25.6211%
25.6211%
25.6610%
25.7813%

23.6392%
23.9130%
23.6392%
23.6392%
23.6392%
23.6392%
23.6025%
23.9130%
23.6025%
23.9130%
23.6025%
23.6025%
23.5202%
23.6392%
23.6760%
23.6392%
23.6392%
23.6760%
23.6392%
23.6392%
23.6392%
23.7578%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.6025%
23.9130%
23.9130%
23.7947%
23.7500%
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D13P2
D13P3
SL1P1
SL1P2
SL1P3
SL2P1
SL2P2
SL3P1
SL3P2
SL3P3
SL4P2
SL4P3
SL4P4
SL4P5
SL5P1
SL5P2
SL5P3
SL5P4
SL5P5
SL6P1
SL6P2
SL6P3
SL6P4
SL7P1
SL7P2
SL7P3
SL7P4
SL7P5
SL8P1
SL8P2

23.9502%
23.9875%
23.9502%
23.9130%
23.9502%
23.9502%
24.0683%
24.4019%
23.8690%
23.8318%
24.0683%
24.0683%
23.9502%
23.9130%
24.0683%
24.0683%
24.1058%
24.1058%
23.9502%
23.9875%
23.9130%
23.7947%
24.0683%
23.9502%
23.9502%
23.9130%
24.4409%
23.9130%
24.1776%
23.9130%

26.5941%
26.6355%
26.5941%
26.5528%
26.5941%
26.5941%
26.5528%
25.9968%
26.6771%
26.6355%
26.5528%
26.5528%
26.5941%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.4386%
26.5941%
26.5941%
26.6355%
26.5528%
26.4386%
26.5528%
26.5941%
26.5941%
26.5528%
26.5176%
26.5528%
26.8092%
26.5528%

25.8165%
25.7009%
25.8165%
25.6211%
25.8165%
25.6610%
25.7764%
26.1563%
25.7410%
25.8567%
25.7764%
25.7764%
25.6610%
25.6211%
25.7764%
25.7764%
25.8165%
25.6610%
25.6610%
25.7009%
25.7764%
25.9720%
25.7764%
25.8165%
25.6610%
25.6211%
25.5591%
25.6211%
25.9868%
25.6211%

23.6392%
23.6760%
23.6392%
23.9130%
23.6392%
23.7947%
23.6025%
23.4450%
23.7129%
23.6760%
23.6025%
23.6025%
23.7947%
23.9130%
23.6025%
23.6025%
23.6392%
23.6392%
23.7947%
23.6760%
23.7578%
23.7947%
23.6025%
23.6392%
23.7947%
23.9130%
23.4824%
23.9130%
23.0263%
23.9130%
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SL8P3
SL8P4
SL8P5
SL9P1
SL9P2
SL9P3
SL9P4
SL10P2
SL10P3
SL11P1
SL11P2
SL11P3
SL11P4
SL11P5
SL11P6
SL12P1
SL12P2
SL12P3
ClP1
ClP2
C1P3
C1lP4
C2P1
C2P2
C2P3
C2P4
C2P5
C3P1
C3P2
C3P3

23.9130%
23.9502%
23.9130%
23.7578%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
24.2472%
23.9130%
24.2857%
24.0625%
23.9875%
23.9502%
23.9063%
24.1758%
23.9502%
23.9502%
23.9502%
23.5938%
23.8318%
23.9875%
23.9502%
23.9502%
23.9130%
23.9130%
24.3671%
23.9130%
23.9130%
25.1376%
24.8175%

26.5528%
26.5941%
26.5528%
26.7081%
26.5528%
26.5528%
26.5528%
26.4659%
26.5528%
26.3492%
26.4063%
26.4798%
26.4386%
26.4063%
26.3736%
26.5941%
26.5941%
26.5941%
26.7188%
26.6355%
26.6355%
26.5941%
26.5941%
26.5528%
26.5528%
26.4241%
26.5528%
26.5528%
26.2385%
26.8248%

25.6211%
25.8165%
25.6211%
25.6211%
25.6211%
25.6211%
25.6211%
25.9905%
25.6211%
26.0317%
25.6250%
25.8567%
25.6610%
25.7813%
25.7457%
25.8165%
25.8165%
25.8165%
25.9375%
25.8567%
25.7009%
25.8165%
25.6610%
25.6211%
25.6211%
25.7911%
25.6211%
25.6211%
26.4220%
26.4599%

23.9130%
23.6392%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.9130%
23.2964%
23.9130%
23.3333%
23.9063%
23.6760%
23.9502%
23.9063%
23.7049%
23.6392%
23.6392%
23.6392%
23.7500%
23.6760%
23.6760%
23.6392%
23.7947%
23.9130%
23.9130%
23.4177%
23.9130%
23.9130%
22.2018%
21.8978%
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C3P4
C4P1
CapP2
C4P3
C4P4
C5P1
C5P2
C5P3
C5P4
NL1P1
NL1P2
NL1P3
NL2P1
NL2P2
NL2P3
NL2P4
NL3P1
NL3P2
NL3P3
NL3P4
NL4P1
NL4P2
NL4P3
NL4P4
NL5P1
NL5P2
NL5P3
NL5P4
Z1P1
Z1P2

25.0000%
25.0000%
25.0916%
24.2089%
24.2472%
24.2472%
24.2472%
24.2472%
24.2472%
24.2857%
24.2857%
24.2472%
24.2089%
24.2857%
25.2285%
24.2089%
24.2857%
24.3671%
24.2857%
24.2472%
23.6301%
24.2089%
24.2089%
24.3671%
24.3631%
24.3243%
24.3631%
24.2857%
25.0000%
24.2089%

26.8248%
26.6423%
26.5568%
26.4241%
26.4659%
26.4659%
26.4659%
26.4659%
26.4659%
26.5079%
26.5079%
26.4659%
26.4241%
26.5079%
26.6910%
26.5823%
26.5079%
26.4241%
26.5079%
26.4659%
26.5411%
26.4241%
26.4241%
26.4241%
26.5924%
26.5501%
26.5924%
26.5079%
26.6423%
26.4241%

26.2774%
26.2774%
26.5568%
25.9494%
25.8320%
25.8320%
25.8320%
25.8320%
25.8320%
25.8730%
25.8730%
25.8320%
25.9494%
25.8730%
26.3254%
25.9494%
25.8730%
25.9494%
25.8730%
25.8320%
26.0274%
25.9494%
25.9494%
25.9494%
25.9554%
25.9141%
26.1146%
26.0317%
26.2774%
25.7911%

21.8978%
22.0803%
21.7949%
23.4177%
23.4548%
23.4548%
23.4548%
23.4548%
23.4548%
23.3333%
23.3333%
23.4548%
23.4177%
23.3333%
21.7550%
23.2595%
23.3333%
23.2595%
23.3333%
23.4548%
23.8014%
23.4177%
23.4177%
23.2595%
23.0892%
23.2114%
22.9299%
23.1746%
22.0803%
23.5759%
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Z1P3
Z2P1
Z2P2
Z2P3
Z3P1
Z3P2
Z3P3
Z4P1
Z4P2
Z4P4
Z5P2
Z5P3
Z5P4
R1
R2
R3
M1
M2
M3

24.2857%
24.2089%
24.2472%
24.2089%
24.2472%
24.0829%
24.2857%
24.4057%
24.4019%
24.2472%
24.2424%
24.5192%
24.2472%
24.2236%
24.2236%
24.2613%
24.0506%
24.0506%
24.0506%

26.5079%
26.4241%
26.4659%
26.4241%
26.4659%
26.6348%
26.5079%
26.4659%
26.6348%
26.4659%
26.6348%
26.6026%
26.4659%
26.2422%
26.2422%
26.4386%
26.7405%
26.7405%
26.7405%

25.7143%
25.7911%
25.8320%
25.7911%
25.9905%
25.9968%
25.8730%
25.8320%
25.8373%
25.8320%
25.8373%
26.1218%
25.9905%
25.7764%
25.7764%
25.5054%
26.5823%
26.5823%
26.5823%

23.4921%
23.5759%
23.4548%
23.5759%
23.2964%
23.2855%
23.3333%
23.2964%
23.1260%
23.4548%
23.2855%
22.7564%
23.2964%
23.7578%
23.7578%
23.7947%
22.6266%
22.6266%
22.6266%
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Anexo 3. Haplotipos presentes en plantas de guayule silvestre

Ext_Id Frecuencia.

Hap_1 114

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_ 2 98

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_3 66

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT
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Hap_4 3

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCTGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap 5 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CGAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_6 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCGCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_7 2
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
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GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCGTGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_8 4

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTGCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap 9 7

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTC-

Hap 10 1
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC

65



CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAAAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAAAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_ 11 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAACAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAAATTGGTCTCCCATGCCC
AAAGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAATCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGGTG
GTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTCTT
AAAATACCCC------------

Hap 12 4

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCGTGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_13 1
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTAAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
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GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_14 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTCAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_ 15 1
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CTAGGTGTGGATGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGT---------==-==-=-----

Hap_16 2
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAAATTGGTCTCCCATGCCC
TAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGGT
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GGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTCT
TAAAATACCCC--mmmmmmmeev

Hap_ 17 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAACAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAAATTGGTCTCCCATGCCC
AAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGGT
GGTTGATAAAACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTCT
TAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_18 2

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAAATTGGTCTCCCATGCCC
TAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGGT
GGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTCT
TAAAATACCCCGACGTGTTGTCT

Hap_19 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCCCCCCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCCGACGTGTTGTCT
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Hap_20 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCCCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAACAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAAATTGGTCTCCCATGCCC
CAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGGT
GGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTCT
TAAAATACCCCGACGTGTTGT--

Hap_ 21 2

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCTGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGGCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------

Hap_22 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGACCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGGCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------

Hap_23 1
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACTGA-
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GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCATGCC
AAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------

Hap_ 24 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGACGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCTGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTCGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCGTGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------

Hap_ 25 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCCGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTTTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCGTGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------

Hap_ 26 1
GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGTGAACAAGTAAAA
ACACCTGACCGA-
GCGAGGACCGACGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCTGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTTGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
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CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCTCCCGTGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACGTCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------

Hap_27 1

GAAGGATCATTGTCGAACCCTGCATAGCAGAACGACCCGCGAACAAGTAAA
AACACCTGACCGA-
GCGAGGATCGAAGCTTATGTTTCGAGCCTCGTGAGGCCTTGTCGACGTGTGTTTAT
GGCTGCACCATACATATGGGGCATCATGGATACATGTCGACACAATAACAAACCCC
CGGCACCGTACGTGCCAAGGAAAACTAAACTTAAAGGGCCCGTGCTATTGCGCCC
CGTTCGCGGTGTGCGCATTGTACGTGGCAACTTTGCAAACTTAAAACGACTCTCGG
CAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAA
GCCATCCGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCACGTCGCCCCCAC
CAAGCATTCCTTCTAGGGACGTCTCTGGTTGGGGCGGAGATTGGTCGCCCGTGCC
CAAGGTGTGGTTGGCCTAAATAGGAGTCTCCCCAAAAGGGACGCACTGCTAGTGG
TGGTTGATAACACAGTCGTCTCATGTCGTGCGTTTTCATTCTTGGGTGTGGATGCTC
TTAAAATACCCC------------
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Anexo 4. Arbol filogenético inferido con el método ML
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