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RESUMEN

El complejo Bouteloua repens (Poaceae: Chloridoideae) (CBR) es un grupo de cinco especies
que se distribuyen desde el sur de Estados Unidos hasta Brasil, con su centro de origen y
diversidad en Meéxico. Debido a su gran similitud morfologica, posible hibridacion,
poliploidia y apomixis, la circunscripcion de sus especies y las relaciones entre sus taxa han
sido inciertas. Ademas, todos los estudios anteriores acerca del CBR se han basado
unicamente en caracteres morfologicos, y no se ha propuesto ninguna hipétesis filogenética

que ayude a resolver la problematica que representa el complejo.

En el presente estudio se incluyeron 62 secuencias de ADN nuclear (ITS) y 33 secuencias
de ADN de cloroplasto (trnT-L-F), que fueron analizadas mediante el método de Inferencia
Bayesiana para estimar la historia evolutiva del grupo. Ademas, se estimé el patrén de la
evolucion de caracteres morfoldgicos usados tradicionalmente en la circunscripcion de las
especies, asi como su biogeografia historica. De acuerdo a los resultados obtenidos, el
complejo Bouteloua repens representa un grupo natural con altos niveles de soporte; s6lo dos
de las cinco especies que incluye el complejo son monofiléticas (B. americana y B. repens),
B. alamosana podria representar dos taxones independientes, y las relaciones entre B.
radicosa y B. williamsii, siguen siendo inciertas. La estimacion de la evolucidn de caracteres
morfologicos, sugiere que la mayoria son homoplasicos, excepto la forma de la flor
rudimentaria para la especie B. americana, en la cual representa su sinapomorfia
morfolégica. Los analisis de biogeografia histérica indican que el CBR se originé en la Sierra
Madre del Sur, y de ahi se dispers6 para adquirir su distribucién actual.

La aparicion de morfologias intermedias entre las especies actualmente reconocidas en el
complejo Bouteloua repens, asi como la separacion genética de especies y de copias de
fragmentos nucleares del mismo individuo, sugieren que la hibridacién es uno de los

principalres factores en la diversificacion del grupo.

Palabras clave: evolucidn, pastizal, sistematica, monofilia.



ABSTRACT

The Bouteloua repens complex (Poaceae: Chloridoideae) (BRC) is a group of five species
distributed from the southern United States to Brazil, with its center of origin and diversity
in Mexico. Due to their great morphological similarity, possible hybridization, polyploidy
and apomixis, the circumscription of their species and the relationships between their taxa
have been uncertain. In addition, all previous studies on CBR have been based solely on
morphological characters, and no phylogenetic hypotheses have been proposed to help solve

the complex problem.

Sixty-two nuclear DNA sequences (ITS) and 33 chloroplast DNA sequences (trnT-L-F),
were included and analyzed by Bayesian Inference methods to estimate the evolutionary
history of the group. In addition, the evolution of morphological characters and its historical
biogeography were estimated. According to our results, the Bouteloua repens complex is a
well-supported natural group; B. americana and B. repens are monophyletic with strong
support. The estimation of the evolution of selected morphological characters suggests the
majority as homoplastic, except the upper floret shape, which represents the morphological
synapomorphy of the B. americana clade. The historical biogeography analyzes indicate that
the group originated in the Sierra Madre del Sur, and then the complex species were

distributed to acquire their current distribution.

The occurrence of intermediate morphologies between the species currently recognized in
the Bouteloua repens complex, as well as genetic separation of species and copies of nuclear
fragments of the same individual, suggest that hybridization is one of the main factors in the

diversification of the group.

Key words: evolution, grassland, systematics, monophyly.



INTRODUCCION

La familia Poaceae, es la quinta familia mas numerosa de angiospermas en el mundo,
e incluye aproximadamente 700 géneros y 10 000 especies (Watson & Dallwitz, 1992;
Clayton & Renvoize, 1986). Se caracteriza principalmente por tener una fuerte dominancia
ecoldgica, y cubre aproximadamente un quinto de la superficie del planeta (Shantz, 1954).
Posee gran importancia econdémica, por incluir numerosas especies alimenticias, como los
cereales (e.g. maiz, arroz, cebada, centeno y trigo), la cafia de aztcar y los bambues; e incluye
también numerosas especies forrajeras (e.g. zacate navajita, sorgo, pasto buffel y pasto
rhodes) (Clayton & Renvoize, 1986).

El género Bouteloua Lagasca (Poaceae: Chloridoideae) es uno de los géeneros de
gramineas nativas mas importantes de los pastizales mexicanos, tanto por su alto valor
forrajero, como por su amplia distribucién; representa un grupo monofilético con 57 especies
(Columbus, 1999), distribuidas en el continente Americano; 25 de ellas presentan una
distribucion exclusiva en México, dos son exclusivas de los Estados Unidos, tres se
distribuyen Unicamente en las Antillas y una exclusivamente en Sudamérica, el resto
presentan distribucion mas o menos continua a través del continente Americano. De acuerdo

a Rzedowski (1978), México es su centro de origen y diversidad.

Dentro del género Bouteloua, se situa el complejo Bouteloua repens (CBR). EI CBR
es un grupo de cinco especies (Gould, 1980) (Tabla 1) morfol6gicamente muy similares, que
se caracterizan por ser plantas perennes (excepto B. alamosana), poseer inflorescencias de
4-14 ramas, con 5-20 espiguillas cada una; usualmente las espiguillas presentan una flor
perfecta con lema 3-nervada y con los nervios extendiéndose en mucrones o aristas cortas (la
central por lo general més larga), y una flor rudimentaria con aristas al menos tan largas como
el rudimento (Griffiths, 1912; Gould, 1969), excepto B. americana, que presenta solo una
flor perfecta estéril, con un rudimento largo-aristado. Los caracteres anatémicos de hoja que
distinguen a las especies del CBR de otras especies del género son: (1) la presencia de

columnas de esclerénquima usualmente asociadas a todos los haces vasculares, (2) las
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columnas mas estrechas que las células de la vaina contigua, y (3) presentan espinas y
pequefias papilas usualmente en la superficie adaxial de la zona costal (Columbus, 1996).

Las especies del complejo Bouteloua repens habitan por lo general en lugares
conservados, pero bajo ciertas condiciones pueden colonizar areas con disturbio. Por ello, se
encuentran en habitats y condiciones ambientales diversas. Bouteloua alamosana habita en
sabanas secas, a orilla de caminos y en potreros, a una altitud de 0 a 1000 m. Se distribuye
en México en los estados de Chiapas, Michoacan, Oaxaca y Sonora, asi como en Costa Rica,
El Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua (Gould, 1980). Bouteloua americana, se
distribuye en terrenos arenosos y abiertos, en altitudes entre 0 - 1200 m. Su distribucién
abarca los estados de Chiapas y Yucatan en México, Brasil, Colombia, Cuba, Ecuador,
Guyana, Haiti, Jamaica, Puerto Rico, Republica Dominicana y Venezuela (Gould, 1980).
Bouteloua radicosa habita en laderas secas rocosas, pastizales y matorrales xerofilos, en un
rango altitudinal de los 500 - 2700 m. Se distribuye en los estados de Arizona y Nuevo
México en Estados Unidos y en México, en la Ciudad de México y en los estados de
Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Estado de
México , Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora,
Tamaulipas y Zacatecas. Bouteloua repens habita en terrenos abiertos de pastizales, planicies
o0 laderas sobre suelos arenosos o pedregosos, bosques de encino, pino, sabanas y matorrales
xerofilos, en altitudes entre 0 - 2600 m. Se distribuye en los Estados Unidos en Arizona,
Oklahoma, Nuevo México y Texas; en México, en la Ciudad de México y los estados de
Aguascalientes, Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,
Veracruz, Yucatan y Zacatecas; ademas de Guatemala, Costa Rica, Las Antillas y Colombia.
Finalmente, B. williamsii se encuentra en laderas rocosas con pastizales, matorrales, bosques
de encino y pino abiertos. Se distribuye en la Republica Mexicana en los estados de
Aguascalientes, Chiapas, Jalisco, Edo. Méx., Nayarit, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi y

Zacatecas, en Honduras y se ha citado para Guatemala (Gould, 1980).



Dentro del CBR se han reportado fendmenos de poliplidia e hibridacion (Gould,
1980), lo que lo hace un grupo de dificil estudio. Ademas, se sabe que algunas especies del
género Bouteloua forman complejos agamicos, donde los cruzamientos entre grupos
diploides y poliploides son posibles, cuando se superan las barreras de ploidia (Bashaw &
Hanna, 1990). En estos complejos, en los que la apomixis, hibridacion, poliploidizacion,
haploidizacion y sexualidad ocurren, la variacion morfologica observada es continua y, por
tanto, la separacion taxonomica entre especies dentro del complejo es dificil y ha sido
artificial (Do Valle & Savidan, 1996), generando la necesidad de definir las especies
mediante otro tipo de herramientas como las moleculares, que permitan definir grupos
naturales con mas precision y en base a esto buscar caracteres diagnosticos que reconozcan

especies.

Tabla 1. Especies actualmente reconocidas en el complejo Bouteloua repens, distribucion y
ndmero cromosémico segin Gould (1980).

Taxon Distribucion 2n

B. alamosana Vasey =~ Meéxico (Chiapas, Oaxaca), Honduras 40-60
(Morazan)

B. americana (L.) Costa Rica (Puntarenas), Venezuela (Guarico) 40

Scribn.

B. radicosa (E. Mexico (Guanajuato, Jalisco) 20-60

Fourn.) Griffiths

B. repens (Kunth) Estados Unidos (Texas, Arizona), Puerto Rico, 14, 20, 21, 22,

Scribn. & Merr. México (Aguascalientes, Baja California Sur, 23, 40, 45, 46,
Campeche, Chiapas, 60

Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
México, Michoacan, Morelos, Nuevo Leon,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Sonora, Tamaulipas, Veracruz,
Yucatan), Republica Dominicana (Santiago),
Honduras (Morazan)

B. williamsii Swallen ~ Mexico (Jalisco, Oaxaca, Zacatecas) 20
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ANTECEDENTES

Por su importancia como pasto forrajero, el género Bouteloua, ha sido ampliamente
estudiado desde el punto de vista ecoldgico y taxonomico en base a caracteres morfologicos
0 anatémicos (Griffiths, 1912; Gould, 1980; Herrera Arrieta y De la Cerda Lemus, 1997; y
Herrera et al., 2004). Se ha incluido en floras y revisiones de la familia Poaceae y la
subfamilia Chloridoideae (Beetle 1981, 1982, 1983, 1986; Beetle et al., 1987; Clayton, 1982;
Clayton & Renvoize, 1986; Correl & Johnston, 1970; Davidse & Pohl 1992; Gould, 1968;
Gould & Shaw, 1983; Hitchcock, 1951; Jacobs, 1987; McVaugh, 1983; Peterson et al., 1997,
2001; Reeder, 1969; Swallen 1939, entre otros), y en revisiones de complejos de especies
basados en datos morfoldgicos (Columbus, 1993; Gould, 1949; Esparza Sandoval y Herrera
Avrrieta, 1996; Finley, 1977; Gould & Kapadia, 1962 y 1964; Herrera et al. 2008; Johnston,
1982; Kapadia & Gould, 1964; Mohamed & Gould, 1966; Pohl 1994; Reeder & Reeder,
1963, 1969, 1980 y 1990; Roy, 1968, 1970 y 1973; Roy & Gould 1971).

Las relaciones filogenéticas del género han sido exploradas a nivel de subfamilia
(Columbus et al., 2007; Hilu & Alice, 2001; Liu et al., 2005a), a nivel intraespecifico con
pocas especies del género (Columbus et al., 1998, 2000; Peterson et al., 2015), y a nivel de
pocos complejos de especies (Siqueiros, 2001; Siqueiros et al., 2013, 2017). Las primeras
contribuciones significativas sobre la filogenia molecular del género, abarcando la mayoria
de las especies sensu Gould (1980) fueron publicadas por Columbus et al. (1998, 2000),
quienes proporcionan un panorama general de las relaciones entre las especies de Bouteloua
basadas en secuencias de ADN de nucleo y de cloroplasto, demostrando la no monofilia de
los subgéneros Bouteloua y Chondrosum sensu Gould (1980), y definiendo la posicion de
los géneros satélites unisexuales dentro del Bouteloua (Columbus, 1999). Derivado de estos
resultados, posteriormente se propone la ampliacion del género de 42 (Reeder & Reeder,
1980; Beetle, 1982; Columbus, 1996) a 57 especies, con la inclusion de los géneros satélites
a Bouteloua (Columbus, 1999).
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Acerca de las relaciones filogenéticas entre las especies del género, ademas de las
aportaciones de Columbus et al. (1998 y 2000), que incluyen sélo una o dos colecciones por
especie, estan las de Siqueiros et al. (2013, 2017) quienes proponen por primera vez, una
hipdtesis filogenética para un complejo de especies del género Bouteloua. Dicha hipotesis
muestra la artificialidad en la clasificacion de las especies del complejo B. curtipendula, ya
que de 11 especies, solo dos son monofiléticas (B. triaena y B. reflexa) y el resto son
agrupaciones artificiales basadas en caracteres homoplasicos. También muestra que las
variedades de B. curtipendula y B. uniflora propuestas por Gould & Kapadia (1964) son
artificiales. Lo que resulta en una inconsistencia entre la filogenia del grupo y su
clasificacion, con los consecuentes problemas de predictividad y congruencia que requieren

las clasificaciones naturales.

Ademas de los trabajos filogenéticos antes mencionados (Columbus et al., 1998, 2000,
Siqueiros 2001 y Siqueiros et al. 2013, 2017), no se ha publicado algln otro trabajo que se
refiera a la filogenia de otros complejos de Bouteloua. Sin embargo, el complejo B. repens
ha sido reconocido desde el punto de vista taxonémico (Griffiths, 1912; Gould, 1969), y ha
sido incluido como grupo hermano del complejo B. curtipendula en los trabajos de Columbus
et al. (1998, 2000) y Siqueiros et al. (2001, 2013). Pero estos trabajos solo incluyen una
coleccion de cada especie del complejo B. repens, lo que impide hacer inferencias sobre la

monofilia de las especies y sus relaciones filogenéticas reales.
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MARCO TEORICO

El estudio de las relaciones filogenéticas, permite entender las dindmicas evolutivas
de los diferentes taxa y analizar sus congruencias y discrepancias teoricas utilizando
diferentes algoritmos matematicos y métodos estadisticos. A pesar de que el estudio
filogenético de los taxa se inici6 a partir de la teoria de la seleccion natural de Darwin hace
més de 150 afios, no empez0 a tener relevancia hasta el trabajo de Hennig (1966), cuando
estos estudios se volvieron mas objetivos al plantear hipdtesis evolutivas testables y falsables.
En los ultimos afos, el numero de estudios filogenéticos se ha incrementado debido a la
aplicacion de métodos estadisticos y a la implementacion de nuevos y potentes algoritmos.
Métodos y software que unidos a las enormes posibilidades de las nuevas y poderosas
computadoras han posibilitado calculos rapidos y complejos. Pero este reciente auge se debe
principalmente a dos factores: al gran avance computacional que ha permitido el
procesamiento de inmensas cantidades de datos en muy poco tiempo y al descubrimiento de
la enzima Taqg-polimerasa, que ha propiciado el incremento de datos procedentes del ADN
de una forma impresionante. Gracias a esta enzima, se han desarrollado un gran niumero de
técnicas moleculares que se han traducido en una fuente de generacién de datos para estudios

filogenéticos.

Uso de caracteres moleculares

En los ultimos afios el uso de caracteres moleculares en estudios taxondmicos ha
aumentado considerablemente y las técnicas mas comunmente utilizadas provienen de las
enzimas de restriccion y la secuenciacion de genes o regiones particulares de ADN (Wats,
2000). Sin embargo, el estudio de las secuencias de genes presenta grandes ventajas sobre
otros caracteres moleculares: representa una fuente abundante de caracteres, potencialmente
cada nucle6tido de la secuencia, tener diferentes propiedades estructurales y funcionales y
presentar diferentes tasas evolutivas. Por ello, es uno de los métodos mas comunmente
utilizados, y a diferencia de las enzimas de restriccion, con las que se muestrean partes del
genoma, las secuencias analizan todas las unidades basicas de informacion de un organismo

(Hillis etal., 1996; Lafontaine y Tollervey, 2000). En ellas, los caracteres estan representados
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por la posicion en la secuencia del gen, mientras que los estados de caracter son los
nucledtidos que se encuentran en esa posicion (Dragon y Filipowics, 1999). Por esto, es muy
importante alinear las secuencias obtenidas lo mejor posible antes de utilizarlas y descartar

regiones dudosas (Giannasi et al., 1992; Bult y Zimmer, 1993).

Espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal nuclear (nrADN).

Los genes ribosomales y sus regiones espaciadoras asociadas, que en conjunto son
Ilamados ADN ribosomal nuclear (nrADN) tienen un amplio rango de aplicacion, desde el
origen de la vida hasta los eventos evolutivos mas recientes (Hillis y Dixon, 1991; Lafontaine
y Tollervey, 2000). EI nrADN ha sido ampliamente utilizado en estudios sistematicos, porque
permite la inferencia de relaciones filogenéticas entre taxa muy distantes, debido a que
presentan secuencias de bases altamente conservadas con tasas de evolucion muy lentas
(Hillis y Dixon, 1991; Lafontaine y Tollervey, 2000). De acuerdo con Hillis y Dixon (1991),
el arreglo del ADN ribosomal nuclear (nrADN) de un genoma eucariotico, tipicamente
consiste de algunos cientos de copias repetidas en tAndem; cada una compuesta de la unidad
transcrita y de la region de los espaciadores externos no transcritos.

En eucariontes, generalmente existen tres o cuatro subunidades de nrADN
dependiendo del grupo de organismos (18S, 5.8S y 26S en plantas; 18S, 5S y 28S en animales
y 16S, 5S, 5.8S y 25S en hongos) que se caracterizan por su velocidad de sedimentacion
(unidades Svedburg). Cada subunidad consiste en: (a) la subunidad larga cuyo rango en
tamafo va desde 16S (alrededor de 1500 nucledtidos) hasta 28S (méas de 4000 nucleétidos);
(b) la subunidad pequefia 5.8S (de 160 nucleotidos); (c) la subunidad 18S (1800 nucledétidos);
en algunos organismos (d) la subunidad 5S (con 120 nucledtidos). En eucariontes, dos
espaciadores transcritos internos (ITS) separan las subunidades 18S, 5.8S y 28S (o sus
homologos), el ITS1y el ITS2; estos han sido ampliamente utilizados para el esclarecimiento
de las relaciones filogenéticas entre taxa a niveles inter e intragenéricos, asi como
intraespecificos en algunos grupos (Baldwin et al., 1995; Buckler y Holtsford 1996; Liston
etal., 1996).
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Las copias de nrADN en el genoma de las plantas, estan distribuidas en uno o varios
loci cromosémicos denominados regiones organizadoras nucleolares (NORs). EI niUmero de
NORs determina de alguna manera la velocidad de los procesos de homogenizacion. En
angiospermas se encuentran entre uno y dos, mientras que el nimero de NORs en algunas
gimnospermas es de 10 a 12 (Karvonen y Savolainen, 1993). La familia de genes repetidos
experimenta una homogenizacion rapida en sus secuencias de bases, un proceso conocido
como evolucion en concierto (un mecanismo genético no mendeliano) y cuyos mecanismos
principales lo constituyen el entrecruzamiento desigual y la conversién génica (Baldwin et
al., 1995, Wendel et al., 1995). La evolucion en concierto y la recombinacion sexual tienden
a promover la uniformidad de los ITS dentro de individuos y entre individuos de poblaciones
(Soltis y Kuzoff, 1993), por lo que en teoria basta muestrear solo algunos individuos para
establecer las relaciones filogenéticas entre distintas especies, debido a que la region de los
ITS se encuentra relativamente homogénea dentro del genoma, por lo que puede decirse que
una sola secuencia sirve para caracterizar a los individuos de una determinada especie
(Baldwin et al., 1995).

La variacion en las secuencias de genes en familias multigénicas y su distribucion
entre y dentro de poblaciones es determinada por las tasas de mutacion y el efecto de fuerzas
evolutivas (flujo génico, seleccidn natural, deriva génica y sistemas de apareamiento) que
actuan a nivel poblacional (Charlesworth, et al., 2001). Sin embargo, el proceso de evolucién
en concierto, afecta la variabilidad de las familias multigénicas a nivel molecular. La tasa de
homogenizacion de las unidades repetidas del nrADN mediante evolucién en concierto,
depende del nimero de copias, el nimero de loci y cromosomas en los cuales se encuentran
las copias de estos genes, la localizacién de los loci en los cromosomas y la tasa de
intercambio dentro y entre cromosomas (Hillis et al., 1991; Wendel et al., y 1995; Lafontaine,
2000).

La region de los ITS ha sido considerada como una fuente muy Util de caracteres para

estudios filogenéticos en angiospermas (Baldwin et al., 1995), debido a que se encuentran
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altamente representados en el genoma, se pueden amplificar con cantidades pequefias de
ADN vy las secuencias altamente conservadas dentro de la mayoria de los genes del nrADN
son muy Utiles en el disefio de oligonucledtidos "universales”, lo que facilita la amplificacion

de los ITS mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Liston, 1992).

Una limitacién en la utilidad de los ITS en la sistematica de angiospermas, es que
presenta una cantidad relativamente pequefia de nucleétidos. En angiospermas, los ITS tienen
de 565 a 700 pares de bases (bp) en longitud (Baldwin et al., 1995). Puesto que la subunidad
5.8S (163-164 bp) exhibe niveles muy bajos de variacion en su secuencia, solamente los 400-
535 bp del ITS1 y el ITS2 son dtiles para la reconstruccion filogenética entre géneros y
especies relacionadas. No obstante, se ha observado que en algunos grupos la cantidad de

caracteres informativos es suficiente para realizar inferencias filogenéticas confiables.

Espaciador intergénico trnT-L-F

El ADN del cloroplasto es circular y de los tres genomas presentes en plantas (nucleo,
mitocondria y cloroplasto) es el mas corto (135 a 160 Kb). En él, los genes se encuentran en
orden variable, y estan separados por regiones de ADN no codificante (Campbell, 1999). Una
de ellas es la trnT-L-F, una region altamente variable (Shaw et al., 2005) que comprende tres
genes de ARNt (trnTYCY, trnLYA y trnF®A%). Las porciones no codificantes de la region
incluyen un intron de Grupo | que interrumpe el gen trnL, asi como los espaciadores
intergénicos entre trnT-trnL and trnL-trnF. Taberlet et al. (1991) describié las secuencias de
oligonucledtidos situadas en las regiones conservadas del ARNt para la amplificacion de cada

una de estas regiones y demostré dicha amplificacion en plantas terrestres.

Esta region ha sido empleada exitosamente en briofitas, pteridofitas, gimnospermas
y angiospermas. Y aunque generalmente, se usa en estudios filogenéticos de especies o0
géneros cercanamente relacionados, también, se ha demostrado su utilidad para evaluar

relaciones entre angiospermas basales (Borsh et al., 2003).
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El espaciador intergénico trnT-trnL ha sido el menos usado de las regiones propuestas
por Taberlet et al (1991) debido a las dificultades para su amplificacion mediante PCR en
algunos grupos de plantas. Aparentemente, debida al primer trnT (Taberlet, 1991). Sin
embargo, un nuevo protocolo de amplificacion, permitio su uso exitosamente, mostrando que
dicha region provee mayor variacién que otras regiones, incluyendo el intron trnL, y el

espaciador trnL-trnF (Shaw et al., 2005).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del amplio estudio taxonémico que se ha realizado en el género Bouteloua, la
delimitacion de las especies pertenecientes al complejo B. repens frecuentemente es
imprecisa y problematica por la similitud morfologica entre sus especies, causando confusion
para identificarlas correctamente, especialmente entre B. radicosa y B. williamsii en areas
donde estas especies son simpaétricas, o incluso en poblaciones separadas. Asi mismo, B.
repens es morfolégicamente muy variable, por lo que en ocasiones circunscribir la especie
es complicado. Gould (1969, 1980) hace referencia a nueve formas morfoldgicas en base a
criterios de distribuciéon y nivel de ploidia, sin embargo, no les asigna una categoria
taxonémica formal. También menciona que complejo B. repens, exhibe fenémenos de
poliploidia e hibridacién, y sugiere la relacion de B. americana con B. juncea, ambas
distribuidas en las Islas del Caribe y Yucatan hasta Centro América y con un gran parecido
morfolégico. Ademas, sefiala la posibilidad de que B. radicosa y B. willaimsii sean ecotipos
de poblaciones diploides y tetraploides de B. repens, y sugiere la posible hibridacion entre B.
alamosana, B. repens y B. williamsii. Asi mismo, la constante aparicion de formas
intermedias entre B. radicosa y B. williamsii, soportan la hipotesis de hibridacion e
introgresion, aunque esto no se ha probado experimentalmente. Datos moleculares de nlcleo
y cloroplasto (Columbus et al., 1998, 2000), apoyan la inclusion de las especies propuestas
por Gould (1969) en el complejo, sin embargo, no resuelve las relaciones internas entre ellas

y no apoya la relacion entre B. americana y B. juncea.

Debido a la problematica presente dentro del complejo B. repens, la delimitacién clara
de las especies con una clasificacion basada en relaciones filogenéticas, asi como el
conocimiento de los procesos que condujeron su evolucion, son indispensables para
determinar el valor bioldgico de cada especie y de sus especies hermanas. Las especies del
complejo Bouteloua repens y en general la mayoria de Bouteloua, son especies forrajeras por
excelencia y son de las especies mas codiciadas y preservadas de los pastizales de América.

Sin embargo, son especies muy dificiles de diferenciar por la similitud que presentan, por lo
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que se hace necesario buscar otros criterios de delimitacion de especies que permita una

identificacion clara y certera de las especies, y que sean congruentes con su filogenia.
OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies del complejo Bouteloua
repens, establecer su monofilia y los dilucidar algunos de los factores que condujeron a su

evolucion.
Objetivos especificos
e Estimar las relaciones filogenéticas entre las especies del complejo.

e Estimar la monofilia de las especies del complejo.

e Determinar las sinapomorfias morfoldgicas que caracterizan al clado y sus posibles

subclados.

HIPOTESIS DE INVESTIGACION

El complejo Bouteloua repens es un grupo monofilético. Sin embargo, la monofilia

de las especies del complejo es incierta.
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CAPITULO I. FILOGENIA MOLECULAR

MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas

En el analisis de filogenia molecular se incluyeron 62 individuos (mas tres clones B.
williamsii_4121_1-3, 4, 9) de las especies actualmente reconocidas en el complejo Bouteloua
repens, que representan el rango de distribucion y de variacion morfolégica del grupo (Figura
1, Tabla 2). Como grupo externo se eligieron 4 especies del complejo B. curtipendula, el

cual, de acuerdo a Columbus (1998) y Siqueiros et al. (2013) es el grupo hermano del CBR.

Las muestras incluidas en el andlisis, corresponden a especimenes colectados
durante el trabajo de campo; asi como a ejemplares de las colecciones de los herbarios de la
Universidad Autonoma de Aguascalientes (HUAA), del Instituto de Ecologia de la regién
Bajio (IEB), del Herbario Nacional MEXU, y ejemplares de la coleccion privada del Dr. J
Travis Columbus, profesor investigador del Rancho Santa Ana Botanic Garden, Claremont,
CA. Ademas, se incluyeron en el analisis secuencias disponibles en Genbank con la
finalidad de aumentar el nimero de muestras y buscar mas resolucién (Tabla 3). El tipo de
analisis empleado para descargar las secuencias de Genbank fue el de busqueda de similitud,
que consiste en efectuar una comparacion de una secuencia problema con la totalidad de

secuencias existentes en una base de datos, utilizando el algoritmo BLAST.
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Tabla 2. Muestras de las especies incluidas en el complejo Bouteloua repens analizadas en
el presente estudio.

ESPECIE LOCALIDAD ID*

B. alamosana Ca. 6 rd. mi. SSE of Alamos along rd. to Rio Chuchujachi, 0.9

rd. mi. N of bridge over river, roadside, Alamos, Sonora. Col_2301
B. alamosana Hill above Playa Ocotal, at pass entering Ocotal community, in

area being developed for housing, Provincia Guanacaste, Costa

Rica. Col_3393
B. alamosana 88 rd. mi. SE of Cd. Oaxaca between EI Camarén and EI Coyul,

at large shrine and pullout along Hwy. 190, San Juan Lajarcia,

Oaxaca. Col_2418
B. alamosana Rio Cuchujaqui, 150 m sobre el cauce del rio a partir del puente;

a 9 km de la brecha a la mina Corner, Alamos, Sonora. Sig_5463
B. alamosana Rio Cuchujaqui, 150 m sobre el cauce del rio a partir del puente;

a 9 km de la brecha a la mina Corner, Alamos, Sonora Sig_5464
B. americana Camaguey, Universidad Pedagdgica, Camaguey, Republica de

Cuba. Siq_4686
B. americana E edge of Puntarenas, where divided Ruta 17 ends, open area

between Ruta and beach (S side of peninsula), Provincia

Puntarenas, Costa Rica Col_3382
B. americana Venezuela Col_4365
B. radicosa  Sierra de San Marcos, Cafion Grande, Ejido Estanque de las

Norias, aprox. 43 km al W de la carr. 57 rumbo a Ej. Reforma,

Cuatro Ciénegas, Coahuila Carr_1708
B. radicosa  Agua Prieta, Sonora Sig_5198
B. radicosa  Along Hwy. 55 2.3 rd. mi. S of jct. with Hwy. 57, just S of Puente

San Sebastian (railroad overpass), Estado de México. Col_2341
B. radicosa  Along Hwy. 80, 11.0 rd. mi. NE of jct. with Hwy. 191 in Douglas,

low rocky hill just off S side of hwy., Cochise Co., Arizona,

US.A. Col_2462
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. radicosa

. radicosa

B. radicosa

B. repens

. repens

. repens

. repens

. repens

. repens

B. repens
B. repens

B. repens

. repens

B. repens

. repens

. repens

Chihuahuan Desert, Peloncillo Mtns., Granite Gap, along Hwy.
80 ca. 11 rd. mi. S of Road Forks and jct. with Interstate Hwy.
10, S side of hwy. Hidalgo Co. Nuevo México, U.S.A.

along Redington Rd., ca. 6 rd. mi. NE of jct. with Wentworth Rd.,
Pima Co., Arizona, U.S.A.

Oaxaca, México

Hidalgo, México.

Ca. 34 (air) miles NE of San Luis Potosi. 1 km S of San Lorenzo,
along Jwy 57-80 to El Huizache, San Luis Potosi.

km 202 de la carretera Durango-Sombrerete, a la orilla de la
carretera, Durango, Durango.

km 202 de la carretera Durango-Sombrerete, a la orilla de la
carretera, Durango, Durango.

Vegetacion xerofitica de los alrededores de EI Rodeo, aprox. 10
km al S de la ciudad de Yuscaran; a la orilla de la carretera de
Yuscaran a Oropoli, Honduras.

Along Hwy. 289 (Ruby Rd.), 6.3 rd. mi. W of jct. with Interstate
Hwy. 19, Santa Cruz Co., U.S.A.

Venezuela

Veracruz, México

Along Hwy. 85 just E of and overlooking Jacala, hillside, Jacala,
Hidalgo.

Venezuela

along rd. (Hwy. 428?) from Autlan de Navarro to Ciudad
Guzman, 1.9 rd. mi. E of puente (Puente Tonaya) just W of
Tonaya, slope along rd. Tonaya, Jalisco.

along Hwy. 190, 1.4 rd. mi. N of Oaxaca border, ca. 4.1 rd. mi. S
of Chila, just S of Yacunduchi, ca. 100 m E of hwy. Chila,
Puebla.

hwy. roadcut, across from entrance to Chaparral Wildlife Mgt.
Area, along Farm Rd. 133, 7.7 rd. mi. W of jct. with Interstate
Hwy. 35., Dimmit Co. Texas, U.S.A.

Col_2212
Col_3244
Col_3763
Col_2567
Henr_6465

Siq_5324

Siq_5325

Lin_1669

Col_2450

Col_4323

Col_4619

Col_2332

Col_4366

Col_2994

Col_3031

Col_3329
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B. repens

B. repens

B. repens

B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii
B. williamsii

along dirt rd. to Bajamar fov Ruta 34, ca. 6 rd. km from Ruta 34,
[on] ridgetop. Prov. Puntarenas, Costa Rica.

Guanajuato, México.

Nuevo Ledn, México.

San Pedro Piedra Gorda, 15 km delante del pueblo, km 62
autopista Aguascalientes-Zacatecas, Cuauhtémoc, Zacatecas.

15 km al W del Cerro de La Plumas, San Pedro y San Pablo,
Oaxaca.

Oaxaca, México

Sabana en el cerro de Noriega, Ixtepec, Oaxaca

Sabana en el cerro de Noriega, Ixtepec, Oaxaca

Sabana en el cerro de Noriega, Ixtepec, Oaxaca

Sabana en el cerro de Noriega, Ixtepec, Oaxaca

ca. 1.4 rd. mi. NE of Santa Maria del Oro, along rd. to El
Buruato, Santa Maria del Oro, Nayarit.

Zacatecas, México.

Sonora, México.

Along Hwy. 15 between La Primavera and jct. with hwy. to
Ameca, slope above hwy. and railroad, Zapopan, Jalisco.

Mpio. Santa Maria del Oro

Col_3381
Col_5042
Col_5058

Her _s/n

Paz_344
Col_4121
Sig_5332
Sigq_5327
Sig_5330
Sig_5333

Col_2977
Col_5048
Col_5333

Col_2353
Col 2977

*El ID de cada ejemplar corresponde a la abreviatura del nombre del colector (Col: Columbus; Sig: Siqueiros: Her:

Herrera; Ort: Ortiz; Lin: Linares) y namero de colecta de cada voucher.
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Tabla 3. Secuencias en GenBank de las especies del complejo Bouteloua repens incluidas en

el analisis filogenético.

ESPECE VOUCHER ORIGEN ACCI\IIE%ION

GENBANK
B. alamosana Gould12674 México: Oaxaca KR184829.1
B. americana Worthington22775 Granada: St. George EF060188.1
B. americana Pohl11279 Costa Rica KR184830.1
B. repens Peterson21232 México: Durango GU359271.1
B. repens Peterson24630 México: San Luis Potosi ~ KR184937.1
B. repens Peterson16738 México: Nuevo Lebn KR184936.1
B. repens Herrerald74a México: Jalisco KR184935.1
B. repens Gould9667 México: Hidalgo KR184934.1
B. repens Gould10027a USA: Arizona KR184933.1
B. repens DeLaCerda5947  México: Aguascalientes KR184932.1

B. radicosa Herreral382 México: Aguascalientes KR1849930.1
B. radicosa Gentry8353 Meéxico: Durango KR184929.1
B. williamsii Peterson8149 Meéxico: Chihuahua KR184979.1
B. williamsii Peterson8060 Meéxico: Chihuahua KR184978.1
B. williamsii Peterson15996 Meéxico: Zacatecas KR184977.1
B. williamsii Breedlovel1868 México: Chiapas KR184976.1
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Figura. 1. Distribucion de las muestras del complejo Bouteloua repens incluidas en los analisis
filogenéticos.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de fragmentos foliares procedentes de los
ejemplares colectados o de ejemplares de herbario, segun la disponibilidad de muestra. Los
trozos de hoja del material colectado fueron deshidratados con silica-gel previamente a la
extraccion. EI ADN se extrajo siguiendo el protocolo del CTAB (Doyle & Doyle, 1987)
incorporando algunas modificaciones (ANEXOS 2 y 3). La cuantificacion de ADN se
realiz6 mediante el espectrofotometro NanoVue Plus de General Electric, midiendo la
absorbancia a 260 nm y el grado de pureza de las extracciones se determin6 con el

coeficiente de absorbancia 260/280nm. EI ADN resultante fue conservado a-20°C.
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Marcadores moleculares utilizados

Gen nuclear

La region de ADN ribosomal nuclear elegida para determinar las relaciones
evolutivas de las especies del complejo B. repens, fue la ITS1-5.8S-1TS2 (Figura. 2). Los
oligos utilizados para amplificar la secuencia de éste fragmento, fueron los 18SFgrass y
26SRgrass para las muestras procesadas en el Rancho Santa Ana Botanic Garden y 18SF y
26SR para las muestras procesadas en la Universidad Auténoma de Aguascalientes (Tabla
4).

265 rDNA \l— 3

R e UL L L L
18SF grass 26SR grass

Figura. 2 Esquema del espaciador transcrito interno de ADN ribosoma nuclear (ITS) se
muestran los dominios secuenciados (ITS1, 5.8S, e ITS2) y los oligonucle6tidos para
amplificacion (Elaboracion propia, 2016).

Gen de cloroplasto

La zona del genoma de cloroplasto elegida para hacer éste estudio fue la comprendida
entre los genes trnT y trnF (Figura. 2). Esta zona, ademas de que los genes codifican para el
tRNA de la treonina (trnT), el tRNA de la leucina (trnL) y el tRNA de la fenilalanina (trnF),
cuenta con varios cientos de bases de ADN no codificante entre estos genes y dentro del
intron del gen trnL (Taberlet et al., 1991).

Para disefiar las secuencias correspondientes a estos genes, la amplificacion se realizé
en dos fragmentos mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
utilizando dos pares de oligos: trnT A3/ trnLL INT1R, para el fragmento trnT-trnL; y trn F3/
trn 5” BR para el fragmento trnL-trnF (Figura. 3) disefiados por Columbus (2010) (Tabla 4).
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Figura. 3 Esquema de la region trnT-L-F y los cebadores utilizados en el presente trabajo
para su amplificacion (Cerros-Tlatilpa y Columbus, 2010, modificado).

Condiciones de amplificacion del ADN

Gen nuclear

Para la amplificacion se usaron dos tipos de mezclas de reaccion de polimerasas:
REDTag® ReadyMix y Phusion® High-Fidelity. Las reacciones de PCR con REDTaq®
ReadyMix se realizaron en volimenes finales de 25 pul, de los cuales, 2 ul contenian ADN
en suspension, 12.5 pl de la solucion “REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix” (Sigma
Aldrich), 1 pl de cada oligo (Tabla 4) y el resto del volumen de agua ultra pura. Los
parametros de la amplificacion por PCR fueron establecidos para las muestras utilizando las
siguientes condiciones: 1 ciclo de 94°C durante 4 min., 35 ciclos de 94°C durante 1 min, 52°C
durante 1 min., y 72°C durante 1 min.; con un ciclo de extensiéon final de 72°C durante 7 min.
Para las muestras en donde las reacciones de amplificacion no fueron efectivas, se adiciond
albimina sérica bovina (BSA) (8ug/ul), utilizada para incrementar el rendimiento, la
especificidad y la consistencia de las reacciones de PCR. Para corroborar la presencia de una
Unica banda, los productos de PCR obtenidos fueron corridos en un gel de Agarosa 1.2% y

tefiido con Bromuro de Etidio (0.1 pg/ pl).

Las reacciones de PCR donde se usé Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase se
realizaron a volimenes finales de 20 pl, de los cuales, 11.8 pl fueron de agua destilada estéril,
4.0 pl de buffer de reaccion, 1.0 ul del cebador 18SF grass, 1.0 pl del cebador 26SR grass,
0.6 ul de dNTPs, 0.6 ul de DMSO y 0.15 ul de “Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase”

(New England BioLabs® Inc). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1
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ciclo de 98°C durante 30 seg., 35 ciclos de 98°C durante 10 seg, 56°C durante 30 seg., y 72°C
durante 30 seg.; con un ciclo de extension final de 72°C durante 10 min.

Gen de cloroplasto

Las reacciones de amplificacion se realizaron a volumenes finales de 20 pl, de los
cuales, 11.6 pl fueron de agua destilada estéril, 4.0 pl de buffer de reaccion, 1.0 pl del cada
uno de los oligos (trnT A3 y trnLL INT1R para la region trnT-L y trnF3 y trnL 5 BR para
laregion trnL-F) (Tabla 4), 0.6 ul de dNTPs, 0.6 ul de DMSO y 0.15 ul de “Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase” (New England BioLabs® Inc). Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo de 98°C durante 2 min., 30 ciclos de 98°C durante 10 seg, 59°C
durante 20 seg., y 72°C durante 20 seg.; con un ciclo de extension final de 72°C durante 7

min.

Tabla 4. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para amplificar las diferentes regiones
gendmicas en este estudio.

PRIMER SECUENCIA (5°-3%) REFERENCIA

ITS 18SF CGATTGAATGGTCCGGTGAAG Prince, 2010

ITS 26SR AGGACGTTTCTACAGACTACAA  Prince, 2010

ITS_18SFgrass ATTGAATGGTCCGGTGAAG Columbus, J. T., sin publicar
ITS_26SRgrass GACGCCTCTCCAGACTACAA Columbus, J. T., sin publicar
trnT A3 GCCGACTATCGGATTTGAACCG  Columbus, J. T., sin publicar
trnLL INT 1R CGTTAGAACAGCTTCCATTGAG  Columbus, J. T., sin publicar
trn F3 AGATTTGAACTGGTGACACGAG Columbus, J. T., Feb 2010
trnL BR GATATGGCGAAATCGGTAGA Columbus, J. T., sin publicar

Secuenciacion de ADN
Los amplicones obtenidos del trabajo de laboratorio realizado en la Universidad
Autonoma de Aguascalientes, fueron enviados al laboratorio Macrogen Inc. (Maryland,

EUA) donde fueron purificados y secuenciados de manera unidireccional.
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Los productos de PCR obtenidos en el Rancho Santa Ana Botanic Garden, fueron
purificados mediante el protocolo de precipitacion PEG (Polietilenglicol) (ANEXO 4); una
vez limpios, se sometieron a un ciclo de PCR de secuenciacion, utilizando un volumen final
de 15 pl, usando 9.75 pl de agua destilada estéril (dH20), 3.0 pl de Big Dye Buffer, 0.50 pl
de Big Dye y 0.75 del cebador correspondiente. La reaccion consistio de 35 ciclos de 96°C
por 15 seg., 48°C por 10 seg., y 60°C por 4 min. Posterior al ciclo de secuenciacion, las
muestras fueron limpiadas mediante el protocolo de Sephadex (ANEXO 5) y cargadas en un

secuenciador ABI Prism™ 3130xI de Applied Biosystems.

Caracterizacion de las secuencias

Las secuencias fueron interpretadas y editadas con el programa Geneious 9.1.2
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012), alineadas con la aplicacion “Align by
Muscle” del software Mega v.6.06 (Tamura y col., 2013) y comprobadas visualmente con
Bioedit v.7.2.5 (Hall,2013). Debido a la presencia de inserciones y deleciones (indels) en las
secuencias fue necesario insertar espacios para poder alinearlas. Estos indels no suceden de
forma aleatoria en las diferentes zonas dentro del genoma, sino que parecen estar asociados
a motivos especificos de la secuencia de ADN (Kelchner, 2000). Estos motivos pueden ser:
(i) regiones con repeticiones de mononucle6tidos y microsatélites (Levinson & Gutman,
1987); (i) regiones donde se generen bucles (loops) en la estructura secundaria (Kelchner,
2000); (iii) regiones con horquillas (hairpins) en la estructura secundaria (Kelchner &
Wendell, 1996); (iv) regiones donde se favorezca la recombinacion intramolecular
(Kelchner, 2000).

Ademas del alineamiento de las secuencias de ADN nuclear y ADN de cloroplasto
de manera individual, se realiz6 una matriz de datos combinados (ITS + trnT-L-F) para tratar
de mejorar la resolucion en los analisis filogenéticos. La edicion de la matriz combinada se
realizo en el software Bioedit v.7.2.5 (Hall,2013).
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Anélisis filogenético

Las matrices de datos de ITS, trnT-L-F y combinada, se analizaron mediante el
método de inferencia Bayesiana utilizando el software MrBayes 3.1.1. (Ronquist y
Huelsenbeck, 2005). El analisis se condujo usando el mejor modelo de sustitucion para cada
marcador molecular provisto por la aplicacion de JModeltrest disponible en el portal CIPRES
(Miller, et al., 2010). Cada modelo se eligié utilizando el criterio de informacion de Akaike
(AIC; Akaike, 19974); asi, el modelo seleccionado para ITS y trnT-L-F fue el modelo general
de tiempo reversible (GTR; Tavaré, 1986) y tasa de variacion de distribucion gamma (G;
Yang, 1993).

Dos cadenas de Markov (MCMC= Markov chain Monte Carlo) fueron ejecutadas
simultaneamente, cada uno se realizo durante 10 millones de generaciones. Los arboles se
muestrearon cada 1000 generaciones. El burnin se verifico visualmente, fueron excluidos el
20% de los arboles, los restantes fueron utilizados para generar un arbol consenso de mayoria

con las probabilidades posteriores sobre las ramas.
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RESULTADOS

Los alineamientos de las secuencias correspondientes a los fragmentos ITS y trnT-L-
F, se encuentran en los Anexos 6 y 7 respectivamente. Para ITS, la longitud total de las
secuencias alineadas mas los indeles codificados es de 617 caracteres; para la region trnT-L-
F, la longitud total del alineamiento es de 1460 caracteres; y la matriz de datos combinados,

tiene una longitud total de 2082 caracteres, incluyendo los indeles codificados.

Espaciador transcrito interno (ITS).

La hipotesis basada en ITS, revel6 la monofilia del complejo Bouteloua repens, con
altos niveles de probabilidad posterior (PP=100%). El clado presenta una politomia desde su
primera ramificacion, en la cual, el primer grupo en diversificar esta formado por un par de
clones de la accesion williamsii 4121 (4 y 9) de Oaxaca, con niveles bajos de soporte (51%
PP). El siguiente grupo en diversificar, incluye una politomia formada por las accesiones
radicosa 3244 y 2212 (de Estados Unidos y Nuevo Ledn) y williamsii 8060 (Chihuahua) sin
resolver; una asociacion medianamente soportada (60%) formada por la accesion radicosa
2462 de Estados Unidos y una accesion sin identificar (Bouteloua sp. 4366) de Venezuela;
finalmente, la rama més derivada de ésta politomia presenta una asociacion de las accesiones
williamsii 5333 y 8149 (de Sonora y Chihuahua) y radicosa 5198 (de Sonora) como hermana

de éstas dos, con bajos niveles de soporte (59%).

En la agrupacién mas derivada del complejo, las accesiones williamsii 5330, 5332 y
el clon 1-3 de la accesion williamsii 4121 forman un grado, que es grupo hermano de una
politomia débilmente soportada (52%); en la cual, dos accesiones de B. radicosa (2341 y
1708) y tres de B. williamsii (15996, 11868 y 5327) permanecen sin resolver. Dicha politomia
incluye una agrupacion robusta (100% PP) que contiene a las accesiones williamsii 5333 y
344, y radicosa 3763; con 66% de probabilidad posterior se forma una politomia, que
contiene un grupo que con 93% PP agrupa a las accesiones de williamsii 2353, 2977 y 5048
de Jalisco, Nayarit y Zacatecas y las ubica como hermanas de una politomia formada por

radicosa 1382, 8353 y williamsii s/n (de Aguascalientes, Durango y Zacatecas). El siguiente
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grupo en divergir, esta formado por todas las accesiones de B. alamosana, B. americana y B.
repens con altos niveles de soporte (82% PP); éste exhibe una politomia en la cual, el primer
grupo en diversificarse esta integrado por las accesiones alamosana 2301, 5463 y 5464, todas
de Sonora, con altos niveles de apoyo (99% PP); y representa el grupo hermano de una
agrupacioén medianamente soportada (70%) que incluye un clado formado por alamosana
12674, 2418 de Oaxaca y 5464 de Costa Rica (100%) y al clado monofilético que agrupa a
todas las accesiones de B. americana con un alto valor de probabilidad posterior (100%). De
acuerdo a ésta hipdtesis, el clado mas derivado del complejo, es el que incluye a todas las
accesiones de la especie B. repens, presentandola como monofilética con altos niveles de
probabilidad posterior (98%); éste clado incluye un grado formado por repens 4619 y 16738,
y una politomia en la cual se distinguen tres subclados, el primero integrado por las
accesiones repens 6465 y 5324 de San Luis Potosi y Durango con un alto nivel de apoyo
(96% PP); el segundo compuesto por las accesiones repens 2450 y 10027a de Estados
Unidos, y finalmente, el mas derivado compuesto por una politomia en la cual, se agrupan
repens de Costa Rica, Venezuela e Hidalgo (3381, 4323 y 2332) con altos niveles de soporte
(100%), y repens de Jalisco y Honduras (2994, 1474a y 1669), con 97% de probabilidad

posterior (Figura 4).

Plastidio (trnT- trnL- trnF).

La hipdtesis inferida mediante datos de cloroplasto (trnT-L-F) confirmé la monofilia
del complejo B. repens con altos niveles de soporte (100% PP), sin embargo, las relaciones
intraespecificas que muestra, son diferentes a las sugeridas por ITS. Este clado también forma
una politomia desde el primer nodo, en la cual, las relaciones de nueve accesiones de B.
radicosa y B. williamsii permanecen inciertas. La topologia presenta una politomia
medianamente soportada (70% PP) que incluye a las accesiones radicosa 3244 y williamsii
5333 sin resolver y una asociacion fuertemente soportada (100% PP) que contiene dos
subgrupos con alta probabilidad posterior (100%), uno formado por radicosa 1708 y
williamsii s/n de Coahuila y Zacatecas; y otro formado por williamsii 5330, 5332 y 5333 de
Oaxaca Y radicosa 5198. Al igual que en la filogenia inferida mediante ITS, el grupo méas

derivado del complejo, es el formado por las accesiones de las especies B. alamosana, B.
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americana y B. repens (92% PP); dentro de él se incluye al ejemplar no identificado de
Venezuela (Bouteloua sp. 4366) como hermano del clado de B. americana (99%); también
se incluye un clado fuertemente soportado (99%) que agrupa a todas las accesiones de B.
alamosana, sugiriendo su monofilia, e incluye un subclado formado por las accesiones de
Costa Rica y Oaxaca, y una politomia formada por las accesiones de Sonora; finalmente,
como el grupo més derivado del complejo, se muestra al clado fuertemente soportado (100%)

de las accesiones de B. repens (Figura. 5).

Combinado (ITS + trnT-L-F)

La hipdtesis de datos combinados muestra de manera general los mismos resultados
que la hipétesis basada en ITS. Reafirmando la monofilia (100% PP) del complejo B. repens
y la formacion de una politomia que incluye como primer grupo en diversificar, a la
asociacion formada por los clones 4 y 9 de la accesion williamsii 4121 con bajos niveles de
apoyo (61% PP); a una agrupacion bien soportada (94% PP) entre las accesiones radicosa
3244 (Arizona) y williamsii 5333 (Sonora); y a las accesiones radicosa 4262 de Arizona 'y a
un individuo sin identificar de Venezuela formando una asociacién con mayor soporte (98%
PP) que el que se muestra para ésta misma agrupacion en la hipotesis de ITS (60%). El grupo
mas derivado de la politomia principal esta formado por una politomia débilmente soportada
(65% PP) que incluye sin resolver a las accesiones radicosa 2341 y a los clones 1-3 de
williamsii 4121; un clado bien soportado (100% PP) de las accesiones williamsii 5330 y 5332
de Oaxaca; una asociacion robusta (97% PP) entre las accesiones radicosa 3763 y williamsii
5333; un clado con 100% de probabilidad de incluye a williamsii 2353, 2977 y 5048. El grupo
mas derivado del complejo incluye con altos niveles de apoyo (93% PP) a todas las
accesiones de las especies B. alamosana, B. americana y B. repens. Esta politomia incluye a
un clado que contiene a las accesiones alamosana 5463, 5464 y 2301 de Sonora (99% PP);
asocia un grupo de B. alamosana del Sur (Costa Rica y Oaxaca) como grupo hermano del
clado B. americana con bajos niveles de soporte (60% PP) y coloca al clado B. repens como

el mas derivado del complejo con altos niveles de soporte (100% PP).
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Figura. 4. Arbol filogenético realizado con inferencia Bayesiana analizando los datos de ADN nuclear (ITS) de
los individuos del complejo B. repens y grupo hermano. Valores de robustez de probabilidad posterior (PP)
situados sobre las ramas. Nimero de generaciones= 10 000 000; burnin=0.25.
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Figura. 5. Arbol filogenético realizado con inferencia Bayesiana analizando los datos de ADN de cloroplasto
(trnT-L-F) de los individuos del complejo B. repens y grupo hermano. Valores de robustez de probabilidad
posterior (PP) situados encimas de las ramas. NUmero de generaciones= 10 000 000; burnin=0.25.
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Figura. 6. Arbol filogenético realizado con inferencia Bayesiana analizando las secuencias de datos combinados
(ITS + trnT-L-F) de los individuos del complejo B. repens y grupo hermano. Valores de robustez de
probabilidad posterior (PP) situados encimas de las ramas. Nimero de generaciones= 10 000 000; burnin=0.25.
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DISCUSION

Los resultados de los marcadores moleculares analizados (ITS, trnT-L-F y datos
combinados), muestran la monofilia del complejo Bouteloua repens, tal como habia sido
propuesto por Columbus (1998) y Peterson (2015) en filogenias del género Bouteloua que
incluyen un nimero reducido de muestras del CBR. Los marcadores moleculares utilizados
(ITS y trnT-L-F), mostraron tener una menor resolucion con éste grupo de datos, que la
obtenida por Columbus (1998, 2000, 2007, 2010) para accesiones pertenecientes a la
subfamilia Chloridoideae y Siqueiros (2001) y Siqueiros et al. (2013, 2017) para el complejo
B. curtipendula (grupo hermano del CBR). Sin embargo, aunque no proveen la informacion
necesaria para determinar las relaciones intraespecificas de cada uno de los taxones,

proporcionan datos para discriminar los grupos naturales incluidos en el grupo de estudio.

Las hipotesis filogenéticas inferidas mediante datos nucleares y combinados
(ITS+trnT-L-F), resuelven a la especie Bouteloua alamosana como un grupo parafilético,
sin embargo, la filogenia inferida mediante ADN de cloroplasto (trnT-L-F), la soportan como
un grupo natural. Las discrepancias mostradas por ambas filogenias, pueden explicarse en
gran medida por el origen parental de los datos analizados; asi, la monofilia de la especie
sugerida por los datos de trnT-L-F, se debe a que el genoma de cloroplasto en angiospermas
es tipicamente de herencia materna (Eguiarte, 2003), lo que significa que todos los
descendientes del parental transmisor son idénticos entre si y con su progenitor, en cuanto a
los genomas citoplasmicos. Por ello, podemos inferir que las poblaciones de B. alamosana
del Norte y del Sur comparten un ancestro que heredd su genoma de cloroplasto, pero el
aislamiento geogréafico de ambas poblaciones permiti6 la recombinacion genética con otras
especies del complejo (B. americana) que comparten su area de distribucion, originando
variaciones en su genoma nuclear que se reflejan en la parafilia mostrada por la hipétesis de
ITS.

Por otro lado, B. americana se resuelve en todas las hipotesis como grupo
monofilético (Figuras. 4, 6, 9), y apoya lo mencionado por Peterson et al. (2015). Sin
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embargo, existen discordancias en cuanto a sus relaciones interespecificas, pues la filogenia
de ITS y la combinada la sitian como grupo hermano de los individuos de B. alamosana de
Costa Rica y Oaxaca con altos niveles de soporte, pero la filogenia de trnT-L-F la ubica como
grupo hermano de un ejemplar sin identificar (Bouteloua sp. 4366) distribuido en Venezuela,
el cual no pudo ser identificado morfoldgicamente bajo ninguna de las especies actualmente
reconocidas del complejo, pero si como perteneciente al grupo de estudio. La filogenia de
cloroplasto de éste individuo (Bouteloua sp._4366), sugiere que comparte ancestria directa
con los individuos de la especie B. americana (100% PP), mientras su filogenia nuclear, la
ubica en los clados mas basales de la hipétesis asociada a B. radicosa y B. williamsii, aunque
con muy bajo soporte (60% PP). Dado que su morfologia es distinta a la que exhiben las
especies con las se asocia molecularmente y a que la combinacion de sus caracteres
morfolégicos no permitio identificarla como ninguna de las especies actualmente
reconocidas en el CBR es posible que éste sea un taxdn no descrito originado por procesos
de hibridacion entre B. radicosa y B. americana.

En todas la hipétesis, B. repens representa un grupo monofilético con 98% de soporte
de PP, lo que concuerda con los resultados de Columbus (1998) y Peterson et al. (2015).
Bouteloua repens es la especie mas ampliamente distribuida a lo largo de todo el rango de
distribucion del complejo, por lo tanto, esperariamos variacion entre los individuos
muestreados. No obstante, la poca sensibilidad de los marcadores utilizados a este nivel no
permitié la resolucion intraespecifica. Sin embargo, la presencia de muestras con
morfologias intermedias como repens 2567 y repens 2332 de Hidalgo, que presentan flores
rudimentarias tipicas de B. radicosa y B. williamsii respectivamente, apoya la hip6tesis de
que la superposicion en la variacion morfoldgica asociada con la adaptacién al habitat, son
caracteristicas adquiridas mediante procesos de introgresion con B. williamsii y posiblemente

B. alamosana y B. americana (Gould, 1969).

Nuestros resultados muestran que B. radicosa y B. williamsii son los taxa mas basales,
y muestran la no diferenciacion molecular entre estas dos especies. Las dos especies se

resuelven como politomias poco soportadas a excepcién de las muestras radicosa_3763,
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williamsii_344 y williamsii_5333, las cuales forman un clado con un soporte de 100% de
probabilidad posterior. Las relaciones inter e intraespecificas de estas especies permanecen
inciertas en las hipdtesis inferidas con los datos analizados en éste trabajo. Ademas, las
multiples formas intermedias entre las dos especies encontradas en el campo, nos hacen
suponer que puede haber un proceso de hibridacion entre ellas. Adicionalmente, la presencia
de distintas copias (clones) del fragmento ITS del individuo williamsii_4121 en distintos
clados, sugiere un posible origen hibrido de ésta especie. Gould (1969), menciona la
existencia de formas intermedias de éstos taxa, apoyando la idea de hibridacion. También
afirma que los diploides y tetraploides de B. repens y B. williamsii han influido en la
morfologia de B. radicosa, y probablemente también en su genoma, por lo que no raro que
las relaciones permanezcan inciertas debido a los procesos evolutivos que han conducido la

diversificacion de éstas especies.
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CAPITULO I1. EVOLUCION DE CARACTERES MORFOLOGICOS

Un arbol filogenético refleja las relaciones entre individuos basandose en caracteres
especificos (secuencias de nucleétidos, de aminoacidos o incluso observaciones sobre la
morfologia de diferentes organismos), los cuales, de acuerdo a su aparicion dentro de una
hipétesis, pueden ser ancestrales o derivados. Asi, los caracteres ancestrales (o primitivos)
son aquellos que se presentan en los organismos actuales pero son similares a los de sus
ancestros lejanos; y los caracteres derivados se presentan en los organismos actuales como

una version modificada de los que tenian sus ancestros (caracteres derivados).

Por ejemplo, si una macromolécula tiene en una posicion dada el mismo nucleétido
o0 el mismo aminoacido que el ancestro comun de todas las otras macromoléculas con las que
se esta comparando, entonces diriamos que ese caracter se encuentra en un estado ancestral
o plesiomorfico. En cambio, si en esa posicion hay un nucleétido o un aminoacido diferente
del que tenia el ancestro, el estado de ese caracter para esa secuencia seria derivado o
apomorfico. Los caracteres apomorficos que solo estan presentes en una de las secuencias
estudiadas se denominan autoapomorfias (formas derivadas aisladas) mientras que los
estados de caracter derivados que estén presentes en varias secuencias se llaman

sinapomorfias (formas derivadas compartidas).

Ademas, cuando dos 0 mas secuencias tienen un estado de caracter idéntico (por
ejemplo el mismo nucle6tido en la misma posicion), la similitud puede explicarse porque las
secuencias heredaron ese estado para ese caracter de su ancestro comun, en cuyo caso Se
trataria de una homologia. Pero, también es posible que la similitud se deba a que cada
secuencia adquirié independientemente ese estado de caracter, sin que el caracter tuviera ese
estado en el ancestro comun, en cuyo caso se trataria de una homoplasia. Por lo que solo la
homologia refleja adecuadamente la ancestria comun de los organismos; y la homoplasia no
es un buen indicador de las relaciones filogenéticas porque no refleja la ancestria comdn
(Page y Holmes, 1998; Morrone, 2000).
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Los caracteres morfologicos se comportan de la misma manera, y considerarlos en
los estudios de filogenia molecular es de suma importancia porque juegan un papel
fundamental en la inferencia de relaciones de parentesco (Martinez, et al., 2013), pues como
se menciono anteriormente, las similitudes y homologias entre estructuras pueden ser vistas
como el resultado de ascendencia a partir de un ancestro comun (Pérez-Garcia y Mendoza,
2002); y ademas, debido a su facilidad de observacién, éste tipo de caracteres son utilizados
en la taxonomia tradicional para la mayoria de las clasificaciones, por lo que deben ser
elegidos cuidadosamente para que reflejen la historia natural de un grupo en particular. Sin
embargo, uno de los problemas més comunes en la observacion superficial de los aspectos
morfolégicos de las plantas, es que es un método poco fiable para separarlas en grupos
naturales (Pérez-Garcia y Mendoza, 2002). Pues éstas, al ser organismos inmoviles han
desarrollado mecanismos que les permiten tolerar y superar las condiciones ambientales
adversas, tales como la plasticidad fenotipica, que favorece a las especies ante condiciones
heterogéneas, generando diferencias morfoldgicas en individuos de la misma especie de

acuerdo al habitat donde se desarrollan.

Por lo anterior, es de suma importancia integrar datos morfolégicos y moleculares,
en la inferencia de relaciones ancestro-descendiente, pues mediante el uso de herramientas
computacionales es posible inferir los estados de caracter plesiomdrfico y apomorfico dentro
de un grupo de estudio en particular, y corroborar que la clasificacion tradicional de cada
taxa, asi como sus caracteres diagnosticos (sinapomorfias) sean congruentes con su historia
evolutiva. Respecto a esto, algunos autores han relacionado caracteres morfoldgicos con
filogenia molecular para establecer si las caracteristicas diagndsticas de sus grupos de estudio
reflejan las relaciones reales que existen entre ellos, asi, tenemos que Columbus et al. (2007),
infirieron la filogenia de la subfamilia Chloridoideae, y evalud el nivel de homoplasia de
caracteres morfologicos (tipo de inflorescencia, numero de flores por espiguilla, y numero
de nervios en la lema), con la finalidad de encontrar evidencias que apoyaran cambios en la
clasificacion de la subfamilia; sus resultados mostraron homoplasia en todos los caracteres
tradicionalmente usados en la clasificacion de los chloridoides y la filogenia molecular les

permitio proponer una nueva clasificacion de los miembros de la subfamilia. Columbus et al.
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(1998) estimaron la filogenia de Bouteloua y géneros relacionados con él, e incluyeron datos
morfolégicos y anatomicos con la finalidad de entender su evolucion, asi como determinar
la monofilia de géneros, taxones intragenéricos y grupos informales (e.g. complejo B.
curtipendula y complejo B. repens) y determinar la distribucion filogenética de distintos
fenotipos sexuales. Sus resultados mostraron homoplasia en los caracteres morfoldgicos,

anatémicos y rasgos del sistema reproductivo evaluados.

Por otro lado, Siqueiros et al. (2013) proponen la primera hipétesis filogenética a
partir de datos moleculares de nucleo y cloroplasto, para un grupo de especies cercanamente
relacionadas como es complejo Bouteloua curtipendula y evalian cuatro de los caracteres
mas usados en la circunscripcion de sus especies. Sus resultados muestran la artificialidad de
la clasificacion de las especies del complejo, pues de 11 especies, sélo dos son monofiléticas
(B. triaena y B. reflexa), y el resto son agrupaciones artificiales basadas en caracteres
homoplasicos como nimero de espiguillas por rama, presencia de estolones o rizomas y color
de las anteras. Respecto a éste complejo, un estudio acerca de la diversidad genética de las
poblaciones de B. curtipendula, sugiere que no existen caracteres morfolégicos que ayuden
a circunscribir a la especie, y que Bouteloua curtipendula es un conjunto de linajes
independientes que han convergido a la misma morfologia por cuestiones adaptativas

(homoplasias) (Palomeque, 2011).

Debido a la homoplasia que exhiben los caracteres utilizados para la circunscripcion
de especies a nivel de subfamilia, género y complejos hermanos, se estimo la evolucion de
los caracteres tradicionalmente utilizados en la delimitacion de las especies del complejo B.
repens, con la finalidad de establecer si alguno de ellos puede considerarse diagnostico para
algun taxon, e inferir la posible morfologia que dio origen a las especies del complejo.
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MATERIALES Y METODOS

Para estimar la evolucion de los caracteres, se observaron al microscopio
estereoscopico 40 individuos de las especies actualmente reconocidas en el complejo B.
repens, se midieron y analizaron 16 caracteres morfoldgicos importantes en la identificacion
de ellas (5 cuantitativos y 11 cualitativos) y solo cinco caracteres fueron seleccionados para
su posterior andlisis debido a su grado de variacion inter e intraespecifica (Tabla 5).

Los datos morfologicos seleccionados, fueron optimizados y procesados mediante la
herramienta “Trace Character History” del software Mesquite 3.02 (Maddison & Maddison,
2015) sobre una hipotesis filogenética obtenida mediante inferencia bayesiana (ver
metodologia en Capitulo 1) de los individuos de los que se poseian tanto datos moleculares
combinados (ITS + trnT-L-F) como datos morfologicos (27 accesiones), para estimar la

evolucion de los caracteres seleccionados e inferir la posible morfologia de los ancestros del

grupo.

Tabla 5. Caracteres y estados de caracter utilizados para estimar la evolucion de la
morfologia del CBR.

Caracter Estado de caracter

Presencia/ausencia de rizoma (0) Ausente
(1) Presente

Forma de la flor rudimentaria* (0) Cuerpo de la lema reducido a una columna
(1) Cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres
aristas, la central mas larga, y dos aristas
pequefias entre las laterales y la central
(2) Cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres
aristas, pero sin aristas entre las laterales y la
central
(3) Cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres

aristas, y un mechon de pelos en la base.

NUmero de ramas por inflorescencia (0) 3-10
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(1) 11-17
(2) 18-60
(3) >60

NUmero de espiguillas por rama (0) 1-6
(1) 7-12
(2) 13-17

Longitud de la arista media de la flor (0)1.8-4.6
rudimentaria (mm) (1) 4.7-75
(2) 7.6-10.3
(3) 10.4-13

*En la figura 4 se muestran los distintos rudimentos presentes en las especies del complejo B. repens.

Figura. 7. Tipos de rudimento en el CBR. (0) Cuerpo de la lema reducido a una columna. (1) Cuerpo
de la lema bien desarrollado, con tres aristas, la central mas larga, y dos aristas pequefias entre las
laterales y la central. (2) Cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres aristas, sin aristas entre las
laterales y la central. (3) Cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres aristas y un mechén de pelos
en la base.
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RESULTADOS

La reconstruccion de la evolucion de los caracteres morfoldgicos, muestra que la
mayoria de ellos son homoplasicos, excepto la forma de la flor rudimentaria, la cual

representa la sinapomorfia morfoldgica para el clado B. americana.

Presencia/Ausencia de rizoma.

Tradicionalmente, la presencia de un rizoma fuerte y robusto ha sido considerada
como el caracter diagndstico de B. radicosa. Sin embargo, los resultados muestran que es un
caracter homoplasico compartido con B. williamsii y B. repens (Figura. 8). El estado de
caracter plesiomarfico dentro del complejo B. repens y su grupo hermano (complejo B.
curtipendula) es carecer de rizoma. Y por tanto, el caracter apomorfico es presentar dicha
estructura. De todos los individuos evaluados, tres accesiones de B. williamsii (5333, 5048 y
277), dos de B. radicosa (3763 y 2341) y uno de B. repens (2567), desarrollan rizoma; de los
cuales, Unicamente las accesiones de B. williamsii descienden de un ancestro que también
posee rizoma. Los demas, desarrollan su condicion rizomatosa independientemente de sus

ancestros sin rizoma, por lo que se le puede considerar un caracter autapomorfico.

Forma de la flor rudimentaria

La reconstruccion de la evolucion de la forma de la flor rudimentaria, muestra la
homoplasia de este caracter en el CBR; y sugiere que el estado de caracter plesiomorfico, es
la flor rudimentaria con el cuerpo de la lema bien desarrollado, tres aristada; y el caracter
apomorfico es una flor rudimentaria con el cuerpo de la lema bien desarrollado, tres aristada,

con dos aristas mas cortas entre las laterales y la media (Figura 9).

De acuerdo a los resultados, el rudimento reducido a una columna, se encuentra
restringido a las colecciones de B. americana, pero desciende junto con todas las accesiones
de B. alamosana de un ancestro con rudimento con el cuerpo de la lema bien desarrollado,
tres aristado con aristas cortas entre las laterales y la media; el cual se conserva en todas las

colecciones analizadas de B. alamosana.
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El estado de carécter ancestral, se presenta por lo general en los especimenes de B.
radicosa, pero de acuerdo a la hipotesis obtenida, puede presentarse en individuos de B.
repens y el individuo sin identificar (Bouteloua sp. 4366) también presenta éste tipo de
rudimento, por lo que no se puede considerar diagnéstico para B. radicosa. Por otro lado
todas las accesiones de B. williamsii presentan un mechén de pelos en la base de la lema de
su flor rudimentaria, sin embargo, no se puede considerar diagndstico para la especie debido

a que un ejemplar de B. repens (2332) tambien exhibe este tipo de rudimento.

Mientras tanto, B. repens exhibe una alta variacion en la morfologia de su flor
rudimentaria, pero de acuerdo a la hipoétesis de la evolucion de los caracteres, el estado de
caracter plesiomorfico para éste taxon es la flor rudimentaria con el cuerpo de la lema bien
desarrollado, tres aristada, y con dos aristas cortas entre las laterales y la media, pero algunos
ejemplares exhiben los tipos de rudimento comunmente presentes en B. radicosa (repens
2567) y B. williamsii (repens 2332).

Numero de ramas por inflorescencia

El nimero de ramas por inflorescencia es un caracter homoplasico, y de acuerdo a los
resultados obtenidos, el estado de caracter plesiomérfico dentro del complejo B. repens, es
poseer 11-17 ramas por inflorescencia y el estado de caracter apomdrfico es presentar de 3-
10 ramas (Figura. 9). Los grupos mas derivados (B. alamosana, B. americana y B. repens)
descienden de un ancestro con tres a 10 ramas por inflorescencia, pero algunos individuos
de Centroamérica (alamosana_3393 y americana_4365) desarrollan un aumento en el
namero de ramas por inflorescencia (11-17).
En relacion con en B. radicosa y B. williamsii, no existe un patrén en el nimero de ramas
por inflorescencia, sin embargo, se observa de manera general que la agrupacion radicosa
5198-B. sp. 4366, presenta el mismo rango de ramas por inflorescencia, entre sus integrantes
y su ancestro comun mas cercano. Ademas, las accesiones de Bouteloua williamsii de Jalisco
(2353), Nayarit (2977) y Zacatecas (5048), presentan 11-17 ramas por inflorescencia, pero

descienden de un ancestro que posee menos ramas (3-10). En el grupo hermano del CBR, el
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mayor nimero de ramas por inflorescencia en mucho mayor, llegando a presentar hasta méas

de 60 ramas por inflorescencia.
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Figura. 8. Reconstruccion de la evolucién de la presencia/ausencia de rizoma en las especies del complejo Bouteloua repens, inferida sobre
una hipétesis filogenética obtenida mediante métodos Bayesianos. Los datos fueron procesados mediante Maxima Parsimonia en la
herramienta “Trace Character History” del software Mesquite v. 3.02.
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Figura. 9. Reconstruccion de la evolucién de la forma de la flor rudimentaria en las especies del complejo Bouteloua repens, inferida sobre
una hipétesis filogenética obtenida mediante métodos Bayesianos. Los datos fueron procesados mediante Maxima Parsimonia en la
herramienta “Trace Character History” del software Mesquite v. 3.02.

48



) distans 4454
media 4436

-
<2 &) curtipendula 3207

-
) purpurea 4470
() radicosa 5198 Son
»
O sp 4366 VEN
() williamsii 5330 Oax
radicosa 2341 EdoMex
() williamsii 5332 Oax
williamsii 5327 Oax
radicosa 3763 Oax
P williamsii 5333 Oax
() williamsii 2353 Jal
(=) williamsii 5048 Zac
-~ O williamsii 2977 Nay
alamosana 5463 Son
& _ P alamosana 5464 Son
@ P alamosana 2301 Son
alamosana 2418 Oax
) alamosana 3393 CRC
americana 3382 CRC
(O americana 4365 VEN

americana 4686 CUB

repens 5325 Dur
Numero de ramas

por inflorescencia P repens 5324 Dur
& 3-10
e 1117 repens 2567 Hgo
@» 30-60 p repens 3031 Pue
| >60

repens 2994 Jal

repens 2332 Hgo

Figura. 10. Reconstruccion de la evolucion del nimero de ramas por inflorescencia en las especies del complejo Bouteloua repens, inferida
sobre una hipotesis filogenética obtenida mediante métodos Bayesianos. Los datos fueron procesados mediante Maxima Parsimonia en la
herramienta “Trace Character History” del software Mesquite v. 3.02.
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NUmero de espiguillas por rama

La reconstruccion de los estados de caracter muestra la homoplasia del nimero de
espiguillas por rama en las especies del complejo B. repens; y establece que el estado de
caracter plesiomorfico para el grupo de estudio, es tener de siete a 12 espiguillas por rama;
que de acuerdo a la hipotesis obtenida, éste caracteriza a las especies B. radicosa y B.
williamsii. Més tarde, en la historia evolutiva del grupo se presenta una reduccion en el
numero de espiguillas por rama a un rango de 1-6, el cual es el estado de caracter apomorfico

y se presenta en las colecciones de B. alamosana, B. americana y B. repens (Figura 10).

Longitud de la arista media de la lema de la flor rudimentaria

Los resultados revelan homoplasia en la longitud de la arista media de la flor
rudimentaria, y sugieren como estado de caracter plesiomorfico, la presencia de una arista
media de 1.8 a 4.6 mm de longitud, y como caracter apomorfico una arista media de 10.4 a
13 mm (Figura. 11). De acuerdo a ésta hipotesis, tanto los especimenes de B. radicosa, como
los de B. williamsii pueden presentar desde aristas medias muy cortas (1.8-4.6 mm) hasta
muy largas (10.4-13 mm), pero Unicamente la asociacion radicosa 5198 - Bouteloua sp. 4366,
conserva el estado de caracter que presenta su ancestro comin mas cercano. Tambien se
observa que la asociacién B. alamosana-B. americana desciende de un ancestro cuya arista
media mide 4.7-7.5 mm de longitud, pero ésta condicién solo se conserva en el clado B.
americana, y aumenta en los individuos de B. alamosana, ademés, dentro de las colecciones
de B. alamosana, los individuos del Sur (Costa Rica y Oaxaca) poseen aristas mas largas

(hasta 13 mm) que los de Sonora, cuyas aristas solo llegan a medir 10 mm .

Por otro lado, la especie B. repens manifestd una gran variacion en la longitud de la
arista media de su flor rudimentaria, presentando individuos con aristas cortas (repens 5325),
de longitud media (repens 5324, 2567, 2994) y muy largas (repens 3031, 2332); pero todas
descienden de un ancestro comun de aristas de longitud media (4.7-7.5 mm), el cual

representa el caracter plesiomorfico para éste clado.
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Figura. 11. Reconstruccion de la evolucién del nimero de espiguillas por rama en las especies del complejo Bouteloua repens, inferida
sobre una hipotesis filogenética obtenida mediante métodos Bayesianos. Los datos fueron procesados mediante Maxima Parsimonia en la
herramienta “Trace Character History” del software Mesquite v. 3.02.
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Figura. 12. Reconstruccion de la evolucidn en la longitud de la arista media de la lema de la flor rudimentaria de las especies del complejo
Bouteloua repens, inferida sobre una hipoétesis filogenética obtenida median te métodos Bayesianos. Los datos fueron procesados mediante
Maxima Parsimonia en la herramienta “Trace Character History” del software Mesquite v. 3.02.
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DISCUSION

Presencia/Ausencia de Rizoma

La reconstruccién de los estados de caracter, muestra homoplasia en la presencia de
rizoma, pues a pesar de que tradicionalmente ha sido considerada como caracter diagndstico
B. radicosa (Herrera et al. 2004 y Gould, 1969), es un caracter compartido con B. williamsii
y ocasionalmente con B. repens. Nuestros resultados muestran que el estado de caracter
plesiomdrfico es la ausencia de rizoma, tal como ya habia sido establecido por Siqueiros
(2001) en una estimacidon de caracteres que incluye un par de colecciones del CBR; y por lo

tanto, el estado de caracter apomorfico es la presencia de rizoma.

La homoplasia éste carécter ha sido fuente de confusion en su uso para diferenciar las
especies del CBR, especialmente entre B. radicosa y B. williamsii, en las que el habito, forma
y tamarfio de la inflorescencia y coloracién de las glumas, son algunos de los caracteres que
se solapan a lo largo de todo su rango de distribucidn. Y la presencia de un rizoma conspicuo,
habia sido la principal caracteristica tomada en cuenta para separarlas, sin embargo de
acuerdo a nuestros resultados, no se puede considerar que éste caracter sea confiable para la

delimitacién de ambas especies.

Forma de la flor rudimentaria

La flor rudimentaria ha sido un caracter importante en la identificacion de las especies
del CBR desde que fueron agrupadas en base a datos morfoldgicos. Gould (1969) reporta dos
tipos de rudimento en el grupo; uno neutro y reducido a una columna cilindrica aristada, y
uno bien desarrollado, perfecto, estaminado o neutro, también con aristas. Sin embargo, en
el presente trabajo, la forma bien desarrollada descrita por Gould (1969), fue subdividida en
tres formas, de acuerdo al numero de aristas y la presencia de pubescencia basal (Fig. 7). La
estimacion de los caracteres, muestra homoplasia en la forma del rudimento, y sugieren que
el estado de caracter plesiomorfico es la flor rudimentaria con el cuerpo de la lema bien

desarrollado, con tres aristas, y la media mas larga que las laterales; y el estado de caracter
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apomorfico es una flor rudimentaria con el cuerpo de la lema bien desarrollado, tres aristado,

con la arista media mas larga y con dos aristas mas cortas entre las laterales y la media

Nuestros resultados muestran que la flor rudimentaria reducida a una columna esta
restringida a los individuos de la especie B. americana (Figuras. 4-6), y debido a la monofilia
sugerida por su filogenia molecular, éste caracter representa la sinapomorfia morfoldgica del
clado. También se observa, que todos los individuos de B. alamosana evaluados, presentan
la flor rudimentaria con cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres aristas, la central mas
larga, y dos aristas pequefias entre las laterales y la central; pero no puede representar su
sinapomorfia morfolégica porque de acuerdo a los resultados moleculares, B. alamosana no
representa un grupo natural, y ademas este tipo de rudimento es un caracter compartido con
B. repens, lo que impide su catalogacion como caracter diagnostico para cualquiera de las
dos especies. Asimismo, el rudimento que posee un cuerpo de la lema bien desarrollado, con
tres aristas, y carece de aristas entre las laterales y la central, no puede reconocerse como
diagnostico de B. radicosa, porque de acuerdo a los analisis moleculares, ésta especie es un
grupo artificial y porque el ejemplar sin identificar (Bouteloua sp. 4366) de Venezuela,
presenta el mismo tipo de rudimento, lo que apoya la hipétesis de hibridacién con B. radicosa
propuesta por la filogenia molecular de ITS y datos combinados, pero descarta la forma de
rudimento para la diagnosis de cualquiera de las dos especies. Finalmente, la flor
rudimentaria con cuerpo de la lema bien desarrollado, con tres aristas, y un mechén de pelos
en la base, es considerado por la literatura como uno de los caracteres concluyentes en la
separacion de B. williamsii y B. radicosa, sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, esto
no es posible debido a que es un caracter homoplasico que en ocasiones esta presente en

individuos de la especie B. repens.

NuUmero de ramas por inflorescencia

De acuerdo con Gould (1969), una de las caracteristicas que distinguen al CBR es el
namero de ramas por inflorescencia, el cual puede variar de 4 a 14, o de 5 a 12 seguin Herrera
et al. (2004). No obstante, los ejemplares evaluados morfoldgicamente en éste trabajo, no

coinciden con lo que mencionan éstos autores, pues presentan de 3 a 17 ramas por
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inflorescencia; siendo el estado de caracter plesiomoérfico 11 a 17 ramas y de 3 a 10 ramas el
estado de caracter apomorfico.

Segun la literatura, B. williamsii es la especie del complejo que presenta un mayor
namero de ramas inflorescencia (Gould, 1969 y Herrera et al., 2004), lo que concuerda con
nuestros resultados, pues algunos individuos evaluados llegan a presentar hasta 17 ramas.
La especie Bouteloua alamosana presenta por lo general de 4 a 7 ramas por inflorescencia,
sin embargo, la coleccion alamosana_ 3393 de Costa Rica, presenta un numero mayor (8-
11), lo que coincide con lo mencionado por Gould (1969) para la especie B. logiseta (=B.
alamosana) reportada para el Sur de México, Honduras y El Salvador. Cabe mencionar que
las poblaciones de B. alamosana del Norte y del Sur, presentan historias evolutivas
diferentes, debido al intercambio génico de material nuclear, pero conservacion de la
integridad de ADN de plastidio, por lo que el aumento en el nimero de ramas por
inflorescencia de las poblaciones del sur, puede ser evidencia de la recombinacion genética
entre las poblaciones del sur y las poblaciones geograficamente cercanas de B. americana.
Por otra parte Bouteloua repens es facilmente reconocible de las demas especies del complejo
por sus inflorescencias, ya que presenta un numero reducido de ramas cortas y muy
espaciadas entre si (Gould, 1969). De acuerdo a la hipdtesis obtenida, los individuos
evaluados presentan de 5 a 10 ramas, tal como lo menciona Herrera et al. (2004), misma
condicion que posee su ancestro mas cercano, sin embargo, no puede considerarse
sinapomorfia morfoldgica para el clado debido a que el estado de caracter se presenta en

todas las demas especies del complejo.

Numero de espiguillas por rama

De acuerdo a la reconstruccion de caracteres, el nimero de espiguillas por rama es un
caracter homoplasico; siendo el estado de caracter plesiomorfico presentar de 7 a 12
espiguillas por rama, y el estado de caracter apomorfico, poseer de 1 a 6. Acorde la hipétesis
el estado de caracter plesiomorfico se restringe a las colecciones de B. radicosa y B.
williamsii, tal como lo sugieren Gould (1969) y Herrera et al. (2006), quienes afirman que

éstas, son las especies del complejo con mas espiguillas por rama. Estos autores, también
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sefialan que B. radicosa presenta menos espiguillas (6 -12) que B. williamsii (12-22), lo que
confirma nuestros resultados, en los cuales las colecciones de B. radicosa analizadas solo
alcanzan 12 espiguillas por rama, mientras las de B. williamsii, llegan a tener hasta 17

espiguillas.

Esto es de suma importancia debido a que como se menciond anteriormente, la
presencia de rizoma ha sido el caracter definitivo en la delimitacion de B. radicosa y B.
williamsii, por el solapamiento de muchos de sus caracteres, pero su homoplasia impide
catalogarlo como diagnéstico para alguna de ellas. Sin embargo, el nimero de espiguillas,

combinado con la forma de la flor rudimentaria, podria ayudar a determinar cada taxon.

Asimismo, la estimacidn de caracteres, apoya la idea de hibridacion del ejemplar no
identificado (B. sp. 4366) de Venezuela, con B. radicosa, pues presenta el mismo nimero de
espiguillas ella (8-12). Lo que proporciona evidencia morfoldgica a lo sugerido por la

filogenia de ITS y datos combinados.

Aunque el estado de caracter apomdrfico define a B. alamosana, B. americana y B.
repens; éste no es fuente de confusion entre ellas, debido a que el nimero de espiguillas por
rama no se sobrepone; y a que existen caracteres bien definidos que separan a éstas tres
especies. Como el habito anual de B. alamosana, la condicion adpresa de las ramas en la

inflorescencia de B. americana y la amplia separacion que existe entre las ramas de B. repens.

Longitud de la arista media del rudimento

Todas las especies del género Bouteloua poseen aristas (Gould, 1980 y Herrera et al.,
2004), sin embargo, en la mayoria de ellas no presentan diferencias significativas para
considerarlas en la circunscripcion de las especies. No obstante, en algunos miembros del
complejo Bouteloua curtipendula (B. curtipendula, B. distans, B. disticha, B. media, B.
reflexa y B. warnokii) y en todas las especies circunscritas actualmente al complejo B. repens,
la arista central es mas larga que las laterales; lo que apoya las relaciones entre ambos grupos

sugerida por Columbus (1998) y Siqueiros (2001).
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Debido a que todos los taxones actualmente reconocidos en el complejo B. repens
presentan una arista central mas larga (con respecto a sus aristas laterales) y a que de acuerdo
a la filogenia molecular, éste es un grupo monofilético, se puede considerar que la longitud
de la arista media es la sinapomorfia morfoldgica del clado. No obstante, la estimacion de
los estados de caracter sugiere que éste, es homoplésico dentro del grupo de estudio, y que el
estado de caracter plesiomorfico es presentar una arista media corta (de 1.8-4.6 mm), y el

estado de caracter apomorfico tener una arista larga (10.4-13 mm).

De acuerdo a nuestros resultados, la asociacién B. radicosa 5198- B. sp. 4366
presentan aristas de la misma longitud (10.4-13 mm), lo que apoya la idea de hibridacion
entre ambas accesiones sugerida por la filogenia de ITS y datos combinados. A su vez, las
poblaciones de B. alamosana del Norte y del Sur exhiben diferencias en la longitud de sus
aristas centrales; de acuerdo a la hipétesis obtenida, ambas poblaciones descienden de un
ancestro con arista central de 4.7 a 7 mm de largo, sin embargo, el estado plesiomérfico no
se mantiene en ninguna de las poblaciones. Sino que en ambas, la arista media sufre un
aumento de longitud, pero incluso, en las poblaciones del Sur dicho aumento es mayor,
Ilegando a presentar aristas de hasta 13 mm de largo; lo que puede ser consecuencia del
aislamiento geografico y por lo tanto génico de ambas poblaciones, tal como lo sugieren los

analisis moleculares de ITS y datos combinados.

En B. americana, el rango de la longitud de la arista media es el mismo en los organismos
actuales que en su ancestro mas cercano (4.7-7 mm), sin embargo, no se puede considerar
sinapomorfia para el clado, debido a que es una condicién compartida con B. repens. Esta
ultima, exhibe una gran variacion en la longitud de sus aristas, lo que posiblemente se deba

a su amplio rango de distribucion.

Aungue ninguno de los caracteres morfologicos analizados representa por si mismo un
caracter diagndstico para la especie B. repens, una combinacion de ellos podria ayudar en la

diferenciacion del taxén con respecto a los demas miembros del complejo. Asi, su numero
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reducido de ramas por inflorescencia (3-10), la longitud de la arista media de su flor
rudimentaria (3-4.5 mm) y la distancia entre las ramas de la inflorescencia, pueden ser

importantes en la identificacion de la especie.

Un caso particular encontrado en la estimacion de la evolucion de caracteres
morfolégicos, es el del ejemplar Bouteloua sp. 4366 (Figura. 13a) de Venezuela; colectado
en el mismo sitio que una accesion reconocida de B. americana (4365) (Tabla. 2), con la que
comparte semejanzas morfologicas como la disposicion de las espiguillas en las ramas y
tamario de la inflorescencia (Figura. 13b). Sin embargo, la forma de su rudimento, la longitud
de su arista media, el nimero de ramas por inflorescencia, y el nimero de espiguillas por
rama difieren entre ambas plantas, y sugieren que éste ejemplar estd mas emparentada con B.
radicosa (Fig. 13c), apoyando la idea de hibridacién con ella propuesta los datos de ITS y
datos combinados (Figuras. 4 y 6). No obstante, la filogenia de cloroplasto, la sitia como
hermana de B. americana (Figura. 5), y la descripcion de B. radicosa no describe por
completo a éste ejemplar, por lo que es posible que sea un taxén del complejo B. repens
nunca antes descrito. Pero debido a la poca resolucion mostrada por los marcadores
utilizados, no es posible establecerla un taxon diferente; por lo que se sugiere seguir
explorando con la filogenia de éste ejemplar asi como de las demas especies reconocidas del

complejo B. repens.
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Figura. 13. (a) Bouteloua sp. 4366 (Venezuela), al centro B. americana 4365 (Venezuela), a la derecha, B. radicosa 5198 (Sonora).
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CAPITULO I11. BIOGOEGRAFIA HISTORICA

La distribucion actual de los seres vivos es resultado de la evolucion y dispersion de
las especies y de los cambios que han sufrido a lo largo del tiempo tanto el clima como la
localizacion de tierras y mares. Por esta razén, la biogeografia tiene un gran interés en los
andlisis diacronicos y en el conocimiento de los ambientes del pasado adquiriendo una
dimension historica. La distribucion de los seres vivos a través de la biosfera no es uniforme
ni en el tiempo ni en el espacio y cada taxén ocupa una superficie determinada, continua o
discontinua que constituye su area de distribucion. Que no es casual, y evoluciona a lo largo
del tiempo; como consecuencia de la capacidad de adaptacion y dispersion de cada taxon, su

historia evolutiva y su relacion con taxones cercanos (Espinosa, et al., 2008).

Uno de los conceptos mas importantes para entender la distribucion actual de los
taxones, ha sido el centro de origen, pues desde Linneo y Cuvier, este concepto ya suponia
que todas las especies ocuparon inicialmente un &rea restringida (su lugar o centro de origen)
y se extendieron posteriormente utilizando diversos medios de dispersion hasta expandirse
por un area mas extensa. Este concepto, ha sido ilustrado con muchos ejemplos de diasporas
(gérmenes resistentes) capaces de diseminarse a grandes distancias, pero son conceptos
distintos. El centro de origen va ligado al concepto de especiacion o formacion de una nueva
especie a partir de una pequefia poblacion diferenciada que ha quedado reproductivamente
aislada, ya sea en una pequefia area marginal (modelo alopatrico) o dentro del area de la
especie ancestral (modelo simpatrico). Tras la divergencia, la nueva especie invadiria un area
mas extensa y puede reemplazar a la especie ancestral y/o coexistir con la especie hermana
(Lépez, 2003).

Respecto a ello, existen diversos criterios utilizados para la localizacion del centro
de origen; el primero incluye el area de maxima diversidad. Menciona que el centro de origen
de un grupo, se localiza en la zona en la que presente mayor nimero de variantes (taxones,
morfos, alelos, etc.). Este criterio antiguamente propuesto por Willis se usa actualmente en

Filogeografia, donde la teoria del centro genico localiza el centro de origen en el area de
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mayor diversidad génica de un taxén (Avise, 2000). Y se basa en la suposicion de que en
dicha area, el taxdn habria permanecido mas tiempo y por tanto sufrido alli mas eventos de
modificacion. Este criterio implica en primer lugar, que el taxon ocupa permanentemente su
area de origen; en segundo lugar, que los procesos de modificacion serian esencialmente
simpatricos; y en tercer lugar, que la mayoria de las poblaciones sucesivamente modificadas
permanecerian en el &rea ancestral cada vez mas rica en variantes, en vez de dispersarse.
Aunque ninguna de estas implicaciones ha sido observada, el criterio sigue siendo
ampliamente utilizado aun cuando produce evidencias contradictorias (por ejemplo, la
existencia de mas de un centro; o la discrepancia entre el centro de mayor riqueza de especies
y el de mayor polimorfismo). Alternativamente, se ha observado que un mayor polimorfismo

esta ligado a una mayor heterogeneidad ambiental, no al area origina (Lopez, 2003).

El segundo criterio es el del &rea de mayor antigiiedad paleontoldgica del grupo. De
acuerdo a éste criterio, el centro de origen de un grupo se localizaria en la zona en la que se
encuentren sus fdsiles méas antiguos. Sin embargo, los sesgos de conservacion de los restos
de organismos y de accesibilidad de los fésiles para su estudio afectan al uso de este criterio.
Y finalmente, el tercer criterio propone que el centro de origen se localizaria en el area del
taxén que presenta las caracteristicas mas primitivas del grupo (regla de progresion de
Hennig). Este criterio implica que los taxones de rasgos mas primitivos permanecerian en
su area de origen, lo que no ha sido observado. Ademas, la regla de progresion de Hennig es
opuesta a la regla de dispersion de Darlington, Simpson, Brundin y Willis, segun la cual los
taxones primitivos se verian expulsados a areas marginales por los taxones derivados,
mientras que éstos se concentrarian en el area original (Figura 1). La regla de dispersion es
mas compatible con el criterio 1, aungue tampoco estad apoyada en datos de observacion

concluyentes (Morrone & Crisi, 1995)

México es un pais megadiverso, y los patrones que han conducido a su composicion
biotica actual, es de suma importancia y especialmente compleja debido a que el territorio
nacional forma parte de dos regiones biogeograficas: la Neartica y la Neotropical, y refleja

los contactos entre estas dos grandes regiones con las consiguientes posibilidades de
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expansion de biotas, asi como de evolucién en aislamiento durante los periodos geoldgicos
en que no ha habido contacto (Angarita, 2010). Por ello, diversos autores han tratado de
entender el origen y las causas que han llevado a la flora mexicana a adquirir su composicién
actual, Oyama, et al. (2006) encontraron los centros de origen de taxones individuales y se
propusieron historias de dispersion. Representado por corrientes como la filogeografia, reloj
molecular y fechacion. Delgadillo (1987), determin6 que ha habido intercambio floristico
entre las areas alpinas de la Faja VVolcanica Transmexicana, lo que se puede demostrar por
las especies que comparten, encontrd también que existen especies de distribucion
restringida; y opina que la Faja ha sido barrera efectiva para la dispersion de musgos de norte
a sur, pero no de sur a norte. Por lo que concluye que los musgos del sur debieron migrar al
norte antes del levantamiento de las montafias; y que el intercambio entre norte y sur debe
haberse llevarse a cabo mediante corredores bioldgicos. Delgadillo (1986) estableci6 que los
musgos de las zonas bajas de México migraron de América del Sur a América del Norte y
viceversa desde el Cretacico, conforme fueron emergiendo las tierras; determind que los
musgos de zonas altas lo hicieron mas tarde, en el Plio-Pleistoceno, y concluyo que las
disyunciones entre México y América del Sur se deben a eventos de dispersion a larga
distancia. Gentry (1982) encontrd que el intercambio de especies de plantas entre América
del Norte y Sur ha sido el factor mas importante en la determinacién de los patrones
fitogeograficos neotropicales actuales.

De acuerdo a Rzedowski (1978), el centro de origen del género Bouteloua se localiza
en México, sin embargo no se ha propuesto el centro de origen de ninguno de los complejos
que incluye, por ello en el presente trabajo se llevd a cabo la estimacion biogeografia historica
del complejo B. repens y se analizan los posibles factores que condujeron a su distribucion

actual.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizé la clasificacion biogeografica de América latina y el Caribe propuesta por Morone

(2001) (Tabla. 6) para estimar la distribucion historica del grupo de estudio, e inferir los

posibles factores que condujeron a su distribucién actual. Los datos de distribucion fueron

optimizados y procesados mediante la herramienta “Trace Character History” del software

Mesquite 3.02 (Maddison & Maddison, 2015) sobre una hipdtesis filogenética obtenida

mediante inferencia bayesiana (ver metodologia en Capitulo 1) de los individuos de los que

se poseian tanto datos moleculares combinados (ITS + trnT-L-F) como datos de distribucion

(27 accesiones).

Tabla 6. Clasificacion biogeografica de América Latina y el Caribe* (Morrone, 2001).

Regiones Subregiones

Provincias

Neartica

California

Baja California
Sonora

Altiplano Mexicano
Tamaulipas

Neotropical Caribefia

Sierra Madre Occidental
Sierra Madre Oriental

Eje Volcanico Transmexicano
Depresion del Balsas

Sierra Madre del Sur

Costa Pacifica Mexicana
Golfo de México

Peninsula de Yucatan
Chiapas

Oriente de América Central
Occidente del Istmo de Panama
Cuba

Costa Venezolana

Trinidad y Tobago

*Mapa de la clasificacion biogeografica en Anexo 6.
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RESULTADOS

De acuerdo a la reconstruccion de la biogeografia historica, el complejo B. repens se
origino en la Sierra Madre del Sur, que incluye el centro-sur de México, desde el sur de
Michoacan hasta Guerrero y Oaxaca. De ahi, las especies se dispersaron primero hacia la
provincia del eje volcénico transmexicano y después hacia el norte de México vy

Centroamérica; hasta adquirir su distribucion actual.

Asimismo, la hipdtesis muestra que todas las poblaciones de B. alamosana tienen su
centro de origen en el Sur de México, lo que sugiere que las poblaciones de Costa Rica y
Oaxaca son més ancestrales que las de Sonora. En cuanto a B. americana, ésta se origino en
el oriente de Ameérica central, y su distribucion permaneci6 restringida a su area ancestral
(centroamérica) y al sur de México. B. repens, es la especie del complejo que presenta una
distribucion actual méas amplia, pero su centro de origen se encuentra en la Sierra Madre del
Sur.

Acorde la hipétesis, B. radicosa y B. williamsii tienen su origen en la Sierra Madre
del Sur, y se dispersaron hacia el norte hasta llegar al altiplano mexicano.
Y, la asociacién radicosa 5198- B. sp 4366 ésta fuertemente soportada por los analisis
moleculares, pero la estimacion de la biogeografia historica no aporta datos acerca del centro

de origen de éste grupo.
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Distribucion
[0 sierra Madre del Sur
[ Eje Volcanico transmexicano
(] Altiplano mexicano
[ sierra Madre Occidental
@ Cuba
@@ Oriente de America Central
[ Estados Unidos
[0 Costa Pacifica Mexicana

distans 4454 Pue

media 4436 Mich

curtipendula 3207 LUSA

purpurea 4470 Gto

radicosa 5198 Son

repens 4366 VEMN

_ ) williamsii 5330 Oax

radicosa 2341 EdoMex

williamsii 5332 Oax

williamsii 5327 Oax

radicosa 3763 Oax

williamsii 5333 Oax

williamsii 2353 Jal

williamsii 5048 Zac

williamsii 2977 Nay

alamosana 5463 Son

alamosana 5464 Son

alamosana 2301 Son

alamosana 24138 Oax

alamosana 3393 CRC

americana 3382 CRC

americana 4365 VEN

americana 4686 CUB

repens 5325 Dur

repens 5324 Dur

repens 2567 Hgo

. ) repens 3031 Pue

repens 2994 Jal

repens 2332 Hgo

Figura. 14. Biogeografia historia del complejo Bouteloua repens inferida sobre una hipétesis de consenso bayesiano (50%). Los datos
fueron procesados mediante el método de Maxima Parsimonia en la herramienta “Trace Character History” del software Mesquite v. 3.02.
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DISCUSION

El género Bouteloua se distribuye ampliamente a lo largo del continente americano y
de acuerdo a Rzedowski (1978), su centro de origen y diversidad se encuentra en México.
Algunas especies del género se distribuyen como un continuo a lo largo de todo el continente
desde el sur de Canada hasta Argentina, sin embargo hay otras especies con distribucion muy
restringida o endémica. Las especies del complejo B. repens se distribuyen principalmente
en México, pero se pueden extender hacia el norte hasta Texas y Arizona (B. repens) y hacia
el sur hasta Bolivia y norte de Brasil (B. americana) (Figura. 1).

Conforme al criterio de &rea maxima de diversidad (Avise, 2000), el complejo B.
repens deberia tener su centro de origen en el Altiplano Mexicano (Anexo 7), sin embargo,
la hipotesis acerca de la biogeografia historica del grupo, sugiere que el complejo B. repens
se origino en la Sierra Madre del Sur (que abarca el Centro sur de México, desde el sur de
Michoacan hasta Guerrero y Oaxaca), y de ahi se dispersé hasta adquirir su distribucion
actual. Lo que concuerda con lo que menciona Rzedowski (1993), quien afirma que la flora
fanerogamica de México tiene cuatro veces mas afinidades con la flora de América del Sur
que con la de América del Norte; tales afinidades colocan una parte de México en el reino
floristico Neotropical y sugieren que una porcién importante de la flora mexicana se ha
originado en América Central y del Sur.

Actualmente, las especies del CBR, se distribuyen mas o menos homogéneamente
desde el Sur de Estados Unidos hasta Brasil, a excepcion de B. americana que esta restringida
a Centroamérica y el Sur de México; y B. alamosana, que presenta una distribucion disjunta
con poblaciones en Sonora y en Chiapas, Oaxaca, Costa Rica, Honduras y Nicaragua; esto
resulta especialmente interesante, porque es la Unica planta anual que incluye el complejo y
de acuerdo a la filogenia molecular, las poblaciones del Norte son genéticamente diferentes
a las del Sur en su genoma nuclear, pero similares en cuanto al contenido genémico de sus
cloroplastos. Esto sugiere que los alelos de cloroplasto que comparten ambas poblaciones,
debieron dispersarse mediante semilla. Probablemente transportadas por la gran cantidad de

aves migratorias que llegan desde el Sur hacia el rio Cuchujaqui en Alamos, Sonora, un area
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de proteccion de flora y fauna que se caracteriza por poseer los limites mas al norte de selva
baja caducifolia y una mezcla de tipos de vegetacion y climas adecuados para el desarrollo
de B. alamosana, condiciones semejantes a las que posee el centro de origen de ésta especie

de acuerdo a los analisis de biogeografia historica.

El aislamiento geografico entre las poblaciones de B. alamosana del Norte y del Sur,
y la evidencia de intercambio génico entre las poblaciones del Sur con las poblaciones
cercanas de B. americana, plantean la posibilidad de que éste taxon se diversifiqgue mediante
especiacion alopatrica, pues de acuerdo a nuestros resultados, las poblaciones de Costa Rica

y Oaxaca son genéticamente mas cercanas a B. americana que a B. alamosana de Sonora.

En el caso de B. americana, su centro de origen se localiza en el oriente de América
central, y actualmente ocupa solo su area de distribucion ancestral, por lo que es posible que
su distribucién tan restringida haya contribuido a limitar el flujo génico con las demas
especies del complejo, con la consiguiente conservacion de la integridad de su genoma

nuclear, y la monofilia sugerida por los analisis moleculares.

Bouteloua repens es la especie del complejo mas ampliamente distribuida, con su
centro de origen en la Sierra Madre del Sur, pero abarcando un area de distribucion actual
que va desde el sur de Estados Unidos hasta Venezuela y las Antillas. Lo que puede deberse
en gran medida a su alto rendimiento forrajero (2136 kg/ha), resistencia a la sequia y buena
tolerancia al sobrepastoreo (Espinoza, 1991); y por tanto, a la dispersién de sus semillas por
medio de zoocoria. Asimismo, la presencia de aristas en su estructura floral pudo permitirle
dispersarse por el viento o a través de animales; asi como contribuir a la formacién de

cariopsis de facil implantacion en el suelo.
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CONCLUSIONES

El complejo Bouteloua repens es un grupo monofilético, sin embargo, sélo B. americana
y B. repens representan grupos naturales.

La presencia de formas intermedias entre B. radicosa y B. williamsii, asi como la
separacion de clones de una accesion en las hipdtesis sugieren que los procesos de
hibridacion han sido un factor importante en la diversificacion del grupo.

Las diferencias en el ADN de nucleo entre las poblaciones de B. alamosana del Norte
con las del Sur, asi como las diferencias morfolégicas que exhiben, sugieren que las
ambas poblaciones derivar en diferentes taxones.

La mezcla de caracteres morfoldgicos y la ambigiiedad en las relaciones interespecificas
que exhibe la filogenia molecular del individuo Bouteloua sp 4366, plantean la
posibilidad que de que sea un taxén no descrito originado por procesos de hibridacion
entre B. radicosa y B. americana. Sin embargo, debido a la falta de muestreo de las
poblaciones a las que pertenece éste individuo y a la poca resolucién mostrada por los
marcadores utilizados, no es posible establecerla como una especie diferente.

La estimacion de la evolucion de caracteres morfol6gicos selectos sugiere que todos son
homoplasicos, a excepcion del rudimento reducido a una columna, el cual se presenta
Unicamente en la especie B. americana y representa la sinapomorfia morfolégica de
dicho clado.

A pesar de que la presencia de rizoma no es un caracter que permita la diferenciacion
entre las especies B. radicosa y B. williamsii, es probable que el nimero de ramas por
inflorescencia y el nimero de espiguillas por rama si.

El origen del complejo B. repens se ha situado en el Sur de México, y de ahi las especies
se dispersaron hasta adquirir su distribucion actual.

Debido a la complejidad en los procesos de diversificacion del CBR y a que la
informacion proporcionada de los marcadores moleculares utilizados (ITS y trnT-L-F)
es muy limitada, y no resuelve las relaciones intraespecificas de las especies del
complejo; se sugiere seguir explorando la filogenia del grupo con marcadores

moleculares adicionales a los incluidos en el presente trabajo, asi como la utilizacion de
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técnicas que permitan la secuenciacion de una gran cantidad de marcadores en un corto

tiempo.

69



GLOSARIO

ADN (Acido desoxirribonucleico). Molécula compleja, integrante de los cromosomas, que
almacena la informacion hereditaria en forma de variaciones en la secuencia de las bases de
purina y pirimidina; esta informacion se traduce en la sintesis de las proteinas, por lo que es
determinante de todas las caracteristicas fisicas y funcionales de las células y del organismo.
Algoritmo: Conjunto ordenado de operaciones sistematicas que permite hacer un célculo y
hallar la solucién de un tipo de problemas.

Apomixis: forma de reproduccion clonal a partir de la formacién de semillas que portan un
embridn genéticamente idéntico a la planta materna.

Apomorfia: Caracter derivado de un estado ancestral. Por ejemplo, la presencia de alas en
los insectos es apomorfo ya que deriva de un estado anterior sin alas.

Arbol filogenético: Grafico que representa las relaciones filogenéticas entre los diferentes
taxones tal como son entendidas por un investigador particular. Es una hipotesis sobre las
relaciones filogenéticas de un taxon.

Caracter: Un rasgo que es una parte observable o un atributo de un organismo (puede ser
anatomico, etologico, genémico, bioguimico, etc.).

Centripeta: que tiende a acercarse al centro.

Clado: un grupo monofilético en un cladograma. Los clados no aparecen los fenogramas,
arboles de distancia, son exclusivos de los cladogramas.

Cladograma: Esquema dicotomico que muestra una hipdtesis sobre las relaciones
filogenéticas de varios taxones. Se construye en los supuestos del analisis cladista. No refleja
el grado de divergencia. Cada nodo esta definido por una o varias sinapomorfias. Los
cladogramas son dirigidos ya que de otro modo no se pueden identificar los clados (si no esta
dirigido se estd en presencia de una red o red de Wagner). Las redes preceden a los
cladogramas cuando la polarizacion del arbol se realiza a posteriori.

Complejo: Grupo de especies cercanamente relacionadas que comparten el mismo ancestro.
Consenso estricto: (Arbol de consenso) es el més conservativo de todos los métodos.
Unicamente se mantienen aquellas porciones del arbol que son idénticas en todos los arboles

de origen. Lo demas queda transformado en politomias. na forma sencilla de construccién
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consiste en representar los arboles por medio de diagramas de Venn y superponerlos todos,
se eliminan todos los subconjuntos con intersecciones.

Derivado: describe un cardcter o grupo de caracteres que ha cambiado de su estado
primitivo; avanzado.

Ecotipo: subpoblacion genéticamente diferenciada, la cual esta restringida a un ambiente
especifico, a un ecosistema establecido o0 a un habitat particular y que trabaja con limites de
tolerancia a los factores ambientales.

Espiguilla: Pequefia espiga tipica de las gramineas. Consta de dos bracteas basales (glumas),
ademas de una escama exterior (lema) y una interior (palea) alrededor de cada flor.

Estado de cardcter: el valor especifico tomado por un carécter en un taxén determinado o
en una secuencia.

Estolon: Brote lateral, basal, con entrenudos largos que desarrolla raices para formar una
nueva planta en la punta.

Heuristico: manera de buscar la solucién de un problema mediante métodos no rigurosos,
como por tanteo, reglas empiricas, etc.

Hibridacion: Cruzamiento de dos individuos de distintas especies.

Homélogo: Dos caracteres son homologos si se cumple alguna de estas dos condiciones: a)
Son el mismo carécter que es encontrado en el ancestro comun de los dos taxones. b) Son
caracteres diferentes que tienen una relacion ancestral descrita como preexistente (uno deriva
del otro).

Homoplasia: Similitud en una o varias especies de 6rganos o de partes de érganos de los que
se puede presumir que esta correspondencia no proviene de un antecesor comun.
Incongruencia en la transformacion evolutiva de un carécter. Puede ser una analogia
(convergencia y paralelismo) o una reversion.

Grupo externo (outgroup): Es cualquier grupo usado en el analisis que no es incluido en el
taxdn bajo estudio. Se utiliza para fines comparativos y debe ser lo mas cercano posible al
grupo interno, preferentemente su grupo hermano.

Grupo hermano (sister group): Es el taxon filogenéticamente mas proximo al grupo
interno.

Grupo interno (ingroup): Es el grupo actualmente estudiado por el investigador.
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Monofilético, grupo: (=clado, monofilia estricta) Grupo que comprende una especie
ancestral y todos sus descendientes. Estan definidos por, al menos, una sinapomorfia. En el
evolucionismo es llamado grupo holofilético. Monofilético

Nodo: el punto donde cada rama se bifurca o termina.

Oligo: secuencia corta de ADN o ARN, con cincuenta pares de bases o menos; utilizadas
como cebadores en reacciones de amplificacion.

Parafilético: Grupo que comprende una especie ancestral y sélo una parte de sus
descendientes. Estan definidos por al menos una simplesiomorfia. VVéase polifilético.
Plesiomorfia: Estado primitivo (ancestral) de un caracter

Polietilenglicol:

Polifilético: Grupo que deriva de dos o varias especies ancestrales. Esta definido por al
menos una convergencia. Grupo en el cual el antecesor mas reciente es asignado a otro grupo
y no al mismo grupo. Véase parafilético.

Polimerasa:

Poliploidia: Variacion o cambio en el nUmero cromosémico caracteristico de una especie.

Primitivo: describe un estado de un caracter en el ancestro comun de un clado.

Silica gel: es una forma granular y porosa de didxido de silicio fabricado sintéticamente a
partir de silicato sodico. A pesar del nombre, el gel de silice es sélido.

Simpatrica: Poblaciones de especies que viven en la misma area geogréafica, que habitan en
areas geograficas traslapadas o tienen una distribucion geografica comun.

Sinapomorfia: Caracter apomorfo compartido por dos 0 mas taxa. Se usan para definir
grupos naturales (monofiléticos).

Taxon: grupo de organismos a los que se da un nombre. En principio cualquier rango
taxondmico es un taxon. Hay dos tipos de taxones: Naturales y Artificiales (Véase)
Taxonomia: el método de clasificar objetos en grupos. En Biologia la clasificacion de
organismos Vivos en taxones.

Tetraploide: Célula u organismo que contiene el doble de cromosomas que contiene una
célula somatica u organismo diploide.

Voucher: Ejemplar
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ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo CTAB 2% de extraccion de ADN (MINIPREP).

* Precalentar bafio Marfa a 60°C.

* Todas las agitaciones son suaves.

* Preparar solo la cantidad requerida para la extraccion del Buffer CTAB antes de iniciar el protocolo y agregar el f-mercaptoetanol
hasta el momento en que se vaya a utilizar.

* Buffer CTAB: Tris-HC1 100mM pH 8; NaCl 1.4M; EDTA 20mM, CTAB 2%; B-mercaptoetanol 0.3%. Agregar reactivos en el siguiente
orden: Agua (esteril), TrisHCI, EDTA, Cloruro de sodio y CTAB.

1. Pulverizar las muestras en mortero con nitrégeno liquido (maximo 0.3gr de peso).
2. Agregar 1.6ml Buffer CTAB. Mezclar por agitacion suave. (1.4 para que no se tire)
3. Centrifugar el lisado durante 8min a 10,000 rpm
4. Incubar en bafio maria 15min a 60°C.
5. Agregar 600ul Cloroformo-Alcohol Isoamilico 24:1, agitando suavemente hasta homogeneizar.
6. Centrifugar durante 15min a 7,000 rpm.
7. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.
* Importante calcular el volumen recuperado, es recomendable extraer de 100yl en 100pl.
8. Repetir pasos 5 y 6 (solo para material fresco, omitir este paso para material de herbario).
9. Agregar 2/3 del volumen final de Isopropanol frio y mezclar por agitacion suave, para precipitar
ADN.

* Si se recuperan 400ul se agregan 270pl de isopropanol.

* Si se recuperan 450ul se agregan 300yl de isopropanol.

10. Dejar reposar 12hr a -20°C (Si es material de herbario y/o muy antiguo, dejar en precipitacion

hasta dos o tres semanas).

11. Centrifugar 5min a 12,000 rpm y descartar el sobrenadante, cuidando de no perder la pastilla.

12. Agregar 1ml Etanol al 70%, para limpiar la pastilla.

13. Centrifugar 5min a 12,000 rpm y descartar el sobrenadante, cuidando de no dafiar la pastilla.

14. Agregar 200ul H20 destilada para re-suspender la pastilla (si se trata de material de herbario
resuspender en 25ul H20, de ser necesario posteriormente se puede diluir mas).
LA SOLUCION RESULTANTE CONTIENE EL ADN, CONSERVARLO A -20°C.
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ANEXO 2. 2X CTAB TOTAL GENOMIC DNA EXTRACTION

Modification of DOYLE, J.J. and J. L. DOYLE. 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities
of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin 19: 11-15.]
Modifications: addition of proteinase K, RNase.

ALWAYS USE FILTER BARRIER TIPS WHEN HANDLING STOCK SOLUTIONS, DNA
EXTRACTIONS, OR OTHER SOLUTIONS YOU ABSOLUTELY DO NOT WANT CONTAMINATED.
DON'T SHARE YOUR EXTRACTION SOLUTIONS WITH OTHERS IF YOU WANT TO AVOID
CONTAMINATION.

Equipment Needs: [J-mercaptoethanol
Centrifuge, vacuum (bench top or refrigerated) Centrifuge tubes (2 ml screw cap sterile)
Freezer (—20°C) Chloroform
Fume hood CTAB (2X)
Pipettors and vapor barrier tips Conical tube (sterile 15 or 50 ml)
Mortar and pestle (pre-chill in —20°C freezer) Ethanol (95%, cold) or isopropanol (100%, cold)
Vortex Proteinase K
Water baths (preheat 37°C, 50°C, and 65°C) RNase (optional)
TE buffer (sterile 1X)
Supply Needs:
EXTRACT

1) Grind 1 x 2 cm fresh leaf material in a mortar with pestle using liquid Nitrogen until a fine powder.
2) Transfer to 2.0 mL screw cap microfuge tube [and store in —80° freezer if necessary].
3) IN FUME HOOD
a) Prepare a master mix of your extraction buffer for the number of samples to extract plus 1. Each
sample should contain 500 pL of 2X CTAB*, 2 L of proteinase K, 2 pL of [-mercaptoethanol*
b) Close caps tightly.
c) Vortex gently until well mixed.
d) Discard any excess CTAB (with or without [1-mercaptoethanol) in the hazardous waste.

* Incubate 20-30 minutes in 50°C water bath, invert every 5 min.

« Transfer to 65°C water bath and incubate another 15 minutes, inverting every 5 min.

» Remove from water bath and allow samples to cool slightly.

* IN FUME HOOD, add 500 uL cold chloroform and shake vigorously to mix. Degas once. Recap tightly.

* IN FUME HOOD, gently shake or rock for 15 minutes at room temperature.

* Spin 10 minutes at 12,500 rpm in room temp centrifuge.

* IN FUME HOOD, transfer 400 pL of supernate to fresh 2.0 mL screw-cap microfuge tube, discard residue in
HAZARDOUS WASTE. Do not remove any of the lower layer! If you do, recentrifuge the sample and try again.

PRECIPITATE

1)

2)
3)
4)

Add 800-1000 pL cold 95% ethanol (or 400 pl cold isopropanol) to supernate tube and invert gently to
precipitate DNA — allow to precipitate 1 hour in —20°C freezer [can hold longer at —20°C if necessary;
precipitate 2-3 weeks for herbarium material!].

****%*THIS IS AN EXCELLENT PLACE TO STOP IF NECESSARY*****
SAMPLES CAN HOLD IN ALCOHOL AT -20°C INDEFINITELY

Spin 10 minutes at 12,500 in room temp or refrigerated (4°C) centrifuge to pellet precipitate.
Pipette off supernate using vapor barrier tips and discard liquid in hazardous waste.
[Optional] Wash pellet

Add 500pL wash buffer or 80% Ethanol

Rock gently for 10 minutes.
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Remove supernate and discard in hazardous waste.
Spin 5 minutes at 12,500 and discard supernate.
5)  Speed-vac 20-30 minutes (with 15-25 minutes of heat) to dry (longer if necessary).
6) Resuspend DNA in 100 pL sterile 1X TE buffer (incubate 10 minutes in 37°C dry incubator, vortex, spin

gently).

CLEAN [optional]

[PEG portion of this method not recommended, you lose too much of your sample!]
Transfer 50 pL aliquot of sample to fresh 1.5 mL microfuge tube.

Add 50 pL TE to sample [to ease PEG precipitation procedure].

Add 2 pL RNase and incubate in 37°C waterbath for 20-30 minutes.

Add 100 pL PEG solution - follow PEG precipitation procedure for PCR product.
Resuspend dried DNA in 50 puL TE.

akrwbdPE

QUANTIFY
Use spectrophotometer (see separate instructions)

QUALIFY
Run out 2 pL of clean DNA on test gel with size standards

* HAZARDOUS CHEMICAL, WEAR GLOVES, EYE PROTECTION, OR OTHER APPROPRIATE
PROTECTIVE CLOTHING.
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ANEXO 3. PCR PURIFICATION USING PEG PRECIPITATION

Based on protocols used at the Smithsonian Institution's Laboratory of Molecular Systematics; see also
Johnson and Soltis paper. Slightly modified by DDJ and SMN.

Reagent/Supply Needs: Equipment Needs:
ice cold 80% EtOH 37°C incubator
20% w/v PEG 8000 in 2.5 M NaCl centrifuge

1.5 ml Eppindorf tubes

Note: Volumes are for 25 pl reactions. Adjust for smaller or larger volumes

10.

11.

12.

13.

Label 1.5 ml Eppindorf tubes, one for each reaction with DNA name, genetic locus, and date.
Into each tube, pipette 100 pl of 20% PEG 8000 in 2.5 M NaCl.

Add 80 pl sterile dH20 to your PCR product, and add this to the PEG. Either gently vortex or
pipette mix.

Incubate at room temperature or in 37°C incubator/ water bath for 15 minutes, or place in fridge
overnight to precipitate DNA. 37 °C option will likely result in greater loss of product.

Microcentrifuge for 10 minutes @ maximum rpm (14000 rpm).

Carefully pipette off (~185 pul of) supernatent being careful not to touch the bottom of the tube where
the pellet is located (You may not be able to see it). Discard supernatent.

Add 500 pl cold 80% (75%) EtOH to each tube and invert once or twice. DO NOT VORTEX. Try
to keep tubes very cold, perhaps by storing on ice.

Microcentrifuge chilled tubes for 7 minutes @ maximum rpm (14000 rpm).

Carefully decant supernatent and allow tubes to partiually dry upside-down (lids open) on sterile
Kim-Wipes.

Further dry samples in vacuum centrifuge with high heat for 5-10 minutes or until dry, or place in
drying oven fopr about 15 minutes with the lids open.

When dry, resuspend DNA in sterile water. Water volume depends on the band brightness during the
initial PCR visualization compared with DNA. Ideally you want between 5 and 20 ng of clean PCR
added to the cycle sequencing reaction.

You may want to run 1-2 pl of resuspended DNA on agarose gel with A DNA (5 ng and 20 ng
recommended) to determine concentration.

You can use the Nanovue or the Gel Doc to determine your concentrations.
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ANEXO 4. SEPHADEX 96-WELL PLATE CLEAN-UP OF CYCLE
SEQUENCING PRODUCTS

This method is best reserved for FULL PLATE sequencing!
Plates can be purchased from Phenix Research Products (MPF-002) or Fisher (Millipore; PF77001804)

Materials needed:

Hydrated Sephadex G50 Medium

2 1-mL 96-well plates

2 800-pL 96-well plates

2 96-well collection plates

2 deep-well rotor buckets

clean, semi-skirted plate for sequencing product

Procedure:

1. Stack each sephadex plate on each waste plate. Starting from the
center rows on the use plate, load 750 pL of well-stirred Sephadex
suspension into the wells. Use water as a balance for the non-use
plate.

2. Load the stacked plates onto the deep-well rotor buckets. Balance

to within 0.1 g, adding dH,O to balance plate wells as necessary. Load the dark rows first,
Spin at 750 RCF for 2:30. proceeding to the lighter ones
3. in a balanced fashion.

4. Remove from the centrifuge. Load your samples onto the columns,
being careful not to disrupt the top of the columns with the pipet tip. Use a waste plate for balance.
Place sephadex plate on top of a clean semi-skirted 96-well plate.

5. Load the stacked plates onto the deep-well rotor buckets, remembering to balance them with dH20 as
necessary. Spin them at 750 RCF for 4:00.

6. Remove the buckets from the centrifuge. Each well should contain between 10-30 pL of sample. If
necessary, transfer samples into the correct row of a sequencing plate (if less than 96 samples).

Clean the plates immediately after use!
1. Shake the water out of the waste plates.

2. Shake the used sephadex columns out of the sephadex plate into the regular trash. Stack them onto
the empty waste plates.

3. Load 600 uL of dH20 into all the wells of the sephadex plates. Balance the plates and spin them
down in the centrifuge for 30 seconds. Shake out the water from the waste plates.

Repeat step 3 two more times.
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ANEXO 5. Provincias biogeogréafica de América Latinay el Caribe (Morrone,
2001).

- Region NEARTICA

B Recion NEOTROPICAL

B Region anDINA
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Clasificacion biogeogréafica de América Latina y el Caribe.

. . o Ndmero en
Regiones Subregiones Provincias ANexo 6.
Neartica California 1

Baja California 2
Sonora 3
Altiplano Mexicano 4
Tamaulipas 5
Neotropical | Caribefia Sierra Madre Occidental 6
Sierra Madre Oriental 7
Eje Volcanico Transmexicano 8
Depresion del Balsas 9
Sierra Madre del Sur 10
Costa Pacifica Mexicana 11
Golfo de México 12
Peninsula de Yucatan 13
Chiapas 14
Oriente de América Central 15
Occidente del Istmo de Panama 16
Bahamas 17
Cuba 18
Islas Caiman 19
Jamaica 20
Espafiola 21
Puerto Rico 22
Antillas Menores 23
Chocé 24
Maracaibo 25
Costa Venezolana 26
Trinidad y Tobago 27
Magdalena 28
Llanos Venezolanos 29
Cauca 30
Islas Galapagos 31
Occidente de Ecuador 32
Ecuador Arido 33
Tumbes-Piura 34
Amazonica Napo 35
Imeri 36
Guyana 37
Guyana Himeda 38
Roraima 39
Amapa 40
Varzea 41
Ucayali 42
Madeira 43
Tapajés-Xingu 44
Para 45
Pantanal 46
Yungas 47
Chaqueia Caatinga 48
Cerrado 49
Chaco 50
Pampa 51
Monte 52
Paranaense Bosque Atlantico Brasilefio 53
Bosque Paranaense 54
Bosque de Araucaria angustifolia 55
Andina Paramo Paramo Norandino 56
Punena Desierto Peruano Costero 57
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Chilena
Central
Subantartica

Patagoénica

Puna

Atacama

Prepuna

Coquimbo

Santiago

Islas Juan Fernandez
Maule

Bosque Valdiviano
Bosque Magallanico
Paramo Magallanico
Islas Malvinas
Patagonia Central
Patagonia Subandina

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
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ANEXO 6. Adaptacion del mapa del muestreo final a las provincias biogeograficas de Morrone (2001).
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ANEXO 7. Alineamiento de las secuencias de la regién ITS de los especimenes del complejo Bouteloua repens y grupo externo incluidos en los andlisis
filogenéticos. Los nucledtidos estén numerados en direccidédn 5’-3’. Los polimorfismos estdn codificados de la siguiente manera: R=A/G, S=G/C, K=G/T,

B=C/G/T, H=A/C/T,

alamosana_ 12674

alamosana_ 2418
alamosana 2301
alamosana 3393
americana 3382
americana 4365
americana 4686
americana 2052

americana_ 22775
americana 11279

radicosa 2341
radicosa 3763
radicosa 3244
radicosa 2567
radicosa 2212
radicosa 2462
radicosa 5198
radicosa 1708
radicosa 6465
radicosa 1382
radicosa 8353
repens 5058
repens 4619
repens 3031
repens 3329
repens_2994
repens 5042
repens 2332
repens_3381
repens_2450
repens 4323
repens_21232
repens_24630
repens 16738
repens 1474a
repens_9667
repens_10027a
repens_ 5947
repens 1669
repens_5322

Y=C/T, W=A/T, M=A/C, D=A/G/T, V=A/C/G. Los guiones representan gaps.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Ld . .

TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATCCCTCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-C-GGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATCCCTCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCTACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATCCCTCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-GGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAGCAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAGCAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAGCAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAGCAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGGTTTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAGCAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGWGACCCTGACCAAAAYAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATKGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTWS-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCTGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGWGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGAWTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGWGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGAWTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGAATGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGAATGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGAMSGTGAACATGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACACGTTATCCATTCCGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGT-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAACAAACAGTGAACGTGTTACCCATGCCGCCGG-TTGATGGGTGTCGCACCTGTCTCTCGGATCAGGGTGCCAACCTTCTTCA-GAGGGGCGGGCA
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Anexo 7. Continuacién

repens 4366
williamsii 2353
williamsii 5333

TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGAATGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCATTCTATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGAGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG

williamsii 5048 TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACRTGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCWTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACYCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
williamsii 977 TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCATTCTATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clonesl 3 TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clone4 TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTTG-GAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clone5 TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCGATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clone6 TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCGATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clone7 TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clone8 TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
williamsii 4121 clone9 TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCGATCGGAACAGGGTGTCAACTCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG

williamsii 8149
williamsii 8060
williamsii 15996
williamsii 11868
williamsii 344
williamsii s/n
williamsii 5330
williamsii 5327
williamsii 5332
williamsii 5333

TCGAGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAACAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAAYAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCTGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTG-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTTC-CAGGGG-AGGTG
TCGTGACCCTGACCAAAATAGACCGTGAACATGTTATCCATTCTGCCGG-TTGATTGGTCTTGCACCTTTCTATCGGAACAGGGTGTCAACCCTCTTAC-CAGGGG-AGGTG
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alamosana_ 12674

alamosana_ 2418
alamosana 2301
alamosana 3393
americana_ 3382
americana 4365
americana 4686
americana 2052

americana_ 22775
americana 11279

radicosa 2341
radicosa 3763
radicosa 3244
radicosa 2567
radicosa 2212
radicosa 2462
radicosa 5198
radicosa 1708
radicosa 6465
radicosa 1382
radicosa 8353
repens_5058
repens 4619
repens 3031
repens 3329
repens_2994
repens 5042
repens 2332
repens 3381
repens_2450
repens 4323
repens_21232
repens_24630
repens_16738
repens_1474a
repens 9667
repens_10027a
repens_5947
repens_1669
repens 5322
repens_4366

williamsii 2353

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
.

CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGATTGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGATCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGATTGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGATCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGATTGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGATCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGATTGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGATCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGTCGTATGGCGTCAAGGAACACTGATTGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGATCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTYGTGCATCGATTATYTKATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCRTCAAGGAACACTGA-TGCAGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGACCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATYGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCARCCTTGTGCATYGATTATSTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATYGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCA?CGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTGTGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCGGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATTTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATTTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACAYTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCARCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATMTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATTGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAGCCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGCCTTGCACAAGTGCGGACCGGCATGCCGGTTCCACCCTTGCGCAACGATTATCAATTAATC
CTCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTCGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTATCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATTTGATAATC
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williamsii 5333
williamsii 5048
williamsii 977

CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTRTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATTTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTATCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCYGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATTTGATAATC

williamsii 4121 clonesl 3 CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
williamsii 4121 clone4 CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGGGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTGATAATC
williamsii 4121 cloneb CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
williamsii 4121 clone6 CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
williamsii 4121 clone7 CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
williamsii 4121 clone8 CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
williamsii 4121 clone9 CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC

williamsii 8149
williamsii 8060
williamsii 15996
williamsii 11868
williamsii 344
williamsii s/n
williamsii 5330
williamsii 5327
williamsii 5332
williamsii 5333

CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATCTTATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTYGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCAGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGACCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTTGTGCATCGATTATTTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCTGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGAGCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
CCCTAAAAGAA-CCCACGGCGCCGTATGGCGTCAAGGAACACTGA-TGCAGTCATGCACATGTGTTGACCGGCTTGCCGGACCCAACCTCGTGCATCGATTATCTGATAATC
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alamosana_ 12674

alamosana_ 2418
alamosana 2301
alamosana 3393
americana_ 3382
americana 4365
americana 4686
americana 2052

americana_ 22775
americana 11279

radicosa 2341
radicosa 3763
radicosa 3244
radicosa 2567
radicosa 2212
radicosa 2462
radicosa 5198
radicosa 1708
radicosa 6465
radicosa 1382
radicosa 8353
repens_5058
repens 4619
repens 3031
repens 3329
repens_2994
repens 5042
repens 2332
repens 3381
repens_2450
repens 4323
repens_21232
repens_24630
repens_16738
repens_1474a
repens 9667
repens_10027a
repens_5947
repens_1669
repens 5322
repens_4366

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
L] L]

CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACACGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGYGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGACAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CTCATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC

CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC

williamsii 2353
williamsii 5333



williamsii 5048
williamsii 977

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 cloned
williamsii 4121 clone5
williamsii 4121 clone6
williamsii 4121 clone?
williamsii 4121 clone8
williamsii 4121 clone9

williamsii 8149
williamsii 8060
williamsii 15996
williamsii 11868
williamsii 344
williamsii s/n
williamsii 5330
williamsii 5327
williamsii 5332
williamsii 5333

CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCGTCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACACGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
CACATGACTCTCGGCAACGGATATCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGC
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alamosana_ 12674

alamosana_ 2418
alamosana 2301
alamosana 3393
americana_ 3382
americana 4365
americana 4686
americana 2052

americana_ 22775
americana 11279

radicosa 2341
radicosa 3763
radicosa 3244
radicosa 2567
radicosa 2212
radicosa 2462
radicosa 5198
radicosa 1708
radicosa 6465
radicosa 1382
radicosa 8353
repens_5058
repens 4619
repens 3031
repens 3329
repens_2994
repens 5042
repens 2332
repens 3381
repens_2450
repens 4323
repens_21232
repens_24630
repens_16738
repens_1474a
repens 9667
repens_10027a
repens_5947
repens_1669
repens 5322
repens_4366

williamsii 2353
williamsii 5333

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
(] L] L] . L] L] . . . . L]
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACTCCCCAATCCAACATGGT —---GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACTCCCCAATCCAACATGGT—--—— AGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACTCCCCAATCCAACATGGT -—--GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCRACATGTT--~--GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGTTGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTMTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTMTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTATGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTTA---GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCATGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGAT ----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAACACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT--~--GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT--~--GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCAAGGCCTTCTGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCTCATCCAACCAGGT--—-TAAGATGAGGAAGTGGTGTTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCTACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
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williamsii 5048
williamsii 977

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 cloned
williamsii 4121 clone5
williamsii 4121 clone6
williamsii 4121 clone?
williamsii 4121 clone8
williamsii 4121 clone9

williamsii 8149
williamsii 8060
williamsii 15996
williamsii 11868
williamsii 344
williamsii s/n
williamsii 5330
williamsii 5327
williamsii 5332
williamsii 5333

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCKACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCTACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----CAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----CAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----CAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----CAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----CAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC

AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGTTGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCGACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----CAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
AAGTTGCGCCCGACGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGT ?ACGCCAAAAGACACT-CCC-— === === - - — - ——— - — - m - m
AAGTTGCGCCCGAGGCCTTCTGGTTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCCAAAAGACACT-CCCAATCCAACATGTT----GAGGATGAGGATGTGGTATTTGGCTCCC
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alamosana_ 12674
alamosana_ 12418

alamosana 2301
alamosana 3393
americana_ 3382
americana 4365
americana 4686
americana 2052

americana_ 22775
americana 11279

radicosa 2341
radicosa 3763
radicosa 3244
radicosa 2567
radicosa 2212
radicosa 2462
radicosa 5198
radicosa 1708
radicosa 6465
radicosa 1382
radicosa 8353
repens_5058
repens 4619
repens 3031
repens 3329
repens_2994
repens 5042
repens 2332
repens 3381
repens_2450
repens 4323
repens_21232
repens_24630
repens_16738
repens_1474a
repens 9667
repens_10027a
repens_5947
repens_1669
repens 5322
repens_4366

williamsii 2353
williamsii 5333

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560

CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCRGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGMTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-SGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCCGMAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
YGTCGTGMTTCTRTGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCRGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGMAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCWYMTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-SGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
YGTCGTGMTTCTRTGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCRGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGMAA---G-T-GTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
TGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGATTCTGTGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGCAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGTAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCRGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTTGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCRATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCWYMTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCRGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCTGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-T-GTTCTCAGTGCTATGG-TTCGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCTGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTCGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACGTGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCTGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTCGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA--~-G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACGTGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCACATATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTCGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
C---GTGCATCAATGCACGGTGGGCCTAAGTG-GGGGTTGCCGCCGGTGCCGACCACAGCACAAGGTGGATGACGTAA---G-TTATTCTCGCTGCTATGA-CTCGGACAGG
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCAGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGATTCTGTGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGCAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
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williamsii 5048
williamsii 977

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 cloned
williamsii 4121 clone5
williamsii 4121 clone6
williamsii 4121 clone?
williamsii 4121 clone8
williamsii 4121 clone9

williamsii 8149
williamsii 8060
williamsii 15996
williamsii 11868
williamsii 344
williamsii s/n
williamsii 5330
williamsii 5327
williamsii 5332
williamsii 5333

CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTCC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTCC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTCC
CGTCGTGATTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTCC
CGTCGTGATTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTCC
CGTCGTGATTCTGTGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGCAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGATTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGG?GCGATGGCGAAA---GTTTGTTCTCA?TGCTATGGTTTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-CGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC

CGTCGTGCTTCTATGTGCGGAGGGCCTAAGTT-GGGGCTGCTGGCGGTGCCGATCAAAGCACATGGTGGATGGCGAAA---G-TTGTTCTCAGTGCTATGG-TTTGGACTGC
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Anexo 7. Continuacién

570 580 590 600 610 620
. L] L] L] L] L]
alamosana 12674 AT-TTGTGGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
alamosana 12418 AT-TTGTGGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
alamosana 2301 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTC-GACCGCGA--
alamosana 3393 AT-TTGTGGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTC-GACCGCGA--
americana 3382 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCAGACA-TT---GCTC-GACCGCGA--
americana 4365 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCAGACA-TT---GCTC-GACCGCGA--
americana 4686 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCAGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
americana 2052 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
americana 22775 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCAGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
americana 11279 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCAGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 2341 AT-TTGTTGAC-RCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGSACA-TT---GCTCGGACCRCGA-—
radicosa 3763 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 3244 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TRG--CACCCATRTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 2567 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGYGGACA-TT---GCTYGGACCGCGA--
radicosa 2212 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TRG--CACCCATRTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 2462 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TGG--CACCCATATACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 5198 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 1708 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TGG--CACCCATGTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCTGACTGCGA-—
radicosa 6465 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAC--CACCCATGTA? ?G-AATCGGACA-TT---GC?C??ACCGCGA--
radicosa 1382 AT-TTGTTGAY-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
radicosa 8353 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
repens 5058 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
repens 4619 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAT--CACCCATGTACCG-AAGCRGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
repens 3031 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAS--CACCCATGTACCG-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA--
repens_3329 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
repens 2994 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCA-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA-—
repens 5042 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
repens 2332 AT-TTGTTGAT-GCC-T--TAG--CACCCATGTACCG-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA--
repens_3381 AT-TTGTTTGATGCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA-—
repens 2450 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
repens 4323 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA--
repens 21232 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA--
repens 24630 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
repens 16738 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
repens 1474a AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCA-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCGA--
repens 9667 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
repens 10027a AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
repens_ 5947 AT-TTGTTGAT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
repens 1669 AT-TTGTTGTT-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCA-AAGTGGACA-TT---GCTTGGACCGCTA--
repens 5322 TA-TTGGTGAT-GCCCT--GAT--CACCCAAGTACCG-AAGCGCTTG-TTGACGCTCGGACTGCGA-~-
repens 4366 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TGG--CACCCATGCACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
williamsii 2353 AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA-—
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williamsii 5333
williamsii 5048
williamsii 977

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone4d
williamsii 4121 clone5
williamsii 4121 cloneé6
williamsii 4121 clone7
williamsii 4121 clone8
williamsii 4121 clone9

williamsii 8149
williamsii 8060
williamsii 15996
williamsii 11868
williamsii 344
williamsii s/n
williamsii 5330
williamsii 5327
williamsii 5332
williamsii 5333

AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCRCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGCACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGCACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGCACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCAA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGCACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAGCACACCCATGTACCG-AAGCGCACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGSACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TGG--CACCCATGTACCG-AAGC-?ACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAC--CACCC?TGT?CCGAAAACTGATATTT---GCTCGGACCACC?-—
AT-TTGTTGAC-?CCCT--TAT--CACCCATGTACCG-AATCG?ACA-TT---G?TCGGACCACGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TAG--CACCCATGTACCG-AAGCGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
AT-TTGTTGAC-GCCCT--TA?--CACCCATGTACCG-AA?CGGACA-TT---GCTCGGACCGCGA--
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ANEXO 8. Alineamiento de las secuencias de la regidén trnT-L-F de los especimenes del complejo Bouteloua repens y grupo externo incluidos en los

andlisis filogenéticos.

Los nucledétidos estan numerados en direccidén 5’-3'.

s=G/C, K=G/T, B=C/G/T, H=A/C/T, Y=C/T, W=A/T, M=A/C, D=A/G/T, V=A/C/G. Los guiones representan gaps.

alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_ 2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa 3244
repens 2994
repens 3031
repens_ 5042
repens 5058
repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii 2353

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone 7
williamsii 4121 clone 9

williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333
juncea 8862
media 2420

megapotamica 3066

nervata 2336

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
L] L]

TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAATTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAATTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCAAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCAAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCAAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCAAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTA--TAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCCACT
TTACATAACTGAAATAATGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAAATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAACTTCTACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCCGTCAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTGGAAATTCTACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCAAAATTTGAAATTCTACT
TTACATAACTGAAATAGTGTAACAAATAGAATTATATATAGGAAATCTGTAAAATGGCAGATCTTAATTATTAATCTTAGTTATTAACTAGTTCCAAATTTGAAATTCTACT

Los polimorfismos estén codificados de la siguiente manera: R=A/G,
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Anexo 8. Continuacidén

alamosana_2301
alamosana_ 3393
alamosana 2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa 3244
repens 2994
repens 3031
repens 5042
repens 5058
repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii 2353

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone_ 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone 7
williamsii 4121 clone_ 9

williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333
juncea_ 8862
media 2420

megapotamica 3066

nervata 2336

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
. L] L] L] L] L] L] L] . . .
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGGGTCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAAAGAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAAAGAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAAAGAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAAAGAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAAAGAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGTGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAAA-GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAAA--GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTTACTATTTTTCAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTGGAATATTCTAAAAAAGTAAGGAAGGGGGG---TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTAAAATTTTGAATATACTAAAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTGAATATTCTAAAAAAGTAAGGAAGGGGGGG--TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
TAGAAAAAAAAA---GAATGAATATCAAACGTTATAGTATAATTTTGAATATTCTAAAAAAGTAAGGAAGGGGGGGG-TCGGGGAGAGAAAAACTTTTGGATGTATTGATTC
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Anexo 8. Continuacidén

alamosana_2301
alamosana 3393
alamosana 2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775

repens 4366

radicosa 2341

radicosa 2462

radicosa 3763

radicosa 3244

repens 2994

repens 3031

repens 5042

repens 5058

repens 2450

repens 3329

repens 4323

williamsii 2353
williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone_ 4
williamsii 4121 clone 5
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williamsii 4121 clone 7
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williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333

juncea_ 8862

media 2420
megapotamica 3066
nervata 2336

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
L]

CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAACGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTATGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTTTGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATTCAATTCTGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACA-GGAATCCAGGTTTCAAA
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATTCAATTCTGAATTGCAATAAACGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACGTCGAATAATGAATTCAAT
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATTCAATTCTGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTGCTAGACTACA-GGAATCCAGGTTTCAAA
CGATTGAATTGCAAATATATCAACGGTAGAATCAATGCAATTCTGAATTGCAATAAGCGGGGTCTCTTGAATAGAGATGAGCTACTAGACTACA-GGAATCCTGGTTTCAAA
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alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_2418
americana 3382
americana 4365
americana 22775

repens 4366

radicosa 2341

radicosa 2462

radicosa 3763

radicosa_ 3244

repens 2994

repens 3031

repens 5042

repens 5058

repens 2450

repens 3329

repens 4323

williamsii 2353
williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone_ 7
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williamsii 5048
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williamsii 5333

juncea 8862

media_ 2420
megapotamica 3066
nervata 2336

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
. Ld L] . L] . L] . L] L] L]
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---------- AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---------- AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---------~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---------~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---—------ AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T-------—-- AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------~-~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T-------=~ ARAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---———--—~ AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------- AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------~~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------=~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------=~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---------- AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T---------- AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------=~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--—------~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--——------ AAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--———---- AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T-------~~ ARAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T-------~~ ARAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------- AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------- AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T-------=~ AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T-------=~ ARAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------- AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------- AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAA-CTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCTG-T--------~~ ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
——————————————————————————————————————————————— G----------AAAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
GATTCAAAAAAAAACTAAGAGATGTAGGAAATTACACAAGGAATCCAGGTTTCAAAGAAAAAAAAAAAAGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
Gmmm ARAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGARATCGGTAGACGCTACGGACTTGA
Gmmm oo AAAAAAAAAGGACAATGGGGATATGGCGAAATCGGTAGACGCTACGGACTTGA

108



Anexo 8. Continuacidén

alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa_ 3244
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repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii_ 2353

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone_ 7
williamsii 4121 clone 9

williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333
juncea 8862
media_ 2420

megapotamica 3066

nervata_23367

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560

L] Ld L] L] L] . L] . L] . L] L]
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGCAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGAAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGTAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGAAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGAAAAAACAA
TTGTATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTGCTAAGTGGTAACTTCCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATGAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCCTTTTTTTGAAAAAACAA
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alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa_ 3244
repens 2994
repens 3031
repens 5042
repens 5058
repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii_ 2353
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570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670
L] Ld L] L] L] . L] L] L] . L]
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAAAGACTCAATGGAAG-TGTTTCTAACGA-TCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAA-CTGTTTCCAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTTCTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GAGGTTCT----CAAG---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GCGGTTCT----CAAA---CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
ATGGTTCTCAAACTAGAAACTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GCGGTTCTCAAA-—-————— CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
GCGGTTCTCAAA-—————— CTAGAACCCAAAGGAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTT-CTAACGAATCGAGGTGTAATTACGTTGTGTTGGTAGTGAAACT
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CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC--—--- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=-—-- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=-——-- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=-—-- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=-—-- TCTAAATTACTAAATTAGAAAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC-=———- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATATATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCTATACCATAATATA
CCC----- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATACATCTAATAACAC--GTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCATAGAACCCATACCATAATATA
CCCTCTCCTCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATACATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCCATACCATAATATA
CCC————- TCTAAATTAATAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATACATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCCATACCATAATATA
CC-—=-—-—- TCTAAATTACTAAATTAGAGAAAGAAGGGCTTTATACATCTAATA-CACACGTATAGATACTGACATAGCAAACGATTAATCACAGAACCCATACCATAATATG
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GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCCTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTATTCGAATATTGAGT
GATTCCTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTATTCGAATATTGAGT
GATTCCTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTATTCGAATATTGAGT
GATTCCTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATCGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTTTGAAATAGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTATGAAATAGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTATGAAATAGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTATGAAATAGAAAATTAGAAAATTTCGAATTTTTTTACAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
GATTCTTTATTTATTTTTTAGAATGAAATTAGGAATGATTATGAAATAGAAAATTAGAAAATTCCGAATTTTTTTAGAATTATTGTGAATCCATTCTACTCGAATATTGAGT
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AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTTATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATACGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGTTGACAATAATGAAATTTC
AATAAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGATGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
AATCAAATCCTTCAATTCATTGTATTTGAAATCTATTAAAAATAGGATTAATCGGACGAGAATAAAGAGAGAGTCCCATTCTACATGTCAATGCTGACAATAATGAAATTTC
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TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTATTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTATTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCCC-TTTATTCCCTAACCATAGTATTTATTCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATGA
TAGTAAAAGGAAAATCCGTCGACTTTATAAGTCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAACCCTCCTTTATTCCCTAACCATAGTATTTATCCTCTTTTCTTTTTTATCA
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Anexo 8. Continuacidén

alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa_ 3244
repens 2994
repens 3031
repens 5042
repens 5058
repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii_ 2353

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone_ 7
williamsii 4121 clone 9

williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333
juncea 8862
media_ 2420

megapotamica 3066

nervata_23367

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230
L] Ld L] L] L] . L] L] L] . L]

ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGTAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGTAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGTAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTATACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGTTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGTTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGTTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTTTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACACAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATGGATTTCATTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTCTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAATGCAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATAGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTCTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACGCAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATAGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTCTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACGCAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATAAATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
ATGGGTTCAAGATTCATTAGCTTTCTCATTCTACTCTTTCACAAAGGAGTGCAAAGAGAACGCAATAGATCTTATGCTATTCATTAAATAGATTTCTTTTTTATTAGAGTAT
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Anexo 8. Continuacidén

alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa_ 3244
repens 2994
repens 3031
repens 5042
repens 5058
repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii_ 2353

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone_ 7
williamsii 4121 clone 9

williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333
juncea 8862
media_ 2420

megapotamica 3066

nervata_23367

1240 1250 1260

CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-——-—
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-——-—
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-——-—
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAA-————
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATATAA-————

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340

————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG

————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTTGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTTGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTTGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTTGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTTTTT-AAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTTTTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCCCTCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGAG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTATTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG
————— TAAA----TAAGTATTTTTTTAAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCCCCC-TCATTTCCAAATTTGGG

————————— TTTATAAGTATTATT--AAGTAAGCCATTCACAATGCATAGGACTATCTCTCCTCATTTCCAAATTTGGG

CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAATTTAATTAATTAAATTTATAAGTATTATT--AAGTAAGCCATCCACAATGCATAGGACTATCCCCCCTCATTTCCAAATTTGGG
CCGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAATTTA--TAA-——————————— GTATTATT--AAGTAAGCCATCCACAATGCATAGGACTATCCCCCCTCATTTCCTAATTTTGG
CTGCAAAGAATCTCAATTATTAATTAAATTTA--TAA-——————————— GTATTATT--AAGTAAGCCATCCACAATGCATAGGACTATCCCCCCTCATTTCCAAATTTTGG

116



Anexo 8. Continuacidén

alamosana 2301
alamosana 3393
alamosana_2418
americana_ 3382
americana 4365
americana 22775
repens 4366
radicosa 2341
radicosa 2462
radicosa 3763
radicosa_ 3244
repens 2994
repens 3031
repens 5042
repens 5058
repens 2450
repens 3329
repens 4323
williamsii_ 2353

williamsii 4121 clonesl 3
williamsii 4121 clone 4
williamsii 4121 clone 5
williamsii 4121 clone 6
williamsii 4121 clone_ 7
williamsii 4121 clone 9

williamsii 5048
williamsii 2977
williamsii 5333
juncea 8862
media_ 2420

megapotamica 3066

nervata_23367

1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420

L] . L] L] L] . L] .
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
GGTGGAATACTTTATTGATTTTTTTAGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTTTAGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAATG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG

G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAG----AAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAG----AAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTTTAGTCCCTTTAATT-GACATAG----AAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATTTGACATAG----AAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAG----AAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAG

G-TGGAATACTTTATTGA?TTTTTTAGTCCCTTTAATT-GACATAG----AAATACTCTACTAKGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAG----AAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG

G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TAGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-CGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATTGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
G-TGGAATACTTTATGGATTTTTT-AGTCCCTTTAATT-GACATAGATGCAAATACTCTACTAGGATGATGCACAAGAAAGG
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