C iencia 8 6
Nlcolalta

Ciencia Nicolaita 86

Universidad
Michoacana
de San Nicolas
de Hidalgo

ISSN: 2007-7068

Evaluacion bioinformatica de datos Hyb-Seq para tres es-
pecies de Salvia subgénero Calosphace (Lamiaceae)

Bioinformatic evaluation of Hyb-Seq data for three
species of Salvia subgenus Calosphace (Lamiaceae)

Daniel Simbrén Romero, Carlos Alonso Maya Lastra y Sabina I. Lara Cabrera.”

Para citar este articulo: Daniel Simbrén Romero, Carlos Alonso Maya Lastra y Sabina I. Lara Cabrera”, 2022. Evaluacién
bioinformatica de datos Hyb-Seq para tres especies de Salvia subgénero Calosphace (Lamiaceae). Ciencia Nicolaita no. 86,
69-83. DOI: https://doi.org/10.35830/cn.vi86.689

Historial del articulo:
Recibido: 30 de agosto de 2022
Aceptado: 5 de noviembre de 2022

Publicado en linea: diciembre de 2022
Ver material suplementario

Correspondencia de autor: sabina.lara@umich.mx

® ® ®

Términos y condiciones de uso: https://www.cic.cn.umich.mx/cn/about/privacy

®

Envie su manuscrito a esta revista: https://www.cic.cn.umich.mx/cn/about/submissions

69



Ciencia Nicolaita No. 86, diciembre de 2022 DOI: https://doi.org/10.35830/cn.vi86.689

Evaluacién bioinformatica de datos Hyb-Seq para tres
especies de Salvia subgénero Calosphace (Lamiaceae)

Bioinformatic evaluation of Hyb-Seq data for three
species of Salvia subgenus Calosphace (Lamiaceae)

Daniel Simbrén Romero,* Carlos Alonso Maya Lastra? y Sabina I. Lara Cabrera.'”

!Facultad de Biologia, Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, México.
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Resumen

El subgénero Calosphace es el mas diverso del género Salvia; su distribucién abarca el continente
americano, siendo México y Centroamérica las regiones de mayor diversidad. Estudios filogenéticos
del grupo con secuenciacién Sanger para marcadores de nucleo y cloroplasto, han resuelto las rela-
ciones profundas para Salvia; sin embargo, en las relaciones superficiales, frecuentemente se ob-
servan politomias. Con los avances tecnolégicos e informaticos, se han desarrollado técnicas de se-
cuenciacidon masiva (NGS del inglés Next Generation Sequencing) que, al aplicarlas para inferencias
filogenéticas, han resultado en filogenias mas robustas a niveles superficiales. En este estudio se
analizaron 30 especies del subgénero Calosphace con el protocolo NGS Hyb-Seq para poner a prueba
la monofilia de tres especies representadas por dos muestras cada una de distinta procedencia y
determinar su posicion filogenética. Se amplificaron 98 genes nucleares y con el pipeline HybPhylo-
Maker se generd el mapeo, alineamiento y filtrado de los genes amplificados. Finalmente, se cons-
truyeron arboles de genes y arboles de especies con FastTree y ASTRAL, respectivamente. La infe-
rencia filogenética resuelve cinco clados principales, dos de los cuales son coincidentes a secciones
sensu Epling. De las tres especies en las que se evalla su monofilia, S. hispanica y S. purpurea se
recuperan como monofiléticas, con altos valores de probabilidad posterior local; sin embargo, S.
polystachia muestra no ser monofilética. Adicionalmente, se muestran dos alineamientos MAUVE
con pocos reordenamientos en los pares de muestras de S. hispanica y S. purpurea y reacomodos
importantes para el par de S. polystachia. Datos obtenidos con Hyb-seq, pueden ayudar a resolver
relaciones filogenéticas en niveles superficiales de la filogenia de Salvia y, a su vez, nos permite
identificar qué especies requieren de otros estudios complementarios para esclarecer sus relaciones
evolutivas.

Palabras clave: filogenia, secuenciaciéon masiva, ASTRAL, Calosphace
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Abstract

Salvia subgenus Calosphace is the most diverse of the five subgenera. Of wide distribution in Amer-
ica, being Mexico and Central America the most diverse areas. Phylogenetic studies utilizing Sanger
sequencing for both nuclear and chloroplast markers, have solved the deep relationships but shallow
relationships generally remain unsolved with politomies. Recent technological and bioinformatic ad-
vances resulted in Next Generation Sequencing (NGS) which when applied to phylogenetic inferences
result in robust hypotheses at shallow levels. Here we evaluate 30 species in Calosphace through next
gen Hyb-Seq to assess monophyly of three species' with two samples each from distinct provenances
and define their phylogenetic position. 98 nuclear genes were amplified, mapping, alignment and gene
filtering were performed in HybPhyloMaker pipeline. Gene trees and species trees were built in
FastTree y ASTRAL respectively. Five main clades are resolved, two of which agree to sections sensu
Epling. Salvia hispanica y S. purpurea are both monophyletic species with high local posterior probabil-
ity, however S. polystachia is not. Additionally, two MAUVE analyses were performed, few rearrange-
ments are shown between S. hispanica and S. purpurea paired samples, non the less important rear-
rangements are shown for S. polystachia. Hyb-seq data aid in solving phylogenetic relationships at shal-
low level in Salvia phylogeny, and allows us to identify species which need to be subjected to additional
and more thorough analyses to better clarify species relationships.

Key words: Phylogeny, High throughput sequencing, ASTRAL, Calosphace

Introduccion 1977) fue el método predominante hasta mediados
de los afios 2000 (Barrett et al., 2016), con este mé-
todo se obtienen secuencias de 500 a 3 000 pares de
bases (pb) y han permitido resolver relaciones filoge-
néticas profundas, principalmente en niveles superio-
res en la jerarquia clasificatoria, como orden, familia,
géneros, e incluso a nivel de especies; sin embargo, en
muchos casos, no resuelve y provee baja resolucion
para niveles superficiales, particularmente en grupos
de radiacién evolutiva reciente (Saarela et al., 2015).
Este ha sido el caso del subgénero Calosphace,
donde se resolvieron muchas relaciones filogenéticas
profundas; sin embargo, las relaciones superficiales
no fueron totalmente resueltas (Fragoso-Martinez et
al., 2018; Jenks et al., 2013; Walker, 2006), particular-
mente en el llamado “nucleo Calosphace” (Walker,
2006) donde se encuentra la mayoria de las especies
del subgénero y las de mayor plasticidad fenotipica.
El avance tecnoldgico y bioinformatico ha permi-
tido el desarrollo de nuevos métodos y protocolos que
revolucionan las ciencias bioldgicas (Barrett et al.,
2016) mediante una serie de técnicas de secuencia-
cién de nueva generacidn, permitiendo obtener lectu-
ras de secuencias, abarcando gran parte de genomas,
e incluso genomas completos (Barrett et al., 2016).
Conforme se van optimizando los protocolos en gru-
pos modelo como Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, se

El género Salvia L. es uno de los mas diversos en el
mundo (Mabberly, 1997), contando con cerca de
1,000 especies y una distribucion casi global (Drew et
al., 2017). Salvia pertenece a la familia Lamiaceae y se
clasifica en cinco subgéneros: Audibertia (Benth.)
Epling ex. Walker, Calosphace (Benth.) Epling, Leonia
Benth, Salvia y Sclarea Benth. (Will y Classen-Bo-
ckhoff, 2017). Calosphace es el subgénero mas diverso
de Salvia (Epling, 1939) con aproximadamente 600 es-
pecies distribuidas en América, siendo México la zona
de mayor diversidad con 295 especies (Gonzalez-
Gallegos et al., 2020).

La sistematica y clasificacidn de los seres vivos, ha
ido cambiando a lo largo del tiempo, habiendo domi-
nado por muchas décadas el estudio de la morfologia,
anatomia, quimica y distribucién (Montero-Castro et
al., 2016). Para Calosphace, la revisidon taxonémica
mas completa es la de Epling (1939) y subsecuentes
contribuciones (Epling 1939, 1940, 1941, 1944, 1947,
1951; Epling y Mathias 1957; Epling y Jativa 1963,
1966), resultando en 102 secciones, clasificadas con
base en caracteres morfoldgicos del cuerpo vegeta-
tivo, reproductivo y la distribucidn geogréfica.

Las ultimas cuatro décadas han visto un cambio
significativo en cdmo se hace sistematica y qué fuen-
tes de evidencia se emplean para proponer relaciones
filogenéticas. La secuenciacion Sanger (Sanger et al.,
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empiezan a emplear en organismos no-modelo, per-
mitiendo abordar preguntas evolutivas complejas
como eventos de poliploidia, hibridacién, introgresién
y coalescencia estocastica (Brassac y Blattner, 2015;
Eriksson et al., 2018; Uribe-Convers et al., 2016).

A la fecha, se han reportado cinco estudios de NGS
en Calosphace, dos con el protocolo de Enriqueci-
miento Hibrido Anclado o AHE, por sus siglas en inglés
(Lemmon et al., 2012), donde obtuvieron propuestas
filogenéticas robustas con altos valores de soporte
(Fragoso-Martinez et al., 2017; Kriebel et al., 2019).
También se reporta el protocolo Hyb-Seq (Weitemier
et al., 2014), con muestreo del genoma de cloroplasto
y cistrones ribosomales para tres secciones sensu
Epling cercanas filogenéticamente (Olvera-Mendoza
et al., 2020) y para 98 genes nucleares en 75 especies
(Lara-Cabrera et al., 2021; Pérez-Garcia, 2019).

Hyb-Seq es un protocolo que amplifica selectiva-
mente regiones exdnicas con base en el diseio de son-
das especificas. En este estudio, se evaluan los pro-
ductos de Hyb-Seq para 33 muestras de Calosphace
pertenecientes a un clado monofilético (Lara-Cabrera
et al., 2021; Pérez-Garcia, 2019), con el propésito de
evaluar la monofilia de tres especies interesantes y
utiles.

De las tres especies, la mas famosa es Salvia hispa-
nica L., la chia que tiene cerca de 5 000 afios de ha-
berse domesticado, llegando a tener gran importancia
para las culturas precolombinas que la utilizaban
como pseudocereal, para extraccién de aceite y en
herbolaria (Sosa-Baldivia et al., 2018). Salvia polysta-
chia Ort. es una especie con extensa distribucion en
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Mesoamérica y de alta plasticidad fenotipica, lo que
ocasionalmente hace dificil su identificacidn, posee
compuestos quimicos utiles con potencial médico
(Maldonado y Ortega 2000; Calzada et al., 2010), ade-
mas, en propuestas filogenéticas (Walker, 2006) se ha
observado que no es monofilética. Finalmente, Salvia
purpurea Cav. es una especie muy llamativa que co-
mienza a utilizarse en horticultura que, ademas, como
S. polystachia, posee elementos quimicos valiosos con
potencial médico (Cuevas-Morales et al., 2022; Ve-
lazco-Lezama et al., 2021) (Figura 1).

Metodologia

Se muestrearon 30 especies de Salvia subgénero
Calosphace en un clado monofilético (Lara-Cabrera et
al., 2021; Pérez-Garcia, 2019) con Salvia leucantha
Cav. como grupo externo con base en ambas filoge-
nias y tres especies representadas por dos muestras
provenientes de localidades distintas, S. hispanica
[85] de Oaxaca (Tenorio, P & Dieringer, D. 10685. Mé-
xico, Oaxaca, Teotitlan de Flores Magdn, Cerro Verde,
23 Km al NE de Teotitlan, carr. Teotitldn-Huautla.
12/10/1985) y S. hispanica [19] de Guerrero (Gonzd-
lez, s.n. México. Guerrero. Mpio. Leonardo Bravo. La
Laguna, 6 km adelante del poblado. 17°43" 54”N,
99°44'40”W, 1997), S. polystachia [163] de Morelos
(Lara-Cabrera, S. 163. México. Morelos, 5 km al S de
Tetela del Volcan camino a Temoac. 18° 50’ 55”’N, 98°
44’ 16"’ W, 2030m. 11/15/2009), y S. polystachia [065]
de Michoacan (Bedolla-Garcia, B. 65. México. Michoa-

o

Figura 1. De izquierda a derecha. Salvia hispanica (Foto: Yocupitzia Ramirez), Salvia polystachia
(Foto: S.I. Lara-Cabrera) y Salvia purpurea (Foto: S.1. Lara-Cabrera).
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can. En los alrededores de Tlalpujahua. Mpio. Tlalpu-
jahua. 19° 48 05” N 100° 11’ 40” W, 2633m.
11/14/2009) y S. purpurea [103] de Chiapas (Bedolla-
Garcia, B. 103. México. Chiapas. A las afueras de Silte-
pec. Mpio. Siltepec. 15° 26" 57”N, 92° 15’ 58"W.
2874m. 12/28/2009) y S. purpurea [156] de Morelos
(Lara-Cabrera, S. 156. México. Morelos. Carretera Te-
poztlan San Juan Tlacotenco, 19°.00.08N; 99°.06.99W.
10/31/2009). Las condiciones de extraccién, disefio de
sondas, amplificacién y procesamiento de Hyb-seq, se
pueden consultar en Lara-Cabrera y colaboradores
(2021).

El procesamiento y analisis de las secuencias se
realizé usando distintos programas incluidos en el pi-
peline HybPhyloMaker v.1.6.4 (Fér y Schmickl, 2018),
como se menciona a continuacion. Con base en los 98
genes amplificados con las sondas, se generé la pseu-
doreferencia (alineamiento de secuencias de las son-
das disefadas para amplificar los genes deseados),
contra la que se mapearon las lecturas (Lara-Cabrera
et al., 2021) y se eliminaron los duplicados en las se-
cuencias usando BWA (Li y Durbin, 2009). Las secuen-
cias se separaron con base en la pseudoreferencia en
genes nucleares independientes y se utilizd6 MAFFT
v.7.429 (Katoh y Standley, 2013) para alinearlos. Para
la reconstruccion filogenética de los drboles de genes
se utilizo FastTree-2.1.11 (Price et al., 2010). Estos ar-
boles de genes fueron usados para reconstruir el arbol
de especies en ASTRAL 5.6.3 (Mirarab et al., 2014). Los
nodos con valores de soporte inferior al 70 % de pro-
babilidad posterior local, fueron colapsados. Final-
mente, el arbol fue editado en TreeGraph (Stover y
Miller, 2010) y Photoshop (Adobe Inc. 2019).

Con base en el arbol de especies, se seleccionaron
dos clados para realizar analisis de MAUVE (Darling et
al., 2004) y evaluar si hay reacomodos gendmicos en-
tre las tres especies representadas por dos muestras
usando la opcidn Progessive MAUVE con los valores
predeterminados del programa. Los alineamientos ge-
némicos MAUVE se han utilizado para alinear geno-
mas completos de mitocondria (Lee et al., 2019), clo-
roplasto (Wang et al., 2016) y nucleo (ADN ribosomal)
(Olvera-Mendoza et al., 2019; Hegarthy et al., 2019)
por mencionar algunos, para comparar las anotacio-
nes a nivel genes y determinar si hay homologia y
reacomodos, ya sean en orden u orientacién de genes
entre varios genomas (Armstrong et al., 2018).
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Resultados

El mapeo en BWA presentd promedio de lecturas
de 1,614,216 pares de bases (pb), en un rango de
300,000 a 3,000,000 pb; este amplio intervalo de lon-
gitud de las lecturas apunta a baja homogeneidad en
el mapeo y/o captura de las sondas (Tabla. 1). En el
caso de especies con dos muestras, se obtuvieron di-
ferencias en longitud de lecturas pareadas de 841,172
pb en el par S. hispanica; 1,123,299 pb en el par S.
polystachia; y 1,826,728 pb en el par S. purpurea.

Se alinearon 96 genes en MAFFT (Apéndice A), con
promedio de longitud de secuencia de 1,237.21 pb e
intervalo de 154 pb - 3,322 pb. De los 98 genes ampli-
ficados, se tuvieron que quitar dos de analisis subse-
cuentes al no presentarse en S. leucantha.

El arbol filogenético de especies (Figura 2) pre-
senta 5 clados bien definidos, con altos valores de pro-
babilidad posterior local, incluyendo a las secciones
Curtiflorae y Lavanduloidae sensu Epling y otros 3 cla-
dos con especies clasificadas en distintas secciones.
Las muestras pareadas de S. hispanica y S. purpurea,
se observan como monofiléticas y con altos valores de
probabilidad posterior local, pero S. polystachia no se
recupera como especie monofilética.

El primer analisis de MAUVE incluye parte del clado
D, con probabilidad posterior local de 0.97 con Salvia
rhyacophila (Fernald) Epling como especie hermana
de S. hispanica, este alineamiento presenta un solo
reordenamiento y diferencia en longitud del alinea-
miento de ca. 30,000 pb. (Figura 3). El segundo analisis
MAUVE incluye los clados E2.2.1. y E2.2.2; presenta
importantes diferencias en longitud y reordenamien-
tos, particularmente en los primeros 50,000 pb, sobre
todo en S. polystachia [065]; menos reordenamientos
entre S. polystachia [163] y S. purpurea [156] y mas
entre S. polystachia [065] y S. tiliifolia (Figura 4)
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Tabla 1
Resultado del mapeo con BWA para las 33 muestras analizadas, indicando el porcentaje de lecturas pareadas, numero de
lecturas y lecturas pareadas. Se resaltan las muestras con mayor y menor cantidad de lecturas.

Especies Porcentaje de lectu- Numero de lecturas | Numero de lecturas
ras mapeadas mapeadas pareadas
Salvia areolata Epling 40.333 1,762,389 2,104,618
Salvia brachyodonta Briq. 36.357 1,551,950 2,031,227
Salvia chiapensis Fernald 31.296 648,248 983,441
Salvia connivens Epling 40.962 1,588,767 1,687,323
Salvia curtiflora Epling 40.846 1,956,676 2,097,640
Salvia curviflora Benth 29.565 436,539 572,554
Salvia decora Epling 33.85 737,425 861,407
Salvia farinacea Benth. 34.679 1,510,414 1,923,431
Salvia filipes Benth. 38.018 2,066,606 2,384,762
Salvia greggii A. Gray 36.604 1,715,118 2,060,304
Salvia helianthemifolia Benth. 42.39 2,241,950 2,331,029
Salvia tiliifolia Vahl. 33.45 1,201,132 1,687,650
Salvia hispanica L. [19] 35.147 889,091 1,175,011
Salvia hispanica L. [85] 31.226 271,532 333,839
Salvia iodantha Fernald 42.859 1,706,012 1,734,365
Salvia lavanduloides Kunth 30.813 969,661 1,359,272
Salvia leucantha Cav. 42.081 2,815,039 2,946,595
Salvia longispicata M.Martens & Galeotti 26.9 569,094 860,396
Salvia longistyla Benth. 38.947 2,108,733 2,383,302
Salvia mexicana L. 41.206 1,957,267 2,077,869
Salvia nervata M.Martens & Galeotti 35.551 1,100,385 1,297,246
Salvia occidua Epling 26.673 457,891 735,646
Salvia perblanda Epling 38.548 1,027,185 1,124,198
Salvia plurispicata Epling 42.149 1,759,249 1,785,830
Salvia polystachia Ort. [065] 39.443 1,488,092 1,613,417
Salvia polystachia Ort. [163] 42.878 2,701,015 2,736,716
Salvia purepecha Bedolla & Lara Cabrera 30.374 938,863 1,237,170
Salvia purpurea Cav. [103] 37.429 1,532,314 1,741,100
Salvia purpurea Cav. [156] 41.367 1,861,188 1,912,355
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Especies Porcentaje de lectu- Numero de lecturas | Numero de lecturas
ras mapeadas mapeadas pareadas

Salvia rhyacophila (Fernald) Epling 26.986 290,255 488,674

Salvia roscida Fernald 23.372 427,666 711,865

Salvia tiliifolia VVahl. 35.046 1,653,494 2,033,111

Salvia tonaticensis Ramamoorthy ex Lara Ca- 38.012 1,972,024 2,255,818

brera, Bedolla & Zamudio

Salvia leucantha (Albolanatae) ‘ Grupo externo
Salvia roscida (Angulatae)
1 Salvia longispicata (Angulatae) Clado A

Salvia greggii (Flocculosae)
Salvia tiliifolia [5] (Angulatae)

098 — Salvia curtiflora (Curtiflorae)
u "‘C Salvia longistyla (Curtiflorae) Secc. Curtiflorae (Clado B)
Salvia nervata (Curtiflorae) d
1 — Salvia helianthemifolia (Lavanduloideae)

L Salvia lavanduloides (Lavanduloideae) ‘ Secc. Lavanduloideae (Clado C)

Salvia farinacea (Farinaceae)
[: Salvia connivens (Polystachyae)
Salvia mexicana (Briquetia)
097(— Salvia rhyacophila (Angulatae)
_E Salvia hispanica [85] (Potiles)
Salvia hispanica [19] (Potiles)
Salvia occidua (Scorodoniae)

1 [: Salvia areolata (Purpureae) ] E1
Salvia chiapensis (Maxonia)
1 [: Salvia decora (Polystachyae) E2.1
09 Salvia perblanda (Polystachyae) | [
Salvia tonaticensis (Polystachyae)
Salvia filipes (Polystachyae)

0g|_097 _—Salvia tilifolia (15] (Angulatae)
- Salvia polystachia [065) (Polystachyae)

Clado D

_ R Clado E

m
N
(%)

0.81

E2

_C Salvia purpurea [156) (Purpureae) E2.2.2
Salvia purpurea [103] (Purpureae)
Salvia brachyodonta (Polystachyae)
Salvia curviflora (Purpureae)

084 Salvia iodantha (lodanthae)

Salvia purepecha (Polystachyae)

Salvia plurispicata (Polystachyae)

E23

Figura 2. Arbol de especies reconstruido en ASTRAL. Los diferentes clados estan indicados con corchetes de distintos
colores. Los valores numéricos sobre las ramas del arbol sefialan los valores de probabilidad posterior local.
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Discusién

El arbol de especies de ASTRAL, con base en 96 ge-
nes nucleares, esta bien resuelto al mantener las sec-
ciones sensu Epling Curtiflorae y Lavaduloideae y con
clados soportados por altos valores de probabilidad
posterior local y un clado con integrantes principal-
mente de las secciones Polystachyae y Purpureae. Sin
embargo, al representar este un muestreo pequefio,
comparado con la cantidad de especies ubicadas en el
“nucleo Calosphace”, creemos que en futuros analisis
serd beneficioso que se incorporen otras especies a
estos clados.

En este estudio, hacemos un primer acercamiento
para determinar la monofilia de tres especies repre-
sentadas por dos individuos procedentes de poblacio-
nes geograficamente distantes; si bien se trata de un
muestreo representativo de los rangos de distribu-
cion, es la primera vez que se hace datos NGS, mos-
trando que la técnica empleada es robusta y amena
para utilizarse en muestreo mas amplios para deter-
minar la monofilia de especies. Confirmamos la mono-
filia de S. hispanica y S. purpurea, concordando con
estudios previos (Lara-Cabrera et al., 2021; Pérez-
Garcia, 2019). S. hispanica, se considera hoy en dia un
superalimento (Sosa-Baldivia et al., 2018), por lo que
determinar sus relaciones filogenéticas, monofilia y
grupos hermanos, es de relevancia para futuros es-
fuerzos de mejoramiento genético, siendo S. rhyacop-
hila de la secciéon Angulatae su especie hermana. La
estrecha relacidn entre las especies S. polystachia y S.
purpurea, fue observada desde el estudio de Walker
(2006) y recuperada también en el estudio de Jenks y
colaboradores (2013). Por su parte, en este estudio,
nuevamente se presenta la cercania filogenética entre
estas dos especies, con una de las muestras de S.
polystachia perteneciendo al grupo hermano de las S.
purpurea. Salvia polystachia no se muestra como mo-
nofilética, pero S. purpurea es monofiléticay hermana
de la primera.

Las relaciones inferidas en el arbol ASTRAL de es-
pecies, adicionalmente se correlacionan con los ali-
neamientos en MAUVE para las tres especies repre-
sentadas por dos muestras. Estudios de alineamientos
gendmicos por MAUVE, buscan nucleétidos homélo-
gos entre dos o0 mds genomas, pero en el caso de es-
pecies cercanamente relacionadas, han presentado
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problemas para distinguir mutaciones locales (inser-
cion-delecion) de mutaciones a mayor escala (ganan-
cia y pérdida de segmentos genédmicos grandes pro-
ducto de eventos de recombinacidn). Aqui utilizamos
progressive MAUVE que mejora las comparaciones
gendmicas entre muestras de especies cercanamente
emparentadas, que pudieron pasar por eventos de re-
combinacidn, reacomodos, duplicacién de segmen-
tos, asi como por pérdida y ganancia de regiones (Dar-
ling et al., 2019). Los pocos reacomodos gendmicos
para las muestras de las dos especies monofiléticas y
extensos reacomodos en S. polystachia y su cercana
relacion con S. purpurea, indican que en S. polystachia
pueden haber ocurrido eventos de recombinacion
complejos, probablemente involucradas otras espe-
cies de Salvia y que se requerira utilizar de otras he-
rramientas, como estudios filogeograficos para definir
una S. polystachia monofilética.

Los resultados aqui obtenidos, demuestran que el
protocolo Hyb-Seq es una buena opcidon para analisis
filogenéticos, al proveer resolucién de clados a nivel
profundo y superficial en la mayoria de los casos, dada
la gran cantidad de datos obtenidos, observdndose al-
tos valores de soporte; asimismo, se recuperan S. his-
panicay S. purpurea como especies monofiléticas. Sin
embargo, S. polystachia no es monofilética, por lo que
Hyb-Seq también ayuda a identificar especies de rela-
ciones complejas dentro del “nucleo Calosphace” que,
por lo tanto, deberan seguir siendo estudiadas.
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Longitud del alineamiento de 96 genes anotados en referencia a Arabidopsis thaliana (AT) para los cinco cromosomas

de la especie, indicando el numero de muestras que se amplificaron con las sondas disefiadas para el gen; longitud del

alineamiento, nimero de sitios variables y sitios parsimoniosamente informativos, ademas, porcentaje de bases AT y GC.

En rojo se indican los dos genes que se eliminaron de los analisis subsecuentes por carecer de S. leucantha.

taxa miento (pb) variables niosa Timina Citosina
AT1G05120 33 2700 179 106 57.6 42.4
AT1G05350 33 154 9 2 61.3 38.7
AT1G07010 33 1075 60 27 54.4 45.6
AT1G14300 33 815 53 22 56.9 431
AT1G14810 33 651 61 45 449 55.1
AT1G16970 33 1935 85 34 58.1 41.9
AT1G28340 33 1538 138 85 55.2 44 .8
AT1G43860 33 849 51 33 58.5 415
AT1G51940 33 1980 174 84 53.7 46.3
AT1G53280 33 1087 124 66 50.8 49.2
AT1G62750 33 2129 109 42 541 45.9
AT1G64550 33 1439 89 51 53.6 46.4
AT2G04305 25 1359 132 85 51.8 48.2
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Longitud

Locus # de alinea- # d_e sitios S_it'ios de !nforr_na- % A_denina - % Gu_anina -
taxa miento (pb) variables cién parsimoniosa | Timina Citosina

AT2G15230 33 584 29 14 57 43
AT2G18710 33 1292 112 67 56.3 43.7
AT2G19940 33 357 39 19 55.2 44.8
AT2G36895 33 738 50 22 49 51
AT2G37500 33 447 43 24 55.2 44.8
AT3G01720 33 2508 175 104 55.1 44.9
AT3G04260 33 2749 183 89 56.2 43.8
AT3G04480 32 2236 94 32 59.7 40.3
AT3G05350 33 1338 109 52 58.7 41.3
AT3G09180 33 727 27 11 45.9 54.1
AT3G10230 27 1402 117 62 51.6 48.4
AT3G11830 33 1683 132 72 56.6 43.4
AT3G12290 33 908 85 43 53.2 46.8
AT3G17040 33 1860 166 78 52.7 47.3
AT3G17810 33 1149 122 85 51.3 48.7
AT3G17940 33 1090 120 68 53.1 46.9
AT3G20790 33 392 59 33 51.7 48.3
AT3G22590 33 1148 73 33 471 52.9
AT3G23620 33 957 78 54 56.8 43.2
AT3G25660 33 1958 124 72 53.3 46.7
AT3G25900 32 1001 67 34 51.7 48.3
AT3G27530 33 2756 167 76 55.9 441
AT3G29010 33 874 43 19 59 41
AT3G43540 31 1064 63 30 52.2 47.8
AT3G45300 33 951 48 24 55.4 44.6
AT3G47610 33 1093 94 47 52.8 47.2
AT3G51050 33 1655 151 102 51.8 48.2
AT3G52190 33 795 78 49 58.2 41.8
AT3G52640 33 2072 138 59 56.8 43.2
AT3G55070 33 1091 112 72 55.1 44.9
AT3G55260 33 1686 158 80 53.3 46.7
AT3G55500 27 383 36 22 343 65.7
AT3G56460 33 1111 134 76 494 50.6
AT3G57790 33 1503 106 55 51.2 48.8
AT3G58460 33 175 13 6 50.6 49.4
AT3G58690 33 1191 105 51 47.3 52.7
AT3G59040 33 1798 116 59 54.8 452
AT3G59380 33 1065 94 51 52.2 47.8
AT3G60830 33 1088 88 55 55.3 44.7
AT3G60850 33 1975 233 146 52.2 47.8
AT3G66658 33 1230 92 52 54.9 451
AT4G00090 33 645 61 27 55.4 44.6
AT4G00740 33 1324 147 94 52.1 47.9
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Longitud

Locus # de alinea- # d_e sitios S_it'ios de !nforr_na- % A_denina - % Gu_anina -
taxa miento (pb) variables cién parsimoniosa | Timina Citosina

AT4G01880 28 1411 70 19 56.3 43.7
AT4G02990 33 1573 240 131 54.8 452
AT4G09750 33 969 64 23 471 52.9
AT4G19490 33 3322 234 107 53.1 46.9
AT4G19860 33 907 82 49 53.2 46.8
AT4G20130 33 1795 175 73 55.4 44.6
AT4G29490 33 590 48 26 59.3 40.7
AT4G29830 33 1037 72 22 40.5 59.5
AT4G30310 33 1077 78 38 54.8 45.2
AT4G30510 33 1161 50 24 59 41
AT4G31990 33 960 73 34 55.4 44.6
AT4G35850 33 510 45 20 55.5 445
AT4G35870 33 2625 244 138 52.5 47.5
AT4G37040 33 575 44 23 53.2 46.8
AT4G38460 33 1085 84 34 44.9 55.1
AT5G04420 33 606 48 24 56.7 43.3
AT5G05200 33 1079 92 39 56.3 43.7
AT5G05660 33 2581 261 129 46.1 53.9
AT5G08100 31 774 36 16 46.3 53.7
AT5G08170 33 527 54 39 55.7 44.3
AT5G09860 33 272 17 11 60.6 394
AT5G13030 33 1408 98 39 55.5 445
AT5G13520 33 2064 189 110 47.9 52.1
AT5G13650 33 1309 107 60 56.3 43.7
AT5G14250 33 832 71 35 53.8 46.2
AT5G14720 33 2025 90 37 56.3 43.7
AT5G17530 33 578 48 24 56.5 43.5
AT5G18070 33 1679 209 132 55.2 44.8
AT5G30510 33 704 53 30 53.4 46.6
AT5G42310 33 1494 138 83 50.1 49.9
AT5G42480 33 1051 136 84 53.6 46.4
AT5G43600 33 575 76 53 54 46
AT5G50390 33 1900 141 76 571 42.9
AT5G56580 33 1062 57 28 57.9 421
AT5G57030 33 855 91 51 57.2 42.8
AT5G57655 33 809 60 30 55.5 445
AT5G61530 33 1133 72 37 54.5 455
AT5G62530 32 352 47 27 56.2 43.8
AT5G63610 33 1418 89 46 541 45.9
AT5G63890 33 541 48 17 54.6 454
AT5G64370 33 1004 134 88 53.8 46.2
AT5G65720 33 1258 142 81 47.4 52.6
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