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CARACTERIZACION I\/IORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
COLECCIONES DE ALGODON (Gossypium hirsutum L.) DE LA
REGION CANADA DEL ESTADO DE OAXACA

RESUMEN GENERAL

El algodon es un producto comercial importante por sus usos diversos en la
industria agroalimentaria, siendo ampliamente cultivado en todo el mundo.
México es considerado centro de origen y de diversidad genética de Gossypium
hirsutum L., y representa un recurso fitogenético vegetal con un alto valor real y
potencial para su inclusion en programas de mejoramiento genético. El primer
paso en esta direccién es el estudio de la disponibilidad de variabilidad genética
dentro de la especie. Es por ello, que considerando los escasos estudios sobre
diversidad y variabilidad genética existentes en el pais, se propuso un estudio
exploratorio sobre la caracterizacién morfolégica y molecular de Gossypium en
la regidén “Cafiada” del estado de Oaxaca, aun sin explorar. Para el presente
estudio, se consideraron cinco poblaciones con 10 materiales colectados por
cada una. Trece variables morfoldgicas fueron evaluadas. Mientras que para el
analisis molecular se evaluaron 17 y 9 iniciadores ISSR, para la determinacion
de huellas genéticas y el andlisis de diversidad, respectivamente. Los
resultados indicaron que existi® una moderada variabilidad morfolégica,
destacando la presencia de dos colores de fibra, blanca y café. Los 17
iniciadores utilizados en el analisis de huellas genéticas, amplificaron un total de
80 bandas, de las cuales 41 fueron monomorficas y 39 fueron polimorficas, lo
que permitié revelar un 50.04 % promedio de polimorfismo. En el analisis de
diversidad genética dentro de poblaciones se encontré un porcentaje de loci
polimérficos de 78 %, diversidad de Nei de 0.30 e indice de Shannon de 0.44.
El analisis AMOVA determind que el 92 % de la variacion genética se distribuy6
dentro de las poblaciones y el resto (8 %) entre ellas. Se obtuvo un valor de
diferenciacion genética entre las poblaciones Gst de 0.17 y un valor de
individuos migrantes por generacion Ny, de 2.4.

Palabras clave: Gossypium hirsutum L., recursos fitogenéticos, iniciadores,

polimorfismo, diversidad genética.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
COTTON COLLECTIONS (Gossypium hirsutum L.) FROM THE
CANADA REGION OF THE STATE OF OAXACA

GENERAL ABSTRACT

Cotton is an important commercial product due to its different uses in the agri-
food industry, being widely cultivated throughout the world. Mexico is a center of
origin and genetic diversity of Gossypium hirsutum L., and represents a vegetal
phytogenetic resource with a high real value and potential for its inclusion in
breeding programs. The first step in this direction is the study of the availability
of the variability in this species. For this reason, a study on the morphological
and molecular characterization of Gossypium hirsutum in the “Cafiada” region of
the state of Oaxaca, still unexplored, was proposed. For the present study, five
populations with 10 materials collected from each one were considered. Thirteen
morphological variables were evaluated. While for the molecular analysis 17 and
9 ISSR primers were evaluated, for determining the genetic fingerprints and
diversity analysis, respectively. The results showed that there was a moderate
morphological variability highlighting the presence of two colors of fiber, white
and brown. The 17 primers used in the analysis of genetic fingerprints amplified
a total of 80 bands, of which 41 were monomorphic and 39 were polymorphic,
which revealed a polymorphism average of 50.04 %. In the analysis of the
genetic diversity within the populations, it was found a polymorphic loci
percentage of 78 %, the Nei diversity of 0.30 and the Shannon Index of 0.44.
The AMOVA analysis determined that 92 % of the genetic variation was
distributed within the populations and the rest (8 %) among them. A Gsr value of
0.17 and an N, value of 2.4 was obtained.

Key words: Gossypium hirsutum L., phytogenetic resources, primers,
polymorphism, genetic diversity.
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|. INTRODUCCION GENERAL

El conocimiento de la biodiversidad de México es aun incompleto (Luna,
Castafion & Raz, 2011). Los inventarios obtenidos de las colecciones
conformadas de la biota mexicana constituyen una parte imprescindible de las
actividades y los programas de conservacion nacional. Ademas, con una
perspectiva clara de la riqueza bioldgica de nuestro territorio se podra identificar
lo que se esta perdiendo como resultado de las alteraciones ambientales que el
hombre ha generado en las Ultimas décadas; cambio climético, apertura de
areas para siembra de cultivos y la presencia de incendios, entre otros
(Zamorano, 2009; Luna et al., 2011; Sarukhan, Carabias, Koleff & Urquiza,
2012).

La evaluacion, preservacion y conocimiento de la variabilidad genética de las
especies son actividades estratégicas que deben ser incluidas en los planes de
desarrollo agricola, ya que representan un recurso natural de riesgo continuo.
En los casos de las especies vegetales, de las cuales México es centro de
origen, estas actividades requieren atencion especial. Cabe resaltar que estos
recursos genéticos vegetales tienen un valor real y potencial para la agricultura,

la industria y la alimentacién de la poblacion mundial (Pérez et al., 2011).

En este contexto, México es considerado centro de origen y de diversidad
genética de Gossypium hirsutum L., siendo ampliamente cultivado en todo el
mundo. Se trata de uno de los cultivos que mas se producen en el pais.

Ademas, el algodon es reconocido ampliamente debido a su uso extensivo en la



industria textil (Hinze et al., 2017) por su buena calidad de fibra, asi como por
ser una buena fuente de aceite de cocina y alimento para el ganado. Se le
conoce por varios nombres comunes: acala, algodén upland, algodén de fibra
corta, algodon moco y algodén cambodia (Ulloa et al., 2006).

En el territorio nacional se han encontrado varias especies silvestres del género
Gossypium, de las cuales 11 son diploides y una tetraploide (Gossypium
hirsutum) (Ulloa et al., 2006; Feng, Ulloa, Pérez & Stewart, 2011). Todas las
razas de G. hirsutum han sido y son, la fuente primaria de germoplasma con un
amplio reservorio genético para su explotacion. Para el desarrollo de la
produccion algodonera mundial, México representa una referencia necesaria
(Vavilov, 1930).

La busqueda de razas primitivas, cultivadas y formas silvestres iniciales en las
regiones montafiosas del sur de México y las montafias de Guatemala pueden
aportar materiales valiosos para la agricultura. La presencia de algodones
locales Upland primitivos en el sur de México, es muy diversa. Vavilov da
cuenta de ello refiriendo colores de fibra diferentes, hojas pubescentes o
glabras, corola amarilla o crema, distintas formas de hojas, de alta produccién

de fibra, considerablemente precoces, y otros (Vavilov, 1930).

Aunque estas especies silvestres siguen siendo un recurso genético, en gran
parte sin explotar, abundan ejemplos de su inclusion productiva en programas
de mejoramiento genético, los cuales dependen en gran parte de la
disponibilidad de la variabilidad de este género. Una mayor utilizacion de los
muchos parientes silvestres de los algodones cultivados requiere primero que
entendamos su biologia y sus relaciones. Esta comprension surge de una
combinacion de exploracion basica de plantas, investigaciones taxonomicas
detalladas y estudios filogenéticos disefiados para incorporar lo que se conoce
sobre la biologia de las especies en una perspectiva evolutiva (Godoy, Garcia &
Manjarrez, 2002; Wendel, Brubaker & Seelanan, 2010). Esta diversidad
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genética permanece in situ y se encuentra limitada a plantas que crecen de
manera casual en areas de poco uso o como plantas de jardin en casas
ubicadas en las comunidades rurales (Godoy et al., 2002). Sin embargo, son
pocas las personas que las toleran o fomentan en sus patios y jardines
usandolas principalmente como plantas de ornato y medicinales. Aunque la
gente tolera la presencia de las plantas por considerarlas de ornato, no dudan
en eliminarlas cuando se requiere espacio para otras actividades o especies

ornamentales.

La importancia que tiene México a nivel mundial como centro de origen y
diversidad del algodén es de gran relevancia; sin embargo, las investigaciones y
trabajos en materia de recursos genéticos de algodén han sido limitadas por
diversos factores, como la falta de recursos humanos y financieros para
explorar, recolectar y utilizar la diversidad existente de algodon en el pais
(Pérez et al., 2011).

En México, el estado de Oaxaca es una de las 27 entidades en las que se
encuentra el mayor numero de especies silvestres del género Gossypium
distribuidas en sitios especificos (Baez, 2015). Ademas, la Cafada oaxaquefia,
es una region localizada dentro del poligono de la Reserva de la Bidsfera
Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) (UMAFOR, 2010), la cual ofrece una extraordinaria
diversidad, y ha sido reconocida como un sitio de especial importancia en
términos bioldgicos. Hasta antes del presente estudio, no se disponia de

estudios biolégicos sobre Gossypium en tal regiéon de Oaxaca.

Considerando los escasos estudios sobre diversidad y variabilidad genética
existentes en el pais; y sobre todo la limitada informacion y trabajos disponibles
enfocados a la recoleccién y caracterizacion de Gossypium en el estado de
Oaxaca, no obstante que alli se concentra la mayor cantidad de especies

silvestres y semi-domesticadas de algodon (Pérez et al., 2011) y con presencia



en varias regiones, se propuso un estudio exploratorio para la caracterizacion

morfolégica y molecular de Gossypium en la region Cafada, aun sin explorar.

11

Objetivo general

Caracterizar morfolégica y molecularmente accesiones de algodén
(Gossypium hirsutum L.) recolectados en la regién de la Cafada del
estado de Oaxaca, con la finalidad de documentar apropiadamente la

variabilidad genética y morfolégica de ese recurso natural.

1.1.1 Objetivos especificos

1.2

Describir la morfologia de accesiones de algodén (Gossypium hirsutum
L.) de la regidn de la Cafiada de Oaxaca con base en descriptores UPOV
o0 botanicos y asi contribuir al conocimiento de la biologia de este taxon,

mismas que se colectaran in situ.

Describir molecularmente mediante marcadores tipo ISSR la variabilidad
intra e inter poblacional de accesiones de algodon (Gossypium hirsutum
L.) colectadas in situ, a fin de conocer la diversidad genética presente en

materiales de la region de la Caflada de Oaxaca.

Hipotesis General

Existe una alta variabilidad morfolégica y molecular de Gossypium hirsutum L.

dentro las poblaciones presentes en la regién Cafiada del Estado de Oaxaca

debido a las caracteristicas ambientales y factores ecologicos de la misma.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del algodoén

El origen de los algodones poliploides, sigue siendo objeto de especulacion.
¢,Como y dobnde ocurrié la poliploidizacion y cuéles fueron las especies
parentales?; estas preguntas estan aun por esclarecerse. Sin embargo, existen
algunas evidencias de investigaciones moleculares y citogenéticas que se han

publicado recientemente y que pretenden darles respuesta (Leon, 2000).

En este contexto, el género Gossypium tiene una larga historia de estudio
taxonomico y evolutivo. Una notable diversificacion morfologica propicié la
distribucion global de Gossypium en respuesta a las demandas de
determinados ambientes ecoldgicos y ambientes selectivos (Wendel et al.,
2010).

Una consecuencia notable de esta expansion global y de la diversificacion
natural ha sido que proporcioné la oportunidad a diferentes culturas humanas
antiguas, en varios continentes, de domesticar independientemente cuatro
especies diferentes de algodon: dos alopoliploides de las Américas, G. hirsutum
L. y G. barbadense L. y dos diploides de Africa-Asia, G. arboreum L. y G.
herbaceum L. Este antecedente, implica sucesos multiples de hibridacion
aparentemente imposibles, a menudo entre linajes que actualmente estan
separados geograficamente o incluso en diferentes continentes, asi como
multiples casos transoceanicos, dispersiones a larga distancia. Estos sucesos
han permitido la diversidad del género y colonizado en gran parte, las regiones

aridas y semiaridas de los tropicos y subtropicos (Wendel & Grover, 2015).



Las especies americanas cultivadas son tetraploides, AADD. El genomio A se
encuentra también en los algodones del Viejo Mundo. El genomio D es comudn
en todos los algodones silvestres del Nuevo Mundo. La explicacibn mas
corriente asume que un antecesor africano portador del genomio A, llego a la
costa de América del Sur y formd con una especie local, el antecesor de los
algodones poliploides. Esto tiene soporte en el descubrimiento reciente de un
algododn silvestre tetraploide, G. mustelinum Miers ex G. Watt, en el noreste de
Brasil. La especie silvestre diploide mas cercana geograficamente es G.
raimondii Ulbrich, de la costa de Peru (Le6n, 2000).

Existe otra teoria alternativa. El taxén africano con el genomio A pudo
expandirse por Asia y sus semillas llegar a América en una dispersion
transpacifica. Al llegar a Mesoamérica se encontraria con varias especies
diploides en el noroeste de México, y seria en Mesoamérica en donde se
formaria el antecesor comun de G. barbadense L., y G. hirsutum L. De cualquier
forma, el antecesor se expandio rapida y ampliamente, de México a Brasil. G.
barbadense L., se domestic en el noroeste de América del Sur, y de alli se
extendié por las Antillas y el resto de América del Sur. G. hirsutum L., tiene
poblaciones silvestres muy variables en Mesoamérica y las Antillas (Leon,
2000).

La evidencia arqueoldgica esta limitada a regiones secas; en México hay restos
de G. hirsutum L., de 5500 afios; de esta misma edad, hay restos de G.
barbadense L. en Pert y Chile. En Asia, la edad de muestras arqueoldgicas
mas antiguas es de 4000 afos para G. arboreum L., en el valle de Hindus
(Ledn, 2000).



2.2. Aparicion del género Gossypium

El género de algodon pertenece a Gossypieae, una pequefia tribu taxonémica
que incluye solo nueve géneros, ocho de los cuales son clasicamente
reconocidos y uno que es un nuevo segregado de Cienfuegosia
(Phuphathanaphong, 2006). Cinco de estos géneros son pequefios con
distribuciones geogréficas restringidas (Fryxell, 1968, 1979,
Phuphathanaphong, 2006) incluyendo Lebronnecia (Islas Marquesas),
Cephalohibiscus (Nueva Guinea, Islas Salomdn), Gossypioides (Africa Oriental,
Madagascar), Thepparatia (norte de Tailandia) y Kokia (Hawai). La tribu incluye
también cuatro géneros de tamafio moderado con rangos geograficos mas
amplios: Hampea (21 especies neotropicales), la relativamente diversa
Cienfuegosia (25 especies de los neotrépicos y partes de Africa), Thespesia (17
especies tropicales) y Gossypium, cuyas especies (59 reconocidas) lo
convierten en el género mas grande y mas ampliamente distribuido en la tribu.
Por lo tanto, en conjunto esta pequeiia tribu taxondmica ha alcanzado un amplio
rango geografico, aunque muchos de los taxones incluidos son bastante raros

y/o estrechamente distribuidos.

Los analisis filogenéticos moleculares han arrojado a la luz tres aspectos
importantes de la historia evolutiva de la tribu (Seelanan, Schnabel & Wendel,
1997; Cronn, Small, Haselkorn & Wendel, 2002). El primero y mas importante
es que a pesar de su amplia distribucién y extraordinaria diversidad, el grupo de
especies que pertenecen a Gossypium constituyen un solo linaje natural. Un
segundo reporte importante ha sido la identidad de los parientes mas cercanos
de Gossypium, es decir, el género Africano-Madagascar Gossypioides y el
género endémico hawaiano Kokia. Se trata de un hallazgo dudoso, dada su
biogeografia y su menor numero de cromosomas (n= 12), pero es muy
importante por el hecho de que pueden servir como base en los analisis
filogenéticos, lo que proporciona un contexto esencial tanto para estudiar

patrones evolutivos y procesos dentro de Gossypium, como para la



comprension de la evolucién del genoma. La tercera vision importante obtenida
de estos analisis moleculares fue la provision de un componente temporal a las
principales divergencias. Utilizando datos de divergencia de secuencias como
aproximaciones del tiempo transcurrido (un “proxy” para el tiempo, es decir, un
“reloj molecular”), Seelanan et al. (1997) sugirieron que Gossypium divergia de
Kokia y Gossypioides alrededor de 12.5 mya, una estimacion reforzada por un
conjunto de datos mas extenso y posterior, generados por un estudio realizado
por Cronn et al. (2002), que incluyé 10 genes nucleares diferentes.
Colectivamente, todos los datos moleculares sugieren que Gossypium divergio
de sus parientes mas cercanos hace aproximadamente 10-15 millones de afios
durante el Mioceno y adquirié su distribucion mundial moderna por mdultiples
dispersiones transoceanicas combinadas con especies regionales. Ledn (2000)
menciono que los poliploides tuvieron antecesores comunes y se formaron sélo

una vez, posiblemente durante el Pleistoceno, hace 1-2 millones de afios.

2.3. Diversidad genética

En el mundo existe una gran diversidad genética de especies silvestres de
algodén. Actualmente, 363 especies del género Gossypium han sido
registradas, de las cuales 59 han sido aceptadas, 292 son sin6nimos y 12 hay
sin resolver (The Plant List, 2013). Sélo cuatro de ellas se cultivan. De estas
cuatro especies, G. arboreum L. y G. herbaceum L., son diploides (2n= 26) y se
denominan algoddn del Viejo Mundo (Africa y Asia), mientras que las otras dos
especies G. hirsutum L., y G. barbadense L., son tetraploides (2n= 52) y son
conocidas como algodén del Nuevo Mundo (América) (Arjit & Nag, 2015). Todas
son perennes, pero en el cultivo se han desarrollado tipos anuales que son los
gue suplen la produccién comercial. G. hirsutum y G. barbadense son las
principales especies de algodon cultivado actualmente, representando el 90 % y
5 % de la produccion mundial, respectivamente (Ledn, 2000; Arjit & Nag, 2015).
Se tratan como las especies centrales y las otras son referidas

comparativamente a ellas.



Las poblaciones espontaneas de G. hirsutum han sido clasificadas en ‘razas’

a) ‘Marie Galante’, perenne y de porte alto, de las Antillas y parte de
América del Sur.

b) Punctatum, perenne, porte mediano, del sur de México y Florida.

c) Yucatense.

d) Latifolium, anual, de México y Guatemala.

e) Morilli.

f) Palmeri, de México.

Cabe mencionar que la raza nativa silvestre conocida como Yucatanense
(Prado et al.,, 1978), es la unica verdadera forma silvestre de Gossypium
hirsutum L., y; probablemente, es la forma ancestral a partir de la cual fue
domesticado el algodon (Brubaker & Wendel, 1994; Ulloa et al., 2006;
CONABIO, 2012). Cientos de afios después, aparecieron nuevas razas

regionales al sur y al oeste de su centro de origen en México.

2.4. Descripcion de Gossypium hirsutum L.

2.4.1. Informacién taxondmica

En el Cuadro 1 se proporciona la informacion taxondmica de Gossypium

hirsutum L., desde reino a especie.



Cuadro 1. Jerarquia taxondémica del género Gossypium.

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Infrareino: Streptophyta
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracheophyta
Subdivisién: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Tribu: Gossypieae
Género: Gossypium L.

Especie: Gossypium hirsutum L.

Fuente: ITIS, 2017.

2.4.2. Familia

El algod6n es una especie vegetal que pertenece a la familia de las Malvaceas,
las cuales son plantas arbustivas o herbaceas, con hoja de nervadura palmeada
y flores con uno o mas involucros. El caliz y la corola constan generalmente de
cinco partes. El caracter mas tipico de la familia es la agrupacion de los
estambres en una columna, por cuyo centro pasa el pistilo. Se distinguen por la
riqueza de fibras en el floema del tallo (kenaf) o en las semillas (algoddn); por la
presencia de canales de mucilago en las partes vegetativas y reproductivas, y
por el indumento sobre el tallo y hojas formado por pelos estrellados. Se les
utiliza por las fibras: algoddén, kenaf, aramina, rosella; y otros, por los frutos
comestibles: okra, rosella. Hay muchas especies ornamentales de valor

econdémico, como los Hibiscus (Ledn, 2000).
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2.4.3. Hojas

Las hojas presentan una gran variedad de formas, aun en la misma planta. La
lamina se divide en tres a nueve l6bulos, por lo comdn tres a cinco; la
pubescencia es extremadamente variable. Las hojas tienen en la base del
peciolo dos estipulas finas. El peciolo es largo, de tres a seis centimetros,
cilindrico y pubescente, y se prolonga en la base de la lamina en dos a nueve
venas principales (venas palmeada); en cada uno de éstos, cerca de la
insercion del peciolo, hay uno o mas nectarios, cavidades muy pequefias, lisas
0 con pelos estrellados o sencillos. La epidermis inferior es de superficie mas
irregular y contiene mas estomas que la superior (Ledn, 2000).

2.4.4. Flor

La flor esta envuelta en el botén por un involucro formado por tres bracteas
verdes y triangulares, profundamente recortadas. Estas bracteas son
permanentes y rodean por algun tiempo al fruto en desarrollo, constituyendo un
obstaculo para la recoleccién de la fibra; por lo comun dos de ellas son iguales
y la tercera menor. Dentro de las bracteas en muchos cultivares se encuentran
otros dos o tres Organos similares aunque mucho mas pequefios, las
bractéolas. El caliz es tubular, con cinco dientes cortos; en su parte exterior
tiene tres nectarios y en la pared externa hay filas de glandulas, de color méas
claro. Hacia el interior, entre el céliz y la corola, se hallan varias estructuras
finas, a manera de otro caliz, constituidas por dientes agudos. Los cinco pétalos
estan unidos solo por la base y son delgados y suaves, de color blancuzco a
amarillo. Los estambres se unen formando la columna estaminal, que lleva de
100 a 150 estambres. Los filamentos son finos, de longitud diferente, poco
compactos y terminan en anteras redondas bilobuladas. El pistilo esta
constituido por un ovario con dos a seis carpelos y se prolonga dentro de la
columna estaminal, sobresaliendo de ella y dividiéndose en varias ramas

estigmaticas (Leon, 2000).

11



2.4.5. Biologia floral

Las flores del algodonero duran un dia; al abrirse en la mafiana ya hay
suficiente polen suelto en los estigmas para producir la autofecundacion; la flor
se cierra por la tarde y la corola se desprende tres dias después. A pesar de la
gran cantidad de polen producido por una flor, los insectos que la visitan
activamente pueden traer polen de otras flores y la fertilizacién cruzada ocurre

en bajo porcentaje (Ledn, 2000).

2.4.6. Fruto

El fruto es una capsula ovoide de superficie lisa y verde oscura, cubierta por las
bracteas, con tres a cinco celdas que contienen de 5 a 10 semillas cada una. La
capsula tarda unos 50 dias en madurar, crece rapidamente y alcanza su
tamafio normal tres semanas después de su fertilizacion (Ledn, 2000).

2.4.7. Semilla

La semilla del algodén contiene de 15 a 20 % de proteinas y hasta 20 % de
aceite; es por lo tanto un subproducto de gran valor econémico en la
alimentacion y la industria. Un obstaculo para su uso es la presencia de una
sustancia venenosa, el gosipol, en los tegumentos, la que debe ser eliminada
antes de que la semilla sea usada en la alimentacion; la torta constituye un

excelente alimento para el ganado (Leén, 2000).

La semilla se compone de la testa, dos grandes cotiledones y un embrion
pequefio y piriforme. La testa incluye primero la epidermis, luego una capa
externa de pigmentos, una gruesa capa de empalizada y otra capa externa de
pigmentos. De la epidermis se desarrollan las fibras, de dos clases: las primeras

largas y delgadas, de 1.5 a 6 centimetros de longitud, pueden ser tejidas o
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hiladas; mientras que las segundas, mas cortas y adheridas a la semilla,

constituyen lo que se llama borra o pelusa (Le6n, 2000).

2.4.8. Fibra

G. hirsutum, G. barbadense, G. arboreum y G. herbaceum, son las cuatro
especies del género Gossypium de mayor importancia. Se diferencian de sus
congéneres silvestres por tener fibras en la superficie de la semilla, que pueden
ser hiladas y elaboradas en tejidos. Se distinguen por la longitud de sus fibras
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion de las cuatro especies comerciales de algodon de

acuerdo con la longitud de la fibra.

Longitud de la fibra Especie

Extra larga (mas de 3.5 cm) G. barbadense

Mediana a larga (2.5 a 3.5 cm) G. hirsutum

Cortas (menos de 2.2 cm) G. arboreum y G. herbaceum

Fuente: Ledn, 2000.

Las fibras grandes inician su crecimiento como prolongaciones de las células
epidérmicas al momento de abrirse la flor, mientras que las que forman la borra
lo hacen cuatro o seis dias después. Las fibras comienzan como protuberancias
redondeadas que se van estirando hasta formar un cilindro de paredes muy
delgadas que a los 20 dias ha alcanzado su longitud méaxima. Es comun que
éstas fibras tengan una longitud 300 veces mayor que su diametro. Las
condiciones ambientales, especialmente el agua disponible, afectan
profundamente la elongacion de las fibras, pero son los factores genéticos

varietales los que determinan principalmente sus caracteristicas (Leon, 2000).
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2.4.9. Tipo de polinizacion

Polinizacién cruzada. El indice de los visitadores en las flores de algodon
favorece o sobrestima la polinizacion cruzada y los nectarios son el blanco para
los visitadores, por tanto es una atraccion olfatoria. Si no existieran los
polinizadores adecuados, entonces se lleva a cabo la autopolinizacién (Leon,
200).

2.4.10. Dispersién del tipo de polen

La dispersion es por insectos (vectores entomdfilos). La dispersion no es por
viento, ya que los granos de polen son pesados y estan cubiertos de un material

viscido que los adhiere entre si (Ledn, 200).

2.4.11. Distancia de dispersién

La dispersion o viabilidad del polen decrece rapidamente después de los 12
metros. Por tanto, la distribucién del polen también decrece con el incremento
de la distancia (Ledn, 200).

2.4.12. Porte

Los algodones silvestres que crecen cerca de los trépicos son perennes y
alcanzan hasta seis metros de alto, con porte irregular; los tipos cultivados, en
cambio, son anuales, bajos y de diferente arquitectura segun el cultivar (Leon,
2000).

2.4.13. Sistema radical

En el algoddén hay una raiz principal que crece en sentido vertical y que una vez

qgue ha alcanzado niveles profundos se ramifica intensamente. Las raices de
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segundo orden aparecen en cuatro filas verticales, no siempre bien definidas,
gue corresponden a los cuatro rebordes del cilindro central. En las plantas
jovenes la raiz principal tiene una longitud hasta diez veces mayor que el tallo
aéreo. La ramificacion abundante de las raices es caracteristica de todas las
especies del género Gossypium, que por lo comldn son originarias de sitios
secos (Ledn, 2000).

2.5. Distribucion de Gossypium hirsutum L.

México es centro de origen y de diversidad genética de Gossypium hirsutum.
Esta especie es ampliamente cultivada en el mundo (Brubaker & Wendel, 1994;
CONABIO, 2012).

2.6. Algodon en México

En el territorio nacional se han encontrado varias especies silvestres del género
Gossypium. Once de las 13 especies de este género en el hemisferio occidental
son endémicas de nuestro pais, las cuales tienen relevancia cultural, econémica
y biolégica en el mundo. De ellas, 11 son diploides (G. armourianum, G.
lobatum, G. gossypioides, G. aridum, G. laxum, G. shwendimanii, G. thurberi, G.
trilobum, G. davisonii, G. turneri y G. harknesii) y una tetraploide (Gossypium
hirsutum) (Ulloa et al., 2006; Feng et al., 2011; Pérez, Tovar, Obispo, Legorreta
& Ruiz, 2016). Cabe resaltar, que hasta el momento se han recolectado 10
especies, lo que representa el 77 % de la diversidad. Ademas, se han
recolectado 1,190 accesiones (601 como silvestres, 442 semidomesticadas y
147 como cultivadas) abarcando 24 estados de la republica (SNICS, 2017), y se
mantienen resguardadas en seis Centros de Conservacion de Semillas

Ortodoxas.
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Todas esas razas de G. hirsutum son y han sido, la fuente primaria de
germoplasma con un amplio reservorio genético para su explotacion. Como es
de entenderse, para el desarrollo de la produccion algodonera mundial, México

representa una referencia necesaria (Vavilov, 1994).

2.7. Algodon en Oaxaca

Oaxaca es una de las 27 entidades mexicanas en las que se encuentra el
mayor namero de especies silvestres del género Gossypium (Baez, 2015).
Aungue el algodon se encuentra distribuido por varios estados del pais, o
dentro de lo que es considerado como Mesoamérica, en Oaxaca se han
determinado sitios especificos donde se distribuyen diferentes especies de
algodon: Gossypium gossypinoides y Gossypium aridum en la region del Istmo
de Tehuantepec; Gossypium hirsutum de fibra de color café principalmente en
la Costa; Gossypium barbadense en la Sierra Sur; y en varias comunidades el
algodon de fibra blanca (Baez, 2015).

Cabe destacar que Oaxaca es el Unico estado de la Republica Mexicana que
utiliza el germoplasma nativo del algodon “Coyuche” para la elaboracién de
artesanias textiles. Desde el afio 2012, el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) realiza trabajos en conjunto con
algunas comunidades del Estado de Oaxaca donde crece el algodon “Coyuche”
para identificar qué fibras y caracteristicas agronémicas de productividad son
mejores para la confeccién de artesanias (Baez, 2015).Como resultado han
identificado tres materiales sobresalientes de la raza latifolium, uno de la raza
morrilli y uno de la raza palmerii, todas de la especie G. hirsutum, los cuales
presentaron diferente grado de manejo. Ademas, también se documenta el

proceso de elaboracion tradicional de hilo y prendas a partir de la fibra.

Ademas, un estudio etnobotanico en el cultivo de algodén (Gossypium spp.)

realizado durante el 2010 en diferentes estados (incluido Oaxaca) a través de

16



encuestas, se reportdé que mas de la mitad de los entrevistados solo conoce el
algodon que produce. La principal razén por la que los conservan es porque les
gusta la planta, porque crece de forma natural y por la utilidad de su fibra en sus
actividades cotidianas. Se reportan 12 usos diferentes entre los que destaca el
ornamental, material de curacion y como relleno; el 47 % de los entrevistados
indicé que las plantas de algodon nacieron de forma espontanea en sus
predios, mientras que el 20 % obtuvo la semilla o la planta con sus vecinos.
Solo el 12 % de los entrevistados en Oaxaca refirio cultivar algodon de fibra
café o “Coyuche” (SNICS, 2017).

2.8. Produccion de algodon

El algoddn se cultiva en muchas regiones tropicales, subtropicales y templadas
del mundo (Vinent & Fajardo, 2007; Arjit & Nag, 2015). Dicho cultivo es
catalogado como el cultivo no alimentario mas importante a nivel mundial, ya
gue su papel es estratégico en muchos paises y en el caso de México su
cadena de valor representa negocios por varios millones de pesos por afio
(SAGARPA, 2014).

El algodon ocupa el primer lugar en el mundo como productor de fibra, y el
segundo como oleaginosa, por el aceite y la harina de la semilla. Todas las
especies son perennes, pero en el cultivo se han desarrollado tipos anuales que

son los que suplen la produccién comercial.

El cultivo del algoddén es tan extenso, que tan solo en 2016 se sembraron 31
millones de hectareas (ha) en todo el mundo de acuerdo con el reporte del
Servicio Nacional de Estadisticas Agricolas (USDA NASS, 2016), y se cultiva en

mas de 80 paises, en cinco continentes.

En México, el cultivo de algodén se realiza en entidades del norte del pais.

Chihuahua, Baja California, Coahuila, Tamaulipas, Sonora, Durango y Sinaloa,
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son los siete estados que comprenden la produccion de algodon, destacando
Chihuahua porgue su produccion genera siete de cada 10 pesos de la venta del
bien agricola. Cabe destacar, que en una hectarea de cultivo de algodon de alta
densidad se siembran entre 100 mil y 120 mil plantas (SIAP, 2017).

Por otra parte, en 2017, el aumento significativo en la superficie de siembra de
algodon en las siete entidades con el cultivo, permiti6 una cosecha mayor en
103 % a la del afio previo. Este afio, México reportd una superficie sembrada de
9,178 ha y un rendimiento de 3.068 (t/ha). Su precio en el mercado
internacional a junio de 2018 fue de 1,516.78 ddlares por tonelada; 3.1 % mayor
respecto de mayo y 0.6 % inferior en relaciébn con el mismo mes del afio
anterior. La cotizacion en el mercado a julio de 2018; fue de 1,971.40 ddlares
por tonelada; 30 % mayor al del fisico de junio de 2018. Cabe destacar, que el
precio promedio de la oleaginosa en el primer trimestre de 2018, fue de
1,499.14 ddlares por tonelada: 0.5 % menor a 2017 (mil 507.23 dodlares por
tonelada) (SIAP, 2018).

2.9. Uso eimportancia del algodon

Hoy en dia, G. hirsutum y G. barbadense son las principales especies de
algoddn cultivado; representando el 90 % y 5 % de la produccion mundial,

respectivamente (Ledn, 2000).

Entre sus principales usos se encuentra la fibra de algodon que es ampliamente
reconocida debido a su uso extensivo en la industria textil (Hinze et al., 2017),
asi como aplicaciones higiénicas en la fabricacion de vendas, gasas, tampones
0 toallas sanitarias, hiposos de algodon y otros (Arjit & Nag, 2015). En
comparacion con las fibras sintéticas, el algodon proporciona algunos beneficios
importantes para el medio ambiente y la sociedad. En primer lugar, a diferencia
de los sintéticos, es un recurso renovable. En segundo lugar, su cultivo,

procesamiento y uso en la industria textil provee el sustento de un numero
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mucho mayor de personas comparadas con las fibras sintéticas (SAGARPA,
2014; Rathore, Campbell, Sherwood & Nunes, 2015).

La importancia de la semilla de algodén como fuente de aceite de cocina y
alimento para el ganado es menos reconocida y ha sido mucho menos
estudiada (Hinze et al.,, 2017). Ya que se sabe que el algodén contiene
sustancias que pueden ser toxicas y adversas para la salud humana y animal.
Sin embargo, los rumiantes son menos afectados porgque estos compuestos son
desintoxicados por la digestion en el rumen (Kandylis, Nikokyris & Deligiannis,
1998). Asi que, la semilla de algodén como fuente de alimentacion se limita a
una proporcion relativamente pequefia en la dieta y debe introducirse
gradualmente para evitar los efectos potencialmente toxicos (Blasi & Drouillard,
2002).

Ademas, el algodén esta siendo estudiado mas detalladamente por sus
componentes medicinales como remedio para varios tipos de enfermedad. La
fibora de algoddn procesada contiene mas del 99 % de celulosa y se utiliza
ampliamente en aplicaciones farmacéuticas y meédicas debido a su baja
capacidad de causar irritacion (Wakelyn et al., 2007). Se emplea como
analgésico en dolores de cabeza, fiebre, disenteria y otros padecimientos. Los
indios usaron semillas de algodon para el tratamiento de la tos, el estrefiimiento
y la gonorrea. Las mordeduras de serpiente y las picaduras de escorpion
pueden ser tratadas con infusiones o mezclas de semillas y hojas (Kew, 2017;
Arjit & Nag, 2015). Kew (2017) describe otros usos del algodon como: curar
heridas, llagas, auxiliar en el parto, reducir la presidén, acecido (respiracion
dificultosa) y asma. Para estos dos ultimos usos, las hojas se soasan y el jugo

se unta en el pecho.

Por otra parte, la planta de algodon contiene terpenoides aldehidos en una
matriz oleosa soluble en agua, que forma un aceite esencial conocido como

‘gosipol’. Esta sustancia es toxica para los mamiferos no rumiantes, las aves y
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muchos insectos y microbios, proporcionando asi una defensa constitutiva e
inducible contra el ataque herbivoro y microbiano. Durante los ultimos afios, el
‘gosipol’ ha atraido mucha atencion especialmente debido a sus propiedades
antifertilidad ya que estd siendo investigado y se ha utilizado como
anticonceptivo masculino, asi como propiedades antiparasitarias y anti-VIH. Las

semillas pueden contener hasta 10 % de ‘gosipol’.

Como puede apreciarse, la utilizacion y la aplicacion del algodén son muy

diversas y falta mucho por estudiar.

2.10. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos
campos de la biologia como la evolucién, ecologia, biomedicina, ciencias
forenses, estudios de diversidad y también para la seleccion asistida por
marcadores. Ademas se utilizan para localizar y aislar genes de interés
(Simpson, 1997).

Se definen como secuencias genOmicas localizadas en un mismo locus y
difieren en su secuencia de bases nitrogenadas a consecuencia de mutaciones
o arreglos cromosomicos, de manera que reflejan directamente las variaciones
a nivel del ADN, son dominantes o codominantes, y son estables e
independientes del ambiente de desarrollo del organismo analizado. Estas
caracteristicas los hacen Utiles en la identificacion varietal (Valadez & Kahl,
1999). Miles, Maass & Valle. (1998), definen los marcadores moleculares como
secuencias de ADN que permiten diferenciar entre un genotipo y otro a nivel
del ADN. Pueden ser genes o segmentos de ADN sin ninguna funcion o
codificacion conocida, pero su herencia puede seguirse facilmente mediante el
empleo de procedimientos de laboratorio bien establecidos. Ademas, el locus

gue muestra variacion experimental (polimorfismo) entre los padres y los
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individuos de la poblacion de mapeo se considera como un marcador genético
(Kumar & Singh, 2014).

Las propiedades mas importantes para la buena calidad de un marcador
genético son: (a) naturaleza altamente polimérfica; (b) herencia co-dominante;
(c) ocurrencia frecuente en el genoma; (d) comportamiento neutral selectivo; (e)
ensayo facil y rapido; (f) alta reproducibilidad; y (g) interaccion baja o nula con
otros marcadores que permita el uso de muchos marcadores al mismo tiempo

en una poblacion segregante (Kumar & Singh, 2014).

Para el caso especifico de plantas, los marcadores moleculares juegan un
papel muy importante en la seleccibn y mejoramiento de variedades
agronomicamente superiores, proporcionando a los fitomejoradores la
posibilidad de combinar caracteres o rasgos favorables presentes en diferentes
lineas parentales de especies cultivadas o sus parientes silvestres. Cuando el
mejoramiento se realiza por el método convencional se consume mucho tiempo
y el proceso es menos preciso en comparacion con la seleccion directa de
plantas basada en marcadores moleculares (Preetha & Rveendren, 2008).
Dichas bondades hacen que los marcadores moleculares sean de gran utilidad

en la agronomia.

2.10.1. Tipos de marcadores moleculares

En la actualidad existen varias técnicas bioquimicas y moleculares que nos
permiten conocer cdmo se encuentran las proporciones de genes en las
poblaciones naturales de manera indirecta, como con los analisis de proteinas,
o de manera directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores
se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o

multiples y son de tipo dominante o co-dominante (Simpson, 1997).
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Para el algodén hay diferentes tecnologias de marcadores disponibles. Los
marcadores de ADN mas comunmente utilizados para detectar el polimorfismo
del ADN se basan en técnicas como RFLP, RAPD, AFLP, ISSR, SSR y SNP,
cada marcador tiene sus propias ventajas y desventajas. En el presente estudio
nos enfocaremos en los marcadores moleculares tipo ISSR-PCR, ya que se han
reportado como marcadores bastante Utiles para revelar polimorfismos en

genotipos de algoddn (Liu & Wendel, 2001).

2.10.1.1. ISSR

Tipo de marcador molecular conocido como Inter Secuencias Simples
Repetidas, el cual permite detectar niveles de variacion entre las regiones
microsatélite que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente
el nuclear. Estas regiones consisten en repeticiones en tdndem de motivos
simples como (CT)n o (CA)n, ubicadas entre secuencias no repetitivas del
genoma nuclear eucarionte (Zietkiewicz, Rafalskki & Labuda, 1994; Wolfe,
2000). Los motivos repetidos, llamados también SSR (secuencias simples
repetidas) pueden ser penta, tetra, tri y dinucleotidos. Dicho de otra forma, la
técnica ISSR implica la amplificacion del segmento de ADN presente a una
distancia amplificable entre dos regiones idénticas de repeticion de
microsatélites orientadas en direccion opuesta. Es una técnica relativamente
nueva que combina la mayoria de los beneficios de AFLP y el analisis de
microsatélites con la universalidad y similitud a los RAPD, excepto que en los
ISSR el iniciador es un di o trinucleétido repetido de 16 a 25 pb de longitud
(Culler & Wolfe, 2001; Khanam, Sham, Bennetzen & Aly, 2012). Entre las
ventajas principales de los ISSR se tiene que generan un gran numero de
bandas polimérficas. Asimismo, para su analisis no son necesarias altas
concentraciones de ADN, y para disefiar los ‘primers’ no es necesario conocer
la secuencia del genoma del organismo en estudio. Son sencillos de montar,
rapidos, eficientes y poco costosos. Las bandas que se obtienen con este

marcador van de 100 a 2000 pb. La variacion alélica en losISSR consiste de la
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presencia o ausencia de los productos amplificados. Las bandas de
ISSRsegregan principalmente como marcadores dominantes siguiendo una
herencia mendeliana simple. La presencia de la banda representa el genotipo
dominante (homocigoto o heterocigoto), mientras que su ausencia representa el
genotipo homocigoto recesivo. Comparadas con los ‘primers’ RAPD las
secuencias de los ISSR son usualmente largas lo que resulta en una mayor
reproductibilidad de las bandas. Su deteccion por el método de electroforesis
puede ser por: a) gel de agarosa visualizado con bromuro de etidio, y b) geles

de acrilamida tefiidos con nitrato de plata (Renteria, 2007).

Los ISSR son marcadores semi-arbitrarios amplificados por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de un oligonucleétido o ‘primer’
complementario a un microsatélite, disefiado y dirigido a madltiples loci
gendmicos para amplificar y unirse a los motivos repetidos. En ocasiones es
posible agregar a esta secuencia un par de nucleotidos extra arbitrarios en el
extremo 3’ 0 en el &, que jugaran el papel de “anclas” asegurando asi que la
amplificacion inicie siempre en el extremo 5 o en el 3' del microsatélite,

respectivamente (Pradeep, Sarla & Siddig, 2002; Khanam et al., 2012).

La molécula generada, con un tamarfio particular (peso molecular), se considera
un “locus”, que representa el segmento de ADN entre los microsatélites. Se ha
visto que los ISSR frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en una sola
reaccion. Este patron caracteristico de productos de PCR se considera la
‘huella digital genética” de cada uno de los individuos analizados. El
polimorfismo entre individuos de la misma poblacion puede detectarse, ya que
el analisis es sensible a la presencia/ausencia del elemento gendmico
reconocido por el ‘primer’ y a la longitud de la secuencia intermedia amplificada
(Zietkiewicz et al., 1994).
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Algunas de las limitaciones de los marcadores ISSR son:

Las bandas, al ser leidas como marcadores dominantes no se sabe si el
individuo es homocigoto dominante o heterocigoto.

La diversidad genética esta basada considerando que cada banda
representa un locus con dos alelos y que el alelo dominante esta en
equilibrio de Hardy- Weinberg con un alelo recesivo.

Es una técnica relativamente cara cuando se involucra el uso de geles de

poliacrilamida y para su visualizacion nitrato de plata.

Los ISSR pueden utilizarse como marcadores en la resolucion de mudltiples
problemas biolégicos. Los polimorfismos que presentan, ademas de su
heredabilidad, pueden aplicarse en la identificacién de individuos, distincién de
variedades intraespecificas (particularmente en especies con importancia
econOmica), identificacion de paternidad y maternidad, mapeo genético,
evaluacion de diversidad y subdivisibn genética en poblaciones,
reconstrucciones filogenéticas, introgresion e hibridacidén, y distincion de
individuos con origen clonal y sexual (Zietkiewicz et al., 1994; Wolfe, 2000;
Pradeep et al., 2002).

2.11. Reaccion en cadenade la polimerasa

La forma para detectar ISSR en un determinado genoma es mediante el uso y

disefio de iniciadores para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction o PCR) es, sin lugar a dudas, la técnica mas
importante y revolucionaria en biologia molecular, debido a que permite obtener
in vitro millones de copias de un fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN)
a partir de una sola molécula que funciona como molde. La enzima mas

importante en la replicacion es la polimerasa dependiente de ADN,
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comunmente conocida como ADN polimerasa, porque es la encargada de
incorporar nucleotidos durante la sintesis de las nuevas cadenas de ADN
(Bohinski, 1991). Esta enzima trabaja a temperaturas muy elevadas ya que
proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79 °C
a 85 °C), de ahi su nombre comercial mas conocido: tag ADN polimerasa
(Espinosa, 2007).

En la PCR se simula en un tubo lo que ocurre durante la replicacion celular. La
sintesis de nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando el ADN que
contiene el o los fragmentos que se van a amplificar; la ADN polimerasa; los
iniciadores (fragmento de ADN de 15-30 nucleétidos que flanquean la region a
amplificar y que aportan el extremo 3’ libre para que inicie la replicacion);
desoxiribonucleotidos (ANTPs); cloruro de magnesio (MgCl,) u otro co-factor
necesario para que trabaje la ADN polimerasa y una solucibn amortiguadora
que mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la sintesis (Espinosa,
2007). Esta mezcla se somete a la repeticion de varios ciclos a diferentes
temperaturas (ciclo de PCR) que sustituye a la mayoria de las proteinas que
actlan en la replicacion celular. El ciclo de PCR se puede resumir en tres
etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3) extension del ADN.

2.12. Antecedentes sobre caracterizacion morfolégica en el estudio del

algodén (Gossypium hirsutum)

SNICS (2017), reporté la caracterizacibn morfologica y bioquimica de 58
accesiones de cinco especies del género Gossypium originarias de los estados
de Campeche, Colima, Oaxaca, Estado de México, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Quintana Roo y Yucatan. Se encontré6 que 25
accesiones pertenecieron a la especie G. hirsutum raza palmerii; donde todas
las accesiones tuvieron flores de color amarillo; el 77 % no presentaron
manchas y mostraron polen en su mayoria color crema; el 79 % de las

accesiones fueron plantas de forma globosa y el resto conica; asi mismo se
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identificO que todas las accesiones presentaron nectarios en las hojas en
diferente grado. Dichos resultados indicaron la existencia de alta variabilidad
fenotipica en las caracteristicas agrondmicas de interés para su incorporacion a
un programa de mejoramiento genético del algodon domesticado. La
caracterizacion bioquimica realizada en G. hirsutum reportdé que en promedio
las semillas se encuentran conformadas por 65-70 % de endospermo y el resto
por cascarilla en todas las especies evaluadas; respecto al contenido de grasas,
en el endospermo se cuantific6 hasta 38 %; tuvieron 30 % de proteina y
porcentajes apenas perceptibles de fibra; mientras que en la cascarilla se
identificaron valores de 3 % de grasas, 10 % de proteina y hasta 55 % de fibra,
lo que la hace promisoria para su uso como complemento para la alimentacién
animal. Una accesién proveniente de Zihuatanejo, Guerrero fue la mas
sobresaliente al presentar los mayores contenidos de aceite, proteina y la

menor concentracion de fibra.

Pérez et al. (2011) al estudiar el recurso fitogenético del algodén mexicano
recolectan un total de 235 accesiones procedentes de 12 estados (no se incluye
a Oaxaca); destacando las colectas de G. hirsutum, seguidas de G. aridum, G.
barbadense, G. laxum y G. spp. Los materiales exhibieron diferencias entre la
forma y el tamafio de la hoja, tamafio de capsulas, numero de semillas, dias a
floracién y tipo de habito, lo cual resulta esencial para efectuar el mejoramiento

genético.

2.13. Antecedentes sobre el uso de marcadores moleculares tipo ISSR-

PCR en el estudio del algodon (Gossypium hirsutum)

Sonika & Sangwan (2018) empleando marcadores moleculares ISSR para
estudiar la diversidad genética en algodon americano (Gossypium hirsutum L.)
de 4 genotipos (parentales e hibridos) susceptibles a la enfermedad del
enrollamiento de la hoja de algoddn, encontraron que 21 de 28 iniciadores

fueron polimorficos. Un total de 175 alelos se amplificaron por estos 28
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iniciadores ISSR, de los cuales 127 alelos fueron polimérficos (72.57 % de
polimorfismo) y variaron en tamafo desde 150 hasta 1000 pb. Cabe destacar
que el niumero de alelos por iniciador varié de 2 a 13, con un promedio de 6.25
por iniciador. De igual manera, el numero de alelos polimérficos por iniciador
polimorfico vario de 0 a 11, con un promedio de 6.04 por iniciador polimorfico.
También, el porcentaje de polimorfismo varié de 0 a 100 % (7 iniciadores
resultaron polimorficos al 100 %). El valor del Contenido de Informacién
Polimorfica (PIC) se encontro en el rango de 0.49 a 0.91. El iniciador UBC 834
mostré el valor mas notable de PIC, el cual tenia el valor méaximo de PIC de
0.91 y se encontr6 que era mas adecuado e informativo para usarse en la
seleccion temprana de las lineas de germoplasma. Ademas, el analisis del arbol
de conglomerados UPGMA condujo a la agrupaciéon de los padres y sus F1 en
dos grupos principales en un indice de similitud de 0.54 a 0.85. Esto fue
respaldado por el Andlisis de Componentes Principales bidimensional y
tridimensional (PCA), los cuales también mostraron resultados similares a los

del dendrograma.

Bilwal, Vadodariya, Rakumar & Lahane (2017) analizando la diversidad genética
entre nueve genotipos de algodén utilizando marcadores moleculares RAPD,
ISSR y SSR, encontraron que 25 iniciadores RAPD amplificaron un total de 171
bandas de las cuales 156 fueron polimorficas, lo que corresponde a un 91.22 %
de polimorfismo. El nimero de bandas por iniciador varié de 3 a 14, mientras
que el nimero de bandas polimérficas por iniciador fue de 0 a 11. Por otra
parte, 22 iniciadores ISSR amplificaron un total de 209 bandas, de las cuales
142 resultaron polimérficas, lo que representa el 67.94 % de polimorfismo. El
namero de alelos por locus varié de 5 a 15, mientras que el numero de alelos
polimorficos fue de 2 a 11. Para el caso de los marcadores SSR, 16 iniciadores
amplificaron 22 bandas, de las cuales 24 fueron polimorficas, que representan
el 72.72 % de polimorfismo. El nimero de alelos por locus varié de 1 a 4,

mientras que el numero de alelos polimorficos fue de 1 a 2. Ademas, el
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dendrograma mostro similitud genética entre los nueve cultivares de algodén

que vario de 0.72 a 0.93 y revel6 dos grupos distintos.

Saif, Riad & Elbagoury (2017) empleando marcadores moleculares RAPD, ISSR
y SSR para caracterizar morfolégica y molecularmente 5 variedades de algodén
egipcio, encontraron que 5 iniciadores RAPD amplificaron 190 bandas de las
cuales 76 fueron polimérficas, que representan el 40 % de polimorfismo. El
tamafio de las bandas vari6 de 200 a 2700 pb. EI nimero de bandas
amplificadas varié de 25 a 40, con un promedio de 38 bandas por iniciador. El
ndmero de bandas polimorficas fue de 8 a 20, con un promedio de 15.2,
mientras que el porcentaje de polimorfismo anduvo entre 32 a 47.5 %. Del
mismo modo, 5 iniciadores ISSR amplificaron 140 bandas de las cuales 33
fueron polimorficas, lo que representa el 23.5 % de polimorfismo. El tamafio de
las bandas vari6é de 350 a 3100 pb. El nimero de bandas amplificadas fue de
25 a 35, con un promedio de 28 bandas por iniciador. EI numero de bandas
polimorficas varié de 4 a 10, con un promedio de 6.6, mientras que el porcentaje
de polimorfismo estuvo en un rango de 16 a 28.5 %. Ademas, 6 iniciadores SSR
amplificaron 130 bandas de las cuales 50 fueron polimorficas, representando el
38 % de polimorfismo. El tamafio de las bandas vari6 de 50 a 2000 pb. El
namero de bandas amplificadas fue de 15 a 35, con un promedio de 21.6
bandas por iniciador. EI niamero de bandas polimorficas varié de 3 a 12, con un
promedio de 8.3, mientras que el porcentaje de polimorfismo fue de 20 a 60 %.
Ademas, la prueba de Alto Volumen del Instrumento (HVI) permiti6 evaluar
caracteristicas de la fibra de algodon y encontraron que las 5 variedades de
algododn se clasificaron desde fina para las variedades de algodén de fibra larga
hasta extrafina para las variedades de algodén de fibra extra larga. Todas las
variedades evaluadas se determinaron como de fibras muy fuertes. La
construccion de dendrogramas por el método UPGMA generd dos grupos con
porcentaje de similitud del 56 %. En este estudio, el mayor numero de
fragmentos polimaérficos y el porcentaje de polimorfismo se encontraron para los

marcadores tipo RAPD. Por el contrario, los valores minimos se indicaron para
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los marcadores ISSR. Sin embargo, el resultado general de los datos indicé que
los tres analisis detectaron suficiente diversidad genética como para diferenciar
las cinco variedades de algodon egipcio.

Ashraf et al. (2016) comparando la diversidad genética entre 30 genotipos de
algodon Bt, utilizando marcadores moleculares EST-SSR, ISSR y morfoldgicos,
encontraron que de 20 pares de iniciadores EST-SSR, cinco fueron polimorficos
y amplificaron 30 alelos. EI nimero de alelos por locus varié de 1 a 3, con un
promedio de 1.5. El nimero promedio de bandas polimérficas por par de
iniciador fue 0.40. La heterocigosidad esperada (Hep) fue 0.29. El valor del
Contenido de Informacién Polimorfica (PIC) vari6 de 0.59 a 0.75. La
Probabilidad de Confusién (Cj) estuvo en un rango de 0.24 a 0.82, y el Poder
discriminatorio (Dj) fue de 0.59 a 0.76. El tamafio de las bandas obtenidas fue
de 130 a 340 pb. La estimacion de la relaciébn multiplex efectiva fue 2.69 y el
indice Marcador (Ml) fue 0.78. De forma similar, de 20 ISSR, 13 cebadores
amplificaron un total de 79 alelos que variaron de 280 a 2200 pb. Entre estos 13
iniciadores, 10 se encontraron polimdrficos para los genotipos de algodén Bt. El
namero de alelos vari6 de 3 a 12, con un promedio de 6.08. El niumero
promedio de bandas polimoérficas por iniciador fue 2.69. La heterocigosidad
esperada (Hep) fue 0.71. El valor de PIC vari6 de 0.064 a 0.491. La Probabilidad
de Confusién (Cj) estuvo entre 0.49 a 0.93, y el valor de Dj varié de 0.067 a
0.754. La estimacion de la relaciéon mltiplex efectiva fue 0.40 y el indice
Marcador (MI) fue 0.28. La similitud genética de los marcadores EST-SSR e
ISSR vari6 de 0.73 a 1.00, con una media de 0.88 y de 0.77 a 0.97, con una
media de 0.88, respectivamente, entre los genotipos de algoddon Bt que
mostraron bajo nivel de diversidad genética. En este estudio, los dendrogramas
basados en marcadores de EST-SSRe ISSR mostraron diferencias en el
namero total de conglomerados y la posicion de los genotipos dentro de los
conglomerados. Ademas, tres dendrogramas diferentes basados en 20 EST-
SSR, 13 ISSR y 20 marcadores morfolégicos dividieron los genotipos de

algodon de 30 Bt en cinco, seis y tres conglomerados, respectivamente.
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Sethi, Siwach, Kumar & Sihag (2015) evaluando la diversidad genética de 95
genotipos de Gossypium arboreum L. con marcadores ISSR y el empleo de 100
marcadores seleccionados produjeron un total de 397 bandas, de las cuales
368 eran polimorficas (92.6 %). EI nimero medio de alelos efectivos (N¢) fue
1.409, el valor medio del indice de informacion de Shannon (I) fue de 0.36 y un
valor promedio de 0.24 de heterocigosidad esperada (He). EI niumero de
bandas por locus varié de 2 a 15, con numero promedio de bandas de 3.97. El
tamafo de las bandas obtenidas anduvo desde un minimo de 200 pb hasta un
maximo de 1700 pb. Los valores del Contenido de Informacion de Polimorfismo
(PIC), variaron de 0.23 a 0.50 con un promedio de 0.40. La prueba AMOVA
mostrdé un 17 % de variacion genética entre las poblaciones seleccionadas (6
grupos de poblacion) y el resto (83 %) se debid a la varianza genética entre las
accesiones en cada grupo de poblacién. Las seis poblaciones se distribuyeron
en dos grupos principales por UPGMA. El coeficiente de diferenciacion genética
(Gst) entre 6 grupos de poblacién varié de 0.038 a 0.163.

Abou & Fayed et al. (2014) empleando marcadores moleculares RAPD, ISSR y
SSR para determinar huellas genéticas en la identificacién de polimorfismo
genético y rasgos agronémicos de 37 genotipos de algoddn egipcio, indicaron la
existencia de diferencias significativas entre genotipos para todos los rasgos
agronomicos evaluados. Por otra parte, 8 iniciadores RAPD amplificaron un
total de 1455 bandas, de las cuales 1449 fueron polimorficas, lo que representa
un 99.58 % de polimorfismo. El nimero de bandas amplificadas varié de 108 a
248, con un promedio de 181.87 por iniciador, el numero de bandas
polimorficas estuvo entre 106 a 248, con un promedio de 181.12 bandas por
iniciador y el Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC) vario de 0.70 a
0.87, con un promedio de 0.78. El analisis ISSR, revel6 que 7 iniciadores
amplificaron un total de 993 bandas de las cuales 973 fueron polimoérficas y
representan el 97.98 % de polimorfismo. El nUmero de bandas amplificadas
vario de 118 a 170, con un promedio de 141.86 por iniciador, el nimero de

bandas polimérficas fue de 116 a 169, con un promedio de 139 bandas por
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iniciador y el Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC) estuvo en un
rango de 0.77 a 0.82, con un promedio de 0.80. El analisis SSR revel6 que 4
pares de iniciadores amplificaron un total de 242 bandas de las cuales 240
fueron polimorficas, que representan el 99.17 % de polimorfismo. EI nimero de
bandas amplificadas varié de 37 a 74, con un promedio de 60.5 por iniciador, el
namero de bandas polimorficas fue de 36 a 73, con un promedio de 60 bandas
por iniciador y el Contenido de Informacion de Polimorfismo (PIC) varié de 0.51
a 0.76 con un promedio de 0.64. El analisis de conglomerados de 37 genotipos
separé dos grupos principales y mostré que la distancia genética varié de 0.67 a
0.80. La técnica SSR fue mas efectiva en la deteccion de alto nivel de
polimorfismo debido al mayor porcentaje de bandas polimérficas obtenidas en

comparacion con las otras técnicas.

Patel, Patel, Jha, Rajkumar & Kumar (2014) empleando marcadores RAPD,
ISSR y SSR para evaluar la diversidad genética en tres genotipos de algodén
Gossypium hirsutum y tres genotipos de algoddén Gossypium barbadense,
encontraron que 25 iniciadores RAPD, 19 ISSR y 26 SSR generaron un total de
124, 65 y 71 alelos; de los cuales 72, 45 y 59 alelos fueron polimorficos,
resultando en 58.06, 69.23 y 83.09 % de polimorfismo, respectivamente.
Ademas, el nimero de alelos por marcador RAPD, ISSR y SSR varié de 1 a 9,
con un promedio de 4.96 alelos por iniciador; de 1 a 6, con un promedio de 3.42
alelos por iniciador y de 1 a 4, con un promedio de 2.73 alelos por par de
iniciador, respectivamente. El coeficiente de similitud basado en los marcadores
RAPD, SSR e ISSR vari6 de 0.57 a 0.81 con un promedio de 0.67, lo que
sugiere una considerable variacidbn genética entre los genotipos de algodén
estudiados. Del mismo modo, el numero de alelos polimorficos por marcador
RAPD, ISSR y SSR fue de 0 a 7, con un promedio de 2.32 alelos polimorficos
por iniciador; de 0 a 6, con un promedio de 3.64 alelos polimérficos por iniciador
y de 1 a 4, con un promedio de 3.19 alelos polimdérficos por iniciador,
respectivamente. Ademas, el dendrograma generado por el analisis de

conglomerados UPGMA basado en el coeficiente de similitud de Jaccard,

31



agrupo las seis lineas parentales en dos grupos distintos que comprenden
variedades de G.hirsutum (Grupo A) y variedades de G. barbadense (Grupo B).
La agrupacion basada en el analisis de conglomerados se confirm6 con el
pedigri disponible, la informacion de antecedentes genéticos y también con la
clasificacion taxonomica de los genotipos usados. Los resultados moleculares
en este estudio fueron eficientes para evaluar la diversidad genética en

genotipos de algodon.

Parkhiya, Gohel & Mehta (2014) analizando la diversidad genética de 15
genotipos de algodén (Gossypium hirsutum L.) mediante marcadores
moleculares ISSR, encontraron que de 15 iniciadores, 9 amplificaron en total 86
bandas, de las cuales 54 mostraron polimorfismo, con un promedio de 6 bandas
por iniciador. ElI porcentaje de polimorfismo promedio fue de 62.79 %. El
Contenido de Informacion de Polimorfismo (PIC) oscil6 entre 0.87 y 0.91, con
un promedio de 88.41, mientras que la similitud genética de Jaccard (GS) varié
de 0.60 a 0.92. El analisis de agrupamiento revelé dos grupos principales con el
66 % de similitud. El tamafio de los productos amplificados ISSR estuvo en un
rango de 117 a 2571 pb. El indice de iniciador ISSR (IPI) varié de 6.98 a 10.84
con un promedio de 8.46. La prueba de Mantel indicé que el grado de bondad
de ajuste para el andlisis de conglomerados (correlacion matricial: r=0.87)
estaba dentro de la categoria de "buen ajuste" segun la clasificacion de Rohlf
(2000).

Noormohammadi, Farahani, Sheidai, Barakki & Alishah (2013a) empleando
marcadores moleculares ISSR, SSR y RAPD para el andlisis de caracteristicas
agronomicas y diversidad genética en hibridos de algodon Opal (Gossypium
hirsutum) y en las progenies F2, encontraron que diez iniciadores ISSR
produjeron 206 bandas reproducibles, con 49.4 % de polimorfismo. Los
tamafios de los fragmentos obtenidos fueron de 250 a 2600 pb. Ademas, el
rango del Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC) fue de 0 a 4.5 con un

promedio de 0.32, el rango de alelos efectivos (N¢) fue de 1.0 a 1.81, con un
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promedio de 1.40. Por otra parte, cuatro loci de microsatélites produjeron 12
alelos, que variaron de 181 a 236 pb, con un 54 % de polimorfismo; mientras
que 17 de 26 iniciadores RAPD produjeron 251 bandas reproducibles que
variaron de 200 a 3700 pb, con 22 % de polimorfismo. El coeficiente de similitud
obtenido en el analisis de RAPD oscil6 de 0.84 a 0.97 entre los genotipos
estudiados, mientras que los rangos fueron de 0.70 a 0.95 y de 0.58 a 1.00 en
el analisis ISSR y SSR, respectivamente. La prueba de Mantel realizada entre
las matrices de distancia genética obtenidas de ISSR, SSR y RAPD mostré una
regresion no significativa entre RAPD versus ISSR e ISSR versus SSR,
mientras que RAPD versus SSR mostré una regresion significativa. El analisis
de conglomerados basado en estos tres tipos de marcadores moleculares
diferencié los genotipos del algodon y sus progenies. Entre los marcadores

moleculares, ISSR reveld mas variacion genética entre los genotipos.

Noormohammadi, Taghavi, Foroutanb, Sheidai & Alishah (2013b) evaluando la
diversidad genética de 34 genotipos de algodoén (parentales e hibridos)
tetraploides y diplodes, con el uso de marcadores moleculares homo y hetero
ISSR, reportaron que 10 iniciadores de 35, amplificaron 163 bandas
polimérficas. El valor medio de los alelos efectivos (Ne), la diversidad genética
de Nei (H), el indice de Shannon (I) y el porcentaje de polimorfismo obtenido
fueron 1.23, 0.15, 0.26 y 97.5 %, respectivamente. La agrupacién de los
genotipos basados en la distancia genética de Nei mediante los métodos
UPGMA y NJ produjo resultados similares. El arbol NJ mostré un valor de
correlacion co-fenética alto (r= 0.98). Se formaron 2 grupos principales. El
primer grupo estuvo compuesto por genotipos tetraploides que incluyen
genotipos parentales y sus hibridos interespecificos. Los genotipos parentales
diploides y sus hibridos interespecificos formaron el segundo grupo. El analisis
de red mostro la existencia de intercambio génico/similitud alélica entre
genotipos parentales y sus progenies. También se observaron algunos alelos
comunes entre genotipos diploides y tetraploides. La matriz Q construida con el

programa STRUCTURE mostro una afinidad cercana entre los genotipos
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diploides, mientras que los genotipos tetraploides se ubicaron lejos de ellos.
Esta matriz mostré alelos comunes entre los genotipos diploides, mientras que
los genotipos tetraploides difirieron en sus frecuencias de alelos comunes. En

conclusion, la diversidad genética fue mas alta en los hibridos interespecificos.

Abdi et al. (2012) us6 marcadores moleculares ISSR para estudiar la diversidad
genética de 28 cultivares de algodon en relacién con la tolerancia a sal, los
autores reportaron que el analisis de agrupamiento de cultivares basado en
rasgos agronoémicos (longitud de la raiz, peso fresco de la raiz, peso seco de la
raiz, indice de clorofila y fluorescencia, contenido de K"y Na® en brotes
(biomasa aérea) y relacién K'/Na*) medidos por el método de Ward, mostré dos
cultivares mas tolerantes a sal. Por otra parte, el analisis molecular revel6 que
14 iniciadores ISSR de 34 estudiados produjeron 85 bandas, de los cuales 65
resultaron polimorficas, que representan 76.4 % de polimorfismo. Ademas, el
namero de bandas polimorficas por iniciador varié de 3 a 8, con un promedio de
4.6 bandas. El valor del Contenido de Informacion Polimoérfica (PIC) estuvo
entre 0.10 y 0.38 con un promedio de 0.28. El indice de Marcador (MI) vari6 de
0.34 a 2.03, con un promedio de 1.26. La diversidad de genes de Nei vari6 de
0.10 a 0.40, con un promedio de 0.30). El coeficiente de correlacion fue
estadisticamente significativo (r= 0.84, a= 1 %). El analisis de conglomerados
revelé que los genotipos estudiados se agruparon en tres grupos. El analisis de
regresion de los marcadores en relacion con los resultados de los rasgos
agronémicos evaluados, revel6 que 23, 33 y 30 marcadores estuvieron
asociados con los tres tratamientos con sal evaluados, respectivamente. Los
resultados mostraron que el marcador molecular ISSR podria servir como un

método util en el mejoramiento de la tolerancia a la sal en el algodon.

Bardak & Bolek (2012) empleando marcadores moleculares ISSR y SSR para
determinar la diversidad genética de 25 genotipos de algodon diploide vy
tetraploide cultivados y silvestres en diferentes partes del mundo (13 y 10

accesiones, respectivamente), reportaron que 39 marcadores SSR y 5 ISSR
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amplificaron 173 alelos o bandas de los cuales 155 resultaron polimérficos, por
lo tanto, el porcentaje de polimorfismo fue de 89.6 %. El promedio de alelos por
locus o por iniciador fue 3.93, oscilando entre 1 y 8 alelos. El valor del
Contenido de Informaciéon Polimorfica (PIC) estuvo entre 0.0040 y 0.9993 con
un promedio de 0.4396. La diversidad genética o nivel de distancia genética
(GD) vari6 de 0.04 a 0.58 entre todos los genotipos inspeccionados. Esta
relacion fue 0.04-0.23 dentro de G. hirsutum L. y 0.07-0.26 dentro de especies
de G. barbadense L. En estas dos especies, la diversidad genética vario de
0.23 a 0.57 cuando se compararon con otras especies diploides y tetraploides.
El andlisis de componentes principales por el método NJ mostré relaciones
similares entre algodones diploides y tetraploides. Por otra parte, el andlisis de
conglomerados diferencié claramente al algoddén diploide de tipo silvestre de
otros tipos silvestres tetraploides, accesiones y genotipos, separandolos en dos
grupos principales. En éste estudio la diversidad genética fue baja dentro de
cultivares comerciales que también se utilizan con frecuencia en programas de
mejoramiento (0.08-0.20).

Sheidai et al. (2012) usando marcadores moleculares ISSR y SSR para analizar
la diversidad genética en plantas regeneradas de cultivo tisular de tres
cultivares de algodon: Mehr, Sindose y su hibrido Mehr x Sindose; informaron
que los iniciadores ISSR mostraron diferentes niveles de polimorfismos en cada
cultivar: 78.3 % (65 bandas de 83 fueron polimérficas), 70.42 % (50 bandas de
71 fueron polimoérficas) y 90.8 % (79 bandas de 87 fueron polimérficas),
respectivamente. El nimero medio de alelos obtenidos en el cultivar Mehr y
Mehr x Sindose fue 1.06, mientras que para Sindose fue 0.99. De forma similar,
el numero medio de alelos efectivos en las plantas regeneradas de Mehr fue de
1.24, en Sindose 1.22 y para el hibrido Mehr x Sindose 1.21. El valor medio de
la diversidad genética de Nei (H) y el indice de informacion de Shannon (1) fue
0.14 y 0.20, respectivamente para Mehr; 0.13 y 0.19 respectivamente para
Sindose y 0.12 y 0.19 para el hibrido, respectivamente. Los valores mas altos

de diversidad genética en ISSR se obtuvieron en el cultivar Mehr. El analisis de
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la variacion molecular (AMOVA) mostré una diferencia significativa (p<0.05)
para los marcadores ISSR tanto dentro como entre los genotipos estudiados. La
prueba mostré un 34 % de la varianza total entre genotipos y un 66 % dentro de
genotipos. Por otra parte, la amplificacion de los marcadores SSR produjo 10
alelos reproducibles en el cultivar. El tamafio de los alelos obtenidos vario de
217 pb a 235 pb. Tanto el cultivar Sindose como el hibrido Mehr x Sindose
presentaron ocho alelos SSR. El nimero medio de alelos obtenidos en el
cultivar Mehr fue de 1.14, mientras que en Sindose fue 1.10. De forma similar,
el numero medio de alelos efectivos en las plantas regeneradas de Mehr fue de
1.30 mientras que en Sindose fue del.17 y de 1.24 en las plantas regeneradas
de cultivo tisular hibrido Mehr x Sindose. Los valores medios de heterocigosidad
esperada (H) y los indices de informacién de Shannon () para marcadores de
SSR fueron 0.18 y 0.27 respectivamente en Mehr, 0.106 y 0.160
respectivamente para las plantas regeneradas Sindose y 0.133 y 0.190 para las
plantas regeneradas de cultivo hibrido. Por lo tanto, los valores mas altos de
diversidad genética en marcadores de SSR también se obtuvieron en el cultivar
Mehr. El andlisis de la variacion molecular (AMOVA) no mostré diferencias
significativas (p<0.90) para los marcadores de SSR entre los genotipos
estudiados.

Fouad, Abdallah, Mohammad, Mohammad & Abdelraouf (2012) analizando la
diversidad genética de veintiocho genotipos de algodon egipcio (Gossypium
barbadense L.) (Variedades e hibridos) con el uso de marcadores ISSR, SSR y
EST, encontraron que los marcadores ISSR amplificaron un total de 47 bandas
de las cuales 43 fueron polimoérficas, representando 91.4 % de polimorfismo. El
rango del Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC) de los iniciadores
ISSR vari6 de 0.75 a 0.94. Los marcadores SSR mostraron 84.6 % de
polimorfismo (44 de 52 bandas amplificadas fueron polimérficas) con un
promedio de 7.3 bandas polimoérficas por par de iniciadores. El PIC varié de
0.80 a 0.91. Los marcadores EST amplificaron un total de 28 bandas de las

cuales 24 resultaron polimérficas. El porcentaje de bandas polimorficas fue de
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85.7 % con un promedio de 4.8 % de bandas polimorficas por par de iniciador.
El PIC oscilé de 0.45 a 0.92. Utilizando el algoritmo de coincidencia simple y el
método de agrupamiento UPGMA, los 28 genotipos utilizados se separaron en
cuatro grupos utilizando todos los datos generados a partir de los tres
marcadores moleculares diferentes. El analisis de coordenadas principales
(PCOORDA), mostré que los genotipos de algodon se separaron por las tres
primeras coordenadas principales (PC1, PC2 y PC3) que representaron 11.5,
8.6 y 7.2 % de la varianza genética total, respectivamente. Los resultados del
PCOORDA mostraron una mejor resolucién de la diversidad genética que el
andlisis de conglomerados, especialmente en la ilustracion del desarrollo
varietal del algodén. Esto significa que el andlisis de coordenadas principales se
puede usar en gran medida, ya sea solo o en combinacion con el analisis de
conglomerados para analizar la diversidad genética y el desarrollo varietal en

los genotipos del algodon.

Noormohammadi, Shojaei, Sheidai, Farahani & Alishah (2011a) empleando
marcadores moleculares ISSR Y RAPD para analizar la diversidad genética de
12 genotipos del cultivar de algodon Mehr (Gossypium hirsutum) incluyendo sus
progenies cruzadas, encontraron que 9 de 10 iniciadores ISSR, amplificaron
113 bandas polimorficas, con un promedio de 12.55 bandas por iniciador y
54.35 % de polimorfismo. El nUumero medio de alelos diferentes (Na), nUmero de
alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (l), diversidad genética de Nei (H)
fueron 1.55, 1.34, 0.29 y 0.196, respectivamente. Ademas, el porcentaje de
polimorfismo varié de 22.2 a 80.0, Na de 1.22 a 1.8, Ne de 1.03 a 1.50, | de
0.052 a 0.422 y H de 0.027 a 0.290. Por otra parte, 21 de 30 iniciadores RAPD
amplificaron 220 bandas polimérficas, con un promedio de 10.47 bandas por
iniciador y un porcentaje promedio de polimorfismo de 80.12 %. Asi mismo, el
namero medio de alelos diferentes (Na), nimero de alelos efectivos (Ne), indice
de Shannon (1), diversidad genética de Nei (H) fueron 1.81, 1.51, 0.43y 0.29,
respectivamente. Cabe destacar que el porcentaje de polimorfismo varié de 20
al 100 %, Nafuede 1.4 a 2.0, Nede 1.1 a1.83,1de 0.099 a 0.622 y H de 0.064
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a 0.437. Los dendrogramas UPGMA y NJ, asi como la agrupacion bayesiana de
datos ISSR, produjeron resultados similares respaldados por la ordenacién de
PCoA. La correlacion co-fenética del arbol de NJ fue alta (r= 0.96). Los
resultados mostraron que algunas bandas ISSR estaban presentes en las
progenies F1, pero ausentes en los genotipos parentales, y viceversa. Este

evento se presentd también en los marcadores RAPD.

Noormohammadi, Shawi, Sheidai & Alishah (2011b) empleando marcadores
ISSR y RAPD para estudiar aspectos agrondmicos y moleculares de trece
genotipos de algodén F1 y F2 (Gossypium hirsutum), encontraron que de 30
iniciadores RAPD utilizados 19 de ellos produjeron un total de 191 bandas
amplificadas, de las cuales 63 resultaron polimorficas, lo cual representa un
32.98 % de polimorfismo. Por otra parte 8 iniciadores ISSR amplificaron 86
bandas, de las cuales 27 fueron polimérficas. El porcentaje de polimorfismo fue
de 31.39 %. Los resultados mostraron que algunas bandas estuvieron
presentes en las progenies F1 pero ausentes en las progenies F2 del mismo
genotipo. Ademas los valores medios de la diversidad genética (H) y los indices
de informacién de Shannon (I) para los marcadores ISSR en las progenies F1
fueron de 0.27 y 0.40, respectivamente; mientras que los mismos valores en las
progenies F2 fueron 0.18 y 0.26, respectivamente. De manera similar, los
valores medios de H e | de las progenies F1 para los marcadores RAPD fueron
de 0.07 y 0.11, respectivamente; mientras que los mismos valores en las
progenies F2 fueron 0.09 y 0.13. El ANOVA seguido de la Prueba Menos
Significativa (LSD) mostr6 una diferencia significativa para la mayoria de los
caracteres agronémicos estudiados. Ademas, los dendrogramas UPGMA y NJ,
asi como la agrupacion bayesiana de datos ISSR y RAPD produjeron
resultados similares, respaldados por el Analisis de Coordenadas Principales
(PCO). La correlacion co-fenética del arbol de NJ fue alta en ambos
marcadores; r=0.96 para ISSR y r=0.98 para RAPD.
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Dongre, Raut, Paikrao & Ashtiar (2011) investigando la diversidad genética de
24 germoplasmas de algodén (Gossypium hirsutum L.) resistentes a la plaga
bacteriana y gusano de la capsula, ampliamente cultivadosen la India, por
analisis RAPD, ISSR y SSR. Encontraron que 40 iniciadores RAPD y 19
iniciadores ISSR, revelaron un porcentaje de polimorfismo de 68.68 y 76.55 %,
respectivamente, lo que indica que el marcador ISSR es mas informativo que
RAPD. Ademads, el valor de los coeficientes de similitud del dendrograma
calculado por los marcadores RAPD e ISSR oscilé entre 0.55 a 0.94 y 0.39 a

0.98, respectivamente.

Kumar, Khandelwal, Jha, Kumar & Shah (2009) empleando marcadores
moleculares RAPD, ISSR e isoenzimas para analizar la diversidad genética de
9 lineas parentales de algoddn de élite, encontraron que 25 iniciadores RAPD
amplificaron 154 bandas, de las cuales 97 fueron polimérficas, que representan
el 62.98 % de polimorfismo. El total de bandas amplificadas vari6 de 2 a 10, con
un promedio de 6.16 bandas por iniciador. El nimero de bandas polimorficas
vario de 0 a 9, con un promedio de 4.21 bandas por iniciador polimorfico y el
porcentaje de polimorfismo vari6 de 0 a 100 %. Por otra parte, 3 iniciadores
ISSR amplificaron 21 bandas, de las cuales 14 fueron polimérficas, que
representan el 66.66 % de polimorfismo. El total de bandas amplificadas varié
de 6 a 8, con un promedio de 7 bandas por iniciador. EI nimero de bandas
polimérficas varié de 3 a 6, con un promedio de 4.66 bandas por iniciador
polimérfico y el porcentaje de polimorfismo oscilé de 37.50 a 85.71 %.También,
dos sistemas isoenzimaticosrevelaronl4 bandas, de las cuales seis fueron
polimorficas, que representan el 42.85 % de polimorfismo. El total de bandas
vario de 6 a 8, con un promedio de 7 bandas. El nimero de bandas polimorficas
vario de 1 a 5, con un promedio de 3 bandas y el porcentaje de polimorfismo fue
de 16.66 a 62.50 %. El dendrograma UPGMA de las lineas de algoddén mostro
dos grupos principales. Y el analisis del coeficiente de similitud de Jaccard vari6
de 0 a 100 %.
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Sharaf, El-kadi, Alatwani, Gamal EI-Din & Abd El-Hadi (2009) citados por
Parkhiya et al. (2014) estudiando diez cebadores ISSR para conocer la relacion
genética de genotipos de algodon encontraron una amplificacion de 70
fragmentos, 62 de ellos polimorficos. Por lo anterior, el porcentaje de

polimorfismo fue de 88.5 %. El indice de diversidad genética de Nei fue 0.28.

Wei, Hong-bo & Jue-min (2008), estudiando la diversidad genética de 48
accesiones de algodén con marcadores moleculares ISSR, encontraron que 11
cebadores de 60 que emplearon detectaron un total de 92 bandas, de las
cuales 77 mostraron ser polimérficas. Por lo anterior, el porcentaje da bandas
polimorficas fue 83.70 %. El andlisis de conglomerados basado en ISSR mostro
que el coeficiente de similitud genética (GS) de 48 accesiones vario de 0.27 a
0.93.

Dongre, Bhandarkar & Banerjee (2007) usando marcadores moleculares tipo
SSR e ISSR para caracterizar la diversidad genética en algoddn entre genotipos
tetraploides (G. hirsutum) y diploides (G. arboreum) indicaron que el analisis de
conglomerados no so6lo mostré la separacién de los genotipos de las dos
especies principales (G. arboreum y G. hirsutum) en grupos diferentes, sino
también la separacion de los genotipos entre cada grupo. Cabe resaltar que de
un total de 25 iniciadores SSR usados, 17 produjeron un total de 56 bandas
polimérficas, 4 iniciadores fueron monomoérficos y 4 produjeron bandas no
evaluables y no reproducibles. Por otra parte, de 19 iniciadores ISSR usados,
15 produjeron 72 bandas polimorficas, 1 fue monomorfico y 3 produjeron
bandas no evaluables y no reproducibles. Dongre et al. (2007), resaltan que los
fragmentos polimorficos amplificados de los genotipos pueden estar asociados
con rasgos morfolégicos u otros caracteres agrondémicos. El coeficiente de
similitud basado en ISSR y marcadores microsatélites vario de 0.59 a 0.90 y
0.59 a 0.93, respectivamente, lo que sugiere una considerable variacion
genética entre las especies de algodon estudiadas. Tanto los ISSR como los

marcadores SSR fueron utiles y consistentes en el andlisis de diversidad
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genética. Ambos sistemas marcadores indicaron la relacion similar entre las dos

especies G. hirsutum y G. arboreum.

Hussein, Amina, Soltan & Adawy (2006) citados por Parkhiya et al. (2014)
utilizando doce iniciadores ISSR para estimar las relaciones genéticas entre
veintiln accesiones de algodon, encontraron 125 bandas polimorficas con un

49.6 % de polimorfismo.

Dongre, Parkhi & Gahukar (2004) utilizando marcadores ISSR y RAPD para
caracterizar 25 genotipos de algodén (G. hirsutum), encontraron similitudes
significativas en la agrupacion de ISSR y analisis de RAPD. En el analisis de
dendrogramas por el método UPGMA, ISSR mostré tres grupos, mientras que
el de RAPD mostro cuatro. El coeficiente de similitud de Jaccard de ISSR entre
los 25 germoplasmas de algodon varié de 60 % a 95 %. Cabe destacar que de
45 iniciadores ISSR y 40 iniciadores RAPD que se utilizaron para amplificar los
genotipos, 19 iniciadores ISSR fueron reproducibles, mientras que sélo 21
iniciadores RAPD fueron reproducibles; estos generaron 90 y 150 bandas,
respectivamente. Doce de 19 iniciadores ISSR y 15 de 21 RAPD fueron
polimérficos y mostraron 49 y 76 bandas, respectivamente. El porcentaje
promedio de polimorfismo para ISSR y RAPD fue 54.44 % y 50.66 %,
respectivamente. El tamafio de los productos amplificados para ISSR y RAPD
fue de 100 a 1444 pb y de 100 a 2000 pb. ElI nimero promedio de bandas
polimorficas por iniciador polimorfico para ISSR y RAPD, fue de 4.08 y 5.06,
respectivamente. Ademas, se usaron seis valores agrondmicos para la
caracterizacion del germoplasma. El andlisis mostr6 que 25 genotipos de
algoddn se agruparon en seis grupos principales. Se descubrié que los grupos
del analisis de valor agronémico eran completamente diferentes de los analisis
ISSR y RAPD. Ademas, uno de los objetivos de este estudio fue observar

duplicados.
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Ill. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE GERMOPLASMA
DE ALGODON (Gossypium hirsutum L.) DE LA REGION
CANADA DEL ESTADO DE OAXACA

3.1. RESUMEN

México es considerado como uno de los reservorios de diversidad vegetal mas
importantes del mundo. Todas las especies tienen especial importancia. Por su
parte, el algodon ha sido estudiado en las Ultimas décadas debido a que México
es considerado centro de origen y de diversidad genética del género
Gossypium, y representa un recurso genético potencialmente aprovechable en
areas de produccién agricola y pecuaria. Las investigaciones y trabajos en
materia de recursos genéticos de algodon han sido limitadas por diversos
factores. El presente trabajo tuvo como objetivo describir la morfologia de
accesiones de algodén (Gossypium hirsutum L.) de la regién de la Cafiada de
Oaxaca. Para el estudio se consideraron cinco poblaciones con 10 materiales
colectados por cada una. Trece variables morfolégicas fueron evaluadas. Los
resultados indicaron que hubo una moderada variabilidad morfologica. En las
accesiones se destaco la presencia de dos colores de fibra, blanca (88 %) y
café (12 %), en un rango de longitud de 1.5 a 3.6 cm, en donde las longitudes
de fibra mas cortas fueron las de color café. Por tal motivo, hubo una
correlacibn moderada negativa (-0.52) entre ambas variables. El dendrograma
generado a partir de las trece variables evaluadas, mostré6 tres grupos
principales, mismos que también se observaron en los resultados del andlisis de
componentes principales.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF COTTON GERMPLASM
(Gossypium hirsutum L.) FROM THE CANADA REGION OF THE STATE OF
OAXACA

3.2. ABSTRACT

Mexico is considered one of the most important reservoirs of plant diversity in
the world. All these species have special importance. For its part, cotton has
been studied in recent decades because Mexico is considered a center of origin
and genetic diversity of the genus Gossypium, and represents a potentially
useful genetic resource in areas of agricultural production and livestock.
Research and work on cotton genetic resources has been limited by several
factors. The objective of this work was to describe the morphology of cotton
accessions (Gossypium hirsutum L.) from the region of ‘La Cafiada’ of Oaxaca.
For the study, five populations with 10 materials collected by each were
considered. Thirteen morphological variables were evaluated. The results
indicate that there was a moderate morphological variability. The presence of
two fiber colors, white (88 %) and brown (12 %), was highlighted, which had a
length range of 1.5 to 3.6 cm, where the shorter fiber lengths were brown fibers.
For this reason, there was a moderate negative correlation (-0.52) between both
variables. The dendrogram generated from the thirteen variables, formed three
main groups, which were observed in the analysis of major components.
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3.3. INTRODUCCION

México es considerado como uno de los reservorios de diversidad vegetal mas
importantes del mundo, con 25,000 a 30,000 especies de plantas vasculares.
Asi mismo, en el ambito geografico, la parte considerada como Mesoamérica
representa uno de los principales centros de domesticacion de plantas. Se han
documentado en México alrededor de 7, 000 especies de plantas utiles, de las
cuales alrededor de 200 especies nativas se encuentran en estado avanzado
de domesticacién, incluyendo algunas especies de plantas de importancia
mundial tales como el maiz, frijoles, chiles, calabazas, cacao, algodon, agaves
y amarantos, entre otras (Casas & Parra, 2007). Todas estas especies tienen
especial importancia. Por su parte el algodon es uno de los cultivos que en las
Gltimas décadas ha sido estudiado por profesionales debido a sus nuevas

formas de uso (Ledn, 2000).

En este contexto, nuestro territorio es considerado centro de origen y de
diversidad genética de Gossypium hirsutum L., (Hinze et al., 2017). Esta
diversidad genética permanece in situ y se encuentra limitada a plantas que
crecen de manera casual en areas de poco uso o como plantas de jardin en
casas ubicadas en las comunidades rurales (Godoy, Garcia & Manarrez, 2002).
Sin embargo, aunque esta especie representa un recurso genético
potencialmente aprovechable en areas de produccion agricola y pecuaria (Ulloa
et al., 2006), las investigaciones y trabajos en materia de recursos genéticos de
algodén han sido limitadas por diversos factores, como la falta de recursos
humanos y financieros para explorar, recolectar y utilizar la diversidad existente

de algodon en el pais (Pérez et al., 2011).

En México, el estado de Oaxaca es una de las 27 entidades en las que se
encuentra el mayor numero de especies silvestres del género Gossypium
distribuidas en sitios especificos (Baez, 2015). Se tienen registros sobre la

presencia de éste género en varias regiones de este Estado. Sin embargo, en la
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Region de la Cafiada Oaxaquefia se dispone de escasos estudios biologicos

sobre Gossypium.

Por tal motivo, la presente investigacion tuvo como objetivo describir la
morfologia de accesiones de algoddén (Gossypium hirsutum L.) de la region de
la Caflada de Oaxaca con base en descriptores UPOV o0 botanicos y asi
contribuir al conocimiento de la biologia de éste taxén.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Localizacion del experimento

La fase experimental de la presente investigacion se llevd a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la Universidad
Autonoma Chapingo.

3.4.2. Material vegetal

El material vegetal se recolecté en cinco localidades, cuatro pertenecientes al
Distrito de Teotitlan de Flores Magén en la Regién Cafiada del Estado de
Oaxaca y uno perteneciente al Estado de Puebla (Cuadro 3), todas ellas
pertenecientes a la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan. Diez individuos
de G. hirsutum fueron colectados en cada localidad. Los 6rganos vegetales
colectados se guardaron en bolsas plasticas con cierre hermético, debidamente
identificadas. Las muestras se mantuvieron en una hielera para mantenerlas en
frescas hasta su traslado al laboratorio y asi evitar o disminuir la pérdida de
material por dafio mecanico. A su llegada al laboratorio se colocaron en

refrigeracion hasta su posterior analisis.
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Cuadro 3. Sitios de colecta de material vegetal de algodon Gossypium hirsutum

L.
Poblacién Localidad Ubicacion Municipio/Estado
geografica
1 Santa Maria LN:17°57 Santa Maria
Tecomavaca LO:97°01" Tecomavaca,
Altura: 600 msnm. Oaxaca
2 San Juan de los LN: 18°03' San Juan de los
Cués LO: 97°03' Cués, Oaxaca
Altura: 860 msnm
3 San Martin LN: 18°06' San Martin toxpala,
toxpalan LO: 96°03' Oaxaca
Altura: 1020
msnm
4 Teotitlan de Flores LN: 18°08' Teotitlan de Flores
Magoén LO: 97°04" Magon, Oaxaca
Altura: 1020
msnm
5 San Rafael LN: 18°18° Coxcatlan, Puebla
LO: 97°14°

Altura: 874 msnm

3.4.3. Evaluacién de descriptores

Los caracteres seleccionados fueron evaluados de acuerdo con Bioversity

International (IBPGR, 1985) y la Unién Internacional para la Proteccion de las

Obtenciones Vegetales (UPOV, 2001), utilizando 10 plantas por poblacion.

» Longitud de capsula (LC). Se midi6 con un vernier electrénico en

centimetros (cm).

» Ancho de capsula (AC). Se midi6 con un vernier electronico en

centimetros (cm).

* Numero de semillas por cépsula (NSC). Se conté el niumero de

semillas después de la dehiscencia de los frutos.

» Longitud de hoja (LH). Se midi6 con un vernier electrénico en

centimetros (cm).
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= Ancho de hoja (AH). Se midié con un vernier electronico en centimetros
(cm).

= Area foliar (AF). El area foliar fue calculada con el programa de analisis
de imagen ImageJ version 1.46.

= Longitud de fibra (LF). Se midi6 con un vernier electronico en
centimetros (cm).

» Longitud de semilla (LS). Se midi6 con un vernier electronico en
centimetros (cm).

» Ancho de semilla (AS). Se midi6 con un vernier electrénico en
centimetros (cm).

» Forma de hoja (FH). La forma de la hoja fue clasificada como palmada
(1), palmada a digitada (2), digitada (3) y lanceolada (4).

» Forma de la seccion longitudinal de capsula (FSLC). La forma de la
seccién longitudinal fue clasificada como redonda (1), eliptica (2), oval (3)
y conica (4).

* Prominencia de la punta de capsula (PPC). La prominencia de la punta
de cépsula fue clasificada en débil (3), media (5) y fuerte (7).

= Color de fibra (CF). EIl color de la fibra se clasific6 como blanco (1),
crema (2), café claro (3) y café (4).

3.4.4. Anéalisis de datos

Se elabor6 una matriz en Excel a partir de los datos recabados de cada caracter
evaluado para su posterior analisis en el programa NTSYS (Numerical
Taxonomic Analysis System) version 2.21 (Rohlf, 2002), en el cual se realizé un
analisis “cluster” utilizando el coeficiente de distancia taxondmica media (DIST)
para determinar relaciones entre las poblaciones. El andlisis consistio en la
elaboracion de dendrogramas que representaran datos cualitativos,
cuantitativos y una mezcla de ellos, para su mejor interpretacion. Fue necesario
realizar una estandarizacion previa en el programa antes mencionado con el fin

de que los caracteres tuvieran la misma amplitud. Ademas, se realiz0 un
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Andlisis de Componentes Principales (ACP), obteniendo graficos en 2D y 3D,
siguiendo el mismo procedimiento anterior, con el fin de observar
agrupamientos con caracteristicas similares a partir de los resultados de las
mediciones. Se realizo también un analisis de correlacion entre caracteristicas
evaluadas y una tabla de datos estadisticos tipicos que nos permitieran un
mejor analisis e interpretacion de los resultados. Los datos anteriores se
obtuvieron con el programa estadistico R X 64 version 3.3.2 . Finalmente, se
realiz6 una prueba de Mantel que nos permitiera conocer la correlacion que
existe entre datos cualitativos, cuantitativos y la matriz mixta, asi como su

comparacioén con los resultados de marcadores moleculares.

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 6 se muestran caracteristicas de los O6rganos de plantas de

Gossypium hirsutum L. colectados en la region Cafiada del estado de Oaxaca.

Figura 1. Organos de Gossypium hirsutum L. A. Flor. B. Capsula. C. Fibra. D. Hoja. E. Habito
de crecimiento.
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3.5.1. Analisis de valores estadisticos generales

Para cada caracter evaluado se determiné la media, desviacion estandar,
varianza, coeficiente de variacion y los valores minimos y maximos, los cuales

se muestran en el Cuadro 4.

Todas las caracteristicas presentaron datos relevantes para el presente
analisis, sin embargo, algunos de ellos sobresalen por sus valores. Tal es el
caso del numero de semillas por capsula (NSC) el cual fue muy variable, ya que
se obtuvo un minimo de 5 y un maximo de 28 semillas por capsula, con un
promedio de 13 semillas. Lo que indicé que existen diferentes tamafos de

capsula tanto en longitud como en ancho.

Otra variable sobresaliente fue la longitud de fibra (LF), la cual estuvo en un
intervalo de 1.5 a 3.6 cm, con un promedio de 2.2. El 80 % de los individuos
evaluados tuvieron longitudes de fibra menores a 2.5 cm, ubicadndose en la
clasificacion descrita por Leon (2000), como pertenecientes a las especies de
G. arboreum y G. herbaceum. Cabe destacar que con esta menciéon no se
afirma que los materiales colectados pertenezcan a estas especies. Las
longitudes de fibra mas cortas fueron las fibras de color café en comparacion

con las blancas, las cuales estuvieron en un rango de 1.56 a 1.90 cm.

Por otra parte, el coeficiente de variacién mas alto lo obtuvo el color de fibra con
72.4 %, lo cual parece estar relacionado con que 88 % de las fibras analizadas

fueron de color blanco y las restantes (12 %) de color café.

Respecto a las hojas, como se aprecia en la Figura 6, existe una alta diversidad
fenotipica. Ello se puede relacionar con los datos mostrados en el Cuadro 4,
donde se observan los intervalos de longitud y ancho de hoja. En relacién a
esto, Uscanga (2013), al evaluar la variacion foliar del algodon (Gossypium

hirsutum) silvestre y cultivado en México de seis meta-poblaciones propuestas
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por Wegier (2013), encontr0 que las poblaciones silvestres de algodon
presentan dos formas foliares correspondientes a los morfo-tipos Okra y
Normal, conocidos en el algodén domesticado. Ademas, la diversidad foliar se
distribuyé de manera heterogénea en las meta-poblaciones, mismas que
mantuvieron distinta variacion foliar (F=12.20, P<0.0001) y no todas resultaron
ser distintas entre si. Asi mismo, indicé que la frecuencias de las dos formas
foliares parece estar relacionada con las condiciones de precipitacion. Cabe
destacar que en la meta-poblacion Pacifico Sur que incluye el estado de
Oaxaca, los individuos presentaron hojas de lobulos cortos. Materiales de tres
localidades del estado de Oaxaca como Morro Ayuta (Costa), San José del
Progreso (Valles Centrales) y Santiago Jamiltepec (Costa), presentaron hojas
tipo Normal, Okra y Okra, respectivamente. No se presentaron datos para la

Region Cafada.

Cabe resaltar, que algunas otras variables no fueron consideradas para su
evaluacion, ya que desde la seleccidn de variables se consideraron poco
discriminantes. Tal es el caso del color de los pétalos de la flor, ya que todos
resultaron ser amarillos al final de su desarrollo. Asi mismo, todas las flores
presentaron mancha en la base del pétalo. El color del polen fue amarillo en
todos los individuos. Estos resultados concuerdan con los datos reportados por
el SNICS (2017), al evaluar 58 accesiones de algoddn pertenecientes a cinco
especies del género Gossypium originarias de 11 estados. Se encontré que 25
accesiones pertenecientes a la especie G. hirsutum raza palmerii, tuvieron
flores de color amarillo. Sin embargo, el 77 % no presentaron manchas y
mostraron polen en su mayoria color crema. Lo que podria indicar que se trata
de una raza de Gossypium hirsutum diferente a la que se encuentra en la region
Canada del Estado de Oaxaca. En éste contexto, Pérez, Tovar, Obispo,
Legorreta & Ruiz (2016), mencionaron que G. gossypioides es endémica del
estado de Oaxaca, y tiene presencia en la region de la Cafiada, junto con
Gossypium hirsutum L. Cabe destacar, que para esta Ultima especie se

presentaron dos colores de fibra, banca y café. Unido a esto, Pérez et al.
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(2016), menciona que geograficamente en el sur del pais se concentra la mayor

diversidad genética del género Gossypium.

Cuadro 4. Valores estadisticos generales para las variables evaluadas en

accesiones de algoddn de la regién Caflada Oaxaquefia.

Variable Estadisticos
Media Desviacion Varianza Coeficiente Minimo Maximo
estandar de variacion
(%)

Longitud de

capsula (LC) 2.2 0.4 0.2 19.6 1.3 3.9
Ancho de

capsula (AC) 1.7 0.3 0.1 14.9 1.2 2.6

Numero de
semillas por
capsula 5.0 28.0
(NSC) 13.4 4.1 17.0 30.7

Longitud de

hoja (LH) 5.1 0.8 0.6 15.0 3.4 6.9
Ancho de

hoja (AH) 5.4 0.7 05 13.6 3.9 7.3
Area  foliar

(AF) 3.2 0.8 0.6 23.5 1.2 4.9
Longitud de

fibra (LF) 2.2 0.4 0.1 16.4 15 3.6
Longitud de

semilla (LS) 0.8 0.2 0.0 25.8 0.6 2.1
Ancho de

semilla (AS) 0.5 0.1 0.0 27.9 0.4 1.3
Forma de

hoja (FH) 14 0.5 0.2 35.7 1.0 2.0
Forma de la

seccion

longitudinal

de capsula

(FSLC) 2.7 0.6 0.3 21.0
Prominencia

de la punta

de capsula

1.0 3.0

(PPC) 6.2 1.0 1.0 16.0 50 7.0
Color de fibra
(CF) 1.4 1.0 1.0 72.4 1.0 4.0

Ademas, El nimero de carpelos de la capsula fue de tres a cuatro. Respecto al
habito de crecimiento, la mayoria de los individuos fueron de tipo arbustivo,

mientras que algunos otros tuvieron apariencia de arbol.
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El conjunto de resultados obtenidos, indican la existencia de alta variabilidad
fenotipica, y dadas sus caracteristicas es posible su evaluacién agronémica

para su incorporacion a programas de mejoramiento genético.

3.5.2. Analisis de correlacion de caracteres

Durante la caracterizacion de las variables se encontraron correlaciones
positivas y negativas (Cuadro 5). Entre ellas, el ancho de capsula (AC) mantuvo
una correlacién fuerte y positiva con la longitud de capsula (LC) con un valor de
r=0.79; esto puede significar que los factores que intervienen en el crecimiento
0 no de la capsula de algoddn, hacen, que a medida que crece una, lo hace
también la otra variable. Similarmente, el ancho de hoja (AH) tuvo una
correlacion fuerte y positiva con la longitud de hoja (LH) con un valor de r= 0.76.
El nimero de semillas por capsula (NSC) también mostré una correlacion
intermedia y positiva (r= 0.57) con el ancho de capsula (AC) y una correlacion
positiva que va de moderada a débil (r= 0.50) con la longitud de capsula (LC).
Lo que posiblemente indico, que el nimero de semillas por capsula depende en
gran medida del ancho de la misma y no tanto de su longitud. Ademas, la
longitud de fibra (LF) mostré correlacion moderada y positiva (r= 0.52) con la
longitud de capsula (LC), mientras que mantuvo una correlacion positiva que va
de moderada a débil (r= 0.50) con el ancho de capsula (AC). Lo que sugiere
que ésta variable depende en gran medida de la longitud del fruto y no tanto del
ancho. Entre las correlaciones negativas obtenidas destaca el color de fibra
(CF), la cual establecié una correlacion moderada negativa con la longitud de
fibra (LF) con un valor de r= -0.52. Se observo que las fibras de color café
mostraron una longitud inferior en comparacion con las fibras de color blanco.
Finalmente, para algunas variables se presentaron correlaciones practicamente
inexistentes o nulas, tanto positivas como negativas. Tal es el caso del ancho
de la semilla (AS), forma de la hoja (FH) y color de fibra (CF), las cuales no

presentaron correlacion con el nimero de semillas por capsula (NSP), ancho
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de cépsula (AC) y la forma de la seccion longitudinal de la capsula (FSLC),

respectivamente.

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion de las caracteristicas de accesiones del

algodon de la region Cafada Oaxaquena.

Accesion LC AC NSC LH AH AF LF LS AS FH FSLC PPC CF

LC 1

AC 079 1

NSC 050 o057 1

LH 013 027 026 1

AH 025 028 018 076 1!

AF 023 008 015 007 013 1

LF 052 050 023 015 008 009 T

LS 014 010 008 010 006 -0.03 002 T

AS 005 002 000 -008 -005 -0.04 -0.18 005 I

FH 011 000 016 006 005 -031 007 -011 o016 =

FSLC 040 -037 024 -016 -005 -010 -0.22 -0.40 002 -0.22 1

PPC 027 -003 -006 -013 006 015 002 027 -029 -0.07 021 1
CF 0.04 -019 004 019 001 016 -052 -0.04 042 -0.02 poo 908 1

Longitud de cépsula (LC), Ancho de capsula (AC), Numero de semillas por cépsula (NSC),
Longitud de hoja (LH), Ancho de hoja (AH), Area foliar (AF), Longitud de fibra (LF), Longitud de
semilla (LS), Ancho de semilla (AS), Forma de hoja (FH), Forma de la seccién longitudinal de
capsula (FSLC), Prominencia de la punta de capsula (PPC), Color de fibra (CF).

3.5.3. Relaciones entre las poblaciones

En la Figura 7A se muestra el dendrograma construido usando datos de
variables cualitativas, en el cual se estableci6 una linea de corte a un
coeficiente de distancia DIST de 1.02, formandose 9 grupos. Los individuos de
una misma poblacion no todos agruparon juntos, sino que algunos se
mezclaron con los de otras poblaciones, lo que sugiere que las poblaciones
estan muy relacionadas, posiblemente debido a que existe fuerte flujo genético
entre las mismas. Los dendrogramas para variables cuantitativas (Figura 7B) y
cualitativas-cuantitativas (Figura 7C) formaron 4 grupos principales. Ambos
dendrogramas presentaron similitud en el agrupamiento de los individuos de las

poblaciones.
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Para definir de manera mas precisa las relaciones entre las poblaciones y para
evitar la mezcla de individuos entre las mismas, se usé promedios de las
variables evaluadas para construir los dendrogramas que se muestran en la
Figura 8. El dendrograma generado usando variables cualitativas (Figura 8A)
muestra la formacion de tres grupos principales. ElI primer grupo incluyé
Gnicamente a la poblacién de Santa Maria Tecomavaca (SMT). El segundo
grupo integré a las poblaciénes de San Juan de los Cués (SC) y San Rafael
(SR). En el tercer grupo se encuentran San Martin Toxpalan (SM) y Teotitlan de
Flores Magon (T). Segun los datos cualitativos las poblaciones mas

relacionadas son SC y SR, luego SMy T y la més alejada es SMT.

Por otra parte, tanto el dendrograma construido usando variables cuantitativas
(Figura 8B) como el dendrograma para variables cualitativas-cuantitativas
(Figura 8C) agruparon a las poblaciones en tres grupos principales. El primero
incluy6 Unicamente a la poblacion de Santa Maria Tecomavaca (SMT). El
segundo agrupé a las poblaciones de San Juan de los Cués (SC), San Martin
Toxpalan (SM) y San Rafael (SR) y el tercer grupo lo formo la poblacion de
Teotitlan de Flores Magon (T). Las poblaciones mas relacionadas fueron SM y
SR, mientras que la mas alejada fue T. También, cabe destacar que en éste
analisis, la poblacién de Santa Maria Tecomavaca (SMT) siempre se diferencié

de las demas al ubicarse como un solo grupo.
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B. CUANTITATIVO
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Figura 2. Dendrogramas generados usando datos de caracteres morfoldgicos cualitativos (A), cuantitativos (B) y cualitativos-
cuantitativos (C) y el coeficiente de distancia taxondmica media (DIST) a partir de accesiones de algodon. El dendrograma representa
accesiones de 5 poblaciones evaluadas usando caracteres morfolégicos cuantitativos y cualitativos. SMT= Santa Maria Tecomavaca,
SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magon y SR= San Rafael.
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Figura 3. Dendrogramas generados usando datos de caracteres morfologicos de accesiones de
algoddn y el coeficiente de distancia taxonomica media (DIST). a) Con caracteres morfoldgicos
cualitativos. b) Con caracteres morfoloégicos cuantitativos. ¢) Con caracteres morfoldgicos
cuantitativos y cualitativos. SMT= Santa Maria Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM=

San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magon y SR= San Rafael.
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3.5.4. Analisis de componentes principales

3.5.4.1. Analisis de componentes principales para variables cualitativas

Los datos indicaron que el primer Componente Principal (CP) explico el 31.92 %
de la variabilidad total (Cuadro 6), seguido de los segundo, tercer y cuarto
componentes principales con valores de 27.14, 24.51 y16.43 %. Cabe destacar,
que los dos primeros componentes son los de mayor importancia ya que

concentraron mas de 50 % de la variabilidad total.

Cuadro 6. Eigen valores de cuatro componentes principales segun las variables

morfologicas cualitativas de accesiones de algodon.

CP Eigen valores Porcentaje (%) Porcentaje acumulado (%)
1 1.28 31.92 31.92

2 1.09 27.14 59.06

3 0.98 24.51 83.57

4 0.66 16.43 >100 %

Ademas, las variables que contribuyeron en mayor proporcién al Componente 1
fueron: la forma de la seccién longitudinal de la capsula (FSLC), prominencia de
la punta de capsula (PPC) y la forma de hoja (FH). Las variables: forma de hoja
(FH) y prominencia de la punta de capsula (PPC) explicaron el Componente 2.
Los Componentes 3y 4 fueron explicados por el color de fibra (CF) y forma de

la seccidén longitudinal de la capsula (FSLC), respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Contribucion de variables morfologicas cualitativas de accesiones de

algodén, en sus primeros cuatro componentes principales.

Variable CP1 CP2 CP3 CP4
Forma de hoja (FH) 0.53 0.68 0.28 0.43
Forma de la seccién longitudinal de capsula (FSLC) -0.82 -0.10 0.20 0.53
Prominencia de la punta de capsula (PPC) 0.54 -0.66 -0.29 0.43
Color de fibra (CF) -0.20 0.42 -0.88 0.11

En la Figura 4 se muestran los graficos en dos y tres dimensiones (2D y 3D,

respectivamente) de los Componentes Principales, de las variables cualitativas.
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Se observo la formacion de 7 grupos. Igual que para los analisis realizados para
obtener los dendrogramas, los individuos de las poblaciones se mezclaron entre

si, lo que sugiere que estan muy relacionados.

A : _
P CP1

Figura 4. Componentes principales de variables morfologicas cualitativas evaluadas en
materiales de algodén. a) Grafico en 2D y b) 3D. SMT= Santa Maria Tecomavaca, SC= San
Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magén y SR= San Rafael.

Para definir de manera mas precisa las relaciones entre las poblaciones y para
evitar la mezcla de individuos entre las mismas, se us6 promedios de las
variables evaluadas para hacer los mismos analisis. Se apreci6 la formacion de
tres grupos tanto en el grafico en 2D como en el de 3D (Figura 5). Un grupo
integrado por las poblaciones de San Juan de los Cués y San Rafael, otro
conformado por las poblaciones de San Martin Toxpalan y TeotitlAn de Flores
Magon vy el tercer grupo lo conformé la poblacion de Santa Maria Tecomavaca.

Este mismo comportamiento se observo en el dendrograma de la Figura 3A.

67



| 2
8 ' ' (P

04

i

Figura 5. Proyeccion de las poblaciones sobre los componentes principales de variables
morfolégicas cualitativas de algodén. a) Gréfico en 2D y b) 3D. SMT= Santa Maria Tecomavaca,
SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magon y SR=
San Rafael.

3.5.4.2. Andlisis de componentes principales para variables cuantitativas

Los cuatro primeros Componentes Principales (CP) concentraron la mayor
variabilidad total (Cuadro 8). El primer Componente concentré6 32.85 % de
variabilidad, el segundo 20.53 %, el tercero 16.49 % y el cuarto 10.79 %. Los
dos primeros Componentes fueron los de mayor importancia ya que
concentraron mas del 50 % de la variabilidad total.

Cuadro 8. Eigen valores de los componentes principales segun las variables

morfolégicas cuantitativas de accesiones de algoddn de la Cafiada Oaxaquenia.

CP Eigen valores Porcentaje (%) Porcentaje acumulado (%)
1 2.96 32.86 32.86

2 1.85 20.53 53.39

3 1.48 16.49 69.88

4 0.97 10.80 80.67

5 0.76 8.41 89.08

6 0.48 5.33 94.41

7 0.22 2.49 96.90

8 0.16 1.74 98.64

9 0.12 1.36 >100%

68




Por otra parte, las variables que contribuyeron en mayor proporcién al
Componente 1 fueron: la longitud de capsula (LC), ancho de capsula (AC) y
namero de semillas por capsula (NSC). Las variables: longitud de semilla (LS) y
ancho de semilla (AS) explicaron el Componente 2. EI Componente 3 es
explicado por la longitud de hoja (LH) y ancho de hoja (AH). En tanto que el

area foliar (AF) explicé el Componente 4 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Contribucion de variables morfolégicas cuantitativas de accesiones

de algoddén de la Cafiada Oaxaquefia a los primeros cuatro componentes

principales.

Variable CP1 CP2 CP3 CP4
Longitud de capsula (LC) 0.83 0.05 0.36 0.03
Ancho de capsula (AC) 0.86 0.01 0.25 -0.16
Ndmero de semillas por capsula (NSC) 0.68 0.01 0.14 0.03
Longitud de hoja (LH) 0.54 -0.09 -0.76 -0.10
Ancho de hoja (AH) 0.55 -0.09 -0.75 0.00
Area foliar (AF) 0.27  -0.10 0.01 0.95
Longitud de fibra (LF) 0.60 -0.18 0.37 -0.17
Longitud de semilla (LS) 0.18 0.93 -0.08 -0.00
Ancho de semilla (AS) 0.01 0.96 -0.01 0.07

En los gréficos de los Componentes Principales de las variables cuantitativas se
formaron dos grupos entre los individuos evaluados (Figura 6). En uno de ellos,
se concentr6 la mayoria de los individuos pertenecientes a la poblacién de
Teotitlan de Flores Magon, que al parecer tienen caracteristicas diferentes al
resto de los individuos. En la otra agrupacion hubo una aglomeracion del resto
de los individuos. Esto posiblemente porque comparten algunas caracteristicas
muy similares. Algunos individuos parecen poseer -caracteristicas muy

diferentes al resto, ya que se concentraron en los limites del gréfico.
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Figura 6. Componentes principales de variables morfolégicas cuantitativas evaluadas en
materiales de algodén. a) Gréafico en 2D y b) 3D. SMT= Santa Maria Tecomavaca, SC= San
Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magon y SR= San Rafael.

En la proyeccion de poblaciones sobre los Componentes Principales para el
analisis de variables cuantitativas, se apreciaron tres agrupaciones principales
(Figura 7), tanto en el grafico en 2D como en el 3D. Un grupo conformado
exclusivamente por la poblacion de Santa Maria Tecomavaca, otro integrado
por la poblacion de TeotittAn de Flores Magon y el tercer grupo por las
poblaciones de San Martin Toxpalan, San Juan de los Cués y San Rafael.
Tanto los individuos como la poblacion en general de la localidad de Teotitlan

de Flores Magén se mostraron muy diferentes del resto.
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Figura 7. Proyeccién de las poblaciones sobre los componentes principales de variables
morfologicas cuantitativas de algodon. a) Gréafico en 2D y b) 3D. SMT= Santa Maria
Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores
Magon y SR= San Rafael.

3.5.4.3. Andlisis de componentes principales para variables cualitativas
y cuantitativas

Cuadro 10. Eigen valores de los componentes principales segun las variables

morfologicas cualitativas y cuantitativas de accesiones de algoddn de la Cafiada

Oaxaquefia.

CP Eigen valores Porcentaje (%) Porcentaje acumulado (%)
1 3.20 24.64 24.64
2 2.25 17.34 41.98
3 1.59 12.23 54.21
4 1.50 11.57 65.21
5 1.19 9.12 74.89
6 0.89 6.81 81.71
7 0.73 5.61 87.32
8 0.53 4.08 91.40
9 0.45 3.46 94.87
10 0.30 2.31 97.18
11 0.15 1.15 98.33
12 0.13 1.03 99.35
13 0.08 0.65 >100%
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Los cuatro primeros Componentes Principales (CP) concentraron la mayor
variabilidad total (Cuadro 10). El primer Componente concentr6 24.64 % de
variabilidad, el segundo 17.33 %, el tercero 12.23 % y el cuarto 11.57 %. Los
tres primeros componentes fueron los de mayor importancia ya que

concentraron mas de 50 % de la variabilidad total.

En el andlisis mixto de variables morfolégicas cualitativas y cuantitativas, las
variables que contribuyeron en mayor proporcion al Componente 1 fueron: la
longitud de capsula (LC) y ancho de cépsula (AC) (Cuadro 11). Las variables:
longitud de semilla (LS) y ancho de semilla (AS) explicaron el Componente 2. El
Componente 3 fue explicado por la longitud de hoja (LH). En tanto que el ancho
de hoja (AH) lo explicé el Componente 4. Cabe destacar que las variables mas
discriminantes en éste andlisis fueron practicamente las mismas que las que se
presentaron en el Cuadro 9. Ademas, ninguna variable cualitativa resulté ser

discriminante para éste ejercicio.

Cuadro 11. Contribucién de variables morfolégicas cualitativas y cuantitativas
de accesiones de algodén de la Cafiada Oaxaquefia a los primeros cuatro

componentes principales.

Variable CP1 CP2 CP3 CP4
Longitud de cépsula (LC) 084 0.09 036 0.13
Ancho de cépsula (AC) 086 0.12 0.08 0.17
Ndmero de semillas por capsula (NSC) 064 015 0.22 -0.12
Longitud de hoja (LH) 051 011 -0.61 -0.50
Ancho de hoja (AH) 049 011 -046 -0.61
Area foliar (AF) 0.25 -0.06 0.47 -0.46
Longitud de fibra (LF) 0.65 -0.18 -0.12 0.45
Longitud de semilla (LS) 0.06 0.88 -0.04 0.13
Ancho de semilla (AS) -0.12 091 0.15 0.09
Forma de hoja (FH) -0.03 0.27 -0.46 0.44
Forma de la seccién longitudinal de capsula (FSLC) -0.50 -0.03 -0.14 -0.23
Prominencia de la punta de capsula (PPC) 0.14 -047 0.34 -0.02
Color de fibra (CF) -0.28 050 0.47 -0.38

En los graficos de los Componentes Principales de las variables cualitativas y
cuantitativas, al igual que en el ACP de variables cuantitativas, se observaron

dos agrupaciones principales entre los individuos evaluados (Figura 8). El
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comportamiento de los individuos fue muy similar, donde uno de los grupos
concentr6 la mayoria de los individuos pertenecientes a la poblacién de
Teotitlan de Flores Magon y el segundo grupo incluyoé al resto de los individuos
de las poblaciones, donde algunos individuos se concentraron en los limites del
gréfico.

a) 246

176 |

CP2 1914

pur | |

0.29%4

Figura 8. Componentes principales de variables morfolégicas cualitativas y cuantitativas evaluadas en
materiales de algodon. a) Grafico en 2D y b) 3D. SMT= Santa Maria Tecomavaca, SC= San Juan
de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magén y SR= San Rafael.

En la proyeccion de poblaciones sobre los Componentes Principales para el
andlisis de variables cuantitativas-cualitativas, se apreciaron tres agrupaciones
principales, tanto en el grafico 2D como en el 3D (Figura 9). El agrupamiento
segun éste analisis también fue muy similar a la proyeccion de variables
cuantitativas, en donde al parecer las variables cualitativas no tuvieron mucha
influencia al realizar un analisis mixto. Las agrupaciones antes mencionadas

fueron similares al dendrograma de la Figura 8c.
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Figura 9. Componentes principales de variables morfoldgicas cualitativas y cuantitativas
evaluadas en materiales de cinco poblaciones algoddn. a) Grafico en 2D y b) 3D. SMT= Santa
Maria Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de
Flores Magén y SR= San Rafael.

3.5.5. Comparacion entre matrices

3.5.5.1. Prueba de Mantel entre matrices de variables cualitativas,

cuantitativas y cualitativas-cuantitativas

Para determinar la correlacion entre matrices de distancia generadas del
andlisis morfolégico para variables cualitativas, cuantitativas y cualitativas-
cuantitativas se realizé una prueba de Mantel en el programa NTSYS (Figura
15). El resultado del analisis de la prueba de Mantel para variables cualitativas
vs cuantitativas fue de r= 0.201, lo que sugiere que las matrices presentan una
correlacion lineal positiva practicamente inexistente (Figura 15a). Este
comportamiento se puede apreciar en el Cuadro 5, en donde la mayoria de
estos dos tipos de variables presentaron correlaciones practicamente
inexistentes o nulas, tanto positivas como negativas. Sin embargo, entre ellas el
color de fibra (CF) y longitud de fibra (LF) destacaron al presentar una
correlacion fuerte negativa.
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La prueba de Mantel para las matrices de distancia cualitativas vs matriz mixta
resultd para r= 0.524 (Figura 15b). Lo que indic6 que en general ambas
matrices mantienen una correlacion mediana y positiva. Mientras que el andlisis
de Mantel para las matrices de variables cuantitativas vs. matriz mixta
presentaron r= 0.932 (Figura 15c), es decir alta y positiva. Siendo este, el valor
de correlacibn mas alto para este ejercicio. Los anteriores resultados parecen
indicar que las variables cualitativas no son tan discriminantes o no aportan
suficiente informacién para este tipo de analisis como lo hacen las variables
cuantitativas. Otro factor de importancia que pudo influir en los resultados
podria ser el hecho de que el numero de variables cualitativas analizadas fue

menor en comparacion con el numero de variables cuantitativas.
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Figura 10. Diagramas de correlaciéon resultantes de la prueba de Mantel usando matrices
generadas con el coeficiente de distancia taxondmica media (DIST).a) Correlacién entre datos
cuantitativos vs. cualitativos. b) Correlacion entre datos cuantitativos-cualitativos vs. cualitativos.
b) Correlacion entre datos cuantitativos-cualitativos vs. cuantitativos.
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3.6. CONCLUSIONES

Se detectd la existencia de diversidad molecular en las colecciones de
Gossypium hirsutum L. de la regién Cafiada del Estado de Oaxaca. Los
marcadores morfolégicos fueron efectivos para agrupar a las poblaciones.
Ademas, se encontraron algodones con colores de fibra blanco y café. Hubo
una correlacion alta y positiva entre los marcadores morfolégicos cuantitativos y

los marcadores moleculares.
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IV. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA EN
POBLACIONES DE ALGODON (Gossypium hirsutum L.)
MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES ISSR

4.1. RESUMEN

El algoddn es un cultivo importante en la industria agroalimentaria, ampliamente
cultivado en todo el mundo. La importancia que tiene México a nivel mundial
como centro de origen y de diversidad del algodén es de gran relevancia para el
desarrollo de variedades que contribuyan a satisfacer problemas y demandas a
las que nos enfrentamos en este siglo. La busqueda de razas primitivas,
cultivadas y formas silvestres en las regiones del sur de México pueden aportar
un material valioso para su explotacion. El primer paso en esta direccion es el
estudio de la disponibilidad de variabilidad genética dentro de la especie. El
presente estudio tuvo como objetivo describir molecularmente mediante
marcadores tipo ISSR la variabilidad intra e inter poblacional de accesiones de
algoddén (Gossypium hirsutum L.) colectadas en de la region de la Cafiada de
Oaxaca. Se consideraron cinco poblaciones con 10 materiales colectados por
cada una. Para el andlisis molecular se evaluaron 17 y 9 iniciadores ISSR, para
la determinacibn de huellas genéticas y el analisis de diversidad,
respectivamente. Los 17 iniciadores utilizados en el analisis de huellas
genéticas, amplificaron un total de 80 bandas, de las cuales 41 fueron
monomorficas y 39 fueron polimérficas, lo que permitié revelar un 50.04 %
promedio de polimorfismo. En el andlisis de diversidad genética dentro de
poblaciones se encontré un porcentaje de loci polimérficos de 78 %, diversidad
de Nei de 0.30 e Indice de Shannon de 0.44. El anélisis AMOVA determin6 que
el 92 % de la variacion genética se distribuyé dentro de las poblaciones y el
resto (8 %) entre ellas. Se obtuvo un valor de diferenciacién genética entre las
poblaciones Gst de 0.17 y un valor de individuos migrantes por generaciéon N,
de 2.4.
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ANALYSIS OF GENETIC DIVERSITY IN COTTON POPULATIONS
(Gossypium hirsutum L.) USING MOLECULAR MARKERS ISSR

4.2. ABSTRACT

Cotton is an important crop in the agri-food industry, widely cultivated throughout
the world. The importance that Mexico has worldwide as a center of origin and
diversity of cotton is of great relevance for the development of varieties that
contribute to satisfy problems and demands that we face in this century. The
search for primitive races, cultivated and wild forms in the southern regions of
Mexico can provide valuable material for their exploitation. The first step in this
direction is the study of the availability of genetic variability within the species.
The objective of this study was to molecularly describe, using ISSR markers, the
intra- and inter-population variability of cotton accessions (Gossypium hirsutum
L.) collected from the region of ‘La Caflada’ of Oaxaca. Five populations with 10
materials collected per each were considered. For the molecular analysis, 17
and 9 ISSR primers were evaluated for the determination of genetic fingerprints
and diversity analysis, respectively. The 17 initiators used in the analysis of
genetic fingerprints amplified a total of 80 bands, of which 41 were monomorphic
and 39 were polymorphic, which allowed revealing an average of 50.04 %
polymorphism. In the analysis of genetic diversity within populations, a
percentage of polymorphic loci of 78 %, Nei diversity of 0.30 and Shannon Index
of 0.44 was found. The AMOVA analysis determined that 92 % of the genetic
variation was distributed within the populations and the rest (8 %) among them.
A value of genetic differentiation was obtained between the Gsr populations of
0.17 and a value of migrant individuals per generation N, of 2.4.
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4.3. INTRODUCCION

El algodén como cultivo y como producto comercial basico desempefia un papel
importante por sus diversos usos en la industria agroalimentaria, siendo
ampliamente cultivado en todo el mundo. Es reconocido debido a su uso
extensivo en la industria textil (Hinze et al., 2017) por su buena calidad de fibra,
asi como por ser una buena fuente de aceite de cocina y alimento para el
ganado (Ulloa et al., 2006). En términos econdémicos, a través de su produccion
y procesamiento en la industria textil provee el sustento mediante la generacion
de empleos directos e indirectos de un nimero mucho mayor de personas en
comparaciéon con las fibras sintéticas (SAGARPA, 2014; Rathore, Campbell,
Sherwood & Nunes, 2015).

En el mundo existe una gran diversidad genética de especies silvestres de
algodén. Actualmente, 363 especies del género Gossypium han sido
registradas, de las cuales 59 han sido aceptadas, 292 son sin6nimos y 12 hay
sin resolver (The Plant List, 2013). Sélo cuatro de ellas se cultivan. De estas
cuatro especies, G. arboreum L. y G. herbaceum L., son diploides (2n= 26) y se
denominan algoddn del Viejo Mundo (Africa y Asia), mientras que las otras dos
especies G. hirsutum L., y G. barbadense L., son tetraploides (2n= 52) y son
conocidas como algodon del Nuevo Mundo (América) (Arjit & Nag, 2015). G.
hirsutum y G. barbadense son las principales especies de algodon cultivado
actualmente, representando el 90 % y 5 % de la produccion mundial,
respectivamente (Ledn, 2000; Arjit & Nag, 2015).

En la actualidad, al igual que otros cultivos, la baja productividad del algodon se
debe principalmente a la alta incidencia de plagas de insectos y enfermedades
causadas por patdgenos fungicos, bacterianos y virales, siendo estos factores
una amenaza para la produccion de algodén. El uso de quimicos para controlar
estos factores bidticos no es econdmico y tampoco es tan efectivo. Ademas,

puede ser peligroso para los seres vivos y el medio ambiente. Por lo tanto, el
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desarrollo de variedades que contribuyan a satisfacer estas necesidades es
fundamental para atender problemas y demandas globales y nacionales a las
gue nos enfrentamos en este siglo (Sonika & Sangwan, 2018).

México es centro de origen y de diversidad genética del género Gossypium
(Brubaker & Wendel, 1994; CONABIO, 2012). En el territorio nacional se han
encontrado varias especies silvestres. Once de las 13 especies de este género
en el hemisferio occidental son endémicas de nuestro pais, las cuales tienen
relevancia cultural, econdmica y biolégica en el mundo. De ellas, 11 son
diploides (G. armourianum, G. lobatum, G. gossypioides, G. aridum, G. laxum,
G. shwendimanii, G. thurberi, G. trilobum, G. davisonii, G. turneri y G. harknesii)
y una tetraploide (Gossypium hirsutum) (Ulloa et al., 2006; Feng, Ulloa, Pérez &
Stewart, 2011; Pérez, Tovar, Obispo, Legorreta & Ruiz, 2016).

En nuestro territorio, el estado de Oaxaca es una de las 27 entidades en las que
se encuentra el mayor nimero de especies silvestres del género Gossypium
distribuidas en sitios especificos (Baez, 2015). Ademas, la Cafiada oaxaquenia,
es una region localizada dentro del poligono de la Reserva de la Bibsfera
Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) (UMAFOR, 2010), la cual ofrece una extraordinaria
diversidad, y ha sido reconocida como un sitio de especial importancia en
términos biologicos. Hasta antes del presente estudio, no se disponia de

estudios biolégicos sobre Gossypium en esta region de Oaxaca.

La busqueda de razas primitivas, cultivadas y formas silvestres iniciales en las
regiones montafiosas del sur de México y las montafias de Guatemala pueden
aportar materiales valiosos para la agricultura (Vavilov, 1930). Aungque estas
especies silvestres siguen siendo un recurso genético, en gran parte sin
explotar, abundan ejemplos de su inclusiébn productiva en programas de
mejoramiento genético, los cuales dependen en gran parte de la disponibilidad
de la variabilidad de este género (Godoy, Garcia & Manarrez, 2002; Wendel,
Brubaker & Seelanan, 2010).
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El conocimiento de la diversidad genética de una especie es fundamental para
su mejora. El mejoramiento del algodén a través del método convencional
requiere mucho tiempo. La tecnologia de marcadores de ADN proporciona a los
fitomejoradores una herramienta para seleccionar plantas deseables
directamente sobre la base del genotipo en lugar del fenotipo, ya que son mas
confiables y pueden reducir el tiempo y el dinero requeridos para las pruebas de
campo (Preetha & Rveendren, 2008).

Para el estudio del algodén Gosypium hirsutum L., los marcadores moleculares
conocidos como Inter Secuencias Simples Repetidas (ISSR) son una técnica
simple, rapida y eficiente basada en la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La cual tiene una alta reproducibilidad y no requiere
radiactividad y es util para el mapeo y la biologia evolutiva en una amplia gama

de especies de cultivos (Pradeep, Sarla & Siddig, 2002).

Diversos estudios sugieren que los marcadores ISSR permiten obtener
resultados altamente reproducibles y ayudan a la deteccion de alto
polimorfismo, por lo que varios investigadores lo utilizan en diferentes areas de
mejoramiento de las plantas, asi como en estudios de marcado de genes y
andlisis de diversidad genética (Ashraf et al., 2016; Saif, Riad & Elbagoury,
2017; Sonika & Sangwan, 2018).

Teniendo en cuenta lo anterior, se plane6 la presente investigacién para
describir molecularmente mediante marcadores tipo ISSR la variabilidad intra e
inter poblacional de accesiones de algodon (Gossypium hirsutum L.) colectadas
in situ, a fin de conocer la diversidad genética presente en materiales de la

region de la Caflada de Oaxaca.
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4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1. Localizacién del experimento

La fase experimental de la presente investigacion se llevdo a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo.

4.4.2. Material vegetal

El material vegetal se recolecté en cinco localidades, cuatro pertenecientes al
Distrito de Teotitlan de Flores Magén en la Regién Cafiada del Estado de
Oaxaca y uno perteneciente al Estado de Puebla (Cuadro 12), todas ellas

pertenecientes a la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan.

Diez individuos de G. hirsutum fueron colectados en cada localidad. La
distancia minima entre individuos cercanos fue de 30 metros, para evitar
colectar materiales emparentados. Se colectaron hojas jévenes por cada
individuo con un peso total de aproximadamente 50 g. Las hojas se guardaron

en bolsas plasticas con cierre hermético, debidamente identificadas.

Las muestras se mantuvieron sobre una capa de hielo en una hielera para
mantenerlas en frio hasta su traslado al laboratorio y asi evitar o disminuir la
pérdida de material por degradacién del ADN. A su llegada al laboratorio se
colocaron en un ultracongelador hasta su posterior extraccion y purificacion de
ADN.
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Cuadro 12. Sitios de colecta de material vegetal de algodén Gossypium

hirsutum L.
Poblacién Localidad Ubicacion Municipio/Estado
geografica
1 Santa Maria LN:17°57 Santa Maria
Tecomavaca LO:97°01" Tecomavaca,
Altura: 600 msnm. Oaxaca
2 San Juan de los LN: 18°03' San Juan de los
Cués LO: 97°03' Cués, Oaxaca
Altura: 860 msnm
3 San Martin LN: 18°06' San Martin toxpala,
toxpalan LO: 96°03' Oaxaca
Altura: 1020
msnm
4 Teotitlan de Flores LN: 18°08' Teotitlan de Flores
Magoén LO: 97°04" Magon, Oaxaca
Altura: 1020
msnm
5 San Rafael LN: 18°18° Coxcatlan, Puebla
LO: 97°14°

Altura: 874 msnm

4.4.3. Extraccion y purificacion de ADN genémico

Para la obtencion de ADN gendmico se utilizé el método descrito por Dellaporta
(1983), al cual se le afadié polivinilpirrolidona (PVP) a 1 % en amortiguador de
extraccion de ADN (Tris-HCI 100 mM, EDTA-Na, 50 mM, NaCl 500 mM, 2-
mercaptoetanol 10 mM, SDS 0.1 %, pH= 8.0) para evitar el aislamiento conjunto

de compuestos fendlicos y polisacaridos en el ADN.

Las hojas frescas (0.3 g) se congelaron con nitrégeno liquido y se maceraron en
un mortero para obtener un polvo fino. El producto se transfiri6 a tubos
eppendorf de 1.5 pL que contenian 750 yL de CTAB mas 0.3 % de 2-
mercaptoetanol, previamente colocados a 65 °C por 15 min. Posteriormente se
agitaron suavemente y se incubaron por 30 min a 65 °C. Después de afadir
300 pL de acetato de potasio 5 M, se mezclaron suavemente e incubaron en

hielo por 15 min. Los tubos se centrifugaron 5 min a 12,000 rpm. El
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sobrenadante se transfiri6 a tubos nuevos de 1.5 pL y se lavaron con un
volumen de 500 pL de cloroformo: octanol (24:1), se mezclaron suavemente por
inmersion del tubo y se centrifugaron 5 min a 12,000 rpm. El sobrenadante se
transfirid a tubos nuevos eppendorf que contenian 500 pL de isopropanol frio
para precipitar y se mantuvieron en congelacion por 30 min. Para “peletizar” el
ADN, los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm por 5 min y se decantd (elimind)
el sobrenadante. EI ADN precipitado se resuspendié en 200 pL de solucién de
dilucion y para eliminar el ARN se afadié 2 uL de ARNasa A por 1 h a 37 °C.
Para precipitar el ADN nuevamente, se adicion6 20 pL de acetato de sodio 3M y
200 pL de isopropanol frio, se mezclé suavemente por inversion y de dejo
incubar 1 h a -20°C. Se centrifugd a 12, 000 rpm por 5 min y se decanto el
sobrenadante. La pastilla de ADN que se formo se lavo en 200 pL de etanol frio
al 70 % y se centrifugd nuevamente a 12, 000 rpm durante 5 minutos. Se
elimin6 el sobrenadante y se dejo secar por 30 min. Por ultimo, el producto
precipitado se resuspendié en 100 puL de TE y se guardo en refrigeracion a 4
°C.

4.4.4. Cantidad y calidad de ADN genémico

Para conocer la concentracién de ADN (ug.uL™) de cada muestra se realizé una
dilucion 1 en 100 agregando 10 puL de muestra de ADN + 990 uL de H,O bi
destilada estéril y por medio de un espectrofotometro Genesys10 UV/Vis a una
longitud de onda de 260 nm se midio la absorbancia y la concentracion por

medio de la formula siguiente:

0D, *50*100
1000

ConcentracionADN (,ug] =
y7

Doénde:
OD26onm = Absorbancia.
50 = Factor.

100 = Factor de dilucioén.
1000 = Volumen total.
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La calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8 % (p/v). Se mezcl6 3 uL de ADN y una gota de amortiguador de carga (0.1
% azul de bromofenol, 0.1 % de xylen cianol, 30 % de Ficoly 1 % de SDS) y se

cargo a los pozos del gel.

Como amortiguador de corrida se utilizd TAE 10X (40 mM Tris-acetato, pH 7.6,
1 mM Na,-EDTA), diluido a una proporcion de 0.5X. La electroforesis se realizé
a 100 V hasta que las muestras recorrieron tres cuartas partes del gel para
luego ser tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg. mL?%) por 15 min.
Posteriormente el gel se visualizO en un transiluminador de luz ultravioleta
KODAK EDAS-290.

4.4.5. Amplificacion por PCR

La reaccion de PCR se llevo a cabo en 25 pL de reaccién, compuesta de: 2.2
ML de H,O PCR, 10 pL de dNTPs (500 uM), 2.5 yL de amortiguador 10X, 2.0 pL
de MgCl, (25 mM), 3.0 pL de iniciador (10 pMol), 0.3 yL de Tag ADN polimerasa
(5U.uL™) y 5.0 uL de ADN (10 ng.uL™). Los componentes de reaccién se

colocaron en tubos eppendorf de 200 L.

El estudio a nivel molecular se realiz6 en dos fases. En la primera se obtuvo la
huella genética de las poblaciones para determinar relaciones genéticas entre
las mismas; mientras que en la segunda se obtuvieron patrones de 10

individuos de cada poblacién para estimar la diversidad y estructura genética.

1. Huella genética de poblaciones: ADN de 10 individuos (5 pL por
individuo) seleccionados al azar, se mezcl6 para determinar la huella
genética de cada una de las poblaciones. EI ADN se diluyé a una

concentracién de 10 ng.uL™.
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2. Diversidad y estructura genética de las poblaciones: el ADN de cada

uno de los individuos colectados se analiz6 para estimar la diversidad

genética y estructura genética de las poblaciones. La concentracion del

ADN fue de 10 ng.uL™.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador marca Techne TC-512

bajo las condiciones siguientes: un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 3 min

fue seguido por 30 ciclos con un paso de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min,

alineacion o apareamiento del iniciador a 50 °C por 1 min y la amplificacion a 72

°C por 2 min, y un ciclo de extension final a 72 °C por 10 min.

Para realizar el analisis de huellas genéticas se utilizaron aquellos iniciadores

gue revelaron bandas durante la prueba de los mismos. En el Cuadro 13 se

indica la secuencia de bases de los iniciadores utilizados.

Cuadro 13. Nombre y secuencia de bases de los iniciadores utilizados en el

analisis de huellas genéticas de accesiones de algoddn de Oaxaca-Puebla.

Numero Iniciador Secuencia 5 -3

1 A2 CCGCCGCcCGeeaeeaecea
2 A3 CTCCTCCTCCTCCTCCTC
3 P2 CTGAGAGAGAGAGAGAGAG
4 P5 AGAGAGAGAGAGAGAG

5 7939 AGGAGGAGGAGGAGGAGG
6 7942 GAGAGAGAGAGAGAGAT
7 7943 AGAGAGAGAGAGAGAGC
8 7944 AGAGAGAGAGAGAGAGG
9 7946 GAGAGAGAGAGAGAGAA
10 7947 CTCTCTCTCTCTCTCTG
11 7948 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
12 7953 GGAGAGGAGAGGAGA
13 7954 TAGATCTGATATCTGAATTCCC
14 7955 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
15 7957 ACACACACACACACACYG
16 7960 DBDACACACACACACAC
17 7962 AGAGAGAGAGAGAGAGC
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Para el andlisis polimérfico de los individuos se eligieron, a partir de los
patrones obtenidos en la huella genética de las poblaciones, los iniciadores mas
prometedores, en los que se identific6 una mejor nitidez y separacion de
bandas y que generaron el mayor niumero de éstas, con el fin de obtener la
mayor informacion posible. Por lo que se eligieron nueve iniciadores ISSR para

el analisis (Cuadro 14).

Cuadro 14. Nombre y secuencia de los iniciadores utilizados en el andlisis de
diversidad genética.

Ndamero Iniciador Secuencia5” - 3’

1 P2 CTGAGAGAGAGAGAGAGAG
2 P5 AGAGAGAGAGAGAGAG

3 7942 GAGAGAGAGAGAGAGAT
4 7944 AGAGAGAGAGAGAGAGG
5 7946 GAGAGAGAGAGAGAGAA
6 7953 GGAGAGGAGAGGAGA

7 7955 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
8 7957 ACACACACACACACACYG
9 7962 AGAGAGAGAGAGAGAGC

4.4.6. Electroforesis

Los productos amplificados de PCR de ISSR se separaron en un gel de
agarosa al 1.2 % (p/v) utilizando TAE 0.5X como amortiguador. Esta actividad
se realizdé en una camara electroforética horizontal a 120 V cargando 25 uL de
muestra y de 1-2 uL de colorante de carga, por pocillo. Como referencia se
utilizé un marcador de peso molecular (GeneRulerTM, 0.1ug/uL, Fermentas). El
tiempo de corrida de 1 h aproximadamente. Finalmente, el gel se tifiG con
bromuro de etidio durante 15 minutos y para la documentacion de los patrones
de bandas de ADN se utilizo el sistema Kodak High Performance Ultraviolet
Transiluminator EDAS-290.
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4.4.7. Analisis de datos

4.4.7.1. Huellas genéticas

Las bandas de ADN amplificadas y observadas en gel bajo transiluminador UV
se codificaron como 1 para la presencia y O para la ausencia de bandas y se
elabor6 una matriz basica de datos en Excel, la cual, posteriormente fue
analizada con el programa NTSYS (Numerical Taxonomic Analysis System)
version 2.21 (Rohlf, 2002), donde se utiliz6 el coeficiente de similitud de Dice
(Dice, 1945), el cual expresa la probabilidad de que una banda en un individuo
esté también en otro y es el indice que se ve menos afectado por las bandas
erraticas cuando la similitud entre muestras se debe méas a dobles presencias
gue a dobles ausencias. Los valores de similitud obtenidos en una matriz se
utilizaron luego para agrupar poblaciones mediante el método de medias
aritméticas (UPGMA) vy obtener un dendrograma, tomando cada poblacién
como una unidad taxondmica operacional (OTU). Ademas, con los patrones de
bandas obtenidos se determind el numero total de las mismas, asi como el
ndamero de bandas polimorficas, monomorficas y el porcentaje de polimorfismo
por cada iniciador evaluado. Finalmente, se realiz6 un andlisis de Escalado
Multidimensional para determinar la formacién de grupos entre poblaciones,

obteniendo gréaficos en 2D y 3D.

4.4.7.2. Diversidad genética

Se elabor6 una matriz binaria de datos en el programa Office Excel, a partir de
las bandas obtenidas, las cuales se codificaron como 1 para la presencia y 0
para la ausencia de bandas. Posteriormente, se realizd el analisis de
variabilidad genética intra e inter poblacional en el programa PopGen 1.31 (Yeh,
Yang & Boyle, 1999), y se estimaron los siguientes parametros: porcentaje de
loci polimérficos (P), indice de diversidad genética de Nei (H) e indice de

diversidad genética de Shannon (Lewontin, 1972). Ademas, con el mismo
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programa se estimo el coeficiente de diferenciacién genética entre poblaciones
(Gst) y el numero de individuos migrantes (N,), parametro que mide de manera
indirecta el flujo génico entre las poblaciones. Se consideraron el mismo
namero de individuos para cada poblacion. Para describir la estructura genética
se realizdé un analisis de varianza molecular (AMOVA) mediante el programa
Gen Alex (Peakall & Smouse, 2006) version 6.5 (2012).

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1. Huella genética de las poblaciones

El uso de marcadores moleculares ISSR permitié la identificacion de

polimorfismos en los materiales de algodén Gossypium hirsutum colectados en

la region Cafiada del estado de Oaxaca como se aprecia en la Figura 16.

Figura 11. Amplificacion ISSR de mezclas de ADN de 10 individuos correspondientes a las
cinco poblaciones de algodén analizadas con los iniciadores: a) P2, b) P5, c) 7939 y d) 7962.
M= Marcador de peso molecular, SMT= Santa Maria Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués,
SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores Magon y SR= San Rafael.
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Para determinar huellas genéticas en las poblaciones estudiadas, se evaluaron
un total de 40 iniciadores ISSR. Entre estos, solo 17 revelaron bandas durante
la prueba de iniciadores, los cuales se consideraron para el andlisis. Ademas,
para cada uno de ellos se determin6 el nimero de bandas polimorficas, niumero
de bandas monomorficas, total de bandas y porcentaje de polimorfismo. Los

datos se muestran en la Cuadro 15.

Se obtuvo un total de 80 bandas, donde el iniciador 7962 revel6 el mayor
namero de ellas (8), mientras que el iniciador 7954 amplific6 el menor niamero
de bandas (3). El promedio de bandas por iniciador fue 4.7. Ademas, se obtuvo
un total de 39 bandas polimérficas, donde el mayor nimero de bandas
polimorficas lo mostraron los iniciadores 7942 y 7953 (4), mientras que los
iniciadores 7939, 7943 y 7954 revelaron el menor numero de bandas
polimérficas (1). ElI promedio de bandas polimérficas por iniciador fue 2.3. El
porcentaje de polimorfismo varié de 25 a 100 % para los iniciadores 7939 y
7953, respectivamente; con un promedio de 50.4 %. Lo que indica que entre las
poblaciones de algoddén Gossypium hirsutum de la Region de la Cafiada del

estado de Oaxaca existe un polimorfismo moderado.

Por otra parte, con el total de bandas obtenidas se procedié a realizar una
matriz binaria de datos (1, para la presencia y 0, para la ausencia) para la
construccion de un dendrograma basado en datos de marcadores moleculares,

como se muestra en la Figura 17.
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Cuadro 15. Nombre, secuencia, numero de bandas polimorficas, nimero de bandas monomorficas, total de
bandas y porcentaje de polimorfismo de 17 iniciadores ISSR utilizados en el andlisis de materiales de algodén de
la region Canada Oaxaquefia.

INICIADOR NOMBRE SECUENCIA (5°-3') NUMERO DE BANDAS  NUMERO DE BANDAS TOTAL DE PORCENTAJE DE
POLIMORFICAS MONOMORFICAS BANDAS POLIMORFISMO (%)
1 A2 CCGCCGCCGLCLCGLCCGLCG 2 3 5 40.0
2 A3 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 3 1 4 75.0
3 P2 CTGAGAGAGAGAGAGAGAG 2 5 7 28.6
4 PS5 AGAGAGAGAGAGAGAG 3 4 7 42.9
5 7939 AGGAGGAGGAGGAGGAGG 1 3 4 25.0
6 7942 GAGAGAGAGAGAGAGAT 4 1 5 80.0
7 7943 AGAGAGAGAGAGAGAGC 1 2 3 33.3
8 7944 AGAGAGAGAGAGAGAGG 2 2 4 50.0
9 7946 GAGAGAGAGAGAGAGAA 2 3 5 40.0
10 7947 CTCTCTCTCTCTCTCTG 3 1 4 75.0
11 7948 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 2 2 4 50.0
12 7953 GGAGAGGAGAGGAGA 4 0 4 100.0
13 7954 TAGATCTGATATCTGAATTCCC 1 2 3 33.3
14 7955 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 2 2 4 50.0
15 7957 ACACACACACACACACYG 2 3 5 40.0
16 7960 DBDACACACACACACAC 2 2 4 50.0
17 7962 AGAGAGAGAGAGAGAGC 3 5 8 37.5
TOTAL 39 41 80 -
PROMEDIO 2.3 2.4 4.7 50.04
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45.1.1. Relaciones entre las poblaciones wusando marcadores

moleculares ISSR (dendrograma molecular)

Se gener60 una matriz de similitud con el programa NTSYS entre las
poblaciones en estudio, cuyos valores obtenidos fueron altos (Cuadro 16). El
intervalo de similitud varié de 0.765 a 0.947, que como puede apreciase los
valores no estdn muy lejanos. Esto podria indicar que las poblaciones no se
encuentran muy diferenciadas y ello podria deberse a la mezcla aleatoria de
ADN de individuos que se hizo para determinar las huellas genéticas. Las
poblaciones que presentaron mayor similitud genética fueron las de Teotitlan de
Flores Magén y Santa Maria Tecomavaca. Sin embargo, geograficamente no
son las poblaciones mas cercanas. Por el contrario, las poblaciones que
presentaron menor similitud genética fueron las de San Rafael y Teotitlan de
Flores Magon. Esto posiblemente porque aunque la distancia geogréafica no es
muy lejana, ambas poblaciones pertenecen a diferentes estados, Oaxaca y
Puebla, respectivamente, y los materiales analizados pudieron haberse

diferenciado a lo largo del tiempo.

Cuadro 16. Matriz de similitud entre las poblaciones de algodén mediante el

uso del coeficiente de similitud de DICE.

Santa Maria San Juan San Martin TeotitlAn de San Rafael

Tecomavaca  de los Cués Toxpalan Flores (SR)
(SMT) (SC) (SM) Magon (T)

Santa Maria 1

Tecomavaca

(SMT)

San Juan de 0.8500 1

los Cués (SC)

San Martin  0.8571 0.8919 1

Toxpalan

(SM)

Teotitlan de 0.9474 0.8235 0.8764 1

Flores Magén

(M

San Rafael 0.8158 0.9091 0.8857 0.7654 1

(SR)
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Al usar el método de agrupamiento de medias aritméticas (UPGMA), se obtuvo
un dendrograma basado en marcadores moleculares ISSR, estableciéndose
una linea de corte a un coeficiente de similitud de DICE de 0.885 (Figura 17).

Las poblaciones formaron dos grupos. El grupo | incluy6 a las poblaciones de
Santa Maria Tecomavaca y Teotitlan de Flores Magon. Mientras que el grupo I,
se subdividié en dos subgrupos. En el primer subgrupo se agruparon las
poblaciones de San Juan de los Cués y San Rafael, mientras que en el

segundo subgrupo la poblacion de San Martin Toxpalan (Figura 17).

o

_I,_

SC

SR

SM

r T T 1
0.820 0.852 0.885 0917 0.950
Coeficiente DICE

Figura 12. Dendrograma de cinco poblaciones de algodén basado en marcadores moleculares
ISSR, el coeficiente de similitud de DICE y el método de agrupamiento UPGMA.SMT= Santa
Maria Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de
Flores Magon y SR= San Rafael.
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45.1.2. Andlisis de escalado multidimensional para determinar la

formacion de grupos entre poblaciones

A partir del calculo de la matriz de similitud entre las poblaciones con datos de
marcadores moleculares ISSR, se realizé un andlisis de Escalado
Multidimensional con el fin de observar la distribucién y ordenamiento de las
poblaciones. En la Figura 18 se muestran los gréficos en dos y tres

dimensiones.

En ambos gréficos se aprecia la formacion de dos grupos principales,
semejantes a los formados en el dendrograma de la Figura 17. Un grupo lo
conforman las poblaciones de Santa Maria Tecomavaca y Teotitlan de Flores
Magdn, mientras que el otro se subdivide en dos subgrupos, uno integrado por

las poblaciones de San Juan de los Cués y San Rafael y otro por San Martin

Toxpalan.

mn o,
D i

Figura 13. Analisis de Escalado Multidimensional. a) Grafico en 2D y b) 3D. SMT= Santa Maria
Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores
Magén y SR= San Rafael.
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4.5.2. Comparacion entre matrices

45.2.1. Prueba de Mantel entre matrices de variables cualitativas,
cuantitativas y cualitativas-cuantitativas vs matriz de datos

moleculares

Para determinar la correlacion entre matrices de distancia generadas del
analisis morfologico para variables cualitativas, cuantitativas y cualitativas-
cuantitativas vs datos moleculares se realiz6 una prueba de Mantel en el
Programa NTSYS (Figura 19). El valor de correlacion entre la matriz de datos
cualitativos vs datos moleculares fue igual a r= 0.04957 (Figura 19a), positivo

pero muy bajo, cercano a cero.

Por otra parte, el andlisis de la prueba de Mantel para las matrices de datos
cuantitativos vs datos moleculares, dio como resultado r= 0.629 (Figura 19b).
Este resultado indica que entre ambas matrices existe una correlacion lineal alta
y positiva. Mientras que la correlacion para las matrices de datos mixtos vs
datos moleculares dio como resultado r= 0.578 (Figura 19c). Lo que indicé que
entre ambas matrices existe una correlacién lineal mediana o intermedia y
positiva. Cabe destacar que para este ejercicio el valor mas alto de correlacion
fue para los datos cuantitativos vs datos moleculares, similares a los resultados
de correlacién obtenidos para las matrices de distancia de datos cuantitativos

vs. datos mixtos.
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Figura 14. Diagramas de correlacion resultantes de la prueba de Mantel y basados en el
coeficiente de distancia taxondmica media (DIST).a) Correlacion entre datos moleculares vs.
cualitativos. b) Correlacion entre datos moleculares vs. cuantitativos. b) Correlacion entre datos
moleculares vs. cuantitativos-cualitativos.
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4.5.3. Analisis de diversidad genética
4.5.3.1. Andlisis intra poblacional

En la Figura 20 se presentan algunos de los patrones de bandeo obtenidos por
amplificacion ISSR. Con los nueve iniciadores que se utilizaron se obtuvo un
total de 79 bandas, con un promedio de nueve bandas por iniciador. EI nimero
de bandas estuvo en un intervalo de ocho (iniciadores P2, 7944, 7953, 7942,
P5) a 11 (iniciador 7955). El porcentaje de polimorfismo fue alto, entre 75 a 100
%, con un promedio de 95.8 % (Cuadro 17).

’I.Am .

Figura 15. Amplificacién ISSR de 10 individuos correspondientes a las 5 poblaciones de
algodon analizadas con los iniciadores: A) 7962, B) 7957 y C) 7953.SMT= Santa Maria
Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores
Magon y SR= San Rafael.
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Cuadro 17. Nombre, secuencia, numero de bandas polimorficas, nimero de bandas monomorficas, total de
bandas y porcentaje de polimorfismo de nueve iniciadores ISSR utilizados en el analisis de diversidad genética de
materiales de algodon de la region Cafiada Oaxaquefa.

INICIADOR NOMBRE  SECUENCIA (5'-3') NUMERO DE BANDAS  NUMERO DE BANDAS TOTAL DE PORCENTAJE DE
POLIMORFICAS MONOMORFICAS BANDAS POLIMORFISMO (%)
1 P2 CTGAGAGAGAGAGAGAGAG 7 1 8 87.5
2 P5 AGAGAGAGAGAGAGAG 8 0 8 100
3 7942 GAGAGAGAGAGAGAGAT 8 0 8 100
4 7944 AGAGAGAGAGAGAGAGG 6 2 8 75.0
5 7946 GAGAGAGAGAGAGAGAA 9 0 9 100
6 7953 GGAGAGGAGAGGAGA 8 0 8 100
7 7955 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 11 0 11 100
8 7957 ACACACACACACACACYG 10 0 10 100
9 7962 AGAGAGAGAGAGAGAGC 9 0 9 100
TOTAL 76 3 79 -
PROMEDIO 8.4 0.3 8.7 95.8
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Para el analisis dentro de las poblaciones estudiadas, se calcularon los
siguientes parametros de diversidad: numero de loci polimérficos (N),porcentaje
de polimorfismo (P), diversidad genética de Nei e indice de diversidad de

Shannon (S), los cuales se muestran en el Cuadro 18.

El nimero de loci polimorficos por poblacién estuvo en un intervalo de 58 a 69,
con un promedio de 62; mientras que el porcentaje de loci polimérficos vario
73.4 % para Teotitlan de Flores Magon a 87.3 % para San Rafael, con un
promedio de 78 %. Respecto a la diversidad genética de Nei, ésta fue de 0.28 a
0.35 para TeotitlAn de Flores Magon y San Rafael, respectivamente. El indice
de diversidad de Shannon estuvo en un intervalo de 0.41 a 0.51, con un
promedio de 0.44. La poblacion de San Rafael, fue la que presenté los valores

mas altos en todos los parametros de diversidad calculados.

Cuadro 18. Parametros de diversidad genética evaluados en cinco poblaciones
de Gossypium hirsutum L.

Localidad N P Div. Gen. S
(Nei)

Santa Maria 59 74.7 0.29 0.43

Tecomavaca

San Juan de los 63 79.8 0.31 0.45

Cués

San Martin 59 74.7 0.30 0.43

Toxpalan

Teotitlan de 58 73.4 0.28 0.41

Flores Magon

San Rafael 69 87.3 0.35 0.51

Promedio 62 78.0 0.30 0.44

N= Numero de loci polimérficos, P= % de locipolimérficos, Div. Gen.= Diversidad Genética de
Nei, S= indice de diversidad de Shannon.

Wegier (2013) evalué algunos parametros de diversidad genética como la
heterocigosis esperada, riqgueza alélica y riqueza alélica privada de ocho meta-
poblaciones, en las que Oaxaca se encuentra incluida en una de ellas (Pacifico
Sur). Los resultados indicaron que la meta-poblaciéon Pacifico Sur ocupé el

tercer lugar con mejores valores en los tres parametros evaluados (He= 0.81;
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riqueza alélica= 5.55; riqueza alélica privada= 2.43), después de Bahia de
Banderas y la Peninsula de Yucatan. Lo que podria estar relacionado con los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

4.5.3.2. Diferenciacion genética entre las poblaciones

4.5.3.2.1. Distancia genética

Los valores de distancia genética “D” que se encontraron entre las cinco
poblaciones evaluadas se muestran en el Cuadro 19. Estos estuvieron en un
rango de 0.084 a 1.16. El andlisis indica que las poblaciones mas alejadas
genéticamente fueron San Martin Toxpalan (SM) y San Rafael (SR). Sin
embargo, ambas poblaciones no son las mas distantes geograficamente. Por el
contario, Teotitlan de Flores Magén (T) y San Martin Toxpalan (SM) fueron las
poblaciones mas cercanas genéticamente. Cabe destacar, que ambas son las
poblaciones que se encuentran mas cercanas geograficamente. Ademas, los
resultados indicaron que San Martin Toxpalan (SM) y Santa Maria Tecomavaca
(SMT) son las poblaciones que se diferenciaron en mayor medida de las otras

poblaciones, al presentar los valores mas altos de “D”.

Por otra parte, los valores de identidad genética estuvieron en un intervalo de
0.85 a 0.92. Se encontr6 de manera similar al andlisis de distancia genética
que, Teotitlan de Flores Magén (T) y San Martin Toxpalan (SM), son las
poblaciones con mayor identidad genética con un valor de 0.92. Esto quiere
decir que existe una alta probabilidad de que dos alelos (uno de cada
poblacion) sean idénticos. Por el contrario, las poblaciones con menor identidad
genética fueron San Rafael (SR) y San Martin Toxpalan (SM), con un valor de
0.85. Cabe recalcar, que el intervalo de identidad genética no fue muy amplio,

por lo que la mayoria de las poblaciones puede que compartan alelos similares.

102



Cuadro 19. Distancia genética de Nei (bajo la diagonal) e Identidad Genética de

Nei (sobre la diagonal) para cinco poblaciones de Gossypium hirsutum L.

evaluadas.
Santa Maria San Juan San Martin TeotitltAn de San Rafael
Tecomavaca  delos Cués Toxpalan Flores (SR)
(SMT) (SC) (SM) Magén (T)

Santa Maria 0 0.90 0.86 0.90 0.87

Tecomavaca

(SMT)

San Juan de 0.11 0 0.87 0.91 0.90

los Cués (SC)

San Martin  0.15 0.13 0 0.92 0.85

Toxpalan

(SM)

Teotitlan de 0.11 0.09 0.08 0 0.87

Flores Magén

(M

San Rafael 0.14 0.10 0.16 0.14 0

(SR)

A partir de los valores de distancia genética obtenidos, se generdé un

dendrograma de relaciones entre las poblaciones, el cual se aprecia en la

Figura 21.
SMT
sC
SR
SM
T
D.':ﬁ 0.12 U.l!IB U.:M D!D

Figura 16. Dendrograma basado en la Distancia Genética de Nei (1972), usando el método de
agrupamiento UPGMA para cinco poblaciones de Gossypium hirsutum L.SMT= Santa Maria
Tecomavaca, SC= San Juan de los Cués, SM= San Martin Toxpalan, T= Teotitlan de Flores
Magén y SR= San Rafael.
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Se formaron tres grupos. Uno que incluye a la poblacion de Santa Maria
Tecomavaca (SMT). Otro que concentra las poblaciones de San Juan de los
Cués (SC) y San Rafael (SR). Y, un ultimo grupo que relaciona a las

poblaciones de Teotitlan de Flores Magon (T) y San Martin Toxpalan (SM).

Los resultados presentes, comparados con las relaciones entre poblaciones
observadas en el andlisis morfolégico, fueron muy similares. En los dos analisis
la poblaciéon de Santa Maria Tecomavaca (SMT) agrupa sola, lo que sugiere
gue esta poblacién es genéticamente muy diferente del resto. Las demas
poblaciones se agruparon de manera similar a como agruparon en el

dendrograma generado en el analisis de huellas genéticas (Figura 17).

4.5.3.2.2. Estructura genética entre las poblaciones

En el Cuadro 20 se muestran los valores de parametros de diversidad genética
entre las poblaciones. Se observé un indice de diversidad de Nei de 0.37 y un
indice de diversidad de Shannon de 0.54, los cuales son valores mas altos que

los obtenidos en el analisis dentro de las poblaciones.

Cuadro 20. Valores promedio de pardmetros de diversidad genética entre las

poblaciones de algodon.

N P Div. Gen. (Nei) S

Promedio 77 97.5 0.37 0.54

N= Numero de loci polimérficos, P= % de loci polimorficos, Div. Gen.= Diversidad Genética de

Nei, S= indice de diversidad de Shannon.

El valor del coeficiente de diferenciacion genética entre las poblaciones (Gsr)
fue 0.17, lo que indica que las poblaciones se encuentran poco diferenciadas.
Cabe destacar, que existe una distancia geografica corta entre las poblaciones
evaluadas por lo que estas pueden estar intercambiando genes de manera

constante, lo que evita la diferenciacion. EI nimero estimado de individuos
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migrantes por generacion (Np) fue 2.4, lo que implica que existe flujo génico
suficiente entre las poblaciones, como para impedir la diferenciacion. Segun
Lowe, Harris & Ashton (2004) basta un individuo migrante por generacion entre
las poblaciones para evitar la diferenciaciéon genética. Mecanismos tales como
el traslado de plantas o dispersion de polen y semillas generan movimiento de

genes de una poblacion a otra.

Wegier (2013) en ocho meta-poblaciones de algoddn silvestre en México,
evaluo el flujo de genes a través de la migracion historica de semillas, con el
uso de microsatélites de cloroplasto. También, utilizando transgenes como
marcadores en poblaciones silvestres de G. hirsutum, encontr6 altas tasas de
migracion (m= 66/270 = 0.24). Los resultados indicaron que esto no se debi6 a
la migracion de semillas, sino mas bien a factores como la migracion a larga
distancia de la semilla y el entrecruzamiento de plantas silvestres con
poblaciones que tienen el haplotipo del algodén domesticado. Las poblaciones
evaluadas siguen conservando el haplotipo silvestre (84.1 %), mientras que
159 % de las plantas fueron positivas a la presencia de las proteinas

recombinantes.

Nuestros resultados sugieren que en la Region Cafada del estado de Oaxaca,
existe un moderado polimorfismo, dentro y entre las poblaciones de Gossypium
hirsutum L. Esto concuerda con algunos de los resultados obtenidos por Wegier
(2013), quien menciona que a pesar de las altas tasas de flujo genético, aun se

pueden distinguir polimorfismos ancestrales.
Para evaluar la estructura genética de Gossypium hirsutum L., se realiz6 un

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA), cuyos resultados se muestran en el
Cuadro 21.
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Cuadro 21. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para cinco poblaciones de

Gossypium hirsutum L.

FUENTE  DE G.L. SS MS VC PV
VARIACION

ENTRE LAS 4 99.3 24.8 1.2 8
POBLACIONES

DENTRO DE 45 592.5 13.2 13.2 92
LAS

POBLACIONES

TOTAL 49 691.8 14.3 100

G.L.= Grados de Libertad;SS= Suma de Cuadrados;MS= Cuadrados Medios; VC= Varianza de

los componentes; PV= Porcentaje de variacion.

Los resultados indicaron que 92 % de la variacion genética se distribuy6 dentro
de las poblaciones, lo cual concuerda con la hipoétesis planteada; el resto (8 %)

se encuentra entre las poblaciones (Cuadro 21 y Figura 22).

Segun Wegier (2013) la interaccion del flujo génico a larga distancia y las
barreras geograficas de México han contribuido a formar la estructura genética
de las poblaciones actuales de G. hirsutum, favorecida por la dinamica
ecolégica que obstaculiza la homogeneizacion genética dentro y entre
poblaciones. Ademas, menciona que las poblaciones del algodon G. hirsutum
en México estan estructuradas, lo que significa que distintas regiones de México
muestran diferencias importantes en su composicién genética, ya sea porque
cada grupo de poblaciones tiene diferentes alelos, o porque los grupos de
poblaciones poseen los mismos alelos en frecuencias diferentes entre grupos, o

una combinacion de ambas.
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Figura 17. Porcentajes de varianza molecular.

4.5.3.2.3. Andlisis de Coordenadas Principales de las poblaciones (ACoP)

Para conocer el comportamiento de las cinco poblaciones estudiadas con base
en los datos moleculares derivado del andlisis ISSR, se realiz6 un Andlisis de

Coordenadas Principales (ACoP) y los resultados se muestran en la Figura 23.

Se observé la formacion de cuatro grupos. El primero incluyé a las poblaciones
de San Rafael y San Juan de los Cués, el segundo agrup6 a la poblacion de
San Martin Toxpalan, el tercero a Teotitlan de Flores Magon y el cuarto a Santa
Maria Tecomavaca. Los grupos formados son muy similares a los obtenidos en
resultados anteriores, como lo es el dendrograma morfologico para variables
mixtas, asi como para el dendrograma de huellas genéticas y dendrograma de
diversidad entre las poblaciones. En dichos dendrogramas se separan las
poblaciones de Teaotitlan de Flores Magén y Santa Maria Tecomavaca. Y podria
suponerse también que las poblaciones de San Rafael y San Juan de los Cués
mantienen caracteristicas morfolégicas y moleculares similares.
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Figura 18. Grafico de dos Coordenadas Principales para datos moleculares ISSR de cinco
poblaciones de Gossypium hirsutum L.

4.6. CONCLUSIONES

Se detectd la existencia de diversidad genética en las colecciones de
Gossypium hirsutum L., de la regién Cafiada del Estado de Oaxaca. De acuerdo
con el Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA), la mayor proporcion de la
diversidad se encontr6 dentro de las poblaciones y la menor entre las
poblaciones. Por lo tanto, los marcadores moleculares fueron efectivos para
agrupar a las mismas. Cabe destacar, que las poblaciones se encuentran
genéticamente poco diferenciadas debido a la existencia de flujo genético
relativamente alto entre las mismas. Hubo una correlacién alta y positiva entre

los marcadores morfolégicos cuantitativos y los marcadores moleculares.
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V. DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos para el presente trabajo fueron de gran relevancia. Tal
es el caso del numero de semillas por cdpsula (NSC), ya que se obtuvo un
minimo de 5 y un maximo de 28 semillas por cdpsula, con un promedio de 13
semillas. Lo que indic6 que existen diferentes tamafos de capsula. Esta
caracteristica es muy importante en los programas de mejoramiento genético,
ya que para lograr hibridos con un mayor porcentaje de fibra (principal uso del
algoddén) (Bowman et al., 2003; Gomez et al., 2008), los genotipos parentales,
ademas de presentar alto porcentaje de esta caracteristica, deben estar
asociados a capsulas de menor tamafio y peso, con menor numero de semillas
por cdpsula, ya que ello permite una mayor area de superficie en la produccién
de fibra (Bednarz et al., 2007). Por otra parte, Ahuja et al., 2006, mencionan
gue en el mejoramiento de fibra la longitud de la misma tiene un efecto directo
negativo, en tanto que la resistencia un efecto positivo. Para el presente estudio
ésta caracteristica estuvo en una amplitud de 1.5 a 3.6 cm, con un promedio de
2.2 cm, ubicandose en la clasificacion descrita por Ledn (2000), como fibras
cortas. Se encontraron diferentes tamafios de fruto tanto en longitud como en
ancho, asi como capsulas con bajo numero de semillas como se puede

observar en el Cuadro 4.

Por otra parte, aunque no todas las caracteristicas evaluadas en el presente
estudio estan relacionadas al principio de mejoramiento genético, nos acercé a
conocer la especie a la que pertenecen los materiales evaluados. Dando como

resultado, que morfolégicamente la mayoria pertenecié a Gossypium hirsutum

111



L. Este resultado es similar al que reporta Pérez et al. (2016) para la regién
Caflada del Estado de Oaxaca. De manera similar nuestros resultados
coinciden con estudios realizados por el SNICS (2017), quienes evaluaron 58
accesiones de algodon pertenecientes a 11 estados. Encontraron que 25

materiales pertenecieron a la especie G. hisutum raza palmerii.

Respecto a las relaciones morfoldgicas entre las poblaciones, existié mezcla de
individuos entre las mismas. Lo que sugiere que las poblaciones estan muy
relacionadas, posiblemente debido a que existe fuerte flujo genético entre las
poblaciones en estudio. Dicho andlisis facilitd la obtencion de gréficos, en los
cuales se puede observar que las poblaciones de Santa Maria Tecomavaca
(SMT) y Teotitlan de Flores Magén (T) formaron grupos independientes,
mientras que las poblaciones de San Juan de los Cués (SC), San Martin

Toxpalan (SM) y San Rafael (SR) formaron un grupo.

Con el uso y el resultado del proceso de analisis separado de variables
cuantitativas y cualitativas-cuantitativas, se observO un mejor y similar
agrupamiento de las poblaciones. Al respecto, Carballo & Guelmes (2016),
mencionan que la agrupacion bajo una misma denominacién de un conjunto de
fendbmenos facilita y posibilita diferenciar un conjunto de elementos de otro
denominado de forma diferente. Asi mismo, hubo una correlacion significativa
en ambos analisis durante la comparacion de matrices, r= 0.524 y 0.932,
respectivamente. Los resultados parecen indicar que las variables cualitativas
(r= 0.201) no son tan discriminantes o no aportan suficiente informacion para
este tipo de andlisis como lo hacen las variables cuantitativas. Esto
posiblemente, debido a su naturaleza, porque mientras las variables
cuantitativas son susceptibles de medida o conteo, las variables cualitativas
varian respecto a la observacion (Carballo & Guelmes, 2016). Por lo tanto, la
manipulacion y operacionalizacion de los datos recabados, no sera la misma en
ambos casos. Sin embargo, permitird la seleccion y utilizacion de los métodos

estadisticos adecuados para su analisis y posterior interpretacion.
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En el analisis de huellas genéticas, las poblaciones presentaron un
polimorfismo moderado, el cual estuvo en un intervalo de 25 a 100 %,
respectivamente; con un promedio de 50.4 %. Ademas, los valores de similitud
entre las poblaciones fueron altos, lo que indica que se encuentran poco
diferenciadas y ello podria deberse a la mezcla aleatoria de ADN de individuos
que se hizo para determinar las huellas genéticas. En éste contexto, las
poblaciones que presentaron mayor similitud genética fueron las de Teotitlan de
Flores Magén y Santa Maria Tecomavaca. Sin embargo, geograficamente no
son las poblaciones mas cercanas. Cabe destacar que este resultado es
diferente al obtenido en el andlisis de agrupamiento de poblaciones. Esto,
posiblemente porque a pesar de su emparentamiento genético, las condiciones
ecologicas estan haciendo que morfolégicamente sean distintas, o que podria
ser un principio para empezar a diferenciarse hasta formar una nueva especie o
raza. Por mencionar un ejemplo, Brown, Oosterhuis & Coker (2001), mencionan
que algunas caracteristicas de herencia cuantitativa obedecen a una interacciéon
genotipo-ambiente, lo cual daria como resultado fenotipos distintos a los usados
u observados inicialmente. Tal es el caso del porcentaje de fibra en capsulas de

algodon.

Por otra parte, los resultados de la Prueba de Mantel indican que hubo una
correlacion alta y positiva (r= 0.629) entre datos morfolégicos cuantitativos y
datos moleculares. Estos ultimos, al ser supuestamente neutrales no tienen por
qué reflejar la variacién para caracteres cuantitativos. Las comparaciones de
diversidad y diferenciacion para marcadores moleculares y para caracteres
cuantitativos muestran una correlacion positiva significativa, pero en general
debil y muy variable entre poblaciones, caracteres y estudios, siendo todavia
una cuestion controvertida (McKay & Latta, 2002).

Respecto a la diversidad genética, el polimorfismo que se encontr6 fue alto con
un valor promedio de 95.8 %. Pérez et al. (2016), mencionaron que

geograficamente en el sur del pais se concentra la mayor diversidad genética
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del género Gossypium. Y mas especificamente en la Regién Cafiada, se tienen
indicios de la presencia de dos especies: Gossypium hirsutum L., y Gossypium
gossypioides. El resultado de polimorfismo para el presente trabajo
posiblemente se deba a estos antecedentes. Abou & Fayed (2014) empleando
marcadores moleculares ISSR para determinar huellas genéticas de 37
genotipos de algoddn egipcio encontraron un 97. 98 % de polimorfismo. Otros
trabajos al estudiar la diversidad de genotipos de algodén semi-domesticado,
domesticado, comercial y algunos materiales silvestres reportan valores de
polimorfismo alto, similar a nuestros resultados (Sonika & Sangwan, 2018;
Bilwal et al., 2017; Sethi et al., 2015).

La diversidad genética (He) promedio obtenida mediante marcadores
moleculares ISSR fue moderada (He= 0.30) comparada con otros trabajos.
Wegier (2013) reporté He= 0.81 para la meta-poblacion Pacifico Sur, en la que
Oaxaca se encuentra incluida. El valor obtenido en el presente trabajo
posiblemente se deba a que los sitios de colecta pertenecen a un area

geografica bastante inferior al estudiado por el autor antes mencionado.

De la misma manera, la diversidad genética promedio del indice de Shannon
fue moderada (0.44). De manera similar Sethi et al. (2015) reporta un valor
promedio de indice de Shannon de 0.36, cuando evalu6 la diversidad genética
de 95 genotipos de Gossypium arboreum L. con el uso de marcadores

moleculares ISSR.

De acuerdo al AMOVA, el 92 % de la variacion genética se distribuy6 dentro de
las poblaciones, lo cual concuerda con la hipotesis planteada; el resto (8 %) se
encuentra entre las poblaciones. Segun Wegier (2013) la interaccion del flujo
génico a larga distancia y las barreras geograficas de México han contribuido a
formar la estructura genética de las poblaciones actuales de G. hirsutum,
favorecida por la dinamica ecoldgica que obstaculiza la homogeneizacion

genética dentro y entre poblaciones. Ademas, menciona que las poblaciones
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del algodén G. hirsutum en México estadn estructuradas, lo que significa que
distintas regiones de México muestran diferencias importantes en su
composicidbn genética, ya sea porque cada grupo de poblaciones tiene
diferentes alelos, o porque los grupos de poblaciones poseen los mismos alelos

en frecuencias diferentes entre grupos, o una combinacién de ambas.

VI. CONCLUSION GENERAL

Se detectd la existencia de diversidad molecular en las colecciones de
Gossypium hirsutum L. de la regién Cafiada del Estado de Oaxaca. Los
marcadores morfolégicos fueron efectivos para agrupar a las poblaciones.
Ademas, se encontraron algodones con colores de fibra blanco y café. Hubo
una correlacion alta y positiva entre los marcadores morfolégicos cuantitativos y
los marcadores moleculares. Respecto al andlisis molecular se detectd la
existencia de diversidad genética en las colecciones de Gossypium hirsutum L.,
de la regién Cafada del Estado de Oaxaca. De acuerdo con el Analisis de
Varianza Molecular (AMOVA), la mayor proporcién de la diversidad se encontrd
dentro de las poblaciones y la menor entre las poblaciones y por lo tanto, los
marcadores moleculares fueron efectivos para agrupar a las mismas. Las
poblaciones se encuentran genéticamente poco diferenciadas debido a la

existencia de flujo genético relativamente alto entre las mismas.
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