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ESTA T 0L 5L ERRERO, MEXICO

FROM THE STATE OF GUERRERO, MEXICO.

Noe Alarcon Cruz': Dr. Juan Porfirio Legaria Solano”

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.) DEL

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF JAMAICA (Hibiscus sabduriffa L.)

RESUMEN

El presente estudio se realizé en las instalaciones de
la Universidad Autonoma Chapinge durante el
periodo de 2007 - 2008 y tuvo como objetive
caracterizar morfologica y molecularmente a 47
colectas de jamaica (Hibiscus sabdariffa ..) que
representaron a poblaciones del Estado de Guerrero.
En la caracterizacion morfoldgica se evaluaron 50
variables. mismas que se separaron en 40
cuantitativas y 10 cualitativas. De las cuantitativas se
seleccionaron 23 variables v de las cualitativas cinco
con alta variabilidad (p < 0.04). En la caracterizacion
molecular se utilizaron 12 iniciadores de las series A
v B de Operon a fin de obtener patrones de bandeo
tipo RAPDs. Tanto para caracterizar con datos
morfologicos como con RAPDs para el andlisis de Tos
resultados se utilizaron ademas de correlaciones. e!
analisis de correspondencia y de agrupamiento. Los
caracteres  morfologicos  cuantitativos que  mas
aportaron a la diferenciacion de los genotipos de
jamaica fueron: longitud en la base del lobulo
principal de la hoja. longitud promedio del fruto.
perimetro promedio del fruto. longitud vertical de fa
hoja. angulo del 1obulo izquierdo de la hoja. croma
(C) de la flor y color de heja cuantificado con
colorimetro (L). Los caracteres cualitativos que
influenciaron la diferenciacion de los grupos de
jamaica estuvieron asociados con color visual de la
hoja. precocidad. color aparente del tallo. color de
bractecas v ausencia o presencia de glandulas
meliferas. Los RAPD’s que mas contribuycron a la
caracterizacion molecular fueron los generados con
los iniciadores OPAQ010. OPAO17. OPAI8 v
OPA020. A partir del analisis de los RAPD sc obtuve
la formacion de cinco grupos de colectas. El analisis
de poblaciones de jamaica indicd que la poblacion
Arcelia presentd el mayor polimorfismo (62.50 %) y
la menos polimorfica fue Chilpancingo con valor de
13.54 %. Las poblaciones de jamaica en el Estado de
Guerrero se encuentran medianamente diferenciadas
(Ggr- 0.42) debido a que existe un  porcentaje
importante de flujo genético (Nm= 0.67}.

Palabras clave: Malvacecae. RAPDs.  recursos
fitogenéticos.

ABSTRACT

This study was conducted at the facilities of the
Autonomous University of Chapingo in the period
2007 - 2008 and aimed at characterizing
morphologically and molecularly to 47 collections of

jamaica  (Hibiscus sabdariffa L.) populations

representing  the  State  of  Guerrero.  In  the
morphological characterization were evaluated 30
variables. which were separated on 40 quantitative
and 10 qualitative. Of the 25 variables were selected
quantitative and qualitative five high variability (p <
0.04). At the molecular characterization using 12
primers of series A and B operon to obtain banding
patterns of type RAPDs. Both to characterize with
morphological data with RAPDs for the analysis of
the results were used in addition to correfations. the
correspondence analysis and clustering. . Quantitative
morphological characters that most contributed to the
differentiation of the genotypes of jamaica were long
at the base of the main lobe of the leafl average fruit
length. average fruit perimeter. vertical length of the
blade. the angle of the left lobe sheet. chroma (C) of
the flower and leaf color quantified with colorimeter
(). Qualitative characters that influenced to the
determination of groups of Jamaica were associated
with visual color of the leat. earliness. stem color
appearance, color of bracts and the presence or
absence of glands melliterous. The RAPD which
contributed most to the molecular characterization
were generated with primers OPAO10. OPAO17.
OPA020 and OPA!R From the RAPD analysis was
the formation of tive groups of collections. The
analysis indicated that populations of jamaica Arcelia
people had the highest peiymorphism (62.50%) and
the least polymorphic was Chilpancingo with a value
of 13.54%. Jamaica populations in the state of
Guerrero are moderatelv differentiated (GST = 0.42)
because there is a signilicant percentage ol gene flow
(Nm = 0.67).

Keywords: Malvaceae. RAPDs. plant  genetic
resources.



1. INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos son la clave para la seguridad alimentaria y el
desarrollo agricola sostenible. Sin embargo, la diversidad de las plantas en la
tierra se encuentra gravemente amenazada. Las especies de plantas
desapareceran con la destruccion de sus habitats. En el campo, los agricultores
abandonan las variedades tradicionales y las sustituyen por las variedades
mejoradas (Anonimo, 1994). La  agricultura moderna utiliza las nuevas
variedades mas homogéneas y de alto potencial de rendimiento, lo que conlleva
a una reduccién de la diversidad genética (Guarino et al., 1995). La colecta de
la diversidad de ecotipos locales se convierte en un requisito previo para
garantizar la seguridad alimentaria. La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.),
pertenece a la familia Malvaceae y es un cultivo anual nativo de Africa tropical.
Actualmente, el cultivo es extensamente cosechado en la India, Sudan, Egipto,
Senegal y Tailandia por sus agradables calices de color rojo los cuales son
usados para hacer mermeladas, gelatinas y refrescos (Balami, 1998; Al —
Wandawi et al, 1984). La jamaica es una de las principales plantas
medicinales, la cual tiene muchas aplicaciones en la medicina popular en
diferentes paises del mundo; en China es usada para el tratamiento de la
hipertension, dafio al higado y fiebre. Estudios recientes demostraron que los

compuestos de



extraccion acuosos de los sepalos, pueden ser utilizados como un tratamiento

eficaz contra la leucemia (Tseng, 2000;.

Por otra parte, extractos de sépalos y semillas de jamaica en agua y aceite
presentan una alta capacidad antioxidante, los cuales pueden proteger a Ias
células contra los dafios ocasionados por los radicales libres (Pin-Der and Gow
- Ching, 1997). Recientemente, el aceite extraido de semillas de la planta ha
demostrado tener un efecto inhibitorio sobre algunas bacterias y hongos in
vitro. Ademas, el extracto que procede de los seépaios en el cultivo de jamaica
puede tener un efecto considerable sobre la reduccién de la presiéon arterial
(Haji Faraji et al., 1999). En Egipto, Hibiscus sabdariffa L., es importante
porgue tiene uso farmaceutico, alimenticio e industrial (cosméticos) (Omer et al.,
1997). Como resultado de la importancia de Hibiscus sabdariffa L., a nivel
internacional, el area de cultivo se esta incrementando en México de manera
gradual con fines de utilizacién y exportacion. En el 2004 Guerrero produjo
2,500 ton y en 2008 incremento su producciéon a 3,768 ton; aumentando los
porcentajes de produccién nacional del 66.2 % al 80 % en el afios 2008
(Anonimo, 2006, 2008). Por todo lo anterior y dada la importancia del cultivo,
muchos investigadores estan buscando las condiciones para obtener los
mejores componentes del rendimiento. Generalmente, el éxito de muchos
programas de mejoramiento de cultivos depende en gran medida de la
magnitud de la variabilidad genética del cultivo, asi como a las caracteristicas
asociadas como incremento de vida de anaquel y a los efectos directos e

indirectos de productividad y rendimiento. Por tanto, se considerd Gtil realizar



este estudio sobre caracterizacion morfoldégica vy molecular en Hibiscus
sabdariffa L., debido a gue se husco evaluar la variacion para un namero de
caracteres morfoldgicos y moleculares en 47 colectas de jamaica, a traves del
estudio de parametros genéticos, mismos que contribuyen al rendimiento de las
plantas. Por lo tanto dicha caracterizacion ayudaria en los programas de
mejoramiento genético para la seleccién de progenitores y la obtencion de

materiales segregantes (Kiran et al., 2004).

[0%]



1.1. Objetivo general

Conocer la variabilidad morfoiégica y molecular existente en 47 colectas de
jamaica Hibiscus sabdariffa L., dei Estado de Guerrero, dada la importancia
que ocupa el cultivo en la produccion nacional y estatal; asi como determinar
las relaciones de parentesco entre ellas, mediante el empleo de marcadores

morfologicos y moleculares tipo RAPDs.

1.2. Objetivos especificos
Caracterizar morfolégicamente 47 colectas de jamaica procedentes del Estado

de Guerrero, con la finalidad de detectar relaciones genéticas entre las mismas.

Determinar la variabilidad genética mediante marcadores RAPDs y establecer
agrupamientos, entre materiales de jamaica, originarias del Estado de Guerrero,

México.



1.3 Hipotesis
Ho: Bajo las condiciones climaticas y geograficas de aigunas regiones del
Estado de Guerrero, no es posible detectar variabilidad genética en los

materiales de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.).

Ha: Bajo las condiciones climaticas y geograficas de algunas regiones del
Estado de Guerrero, es posible detectar variabilidad genética en los materiales

de jamaica.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Taxonomia

Ubicacion taxonomica:

La posicion de la jamaica segun Cronquist (1981) es:

Division: Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase: Dillenilidae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Hibiscus
Seccion: Furcaria
Especie: Hibiscus sabdariffa L.
El primer registro sobre Hibiscus sabdariffa se encuentra en Stirpium Historia,
escrito por el botanico M. de Liobel en 1576, quien menciona la palabra
Sabdariffa (Sabdarifam) probablemente debido a su color (Wester, 1911).
Segun Marafioti (1970) y Fryxell (1988), el nombre Hibiscus fue dado por
Linneo y proviene del griego “Ibiscus” que significa malva de los pantanos y de

“ibis” que hace referencia e un tipo de ave de los pantanos.



Fryxell (1988) hace referencia al autor G. Don, quien indica que el nombre
Sabdariffa fue dado por los turcos a Hibiscus sabdariffa. Posteriormente,

Hooker y Jackson (1985), indican gue Sabdariffa es un nombre prelinneano.

2.2. Descripcion de Hibiscus sabdariffa

Es una planta hermafrodita, anual o bianual, herbacea o subarbustiva de 0.5 a
3.0 m de altura: tiene tallos robustos y con frecuencia es leRAosa en su base, de
color morado, rojo brillante, verde o una combinacion de verde con rojo.
Presenta hojas simples, alternadas, deciduas, ovadas o lanceoladas-oblongas,
no divididas o divididas entre 3 a 5 lobulos; apice truncado a curveado, con
margenes dentados serrados, de color verde y en ocasiones rojo en ambos
lados, envés con una glandula caracteristica en su base; peciolos largos;
estipulas deciduas. Tiene flores solitarias, axilares; perfectas, zigomorfas;
epicaliz con mas de 10 bracteas pequenas, delgadas, fusionadas eh la base
con el tubo del caliz: caliz con cinco l6bulos profundos, forma regular, de 1.2 a
4.0 cm de largo; adquiriendo caracteristicas como muy carnosa después de la
antésis, nervadura central marcada, glandula caracteristica en la base de cada
I6bulo. Pubescencia fina en el interior de los lobulos; el epicaliz y el caliz puede
ser de un rojo brillante, verde o casi blanco, dependiendo de la variedad,
pedicelo corto; corola con los pétalos adheridos al tubo estaminal recto; pétalos
de color amarillo palido, con el centro rojo oscuro cuando el tallo es rojo y un
centro amarillo para la forma del tallo verde, ovados, carnosos en su base; la
columna estaminal esta formada por 5 grupos de estambres unidos casi desde

su base, de color morado; estilo delgado, con un estigma de 5 I6bulos, rodeado
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por los estambres, excediendo al androceo; ovario slipero con placentacion
axial. Frutos capsulares ovoides, ontuscs, figeramente pilosos con numerosas
semillas, dehiscencia loculicidal, abriéndose en cinco partes cuando maduran.
Hay de tres a cuatro semillas reniformes en cada celda (Ochse ef al., 1976;
Bailey, 1977; Martin, 1984; Fryxell, 1988).
Actualmente se reconocen dos variedades botanicas (Purseglove, 1982):

1. Variedad sabdariffa. Arbusto ramificado con tallos rojos, verdes o

combinados y los calices comestibles inflados, de color rojo o amarillo.
2. Variedad altissima. Planta no ramificada, con calices fibrosos no
comestibles, que crece para producir fibra.

Crane (1949) menciona que si bien las variedades que producen caliz y fibra se
conocen desde tiempo atras, la produccion de variedades mejoradas es
relativamente reciente. Se menciona que la primera variedad que se aislé fue la
Victor” en 1907; la variedad 'Rico’ se nombré en 1912 y las variedades
‘Archer” y "Temprano” se descubrieron en 1914. Dempsey (1975) y Purseglove
(1982) coinciden en que el desarrollo mas fuerte de ésta especie se didé en
tiempos relativamente recientes en los diferentes paises del Hemisferio
Occidental. Martin (1984), en su descripcion de las variedades, menciona que
no estan muy extendidas a nivel mundial, es decir, su distribucion es a nivel de
ciertas regiones de algunos paises. En este caso podemos considerar a estas

variedades mas bien como cultivares.

Diversos autores han descrito de manera general los cultivares que se han

desarrollado de ambas variedades botanicas. El Cuadro 1 resume la



informacion para cada uno de los cultivares, siendo ésta muy heterogénea e
incompieta. Wilson (1974) define a esta especie como altamente polimorfica,
con una gran variacion interpoblacional, debido a que hay una serie de formas
intermedias que varian en crecimiento, forma de hoja. pubescencia, coloracion,

caracteristicas de madurez y tamano de la semilla.

2.3. Nombres comunes
Hibiscus sabdariffa recibe actualmente mas de 40 nombres comunes,

provenientes de diferentes lugares del mundo (Cuadro 2).

En el boletin de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
sobre terminologia de plantas y productos vegetales (FAO, 1983), se clasifica a
los nombres de ésta especie de acuerdo a su pais de origen y a la parte de la
planta que es utilizada (Cuadro 3).

Como se observa, el uso de nombres propios como ‘Guinea’, ‘Jamaica’, ‘Chino’,
‘Sian’ y ‘Florida’, refleja los lugares donde ha sido cultivada; ésto es util como
elemento de apoyo para explicar los sitios de introduccion y migracion de la

especie.
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Cuadro 2. Nombres comunes a nivel mundial aplicados para Hibiscus sabdariffa
L. segun varios autores.

Nombre comun Lugar Autor y afo
Karkade Italia Rovesti (1936)
Flor de jamaica México Diaz (1976)
Acedera colorada = F.A.O. (1983)
Acedera roja de guinea - Bachstez (1949)
Colmeiro (1871)
Curura de guinea Brasil Dempsey (1975)

Agrio de guinea

Aleluya
Florida Cranberry

Aleluya roja de guinea

Azedinha

Cabitutu

Caflamo de rosella
Eibisch

India rosella hemp.
Indica sorrel
Jamaica

Jamaica sorrel
Karkade

Kasi gogu
Kempu

Kenaf

Lalambari

Mesta

Mollow

Oseille de guinea
Oseille rouge
Patwa
Quinbombo chino
Red roselle

Red rorrel

Rosa jamaica
Roselee

Rosella

Paw keo

Pusa

Pusa Hemp
Quiabo —roseo
Rosellafaser
Rosellahanf
Rosella fiber
Rosella hemp

Miami Florida,
Estados Unidos
Cuba

Cuba

Brasil

Panama y Colombia

India

India y Africa tropical

Andhra Pradesh, India
India
India
India
India
India
India
Tailandia
Cuba
India
India

India, Filipinas

India, Indonesia, Australia
India

india

India

Brasil

India

India

India

India

Cook y Collins (1903)
F.A.O. (1983)

Patifio (1975)

Patifio (1975)
Dempsey (1975)

Cook y Collins (1903)
Roig y Mesa (1988)
Dempsey (1975)
Duke (1975)

F.A.O. (1983)
F.A.G. (1983)
Crane (1949)

Bois (1927)

Diaz (1976)

Adams (1972)
Bachstez (1949)
Rovesti (1936)
Dempsey (1975)
Crane (1949)
Dempsey (1975)
Crane (1949)
Crane (1949)
F.A.O. (1983)
F.A.O. (1983)
Dempsey (1975)
Crane (1949)

Roig y Mesa (1988)
Dempsey (1975)
Adams (1972)
Fryxell (1988)
Palmer (1868)
Crane (1949)
Dempsey (1975)
Dempsey (1975)
Crane (1949)
Dempsey (1975)
Dempsey (1975)
F.A.O. (1983)
F.A.O. (1983)
Crane (1949)
Crane (1949)

Cook y Collins (1903)
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Cuadro 2. Continuacion.

Roselle Egipto Adams (1972)
Clydesdale (1979)
Sardana (1984)
Roter india FAO. (1983)
Rouselle India Crane (1949)
Rozelle - Palmer (1868)
Sauerampfel - F.A.O. (1983)
Serenet Cuba Patifio (1975)
Sereni Cuba Roig y Mesa {1988)
Sereni textil Cuba Roig y Mesa (1988)
Voam bombozaha Madagascar Dempsey (1975)
Siam jute Tailandia Dempsey (1975)
Thorny mallow india Crane (1949)
Thorny India F.A.O. (1983)
Vifia Cook y Collins (1903)
Chiraguata Venezuela Chavez (1985)

- = Lugar desconocido.

Fuente: Rendédn,1992: Morton, 1997).

Cuadro 3. Principales nombres y usos de la jamaica en los paises del primer

mundo.

Idioma Nombre de la planta

Nombre referente
a otros productos

Inglés  Roselle, Rosella,

roselle

Thorny, Mollow, Red Roselle hemp (Tallo)

Rosella hemp (Tallo)

Espafiol Rosella, jamaica, acedera colorada, agrio de Roselle (Caliz)

Guinea

Francés Oseille de Guinée, Oseille rouge.

Aleman Guinea, eibisch, roter

Cafamo de rosella

(Tallo)
Roselle (Caliz)
Rosellahanf

2.4. Requerimientos climaticos y edaficos

El porcentaje de humedad para la jamaica se encuentra en un rango entre 70 a
80 % durante el periodo de crecimiento y una temperatura media de 25 — 30 °C.
La altitud a la que se encuentra cultivada es entre 0 y 900 m.s.n.m (Bois, 1927).
Puede crecer a altitudes mayores pero con condiciones adecuadas de suelo. Se
menciona que los climas muy frios o humedos retardan su crecimiento y tienen
efectos en la calidad de la fibra (Wilson, 1945; Dempsey, 1975). Martin (1984)

establecid una serie de criterios ecoloégicos para el desarrollo de ésta especie



basados en rangos de temperatura (moderada a caliente), altitud (baja a
moderada) y precipitacion (baja a moderada)

Algunos estudios en la India (Sardana et a/, 1984) se han realizado con la idea
de seleccionar variedades que se adapten a areas en zonas altas y con fuertes
fluctuaciones de lluvia.

El tipo de suelo donde se desarrolla es variable ya que, algunos autores como
Wilson (1945), Ochse et al. (1976) y Martin (1984), mencionan caracteristicas
de suelos con fertilidad moderada, permeables y con buen drenaje; mientras
que Dempsey (1975) indica que tiene capacidad para crecer en suelos pobres,
con alta acidéz (pH = 4.5) 6 moderadamente alcalinos. Esto le aporta ventajas
respecto al crecimiento de otros cultivos como Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) o

yute (Corchorus olitorius L). El Unico requerimiento es que el suelo sea arenoso,

de textura clara y bien drenado para evitar la acumulacién de agua.

En lo referente a la respuesta fotoperidédica, Ochse et al. (1976) indican que
presenta un marcado fotoperiodo. Se ha visto que a longitudes de iluminacion
diaria menores a 11 horas, las plantas producen botones en 4 semanas, frutos
grandes en 10 semanas y semillas maduras a las 14 semanas, después de
sembrarse. Cuando reciben mayor tiempo de iluminaciéon diaria, alcanzan una
longitud menor y no producen botones (Crane, 1949). Dempsey (1975) da una
explicacion sencilla al respecto, al indicar que un lote de semillas de una
variedad sembrada el mismo dia florece al mismo tiempo y que si, por el
contrario, el mismo lote se reparte en intervalos de siembra regulares (los

primeros dias de cada mes) habra diferencias en el tiempo de floracion. Un



estudio realizado en Cuba con una especie muy cercana a la jamaica, H.

cannabinus, muestra ciaramente este fenomeno (Walker et al., 1960).

2.5. Polinizacién

El conocimiento de la tasa de cruce de una especie de cultivo en un ambiente
es importante al elegir un procedimiento de reproduccién para el mejoramiento
del cultivo, conservaciébn del germoplasma y produccion de semillas
comerciales (Howard y Howard, 1911). Hibiscus sabdariffa L. se considera una
especie autopolinizable (Dempsey, 1975; Ochse et al., 1976). Sin embargo, en
algunos estudios realizados en los afios cincuenta por Houten (1950) y Sanyal y
Dutta (1954), citados por Dempsey (1975), se indica que los porcentajes de
fecundacion cruzada se encuentran entre 0.241 % a 0.400 %. Maiti y Mukerjfe
(1985) obtuvieron un rango porcentual de 0.030 % a 0.150 % de fecundacion
cruzada al evaluar diferentes variedades. Vaidya (2000) estima que la
polinizacion cruzada natural oscila entre 0.200 % + 0.09 % a 0.680 % + 0.340
%. En general, los porcentajes son bajos y los autores sugieren que son 3 las
razones:

1.- Las flores abren por un periodo corto.

2.- Los estigmas estan totalmente cubiertos con polen cuando la columna

estaminal se abre.

3.- Los estigmas no sobresalen.

Free (1970) menciona que si bien la jamaica normalmente se autopoliniza,
cierta polinizacion cruzada puede resultar por visita de insectos y colibries.

Martin (1984) la cataloga mas bien como una especie de polinizacién cruzada

14



aunque no establece sus criterios. Las consecuencias de la autofecundacion
han sido analizadas por varios autores (Hutchinson, 1965; Proctor y Yeo, 1979;
Grant, 1981, Futuyma, 1986) v deben considerarse en el caso de esta especie

para futuras investigaciones

2.6. Analisis de pigmentos

En lo que concierne a la pigmentacién roja del caliz se sabe que el pigmento
mas importante es la antocianina. Du y Francis (1974) dan un peguefio esbozo
historico del descubrimiento de éste pigmento. Ellos aislaron e identificaron los
tipos de antocianinas, tomando como muestra de analisis un cultivar de la Isla
de Jamaica. Encontraron 1.5 g de antocianina/100 g de peso seco. Asimismo,
detectaron 6 bandas de antocianinas, de éstas, la 1, 5 y 6 se consideraron
pigmentos traza y se encuentran a muy baja concentracion.

La descripcion se baso, por lo tanto, en las bandas 2, 3 y 4. La banda 2 se
identificé como cianidina —3- sambubiosido. La banda 3, representoé el pigmento
mas importante de la antocianina, se denomind tambien cianidina -3-
sambubidsido. Finalmente, la banda de pigmentacion 4 se separd en dos
partes, una de ellas correspondiendo a delfinidina-3-glucoésido y la otra, que es
a su vez la mas abundante de todas las antocianinas y la causante del color

rojo violaceo, se identificd como delfinidina-3-sambubidsido.

2.7. Analisis bromatolégico
Martin (1984) establecié una tabla con el valor nutricional de 100 g de parte

comestible (calices, semillas y hoja), con los resultados expuestos en el cuadro
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4. Como se observa, la parte que presenta los valores mas altos en proteinas,
azucares y grasas es la semilla. Comparando los valores de nutrimentos de las
diferentes estructuras con las cantidades dietéticas establecidas para adultos
sanos (Feldman, 1990), se encontrd que las hojas son una fuente adecuada de
vitamina A. El resto de los componentes nutricionales presentan valores bajos.
En el caso del caliz, se reportan cantidades bajas de vitamina C, sin embargo
se considera un producto vegetal importante como antiescorbutico (Rovesti,
1936). Hay evidencias que indican que durante los siglos pasados, muchos de
los cultivos introducidos representaron una fuente importante de esta vitamina
para el cuerpo humano, para resistir largos viajes de navegacion y las guerras
(Carpenter, 1986). Segun indica Chevalier (1937), para fines medicinales, gran
parte del valor que le dieron a esta planta fue por su alto contenido de acido
citrico (el cual lo equipararon con el del limon) y por su papel antiescorbutico.
Cuadro 4 Contenido bromatologico de las diferentes partes comestibles de

Hibiscus sabdariffa L. (contenido nutricional /100 g de parte vegetal) (Fuente:
Martin, 1984. Handbook of Tropical Food Crops).

Nutriente Caliz Semilla Hoja  Cantidad dietética para adultos sanos
Proteinas (g) 2.0 28.9 3:5 44 -56
Vitamina A (Ul) - - 1000.0 800-1000
Grasas (g) 0.1 214 0.3 *
Carbohidratos (g) 10.2 255 8.7 i
Tiamina (mg) 0.05 0.1 0.2 1.0-1.5
Riboflavina (mg) 0.07 0.15 0.5 1.2-17
Niacina (mg) 0.06 1.6 14 20.0
Vitamina C (mg) 17.0 - 2.3 60.0
Calcio (mg) 150.0 350.0 240.0 800.04
Hierro (mg) 3.0 - 50 10-18
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2.8. Citotaxonomia

Hibiscus sabdariffa se ubica denire de ia Seccion Furcaria del Género Hibiscus
en la Familia Malvaceae. (Menzel y Wilson, 1963) la determinaron como una
especie tetraploide; posteriormente Menzel et al. (1983), determinaron el origen
africano de ésta Seccion ya que 9 de las 10 especies son diploides (2n = 18)
(H. Asper Hook F; H. hiemianus Exell y menonca, H. mastersianus, H. mechowii
O. Hoffm.: H. escanensis Horchr. y H. surattensis L. son africanas; la otra es H.
diversifolius). Las especies tetraploides de esta seccion son H. acetosella Eelw.,
H. meeusei Exell, H. rostellatus Guill.y Perr., y H. sabdariffa. Para reforzar lo
anterior Vavilov (1928), desarroll6 su teoria de los centros de origen o centros
de genes indicando que varias regiones del mundo poseen concentraciones de
variacion de plantas cultivadas asegurando que estas regiones se identifican
como centro de origen de la especie de interés.

Dado que el mayor numero de parientes silvestres cercanos a la jamaica se
encuentran en Africa, es factible asegurar que su centro de origen es africano.
Debido a que H. sabdariffa L. es una especie alotetraploide (2n = 36) que
ocurre Unicamente en estado de domesticacion, se han investigado afinidades
con las especies diploides para determinar el ancestro silvestre. A partir de
cruzas de varias especies diploides con H. sabdariffa se encontré que un
genoma de esta especie es homdlogo con el de H. mastersianus o con el de H.
mechowii. Esta Gltima especie es la que presenta mayor similitud morfologica, lo

que sugiere afinidades entre ambas (Wilson, 1974).
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Otros estudios citotaxondmicos se han enfocado a evaluar hibridos obtenidos a
partir H. sabdariffa y H. cannabinus, gue resistan los ataques de nematodos

(Wilson y Menzel, 1967; Wilson y Adamson, 1970).

Los estudios genéticos se han enfocado a estudiar las formas de herencia de
caracteristicas como: patrones de pigmentacion del tallo, epicaliz, caliz, corola y
anteras (Chakravarty y Basu, 1972). Para el tallo y el epicéaliz se encontré que
una serie alelomorfica multiple es la responsable de la intensidad y distribucion
de las antocianinas, la cual se representd6 como CR — CL — C- C; la intensidad
mayor y mas amplia esta dada por CR. Las posibles combinaciones resultantes
son:

ccrr = Totalmente verde;

ccRR= Totalmente rojo;

CCrr = Verde pigmentado;

CLCLrr = Verde con rojo claro;

CLCLrr = Intermedio;

CRCRIrr = Rojo;

Se concluye que los alelos ¢ y r son los que controlan el complejo de
pigmentacion de estas dos estructuras.

El color del caliz y la corola después de la antesis (desvanecimiento) estan
pleiotropicamente controlados, ya que invariablemente los calices rojos o rosas
aparecian con las corolas rosadas y las corolas amarillas se asociaban con

caliz verde. En este caso los genes C y R juegan un papel importante al igual
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que c: r no juega ningun papel significante y se asume un factor adicional
llamado f.
Finalmente, el color de la antera también esta controlado principalmente por el

gen cy al parecer r no juega papel determinante.

2.9. Domesticacion y distribucion

El lugar de origen de Hibiscus sabdariffa ha sido un tanto confuso, sin embargo
la mayoria de los autores coinciden en ubicarlo en Africa (Cuadro 5). Esta idea
ha sido respaldada por los estudios citotaxondmicos realizados con esta
especie, mencionados en la seccion anterior. La idea de que es nativa de la
India o incluso de América Central se debe a que estas areas han tenido mucho
desarrollo agricola, incluso creandose nuevas variedades. Flores (1989),
reporta que la jamaica fue introducida a México en la época colonial y desde
entonces se ha cultivando en las regiones calidas y semicalidas de nuestro
pais, sobre todo en los estados de Guerrero, Michoacan y Colima, entre otros.
El Salvador es uno de los paises que mas ha dado impulso a este cultivo
(Verdoorn, 1945), particularmente para la obtencion de fibra; sin embargo el
centro de origen estd mas o menos definido, no asi su dispersion inicial.

(Wilson y Menzel, 1969) proponen que el oeste de Sudan fue uno de los
principales centros de domesticacion, hace aproximadamente 4000 afios a.C. A

partir de colectas realizadas en Uganda encontraron un ejemplar de H.
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Cuadro 5. Posibles centros de origen para Hibiscus sabdariffa L., segun varios
autores.

Lugar de origen Autor

Oeste de Africa Martin (1984)
Murdock (1959)
Purseglove (1982)
Wilson y Menzel (1964)
Africa Tropical Adamson (1983)
Dempsey (1975)
Fryxell (1988)
Leon (1987)
Wilson (1974)
Rovesti (1936)

Sabana Africana Harlan (1975)
India y Malaya Bachstez (1949)
India Bois (1927)
Patifio (1975)
Viejo Mundo Adams (1972)
Williams (1928)
America Central Chevalier (1937)

Fuente: Morton (1997)

mechowii bajo forma silvestre y en cultivo; con base en los estudios que se
habian realizado con diferentes especies silvestres y al encontrar mucha
semejanza morfoldgica entre H. mechowii y H. sabdariffa, los mismos autores
sugieren que H. mechowii es la forma primitva de H. sabdariffa y ellos
determinan a Angola como centro de origen. De ahi ocurri6 una migracion a
través de la sabana al este de Africa y luego al noroeste hacia Sudan, su centro
de domesticacion. Si su domesticacion ocurrié hace 4000 afios a. c., entonces
corresponderia a una de las especies mas tempranamente domesticadas al
desarrollarse la agricultura en el Rio Niger superior y el oeste de Sudan
(Murdock, 1959). Al parecer la gente de Sudan originalmente utilizé las hojas,
plantulas, semillas y calices carnosos. Este Ultimo uso fue el que se difundio al

nuevo mundo (Wilson y Menzel, 1964; Demsey, 1975).



2.10. Uso actual y uso potencial

A partir del conocimiento de que la jamaica es una especie africana, es
importante entonces determinar cuales son los usos que actualmente le da la
gente en ese continente. Murdock (1959) realizé un estudio completo de Africa,
a partir del cual dividio al continente en varias provincias y las analizé en sus
aspectos social, politico y cultural. Dentro de este estudio obtuvo informacion
sobre las especies vegetales que utilizaba la gente de cada region, asi como el
uso que le daban. Se encontr6 que las provincias donde era aprovechada la
jamaica, principalmente como condimento e indulgente, son: Gente del este
negritico, Tierras altas de Camerun, Twi y Senegambia.

Otro autor que estudié6 de manera detallada las formas de uso y las areas de
cultivo de varias especies vegetales alimenticias de Africa, incluyendo la
jamaica, es Schnell (1957). Este autor registré la presencia de la jamaica en los
jardines de las casas, acompafiada con muchas otras especies, como planta
semicultivada y la ubicoé como una especie ampliamente difundida en los paises
de la sabana africana (las sabanas de Sudan y Guinea). Al igual que Murdock
(1959), el autor la registr6 dentro del grupo de plantas utilizadas como
condimento o alimento de acompafniamiento para las ensaladas, utilizandose el
follaje fresco y los calices frescos o secos. Flores (1989), reportd que fuera de
Africa, en los paises asiaticos como India, Ceilan, Java, China, Vietnam,
Birmania, Tailandia, Indonesia y Malasia, Hibiscus sabdariffa L. es un cultivo
importante a gran escala, principalmente para la produccion de fibra. Minton y
Adamson (1979) indicaron que la fibra de jamaica es una fuente potencial de

pulpa de papel en el suroeste de Estados Unidos. Campese (1937) sefiala que
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la fibra de jamaica bien preparada y tejida podria sustituir al algodon en la
elaboracion de ropa de cama y manteles, ademas de mencionar que es dos
veces mas resistente que el yute, utilizandose en lazos y redes para pescar.
Cheng et al., (2002), reporta que la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), de la
variedad ‘Altisima’, es econdémicamente importante en la region Asia - Pacifico
por su fibra suave y sus usos estan enfocados a la elaboracion de sogas,
sacos, lonas y alfombras. Recientemente, se han desarrollado las aplicaciones
de esta fibra para el uso de filtracion de liquidos y biorremediacion para la

absorcion de aceites o petroleo.

En América Latina los reportes provienen principalmente de México, El Salvador
y Honduras. México es el Unico pais donde se cultiva la jamaica para obtener
calices; los otros paises han desarrollado el cultivo de variedades para fibra.

Es posible agrupar los usos de la jamaica en funcion de la parte de la planta
que se utiliza. Los reportes indican que el caliz es la parte que mas se
aprovecha. Monsour (1975), informa que los calices son utilizados para la
elaboracion de bebidas no alcohdlicas y es el tallo la parte que representa un

uso actual y potencial por su posibilidad de producir materia para papel.

En cuanto a los usos medicinales de la jamaica Rovesti (1936), detectod diez
beneficios terapéuticos, uno relacionado con cuestiones renales y del aparato
circulatorio y otros en cuestiones digestivas. Se considera que ésta especie
debe ser revalorada en la fitoterapia. Bachstez (1949) menciona otros usos

terapéuticos, principalmente como tonico, para controlar las fiebres y las
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avitaminosis. Cook y Collins (1903), indican también usos de la semilla
principalmente por sus propiedades demuicentes, diuréticas y ténicas; asi
mismo, los calices se utilizan para personas con fiebre y para convalecientes.

En general, se observa que el cdliz rojo es la parte de la planta mas
aprovechada principalmente por los productos procesados que se pueden
obtener a partir de él. Monsour (1975), informa que los calices son utilizados
como fuentes de pigmentos rojos para alimentos y cosméticos. Sin embargo, el
uso que se les da depende de los aspectos culturales y sociales de la poblacion
que la usa. Un ejemplo especifico se encuentra en México en donde se usa
como bebida refrescante, para las gelatinas y en las infusiones. La elaboracion
de mermeladas, conservas y ensaladas de cdlices consideradas muy raras. ks
importante sin embargo, conocer esta diversidad de patrones de uso ya que
esto determina en gran medida las caracteristicas que se seleccionaran en las

poblaciones que se han de cultivar.

El aprovechamiento de la semilla debe considerarse tal vez no para obtener
aceite comestible pero si como alimento complementario para aves o ganado
vacuno. Este uso se le ha dado en el Caribe al menos en México se han hecho
observaciones cualitativas y se cree que son beneficiosas (Chavez, 1985).
Dunstan (1909), cita que la semilla tiene un alto contenido de fibra y aceites.
Los nativos de las provincias nortefias de Nigeria utilizan la semilla molida como
alimento. Chavez (1985), refiere que en estudios realizados en Venezuela
reportan que la semilla de jamaica contiene 20 % de proteina, por lo que es

factible considerarla para alimento humano.
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2.11. Desarrollo del cultivo en México

Los reportes sobre el desarrolio del cuitivo en México son muy recientes.
Algunos autores como Gandara (1939) y Marin (1940) mencionan la posibilidad
de explotar al cultivo. Sin embargo, fue a partir de 1975 cuando la Secretaria de
Agricultura y Recursos Hidraulicos (Anénimo, 1975; 1976) reportan la cantidad
de hectareas cosechadas y la produccion obtenida tnicamente en el Estado de
Guerrero. Para los afios posteriores, hasta 1985 se incluyen en los reportes las
producciones obtenidas en los Estados de Oaxaca, Puebla, Colima, Michoacan

y Nayarit.

En 1978 se menciona que la variedad que se cultiva en México es la ‘Criolla’
(Anonimo, 1978). El Estado de Guerrero es el principal productor de jamaica
(Anoénimo, 2008), asi como el mas constante; el resto de los estados
manifiestan fuertes fluctuaciones de un afno a otro y en ocasiones han dejado
de producirla.

A nivel nacional, durante el 2001, se sembr6 un total de 18,402.50 ha de
jamaica, de las cuales se cosecharon 18,028.50 ha. Con una produccion
obtenida de 4,108.07 toneladas de flor de jamaica con un rendimiento promedio
de 0.228 Tons/ha. En dichos afos, se identificaron 15 estados productores
destacando en primero lugar Guerrero con un 62 % de la produccion nacional,
seguido por los estados de Oaxaca y Nayarit con una produccion de 21.3 'y 4.0
% de la produccion reflejando un 91.5% del total producido, el resto

correspondi6 a los estados de Campeche, Colima, Jalisco, Michoacan, Morelos,



Puebla Quintana Roo. Sinaica, Tavasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan
(Anonimo 2001).

En el 2004 Guerrero incremento su produccion nacional al 80 % en
comparacion con los estados de Oaxaca, Nayarit, Colima y otros con
producciones a nivel nacional de 13, 4. 2 y 1 % respectivamente. Con respecto
al volumen de producciéon anual en ese mismo afo fue de 2500 ton., con un
valor de produccion de 75 Mdp. El Precio promedio de la jamaica a nivel
nacional en el 2000 fue de 45 pesos por kilogramo y posteriormente en el 2004
se precio promedio descendié a 25 peso. Segun los avances de la cosecha del
ciclo primavera-verano del 2008, el cultivo de jamaica a nivel estatal ascendio a

3, 768 Ton. (Anénimo, 2008).

Respecto a los datos de exportacion, desde 1958 se tienen registrados
ininterrumpidamente la venta de productos a paises como Alemania Federal,
Estados Unidos, Francia, India, Uruguay, Guatemala, Reino Unido, Colombia y
Panama, siendo los compradores mas importantes los dos primeros, con sus
respectivas oscilaciones de un afio a otro (Anonimos, 1981-1984).Sin embargo
es importante mencionar que no se encontré informacion estadistica sobre los

voliumenes de Hibiscus sabdariffa L.. secos.

NS}
W



2.12. Marcadores moleculares

En la ultima década, el uso de marcadores de ADN para el estudio de la
diversidad genética de los cultivares ya es rutinario y esta revolucionando la
Biologia, incrementando el desarrollo de técnicas de mas precision, rapidez y
bajo costo para evaluar la variacion genética (Karp et al., 1997). Esto se ve
reflejado en la enorme variedad de técnicas diferentes que estan emergiendo
para su analisis (Whitkus et al., 1994). Estas técnicas pueden diferir de manera
importante con respecto a caracteristicas tales como la abundancia gendémica
necesaria, nivel de polimorfismo detectado, locus especifico, reproducibilidad,
requerimientos técnicos e inversién financiera. Es importante mencionar que
ningtin marcador es superior a todos para un amplio rango de aplicaciones. El
marcador mas apropiado dependera de la aplicacion especifica, el nivel de
polimorfismo, la presencia de suficientes facilidades técnicas y de
conocimiento, necesidades de tiempo y limitaciones financieras. Las principales
tecnologias de marcadores que se estan aplicando durante la dltima década se

indican en el Cuadro 6.

En los organismos vivos existe una amplia variedad de formas morfologicas que
los distinguen entre si. Esta variabilidad o polimorfismo genético, ocurre en
forma natural dentro y entre diferentes poblaciones de organismos. Cualquier

diferencia genética detectable en los individuos sirve como una etiqueta o



Cuadro 6. Principales marcadores bioquimicos y moleculares utilizados para la
identificacion de especies vegetales en la ultima década.

Marcadores
bioquimicos
Marcadores
moleculares basados
en ADN citoplasmico
(cloroplastos (cpDNA),
mitocondrial (mtADN)

o ADN nuclear.

Marcadores

moleculares basados
en ADN citoplasmico
(Cloroplastos,(cpDNA),
mitocondrial (mtADN)

o ADN nuclear.

Aloenzimas (Tansley and Orton. 1983; Kephart, 1990; May, 1992).

Técnica basada en la no-PCR”

Longitudes Polimorficas de Fragmentos de Restriccion (RFLP). (RFLP, Botstein
et al., 1980; Neale and Williams, 1991)

Minisatélites o Repeticiones en Tandem de Numero Variabie (VNTR) (VNRT
Jeffreys et al., 1985 a,b)

Basado en la técnica de PCR

ADN secuenciado

Muilticopias de ADN, regiones de espacios internos de genes transcritos en el
ribosoma nuclear (ITS) (Takaiwa et al., 1985; Dillon et al., 2001).

Copia simple de ADN, incluyendo intrones y exones (Sanger et al.,1977; Clegg,
1993a).

Sitios de Secuencias Etiquetadas (STS)

Microsatélites, Secuencias Repetidas Simples, (SSR), Repeticiones Cortas en
Tandem (STR), Microsatelite de Secuencia Etiquetada (STMS) o Polimorfismo
de Longitud de Secuencia Simple (SSLP). (Hearne et al., 1992; Morganteand
Olivieri, 1993; Queller et al., 1993; Jarne and Lagoda, 1996).

Polimorfismo de Longitud de Secuencia Amplificada (ASLP) (Maughan et al.,
1995).

Caracterizado de Secuencias de Regiones Amplificadas (SCAR) (Paran and
Michelmore, 1993).

Secuencia Polimérficas Adheridas y Amplificadas (CAPS) (Akopyanz et al.,
1992, Konieczny and Ausubel 1993).

Polimorfismo de Conformacion de Cadena Simple (SSCP) (Hayashi, 1992).
DGGE (Riedel et al., 1990). TGGE (Riesner et al., 1989)

Analisis heteroduplex (HDA) (Perez et al., 1999)

DHPLC (Hauser et al., 1998)

Polimorfismo Amplificado de ADN por Primer Arbitrario (MAAP) (Caetano
Anolles, 1996).

ADN polimorfico amplificado al azar, RAPD (Williams et al., 1990).

Minisatelites Amplificacion de ADN (identificacién de individuos) DAF, (Caetano
— Anolles et al. 1991).

AP-PCR (Welsh and McClelland, 1990)

Secuencias Repetidas Intersimples (ISSR), (Zietkiewicz et al., 1994).

Reaccion Ampiificada de Primer Simple (SPAR) (Staub et al., 1996).

ADN de Minisatélite de Amplificacion Directa (DAMD) (Heath et al., 1993).
Polimorfismo en la Longitud de Fragmento Amplificado (AFLP) (Vos et al.,
1995).

Loci Polimorfico de Microsatelite Amplificado Selectivamente (SAMPL),
(Witsenboer et al., 1997).

FUENTE: Spooner et al., 2005.



marcador genético que se convertira en un rasgo caracteristico propio de cada

individuo o de cierto grupo de irdivicucs iMendoza — Herrera y Simpson, 1996).

Se conocen dos clases de marcadores genéticos, siendo éstos los morfologicos
y los moleculares (Tanksley, 1983). Sin embargo. antes de los moleculares una
segunda generacion de marcadores son los bioquimicos, estos pueden ser
representados por los metabolitos secundarios, proteinas estructurales,
isoenzimas o enzimas (Mendoza- Herrera y Simpson, 1996). Las isoenzimas
son moléculas de proteinas cargadas diferenciaimente y que pueden separarse
utilizando procedimientos de electroforesis, mediante geles de almidon y la
tincion h/i§_tgquimica de las proteinas. En términos generales se dice que las
isoenzimas son formas moleculares multiples de proteinas dentro de un
organismo que catalizan una misma reaccion y que el efecto de una
modificacion alélica puede ser detectado con certeza, debido a un cambio de
movilidad electroforética (Stuaub et al., 1996).

Las caracteristicas principales de las isoenzimas incluyen la simplicidad,
cantidad minima de materiai en estudio, bajo costo y una cobertura del genoma
de 10 — 20 loci por especie, ausencia de epistasis y presencia de influencias
ambientales, este aspecto es de vital importancia ya que éstas proteinas
pueden ser afectadas cualitativa y cuantitativamente en su nivel de expresion
por factores ambientales; por lo tanto, para eficientar la técnica deben ser
identificados los estados de desarrollo de las plantas en las cuales la proteina

sea estable (Becerra y Paredes, 2000).



Los marcadores con isoenzimas se caracterizan por presentar expresion alélica

de tipo codominante, lo que ¢ it hacer comparaciones entre especies,
poblaciones de una misma especie y detectar la presencia de hibridos e
introgresion de genes (Paredes y Gepts, 1995).

La caracterizacion de las colectas se ha basado en el empleo de caracteres
morfologicos y/o agronémicos. No obstante, el uso de marcadores morfologicos
tienen muchas limitantes, pues su expresion puede estar sujeta a factores
ambientales o fenolégicos. Con frecuencia estos marcadores pueden ser
evaluados a nivel de toda la planta y cuando ésta llega a su estado adulto. Para
los investigadores tomar los datos de ias plantas hasta estado adulto significa
una espera que se refleja en retraso. Por otro lado, actualmente se han
desarrollado métodos de identificacion y caracterizacion basados en el uso de
marcadores moleculares que superan, en la gran mayoria de los casos las
limitantes de los métodos tradicionales (Azofeita — Delgado, 2006).

Las limitaciones de los marcadores morfologicos y bioquimicos han sido
superadas con la nueva generacion de marcadores moleculares basados en las
variaciones del ADN, ya que presentan la caracteristica de no ser afectados por
el ambiente y dependen directamente de las propiedades del ADN, las cuales
no cambian aunque las plantas estén sujetas a condiciones ambientales
cambiantes (Mendoza — Herrera y Simpson, 1996).

Los avances actuales en la Biologia Molecular permiten visualizar diferencias
tangibles entre las secuencias homologas del ADN de los organismos. Estas

diferencias resultan de cambios o arreglos entre las bases que forman este tipo

de moléculas tales como: translocaciones, inversiones, inserciones o deleciones
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en regiones homologas. Por lo tanic esics marcadores detectan variaciones
directas a nivel del ADN y tienen ventajas como el hecho de ser dominantes o
codominantes, desarrollandose de manera estable, de carecer de efectos
pleiotropicos y sobre todo de no estar sujetos al ambiente (Valadez y Kahl,

2000).

Para obtener marcadores del ADN, se usan diferentes métodos que se pueden
agrupar de manera convencicnal en tres categorias. La primera se basa en la
técnica conocida como hibridacion (Southern). Esta técnica tiene el proposito de
explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos de ADN ocasionados
por la restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular. En esta
categoria se incluye a ios RFLP y a los VNTR (Valadez y Kahl, 2000).

La segunda categoria agrupa a las metodologias basadas en la tecnologia de la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta
tecnologia utiliza secuencias de oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro
de fragmentos de ADN de longitudes variables. Estas secuencias pueden ser
aleatorias. semialeatorias o especificas. Para esta tecnologia se pueden citar
como ejemplo las tecnologias: RAPD. AP-PCR, DAF y AFLP (Valadez y Kahl,

2000).

La tercera categoria involucra metodologias que combinan la PCR o sus
productos de ADN mas la hibridacién tipo Southern. Por ejemplo la técnica de
RAHM o llamada también RAMPO, que requiere de la sintesis previa de ADN

con cualquiera de las metodologias de la PCR y la posterior hibridacion con
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alguna sonda que detecte microsatélites, optimizando la tipificacion del ensayo
pues con el resultado de la PCR se detecta un patron de fragmentos llamados
de primera generacion, pero al hibridar las huellas con la sonda radioactiva
detecta microsatélites y se revela otro patrén llamado de segunda generacion

(Valadez y Kahl, 2000).

2.12.1. Descripcion de la metodologia RAPDs para determinar marcadores
moleculares

La técnica RAPDs (Polimorfismo en el ADN amplificado al azar), ha sido la mas
utilizada en la construccién de mapas y el andlisis de semejanzas de los
genotipos (Karp et al., 1997). Los marcadores RAPDs son generados por la
amplificacién mediante PCR usando iniciadores sintéticos, generalmente de 10
pb de longitud de secuencia aleatoria. Estos oligonucleétidos sirven como
‘primer’ (iniciadores) que trabajan hacia delante o hacia atras y son capaces de
amplificar fragmentos de 1-10 sitios genomicos de manera simultanea. Los
fragmentos amplificados tienen un tamafio en un rango de 0.5 — 5 kb. En si, los
oligonucledtidos o iniciadores son de secuencia arbitraria. El iniciador se usa
como punto de partida para que la ADN polimerasa termoestable (Taq), forme
la segunda cadena tomando como molde la cadena de ADN gendmico, en
presencia de una mezcla de desoxirribonucledsidos trifosfato (dANTP), para
sintetizar y extender las secuencias gendémicas a partir del extremo OH-3" de
los iniciadores. La realizacién del proceso se lleva a cabo mediante un conjunto
de Aproductos de ADN amplificados, que representan blancos de secuencias

flanqueadas por los iniciadores orientados de forma opuesta y alineados en
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sitios complementarios. Williams ef al. {1990), indican que éste proceso se
realiza en un termociclador coit in programa de varios ciclos por tiempo vy
temperaturas especificas, divididos en tres etapas basicas que incluyen: 1)
desnaturalizacion térmica del ADN. este proceso consiste en la separacion de
las dos cadenas de ADN a una temperatura de 90 a 95 °C; 2) alineamiento de
los oligonucleotidos (iniciadores) al ADN molde, lo cual ocurre a temperaturas
entre 36 a 60 °C y; 3) extension del iniciador por una ADN polimerasa en
presencia de dNTPs. Los fragmentos de ADN se amplifican exponencialmente
de 25 a 45 ciclos a temperatura de 72 °C.

Los productos amplificados pueden separarse mediante electroforesis en geles
de agarosa o de poliacrilamida y visualizarse mediante la tincion con bromuro
de etidio o plata, una vez tefiido se puede observar la presencia o ausencia de
bandas de tamafio particular, éste polimorfismo es debido principalmente a la
variacion en los sitios de unién por parte del iniciador, pero también se pueden
generar por diferencias en las longitudes de amplificacion de la secuencia entre
los iniciadores (‘primers’) unidos a los sitios del ADN. La principal ventaja de los
RAPDs es que son rapidos v faciles de examinar (Schierwaters and Ender,

1983).

La PCR requiere cantidades bajas de ADN, usualmente entre 5 — 50 ng por
reaccion, ademas de que los ‘primers’ al azar estan disponibles
comercialmente, sin dejar de tomar en cuenta que los RAPDs estan distribuidos

al azar a través del genoma.
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Entre las desventajas principales tenemos la reproducibilidad baja en diferentes
laboratorios y en diferentes termocicladores (Schierwater and Ender, 1993).
Reportes recientes indican que los problemas surgen por las impurezas
presentes en la preparacion del ADN y pueden ser resueltos cuidando la calidad
del ADN a utilizar como molde, asi también tomar en cuenta las etapas que se
involucran en la amplificacion del ADN (Micheli et al., 1994). Los analisis
RAPDs generalmente requieren ADN de alto peso molecular y son necesarias
muchas precauciones para evitar la contaminacion de las muestras, por que los
‘primers” al azar que son usados son capaces de amplificar fragmentos de ADN

en una variedad de organismos.

La aplicacion de los RAPDs puede tener muchos propésitos o alcances como
por ejemplo: para estudios a nivel individual (identificacion genética), estudios
de diversidad genética de cultivares, asi como estudios de especies
relacionadas entre si y su relaciéon con sus ancestros silvestres, sin dejar de
tomar en cuenta que también puede ser aplicado a estudios de mapeo de
genes o simplemente ayudar a convertir a este marcador a otro tipo de
marcadores (Williams et al., 1990; Hadrys et al., 1992).

Los RAPDs son marcadores heredados en forma mendeliana y por lo tanto son
dominantes (Williams et al., 1990), con polimorfismo entre individuos definidos.
Por lo cual no permiten distinguir entre individuos hetero y homocigotos. Estos
marcadores pueden ser utilizados para localizar genes 0 secuencias genéticas
asociadas con caracteristicas de interés agronomico. Actualmente, se considera

que los RAPD sirven para encontrar nuevos marcadores que se encuentren
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ligados con un locus especifico. Debido a la disponibilidad de iniciadores al azar
para buscar ligamiento es simpiemente cuestion de ensayar o tamizar muchos
loci (Burr, 1994).

Con el desarrollo de la metodologia de RAPDs se han producido otros
marcadores basados en la PCR como son los SCAR y ASAP (Staub et al.,
1996). La utilidad de los marcadores RAPDs puede incrementarse
secuenciando el término y longitud del iniciador llamadas SCARs. Los SCARs
son mas reproducibles que los RAPDs; es importante mencionar que los
SCARs son usualmente marcadores dominantes y algunos tedricamente
pueden ser convertidos a marcadores co-dominantes por digestion con
endonucleasas (Staub et al., 1996). Los ASAPs son una modificacion reciente a
la tecnologia de la PCR, ya que involucra la extraccion alcalina del ADN con la
subsecuente amplificacion del ADN en microplatos, utilizando iniciadores
asociados con alélos especificos que generan un solo fragmento de ADN
sencillo a temperaturas apropiadas de alineamiento similares a SCARs (Staub

et al., 1996).

2.12.2. Técnicas para generar marcadores moleculares

La utilidad de los marcadores genéticos depende de la técnica para detectarlos
y para eso es necesario disponer de progenitores que presenten genotipos
extremos para la caracteristica de interés. Adicionalmente a lo anterior, para la
deteccion de marcadores con caracteristicas cualitativas, se utilizan
poblaciones segregantes y si las caracteristicas son cuantitativas es

recomendable utilizar lineas endogamicas (Powell, 1992).



2.12.3. Interpretacion de las huellas de ADN para analisis filogenéticos

Un patron de huellas obtenido a partir de una muestra de ADN es raramente
informativo de manera individual; sin embargo, cuando se utilizan diferentes
muestras pueden ser comparados unos con otros dentro de una linea del gel,
asignandoles una posicién particular, esto se realiza utilizando un marcador de
peso molecular conocido. A partir de éste, diferentes lineas son analizadas de
manera simultanea basandose en la propiedad que tiene las bandas en cuanto
a su tamano y peso, debido a que ésta propiedad permite analizar la migracion
de las bandas en las posiciones iguales si éstas presentan igual tamano. La
precision y exactitud depende de los parametros metodologicos, calidad del
ADN, condiciones electroforéticas, la calidad de los reactivos utilizados asi
como de los equipos (Valadez y Kahl, 1997).

Otros factores importantes en la interpretacion de las huellas de ADN consiste
en evitar los errores al momento de analizar las bandas y éstos generalmente
son: eliminar las bandas que sean dificiles de interpretar por causas de falta de
definicion con respecto a los comparadores, evitar que los criterios de inclusion
en un grupo de bandas sean erréneo, por ejemplo el espesor de la banda o

diferente posicion de migracion en el gel (Valadez y Kahl, 1997).

2.12.4. Antecedentes del uso de marcadores moleculares y morfologicos
en el cultivo de jamaica

Takayama et al. (2006), aislaron y caracterizaron microsatélites en Hibiscus
tiliaceus L., y en especies del Hibiscus relacionadas; el estudio describid seis

sitios de microsatélites. Los iniciadores produjeron una clara amplificacion

(8]
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polimérfica de los moldes y en los niveles de variabilidad entre los alelos tres y
nueve. Seis marcadores fueron amplificados en otras cuatro especies de
Hibiscus, incrementandose significativamente la utilidad de estos marcadores

en la identificacion de la especie.

Suvakanta et al. (2006) documento la Identificacion y variacion genética entre
dos especies Hibiscus y 16 variedades de Hibiscus rosa-sinensis (Malvaceae)
usando marcadores RAPDs. La identificacion de las especies o cultivares se
realizdo utilizando caracteres morfolégicos como habitos de crecimiento,
morfologia floral, colores de flores, asi como otros caracteres de la planta. La
seleccion de ‘primers’ se realizo usando el ADN de la variedad ‘Prolific’, el
numero de ‘primers’ utilizados fueron diez y la similitud genética fue evaluada
sobre la base de ausencia o presencia de bandas. El analisis de
agrupamientos indicd que las 16 variedades y las dos especies formaron dos
grupos. El grupo principal consistié de tres variedades y un segundo ‘cluster
(grupo) integrd dos especies y trece variedades. La distancia genética fue muy
cerrada dentro de las variedades y también entre las especies. Asi que los
marcadores RAPDs tienen un potencial para la identificacion de especies,
variedades y en la caracterizacion de la variacion genética dentro de las
variedades. Ello es Uutil para los programas de reproduccion de Hibiscus debido

a que aporta informacion para la conservacion bioldgica de las especies.

Ibrahim y Hussein (2006), realizaron un estudio de la variabilidad en 16

genotipos de jamaica durante las temporadas del 2003 y 2004, evaluando



caracteres como altura de la planta, nimero de ramas, numero de capsulas,
peso de la semilla y peso de sépalos, estudiando parametros genéticos y
generando un coeficiente de variacion fenotipica (PVC) y uno genotipico
(CVG). La correlacién fenotipica y genotipica se estimé con los 5 caracteres
estudiados en ambas temporadas. Los resultados demuestran que la
estimacion de los coeficientes de correlacion genotipica, fueron en general
superiores a su correspondiente correlacion fenotipica entre los caracteres a
nivel genético. A nivel fenotipico, el peso seco de los sépalos mostré un alto
valor de significancia positivo asociado con el peso de la semilla en ambas
temporadas. Otros caracteres mostraron una correlacion negativa no
significativa con el peso de los sépalos y semillas. A nivel genotipico mas
caracteristicas mostraron una correlacion positiva alta. En la primera temporada
el numero de ramas tuvo una alta correlacion con el nimero de capsulas por
planta, el peso seco de las semillas y sépalos. En la segunda temporada, la
altura de la planta tuvo una alta correlacion significativa con el numero de
ramas, el mismo resultado se observo entre el nimero de ramas y el numero de
capsulas. También, el peso de las semillas secas tuvo una alta correlacion con
el peso de los sépalos secos. La correlacion fenotipica negativa y sus bajos
valores se observaron en la segunda temporada, en el caso del peso de la
semilla y sépalos secos con otros caracteres estudiados. Estas relaciones estan
influenciadas por factores ambientales limitando su productividad. Este estudio
concluyé que la altura de la planta, numero de ramas y peso seco de los
sépalos son caracteristicas con alta heredabilidad que pueden tomarse a

consideracion durante la seleccidn para aumentar el rendimiento de jamaica.



Si bien es cierto que la okra (Abelmoschus esculentus) no es un pariente muy
cercano de la jamaica si pertenece a la misma familia Gilmar et al., (2003)
estudiaron la diversidad genética en okra usando marcadores RAPDs. Los
marcadores RAPDs fueron utilizados para estimar la diversidad entre 42
accesiones de Abelmoschus y una de Hibiscus. La similitud genética se baso en
el indice de Jaccard de complemento aritmético. Para esta propuesta se uso la
técnica del analisis multivariado a través del agrupamiento jerarquico del vecino
mas proximo y el método de Tocher, para obtener los aglomerados de los
genotipos.

Se utilizaron 31 iniciadores al azar para amplificar el ADN a traves de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de éstos se generaron 103
fragmentos RAPD, los fragmentos polimérficos para los diversos iniciadores
fueron 6. Los 43 genotipos se separaron en agrupamientos jerarquicos con
base al método del vecino mas préoximo conforme a las especies botanicas,
obteniendo la formacion de 6 grupos distintos y la altura de corte se present¢ a
una distancia de 0.35. De acuerdo a las distancias genéticas se aislaron los
grupos en un plano dimensional confirmando que el primer gran grupo de
accesiones se unid a A. esculentus y a A. caillei revelando una semejanza
genética elevada. Por otro lado el método de Tocher agrupé el 90 % del
germoplasma evaluado, indicando una baja amplitud de la variabilidad de los
genotipos en el estudio genético. En el grupo 1 incluyendo a A. Moschatus y A.
manihot unido a las dos especies anteriores. El método optimizado de Tocher

permiti6 que se formaran apenas 4 grupos de genotipos, mostrandose poca
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definicion en los analisis de agrupamiento jerarquico. El reagrupamiento de la
accesion del grupo | del método de Tocher fue por el método jerarquico
revelando la existencia de una importante heterogeneidad genética en el
germoplasma estudiado. Con esta investigacion se constato que los
marcadores RAPD son eficientes en el estudio de la diversidad genética de
okra. También, se determind que las técnicas estadisticas utilizadas fueron
capaces de establecer clasificaciones de la diversidad genética, mostrando la

formacion de seis grupos.

Cheng et al. (2002) realizaron un estudio comparativo de la diversidad genética
en las variedades de Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) basado en el analisis
RAPD y de datos agronomicos, con el fin de encontrar un método adecuado
para la identificacion de las variedades de kenaf, se analizaron 14 variedades
de kenaf de uso comun en Japon. Los datos de los analisis morfologicos
incluyeron 7 caracteres cuantitativos los cuales, mostraron que las variedades
incluidas de kenaf podrian ser divididas en tres grandes grupos. Los caracteres,
tales como: el didmetro medio del tallo, el peso total del tallo, y los dias a
floracion al 50 %, son altamente responsables de la variacién en las variedades
de kenaf, pero es dificil identificar las variedades individuales solamente por los
caracteres morfo-agronémicos. Por otro lado, la clara separacion de las
variedades de kenaf se logré sobre la base en los patrones de variacion RAPD
en los cuales se utilizaron solamente 6 iniciadores del Kit Operon A. Con base
en lo anterior, la relacién genética de las variedades de kenaf puede ser

rastreada a través del analisis de RAPD vy las variaciones morfo-agronomicas.



Se concluyd en este estudio que el analisis de RAPD es una herramienta eficaz
en la identificacion de las variedades de kenaf y la determinacion de sus
relaciones genéticas, en particular cuando se combina con el analisis de

caracteres morfo-agronémicos.
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3. MATERIALES Y METODOS
Se estudiaron 47 materiales de Hibiscus sabdariffa L., colectados en regiones
tropicales y subtropicales del estado de Guerrero (Figura 1, Cuadro 7), en un
rango de altura de 0-1200 m. Los municipios muestreados fueron Tecuanapa,
Acapulco, Ometepec, Tlapa, El Ocotito, Atoyac de Alvarez, Iguala, Chilpancingo
y Arcelia (Figura 1 y Cuadro 7). El experimento se establecié en instalaciones
de la Universidad Autonoma Chapingo bajo condiciones de invernadero rustico
sin calefaccion y con cubierta de cristal en el periodo de enero — octubre del
2008. La Universidad se localiza en el Estado de México, entre las
coordenadas 19° 29°34.61” LN, 98° 53'06.93” LO, a 2254 msnm. La zona
presenta un clima templado subhimedo. La temperatura media oscila entre 22

y 28 °C. El clima se clasifica como C Wo w b (y) g (Garcia, 1988).

3.1. Metodologia de colecta

La fase metodolégica del proyecto incluy6 la exploracion fisica y ecogeografica
para la identificacion de los recursos fitogenéticos de interés de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.). La estrategia de exploracion consistio en la
identificacion 'y muestreo de las plantas, basandose en requerimientos
agroecologicos de la especie como son clima, suelo, pendiente y altitud; asi
como en la lista de localidades descritas como productoras de jamaica en el

Estado de Guerrero (Anénimo, 2006).
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Cuadro 7. Datos de pasaporte de colectas de jamaica.

Etiqueta Municipio Longitud. Latitird LSSIZLS: eﬁ'rﬁ;tsu:m dersenr?;r;t?/o) Clima
1€ Tecoanapa -99° 15’ 16° 50 Parcela S 10 AwO0
1T Tecoanapa -99° 147 16°48° Huerto de mango 490 5 AwO
3T Tecoanapa 99° 15° 16° 47 Parcela 497 10 AwO
4T Tecoanapa -99° 16° 16° 47 Parcela 512 20 AwO
5T Tecocanapa -99° 177 17° 00 Parcela 516 5 AWO
C7 Tecoanapa -99° 187 17° 02’ Parcela 616 25 AwO0
7T Tecoanapa -99° 207 17° 037 Parcela 912 5 v
c9 Acapulco -99°42" 16° 44 Playa 10 0 AwO
oT Acapulco -99°54° 16°50° Bocana 22 5 AwO
10T Acapulco -99°43" 16° 43" Cerro de piedra 50 5 AwO
"T Acapulco -99°42° 16°42' No conocido 120 5 AwO
12¢ Acapulco 99°42° 16° 42° El bejuco 70 5 Aw0
13T Acapulco -99° 40° 16° 50° El Km. 30 385 5 AwO
14T Acapulco -99°35° 16° 507 La sabana 170 5 AwO
11C Acapulco -100° 05° 16° 51° Valle del rio 70 5 A0
15C Ometepec -98°37 16° 40° Parcela 200 15 AwO
15T Ometepec -98° 36° 16° 40° Vegetacion 215 10 AwO
16C Ometepec 98° 35’ 16° 40° Vegetacion 180 10 AR
16T Ometepec -98° 35’ 16° 39" Patio 150 5 AwO
19T Ometepec -98° 45’ 16° 417 Parcela 250 10 AwO
20T Ometepec -98° 48° 16° 40 Vegetacion 170 15 AwO
21T Tlapa -98° 35’ 17° 30° Vegetacion 925 25 AwO
22T Tlapa -98° 35’ #7°59° Vegetacion 897 30 Aw0
23T Tiapa -98° 35' 75 37" Huerto de mango 1110 15 Aw1
247 Tlapa -98° 34° 17° 30 Lote baldio 914 10 Aw0
c25 Ocotito 99° 42" 17° 15° Vegetacion 912 10 AwO
26T Ocotito 99° 42° 17° 14° Parcela 1000 5 AR
e Ocotito 99° 41° 17° 14" Parcela 893 5 AwO
27T Ocotito -99° 42° 17° 16’ Vegetacion 914 5 AwD
28C Ocotito -99° 42 17°13° Vegetacion 1087 15 Aw1
28T Ocotito 99° 417 17° 15° Vegetacion 1080 10 Awl
c29 Atoyac -100°30°  17°00° Casa 112 5 AwD
29T Atoyac 100°32°  17°04° Huerta 0 10 AwO
30T Atoyac 100°36  17°00° Parcela 100 15 Aw0
31T Atoyac -100° 28° 17° 00 Carretera 25 25 AwD
32T Atoyac 100°27°  17°57° Parcela 39 30 AwO
20C Atoyac -100°26°  17°56° Vegetacion 15 15 AwO
33T Iguala 99° 36° 17° 48 Vegetacion 514 5 AwO
34T Iguala -99° 35’ 17° 48’ Corral 612 5 AwO
35T Iguala -99° 36° 17° 50 Vegetacion 578 5 Aw0
36T Iguala -99° 35’ 17° 49" Parcela 610 15 AWO
37T Chilpancingo  -99° 29° 99° 127 Parcela 1110 10 i
38T Chilpancingo  -99° 29" 99° 11° Parcela 1190 5 2l
39T Arcelia -100°30°  18°00° Terreno baldio 430 10 AWO
TEX Arcelia -100°30°  17°59° Parcela 410 40 AwO
K’ Arcelia -100°29°  17°59° Parcela 437 25 ol
11C. Arcelia -100°31°  18°01 Parcela 512 30 AR




Los criterios de seleccion de las plantas fueron: a) que los especimenes
provinieran de plantas y sitios diferentes ademas de encontrarse en estado
productivo y aparentemente sanas, independientemente de que estuvieran
asociadas con otra especies de interés agronoémico o a la vegetacion en el
momento de la colecta. Esto fue con la finalidad de obtener semillas viables
para su posterior propagacion en invernadero; b) el numero de plantas a las que
se les tomd la muestra presenté una variacion de 2 a 15 plantas por accesion,
ésto dependi6 del nimero de ejemplares encontrados en los sitios de muestreo;
c) simultaneamente se tomaron las variables correspondientes a la ubicacion
geografica con la ayuda de un GPS Modelo 2000, como pendiente, altitud,
asociacion con tipo de vegetacion o especies de interés agrondémico, color del
suelo e indice de pedregosidad en el lugar de la muestra, dicha informacion se
encuentra registrada en los datos de pasaporte.

De cada planta se colectdé un minimo de 10 frutos. Para verificar el estado de
madurez de los frutos se removié una muesca de la superficie externa de la
capsula y se cotejo la coloracion de la semilla, considerando una coloracion
oscura o que dicha capsula presentara indicios de dehiscencia (aparentemente
proxima a abrir). Los frutos cosechados se envolvieron en bolsas de papel y se
trasladaron a las instalaciones de la Universidad Auténoma Chapingo para su
almacenamiento por un lapso de 3 meses hasta que alcanzaron el punto
adecuado de madurez (fuera de la capsula, limpias y secas).

La caracterizacion empez6 con el establecimiento del semillero, en el cual se
utilizé como sustrato el ‘cosmo peat’. El numero de semillas que se colocaron

por compartimiento fueron 2, a una profundidad no mayor de 5 mm en cada
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charola; al termino del dia 4 el proceso de germinacion comenzo en la mayoria
de las colectas. Las plantulas permanecieron en el semillero por un periodo de
2 meses hasta su transplante an bolsas de plastico negras de 30 x 30 cm
utilizando como sustrato una combinacion de tezontle, lana de roca, fibra de
coco y dos sustratos turbas que reciben los nombres comerciales dke ‘cosmo
peat’ y ‘promix’, asignando 2 plantas por bolsa.

El nimero total de accesiones fue de 47 y el nimero de plantas por accesion
fue de 20 plantas, dando un total de 940 plantas distribuidas uniformemente en

470 bolsas negras de 30 x 30.

3.2. Caracterizacion morfoldgica

3.2.1. Disefo de investigacion y variables evaluadas

Para la caracterizacion morfolégica se utilizdé un arreglo al azar con 20
repeticiones por accesion. Las variables de respuesta fueron el rendimiento y

las caracteristicas morfologicas de las colectas (Cuadro 8).

Las caracteristicas estructurales evaluadas de la planta fueron: altura de
planta, esta se midid desde la base del tallo hasta el meristemo apical,
considerando la planta en su estado adulto y en etapa productiva; la cobertura
foliar se midi6 tomando en cuenta la longitud mayor y menor de las zonas de
goteo de cada ejemplar (Figura 2). El diametro basal se midid considerando la
parte mas baja del tallo que presentaba contacto directo con el sustrato. El
criterio utilizado para medir el color en la parte media, se basé en el hecho de

que no todas las colectas presentaban el mismo porte, por lo tanto, una vez que
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dichos especimenes se encontraban en su estado adulto, se procedié a tomar
datos de altura de la planta y dividirla entre dos para obtener la altura media.
Simultaneamente a lo anterior se tomaron datos de numero de flores, numero
de ramas, ausencia o presencia de glandulas, precocidad, color visible de

hojas, flores y frutos.

Para evaluar caracteristicas de las hojas, de cada colecta se seleccion¢ al azar
5 de ellas fisiologicamente maduras y a diferentes niveles de ubicacion en la

planta.

VISTA DE FRINTE DD LA LAaMAICS
2aPa FI CALCULT D= La CTIRERTURA FILTAR

WERTS BN PLETOIE La ealie

CRCTILT JE La OBERTRR FORLDAR EY 07

Figura 2. Zonas de medicién en la planta de jamaica para la cobertura foliar.
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Cuadro 8. Caracteristicas morfolégicas consideradas en la caracterizacion
morfoldgica de jamaica (Hibiscus sabdariffa L).

Variable Caracter medido Unidad Escala

X1 Altura de planta Centimetros

X2 Numero de ramas -

X3 Numero de frutos 2

X4 Numero de flores -

X5 Cobertura foliar en centimetros largo Centimetros

X6 Cobertura foliar en centimetros ancho Centimetros

X7 Numero de I6bulos en hojas por planta 3-5

X8 Color visual de la hoja Arbitrario 1-4

X9 Longitud de peciolo Centimetros

X10 Color de peciolo Arbitrario 1-3

X11 Diametro basal del tallo Centimetros

X12 Color aparente del tallo Arbitrario -9

X13 Numero méaximo de frutos por axila Arbitrario 1-3

X14 Numero de bracteas -

X15 Color de bracteas Arbitrario 1-2

X16 Color de flor Arbitrario 1-3

X17 Precocidad Arbitrario 1-3

X18 Ausencia o presencia de glandulas meliferas Arbitrario 1-2

X19 Color visual del fruto aparente Arbitrario 1-4

X20 Defoliacion total a los 6 meses Arbitrario 1-2

X21 Promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L) 0-100 uc

X22 Promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (a) -60 - 60 uc

X23 Promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (b) -60 - 60 uc

X24 Croma C de la hoja Color ucC

X25 Promedio de color de fruto cuantificado con colorimetro (L) 0-100 ucC

X26 Promedio de color de fruto cuantificado con colorimetro (a) -60 - 60 uc

X27 Promedio de color de fruto cuantificado con colorimetro (b) -60 - 60 uc

X28 Croma C de fruto Color ucC

X29 Color de tallo en la base cuantificado con colorimetro (L) 0-100 ucC

X30 Color de tallo en la base cuantificado con colorimetro (a) -60 - 60 ucC

X31 Color de tallo en la base cuantificado con colorimetro (b) -60 - 60 uc

X32 Croma C en la base del tallo Color ucC

X33 Color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con 0-100 ucC
colorimetro(L)

X34 Color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con -60 - 60 uc
colorimetro(a)

X35 Color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con -60 - 60 ucC
colorimetro(b)

X36 Croma C del tallo en la parte media Color ucC

X37 Promedio de color de flor cuantificado con colorimetro (L) 0-100 ucC

X38 Promedio de color de flor cuantificado con colorimetro (a) -60 - 60 uc

X39 Promedio de color de flor cuantificado con colorimetro (b) -60 - 60 ucC

X40 Croma C de la flor Color ucC

X41 Area de la hoja Centimetros > Area

X42 Perimetro de la hoja Centimetros

X43 Longitud vertical de la hoja Centimetros

X44 Longitud horizontal de la hoja Centimetros

X45 Angulo del I6bulo derecho de la hoja Grados

X46 Angulo del I6bulo izquierdo de la hoja Grados

X47 Longitud en la base del I6bulo principal de la hoja Centimetros

X48 Angulo en la base del peciolo Grados

X49 Perimetro promedio del fruto Centimetros

X50 Longitud promedio del fruto Centimetros

UC= unidades de color

47



Para la descripcion y medicion de las hojas se tomaron en cuenta algunos
aspectos considerados por Galet (1979), en su estudio de identificacion vy
descripcion de especies del genero Vifis, que presentan caracteristicas
similares a la hoja de jamaica, ademas de adicionar propuestas nuevas de
variables de medicion. Con base a lo anterior, las caracteristicas que se
consideraron fueron:

. Largo del peciolo;
. ancho de la lamina entre los I6bulos en ambos costados del I6bulo principal,

. Longitud en la base del |6bulo principal,

1
2
3
4. Angulo derecho del I6bulo;
5. Angulo izquierdo del I6bulo;
6

. Angulo de la base del peciolo;
7. Perimetro de la hoja;
8.- Area de la hoja.

Mismas que se esquematizan en la Figura 3.

En cuanto el analisis de la parte reproductiva de la planta, se consideraron los
calices y las semillas debido a que son las principales partes aprovechables. Se
tomo el peso del fruto asi como datos de longitud y diametro promedio con la
ayuda de un vernier y una balanza granataria. Cabe mencionar que para el
muestreo se realizé una seleccion de 10 frutos en todos los individuos de las 47
colectas. Estos se separaron y se midieron en fresco tomando los datos

anteriormente mencionados.

Las caracteristicas cualitativas evaluadas fueron: a) color visual de la hoja; b)
color de peciolo; c) color aparente del tallo; d) color de bracteas; e) color de flor;

f) precocidad; g) ausencia o presencia de glandulas meliferas; h) color visual del
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fruto aparente; e i) defoliacion total a los 6 meses. Para establecer los valores
se realizé una comparacion entre todas las colectas y con experiencia del
contacto continuo entre los materiales se establecieron escalas para todas las

variables fenotipicas cualitativas.

Los caracteres cuantitativos medidos fueron: numero de ramas, numero de
frutos, nUmero de bracteas, I6bulos y los promedios de color de hoja, tallo, flor y
fruto, asi como mediciones de area foliar, angulos, alturas, pesos, perimetros y

longitudes, segun se indican en el Cuadro 8.

Figura 3. Caracteristicas de la hoja que se evaluaron para el analisis
morfolégico: a) longitud del I6bulo principal; b) perimetro; c¢) longitud del peciolo;
d) longitud horizontal de los lébulos entre ambos costados del |6bulo principal;
e) ancho en la base del lI6bulo principal de la hoja; f) angulo del I6bulo izquierdo;
g) angulo del I6bulo derecho; h) angulo sobre la base del peciolo; i) area de la
hoja.
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3.2.2. Analisis estadisticos de marcadores morfolégicos

Con el propésito de analizar estadisticamente los caracteres morfologicos
evaluados, se realizd una base de datos en Excel y posteriormente se
separaron las variables en cuantitativas y cualitativas siendo 40 y 10
respectivamente. Con las variables morfoldgicas cuantitativas y cualitativas se
procedié a realizar andlisis estadisticos independientes con el programa
Statistical Analysis System (SAS, 2004) version 9, utilizando los procedimientos
siguientes: para la seleccion de las variables cuantitativas con alta significancia
se utilizo el principio de una regresién progresiva hacia adelante llamado
Forward y con las variables seleccionadas y estandarizadas se determiné los
grupos usando PROC CLUSTER y PROC TREE del SAS (2004). Con un
analisis de conglomerados de la varianza minima de Ward se determino el
numero de grupos de colectas a través de la representacion grafica de un

andlisis cubico de agrupamientos y se construy6 el dendrograma.

Ademas, es importante citar que el analisis discriminante permitido seleccionar
las caracteristicas mas discriminantes entre cada grupo. La altura de corte en
el dendrograma se determiné en base al analisis cubico de agrupamientos.

Con las variables cualitativas se realizd un segundo analisis, en donde los
agrupamientos  estuvieron determinados mediante un analisis de
correspondencia para detectar relaciones fenotipicas entre las colectas y asi

mismo inferir qué caracteristicas determinaron el ordenamiento de las colectas.
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3.3. Caracterizacion molecuiar

Para obtener los marcadores geneético — moleculares se utilizé la metodologia
siguiente: de cada colecta se tomaron muestras de 5 plantas diferentes (un total
de 220 extracciones de ADN). Posteriormente, se realizé una mezcla por
colecta, mismas que se usaron para la amplificacion.

Las muestras consistieron en tejido foliar joven libre de enfermedades o plagas
con la finalidad de evitar contaminacion con ADN extrafo al material vegetal. El
tejido se etiquetd y se colocod en un recipiente de plastico con una cantidad
suficiente de hielo para evitar su deshidratacion. Posteriormente se traslado el
material a las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia Agricola
dependiente de la Universidad Auténoma Chapingo para su inmediato

procesamiento.

Para la purificacién del ADN se utilizd la metodologia siguiente: 0.3 g del tejido
vegetal fresco se macer6 en nitrégeno liquido sin dejar descongelar;
posteriormente se pasé el pulverizado a un microtubo (Eppendorf) de 1.5 ml
conteniendo 600 pl de amortiguador de extraccion y se mezcldé agitando por
unos segundos. Se incubd a 65 °C por 10 minutos, con inversion ocasional de
los tubos. Después, se adicionaron 200 ul de acetato de potasio a una
concentracion de 5 molar, agitando por inversion y dejando 30 minutos en hielo.

Se centrifugd a 15,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se procedié a transferir el sobrenadante a otro microtubo que

contenia 700 pl de isopropanol frio. Se mezclé por inversion y se dejo a =20 °C
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durante 30 minutos. Luego se procedioé a centrifugar por 5 minutos a 10,000
rom, a temperatura ambiente. Ei paso siguiente fue la eliminacion del
sobrenadante dejando solo el precipitado. Posteriormente se disolvio en 200 yl

de solucion para diluir.

Para eliminar el ARN se utilizaron 2 pl de ARNasaA, incubando a 37° C por 1
hora. Luego, se adicionaron 20 pl de acetato de sodio a una concentracion de 3
M y 200 ul de isopropanol, se mezclé por inversion y se dejo precipitar a —20 °C
por 2 horas. Se centrifugd por 5 minutos a 10,000 rpm, a temperatura ambiente.
Se elimind el sobrenadante y se lavé el precipitado con 300 ul de etanol al 70
%, dejando secar la pastilla en el microtubo; posteriormente se procedié a
disolver la pastilla en 100 pl de amortiguador TE (Tris — HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8.0) almacenandolo a una temperatura de 4 °C.

La amplificacion se llevé a cabo por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en un termociclador, usando una ADN polimerasa
termoestable cuyo punto de temperatura 6ptima se encontraba alrededor de los
72 °C. Los componentes de la reaccion utilizados en este estudio se muestran
en el Cuadro 9.

Una vez realizada la mezcla de los reactivos anteriormente descritos se
procedidé a incubar el tubo eppendorf en el termociclador para llevar acabo la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

52



Cuadro 9. Mezcla de reaccion de la PCR para la obtencién de los patrones
RAPDs de jamaica (Hibiscus sabdariffa [..)

Componente Volumen final en pL
Agua bidestilada 4.2
dNTPS (500 uM) 10.0
Amortiguador 10X 2.5
Cloruro de Magnesio (MgCl,) (50 mM) 1.0
Iniciador (10 pmol/uL) 3.0
Enzima (Taq ADNpolimerasa, 5 U/ulL) 0.3
AND (10 ng/uL) 4.0
Volumen total por reacciéon 25,0

Nota: es importante evitar salpicar los tubos de reaccion durante la incubacion en el termociclador.

Las condiciones de reaccion fueron: un ciclo a 94 °C, 2 min; 38 ciclos a 94 °C,
30 segundos, 40 °C por 30 segundos, 72 °C por 90 segundos ; y al final 72 °C
por 2 minutos. Es importante mencionar que los 38 ciclos contaron con los
pasos siguientes: desnaturalizacion, alineamiento y extension. Una vez
completada la reaccion, se procedid a realizar la electroforesis en geles
preparados con TAE 0.5 X y agarosa a una concentracion al 1.2 %. La cantidad
de muestra de reaccion que se colocd en el gel fue de 10 yL con una gota de
colorante de carga (2 pyL). Una vez que las muestras se cargaron en el gel,
también se cargaron marcadores de peso molecular 1 kb en ambos extremos
del gel, con la finalidad de conocer el peso molecular de los fragmentos de ADN
amplificado. El corrimiento consistié en la aplicacion de corriente eléctrica a 120
V a partir de una fuente de poder, mientras el gel se encontraba sumergido en
una solucion de TAE 0.5 X en la camara electroforética. Posteriormente, una

vez completado el corrimiento, se procedié a retirar el gel de la camara con el
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propdsito de revelar las bandas presentes, con una solucién de bromuro de
etidio (10 ug)/ ul), por aproximadamente 10 min. Después se enjuago por 5
minutos con agua destilada con agitacion suave, se colocé en un
transiluminador de luz ultravioleta para documentar mediante fotografia con
rollo blanco y negro vy filtro naranja.

La secuencia de los iniciadores utilizados para amplificar el ADN se muestran
en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Iniciadores seleccionados en la caracterizacidon molecular.

Iniciador Secuencia nucleotidica
5-3"
OPAO1 CAGGCCCTTC
OPAOQ2 TGCCGAGCTG
OPA03 AGTCAGCCAC
OP03 AGTCAGCCAC
OPAO4 AATCGGGCTG
OPA09 GGGTAACGCC
OPA10 GTGATCGCAG
OPA17 GACCGCTTGT
OPA18 AGGTGACCGT
OPA19 CAAACGTCGG
OPA20 GTTGCGATCC
_OPD10 GGTCTACACC

L Operon Technologies INC, Alameda, EEUU.

3.3.1. Analisis estadistico de marcadores moleculares

Para el analisis de RAPDs se consideré el numero de bandas totales presentes
en los geles y su peso molecular en pares de bases. Una vez realizado esto, se
procedioé a generar una matriz binaria de datos; para cada iniciador y para cada
colecta, se determin6 la presencia o ausencia de las bandas cuantificadas,
asignando el numero cero a la ausencia de banda y un uno a la presencia de
banda. Para la evaluacion de las bandas se utilizaron dos métodos con la
finalidad de corroborar la certeza de los resultados: uno se baso en la

observacion a simple vista y manualmente utilizando una regla transparente; y
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el otro utilizd un sistema computarizado llamado AUTO CAD, 2004 que permite
la visualizacién, asi como el establecimiento de reglas que corroboran el
meétodo anterior.

La matriz de datos se vacié en una hoja de calcuio (EXCEL) para su posterior
utilizacion en el programa NTSYS version 2.1 (Numerical Taxonomic Analysis
System), calculando similitudes genéticas entre todas las muestras. Con este
procedimiento se obtuvo una matriz de similitud aplicando el coeficiente de
Jaccard.

En cuanto a la construccion de dendrogramas, éstos se elaboraron segun el
indice de similitud de Jaccard, tomando a cada accesion como una unidad
taxonomica operacional (OTU).

Utilizando el programa Freetree version 0.9.1.50 (Hampl et al., 2001) se realizé
1000 remuestreos para obtener el arbol mas robusto. Con los datos RAPD se
hizo el analisis de correspondencia utilizando el programa NTSYS.
Adicionalmente a lo anterior se procedid a hacer un analisis de poblaciones con
la ayuda del programa Popgene 32 (Yeh et al, 1999) tomando como
poblaciones individuales a todas las colectas realizadas en cada municipio. En
el analisis se estimaron parametros como el porcentaje de /oci polimorficos (p),
numero de alelos observados por locus (Na) numero efectivo de alelos por
locus (Ne), indice de diversidad genética de Nei (H), indice de diversidad
genética de Shannon (l), coeficiente de diferenciacion genética entre

poblaciones (Gst) y numero de individuos migrantes (Nm).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de la caracterizacion morfolégica
Las colectas de jamaica mostraron variabilidad a nivel de hojas, tallos, frutos y

flores como se muestra en las Figuras 4, 5, 6.

Figura 4. Variabilidad morfolégica de la hoja detectada entre las colectas de
jamaica.
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Figura 5. Variabilidad morfolégica y de color en tallo, hoja, flor y fruto de 47
colectas de jamaica.
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Figuras 6. Variabilidad fenotipica de frutos a) enteros y b) seccionados.
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Durante la caracterizacion morfologica se evaluaron 47 colectas de jamaica
Hibiscus sabdariffa L., las cuales se clasificaron con base en su similitud
morfologica. Se analizo un total de 50 variables (Cuadro 8) elaborando una
base de datos con el programa Excel, separando las variables en cuantitativas y

cualitativas.

4.1.1. Analisis de variables morfolégicas cuantitativas

Para el analisis de variables cuantitativas se utilizo el principio de una regresion
progresiva hacia adelante Ilamado Forward con un nivel de significancia de
0.04, obteniendo los resultados que se muestran en el Cuadro 11.

El valor de la probabilidad de F se comparé con el valor de significancia
indicado para la entrada de la variable en el modelo. Una vez efectuado el
analisis, el programa detecté valores de la F significativos, dando como
resultado 25 variables seleccionadas (Cuadro 11). Lo importante de este
método es que, si ninguna de las F calculadas es significativa, el proceso se
detiene y no se obtiene ninguna seleccidn de variables; el corrimiento de
programa se encuentra en el Anexo 1.

Una vez realizada la seleccion de las variables cuantitativas altamente
significativas se realizé un analisis de agrupamiento o cluster para indicar
grupos al analisis discriminante.

En el Cuadro 12 se muestran las medias, desviacion estandar y coeficiente de
variacion de las caracteristicas evaluadas en la cual observamos que los
caracteres que presentaron mayor variacion fueron el promedio de color de flor

(a), longitud promedio del fruto, perimetro promedio del fruto y promedio de

n
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Cuadro 12. Medias y desviacicnes estandar de las variables cuantitativas
seleccionadas.

Variable Caracter medido Media D:sst‘gra]g;‘:" CV (%)
X47 Longitud en la base de! lotuio principal de ia hoja 1.86 0.77 41.46
X48 Angulo en la base del peciolo 105.63 23.22 2198
X50 Longitud promedio def fruto 823 13.81 167.83
X49 Perimetro promedio del fruto 517 7.93 153.36
X25 Promedio de color de fruto cuantificado con colorimetro (L) 2812 9.17 32.60
X38 Promedio de coior de flor cuantificado con colorimetro (a) 576 7.54 130.87
X42 Perimetro de la hoja 31.67 6.58 20.79
X43 Longitud vertical de la hoja 7.51 1.41 18.84
X46 Angulo del l6bulo izquierdo de la hoja 54 55 14.41 26.41
X44 Longitud horizontal de la hoja 7 .86 1.58 20.14
X2 Ndamero de ramas 8.51 3.77 44 .32
X14 Numero de bracteas 9.52 0.98 10.24
X3 Numero de frutos 14 .48 12.48 86.18
X33 Color del tallo en la parte mgdia de la planta cuantificado 4093 6.88 16 80

con colorimetro(L)
X31 Color de tallc en la base cuantificado con colorimetro (b) 10.29 7.07 68.71
X28 Croma C de fruto 20.47 5.47 26.73
X471 Area de la hoja 2583 8.61 3335
X4 Numero de flores 0.81 0.65 80.23
X39 Promedio de color de flor cuantificado con colorimetro (b) 12.72 476 37 .42
X40 Croma C de la flor 12.72 3.05 23.95
X21 Promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L) 41.03 3.21 7.82
X7 Numero de I6bulos en hojas por planta 3.86 0.66 17.19
X1 Altura de planta 115.38 20.74 17.97
X9 Longitud de peciolo 8.06 1.36 16.84
X34 Color del tallo en la parte media de la planta cuantificado

con colorimetro(a) 1.03 0.73 70.78

color de flor cuantificado con colorimetro (a), con coeficientes de variacion de
167.83, 153.86, y 130.87, respectivamente. Los caracteres con menor
variabilidad fueron promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L)
(CV =7.82 %), numero de bracteas (CV = 10.24 %) y color del tallo en la parte

media de la planta cuantificado con colorimetro (L) (CV = 16.80 %).
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En el Cuadro 13 se observa la matriz de correlacion entre las variables
cuantitativas que presentaron alta significancia y que fueron seleccionadas
utilizando el principio de una regresion progresiva hacia adelante con la
instruccion Forward. Se observa que existe correlacion alta y positiva (r= 0.99)
entre las variables longitud promedio del fruto (X50) y perimetro promedio del
fruto (X49); entre las variables X43 = longitud vertical de la hoja y X50 =
longitud promedio del fruto hubo una correlacion de 0.78; entre X1= Altura de
planta y X2= Numero de ramas (0.81); entre X25 = promedio de color de fruto
cuantificado con colorimetro (L) y X31 = color de tallo en la base cuantificado
con colorimetro (b) (0.71); y entre X41 = area de la hoja y X43 = longitud vertical
de la hoja se dio una r= 0.90. Esto puede ser indicativo de que existe
informacion redundante entre las variables y por lo tanto con solo la aplicacion
de una de ellas se puede explicar la parte de la variabilidad morfologica que
aportan las variables. Otros datos importantes del Cuadro 13 indicaron valores
de correlacion negativa entre las variables X39= promedio de color de flor
cuantificado con colorimetro (b) y X38 = promedio de color de flor cuantificado
con colorimetro (a) (r= -0.81); X33 = color del tallo en la parte media de la planta
cuantificado con colorimetro (L) y X34 = color del tallo en la parte media de la
planta cuantificado con colorimetro(a) presentaron un valor de r= -0.70. Siendo
esto indicador de que cuando se incrementd el valor de alguna de estas
variables su contraparte se vio afectada negativamente. En cuanto al resto de
las variables se encontro baja correlacion entre las mismas, siendo necesario

tomar en cuenta cada una de ellas.
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En el dendrograma de la Figura 7 se observa la formacién de cuatro grupos y la
altura de corte se presenta a 0 100, esta altura de corte esta determinada en
funcion directa con el nUmero de grupcs que se obtiene por la representacion
grafica del analisis cubico de agrupamientos.

El grupo | se divide en dos subgrupos. El primer subgrupo esta conformado por
las colectas 10T, 15C, 19T, 1C, 11C, 16C, 11T, 28C, 12C, 22T, 20C, 27C, 9C,
30T, JC, 1T, 28T, 31T, 20T, 27T, 25C, 26T y 24T. En este subgrupo se
encuentran las colectas 11T y 28C separadas a una distancia de 0.001, siendo
esta la menor distancia que se observa en el dendrograma.

El segundo subgrupo lo formaron las colectas: 14T, 7C, 15T, 29T, 21T y 23T.
Dichos subgrupos se separan a una distancia de 0.075. El grupo Il lo conformé
solamente la colecta 9T separandose totalmente del grupo uno a una distancia
de 0.135.

El grupo lll estuvo conformado por las colectas: 13T, 16T, 19C, 36T, 37T, 4T,
5T, 29C, TEX, 3T, 32T, 33T, 34T, 38T, 35T y 39T. Este grupo se encuentra
unido al grupo IV a una distancia de 0.130. El cuarto grupo lo constituy¢ la
colecta 7T.Entre las colectas mas importantes que se separan totalmente de los
grupos principales debido a sus caracteristicas fenotipicas fueron las colectas
7Ty 9T.

La colecta 7T presenta frutos (rojo intenso) y carece de glandulas meliferas,

mientras que 9T es muy tardia, tiene frutos de color blanco y tiene glandulas

meliferas.
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En la Figura 9 se puede observar una tendencia uniforme en los 3 primeros
grupos (1, 2, 3); esto, para los puntos mas bajos, sin embargo en el cuarto
grupo se hace evidente una vaiiacion en la tendencia de la grafica con respecto
a los demas grupos. Estas diferencias en las tendencias son indicadores de las
formaciones de cuatro grupos.

Cabe sefalar que también se realizd un analisis para determinar numero de
grupos por el método de pseudoestadistica T? sin embargo dicho grafico no
define claramente el nimero correcto de grupos formados como en el caso del

método CCC (Figura 8).

De acuerdo con el Cuadro 14 se observa que los primeros cuatro
conglomerados explican la variabilidad morfoldgica de los materiales de jamaica
en un 62.0 %. Obsérvese que para la formacién de conglomerados, despues
11 hay pocas aportaciones a la explicacion de la variabilidad; por lo tanto, no

seria congruente utilizar las 25 conglomerados de valor significativo.
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Cuadro 14. Procedimiento Ciuster, analisis del conglomerado de la varianza
minima de WARD correspondientes a las variables morfologicas cuantitativas
seleccionadas.

Conglomerados _ Valor propio Diferencia Proporcion  Proporcién acumulada
1 574 0.93 0.23 0.23
2 4.81 1.94 0.19 0.42
3 2.87 0.73 0.12 0.54
4 2.15 0.16 0.09 0.62
5 1.99 0.58 0.08 0.70
6 1.41 0.18 0.06 0.76
7 1.26 0.29 0.05 0.81
8 0.98 0.17 0.04 0.85
9 0.81 0.18 0.03 0.88
10 0.63 0.02 0.03 0.91
1 0.60 0.18 0.02 0.93
12 0.42 0.06 0.02 0.95
13 0.36 0.13 0.01 0.96
14 0.23 0.03 0.01 0.97
15 0.21 0.04 0.01 0.98
16 0.17 0.03 0.01 0.99
17 0.14 0.05 0.01 0.99
18 0.10 0.06 0.00 1.00
19 0.04 0.01 0.00 1.00
20 0.03 0.00 0.00 1.00
21 0.02 0.01 0.00 1.00
22 0.02 0.02 0.00 1.00
23 0.00 0.00 0.00 1.00
24 0.00 0.00 0.00 1.00
25 0.00 0.00 1.00

'Se han estandarizado los datos en la media 0 y varianza 1.
Desviacion estandar de la muestra total cuadratica media = 7.07

Por otro lado, el analisis discriminante canonico permitid determinar las
caracteristicas mas discriminantes. La variable canonica uno explica el 65.98 %
de la variabilidad entre las colectas de jamaica. La variable canonica dos
explica el 30.15 % del total de la variabilidad (Cuadro 15). De tal forma que
juntas explican el 96.13 % de la variabilidad presente en las colectas de

jamaica.
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Cuadro 15. Porcentaje de las variabies canonicas que explica la variabilidad
entre colectas de jamaica.

Variable candnica % % Acumulado
Variable canonica 1 65.98 65.98
Variable canonica 2 30.15 96.13
Variable canonica 3 240 98 .97
Variable canonica 4 1.03 100.00

En el Cuadro 16, se observa las estructuras candnicas de las variables
discriminantes, estas se encuentran definidas a partir de cuatro grupos de

colectas de jamaica.

Como se muestra en la Figura 9, las caracteristicas que mas contribuyen a
explicar la variabilidad fenotipica por la variable discriminante candnica uno
(VD1) fueron longitud en la base del I6bulo principal de la hoja, longitud
promedio del fruto, perimetro promedio del fruto, longitud vertical de la hoja y
angulo del l6bulo izquierdo de la hoja. Para la variable discriminante dos (VD2)
las caracteristicas que mas contribuyen a la variabilidad fenotipica son croma
(C) de la flor y promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L).
Finalmente, las caracteristicas que explicaron la variabilidad fenotipica de la
tercera variable discriminante fueron promedio de color de fruto cuantificado con
colorimetro (L), color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con
colorimetro (L), color de tallo en la base cuantificado con colorimetro (b), croma

(C) de fruto, y color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con

colorimetro (a).
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Segun lo anterior, en la separacion de las ciases es importante la coloracion en
flor, las caracteristicas de hojas y tamafo de! fruto que presentan los materiales
colectados (Figura 9). La variable discriminante 1 (VD1) esta explicada por:
X47 X50, X49, X43, X46, X41; y la variable discriminante 2 (VD2) esta

explicada por: X40, X21.

En la separacién de grupos por la variable discriminante uno, observamos que
en los cuadrantes superior e inferior izquierdo se ubicaron tres clases con las
colectas 9T, 39T, TEX, 27T, 37T, C9, 31T, 32T y 22T entre otras, con las
caracteristicas de pequefia longitud en la base del Idbulo principal, longitud del
fruto pequefio, perimetro promedio del fruto pequefo, pequena longitud vertical
de la hoja y pequefio angulo del I6bulo izquierdo de la hoja. Es importante
mencionar que aunque todas las colectas de esos cuadrantes presentan esas
caracteristicas, el valor mas extremo lo encontramos en la colecta 9T debido a
que se encuentra el extremo mas alejado del cero con valores negativos,
donde sus valores de las variables mencionadas fueron: longitud en base del
l6bulo principal de hoja (0.61), longitud promedio del fruto (2.11), perimetro
promedio del fruto (1.31), longitud vertical de la hoja (5.357) y el angulo
izquierdo de la hoja (35.79°). En la parte opuesta de la variable discriminante
uno encontramos las colectas 15T, 7T y 14T con las caracteristicas dé longitud
en la base del l6bulo principal de (4.12), longitud promedio del fruto (5.7),
perimetro promedio del fruto (3.6), longitud vertical de la hoja (11.408) y angulo
del I6bulo izquierdo de la hoja (104.8). por lo tanto, los agrupamientos

intermedios se encuentra entre dichos parametros de medicion.
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Para tener una vision de la separacién de grupos para !a variable discriminante
dos, tomamos en cuenta la escala de valores del colorimetro y su rango de
escalas de medicion de color. Para los valores de L el rango de medicion vario
de 0 a 100, indicando que el valor de 0 esta relacionado con el color negro. Por
lo tanto en la Figura 9 el agrupamiento con las accesiones 30T, C9, 23T, 31Ty
27T, entre otras, se encuentran distribuidas en el cuadrante izquierdo inferior,
presentando escalas de medicion negativas, esto es indicador de valores muy
bajos en la escala de valores de (L), revelando que los colores de las hojas y de
las flores fueron mas oscuras haciendo inferencia que en la hojas, los colores
oscilaban de verde intenso y en algunas colectas con pigmentaciones rojas,
para las flores indicaron colores rosa intenso. En el agrupamiento del cuadrante
superior izquierdo pero de la parte inferior se observaron las colectas 39T, 22T,
37T, 4T entre otras, con escalas de valores positivos, indicaron que el
agrupamiento presenta colores de hoja verdes mas claros y flores con
coloraciones poco rosadas. Finalmente, el agrupamiento 9T que se ubico en el
cuadrante superior izquierdo y se encuentra totalmente separado del resto de
las accesiones, es debido a la coloracion de su flor amarilla y hojas verde claro,
siendo indicador de valores mas cercanos al blanco en relacion con el resto
de las colectas. Por lo tanto, este agrupamiento presenté la escala maxima del
valor de (L) (52.698).

Con relacion la variable croma C de la flor, podemos mencionar que la variable

esta directamente relacionada con los valores de las variables del colorimetro

(@) y (b). La variable (a) presenté una escala de medicion -60 a 60 y esta
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relacionada con la escala de colores de verde — rojo, respectivamente. La
variable b presentd una escala de medicion -60 a 60 y esta relacionada con la
escala de colores de azul — amarilic, respectivamente. Por lo tanto, haciendo
referencia a la Figura 9 podemos observar que los valores de la variable croma
C para el agrupamiento del cuadrante inferior izquierdo, presentaron valores de
35.681 con respecto al agrupamiento que se encuentra en el cuadrante superior
izquierdo con la colecta 9T. Dicho agrupamiento es el que presento los valores
mas bajos de croma C siendo de 5291 para ese agrupamiento. Otra
observacién importante es la diferencia de los valores de croma C que
estuvieron directamente relacionados con las coloraciones de cada flor, es decir
que para el caso de las flores de color rosa intenso, la mezcla de colores que
van de verde a rojo y de azules a amarillos para los valores de (a) y (b) en el
colorimetro, influyeron en los valores altos de croma (C) de la colectas que se
encuentran en los cuadrantes inferiores izquierdo y derecho; para el caso de la
colectas que presentaban coloraciones amarillas en flor que corresponde al
agrupamiento superior izquierdo, no influyeron en la misma intensidad en los

valores del color.

Por lo tanto, los materiales de jamaica 9T y 7T, 14T y 15T quedan en los
extremos muy separados y se caracterizaron por ser de colores muy
contrastantes, siendo la 9T el material albino y sin coloracion, mientras que las
colectas 7T, 14T y 15T se distinguieron por ser bastante coloridas (rojas

intenso) y tamafo de fruto grande, muy diferente en relacién al resto de las



Cuadro 16. Analisis discriminante canoénico y estructura canonica entre
colectas.

variable VD1 VD2 VD3
X47 0.99 0.03 0.11
X48 -0.76 -0.35 0.55
X50 0.99 0.08 -0.08
X49 0.99 0.10 -0.05
X25 0.09 0.13 -0.99
X38 -0.48 011 0.87
X42 0.81 -0.55 -0.23
X43 0.94 -0.20 -0.28
X46 0.92 0.14 0.37
X44 0.67 -0.66 0.35
X2 -0.16 -0.74 -0.65
X14 -0.61 0.76 0.24
X3 -0.37 0.80 0.48
X33 -0.03 -0.10 -0.99
X31 -0.09 0.10 -0.99
X28 0.19 -0.28 -0.94
X41 0.89 -0.39 -0.23
X4 0.45 -0.80 -0.39
X39 0.48 -0.74 -0.46
X40 0.02 -0.99 0.15
X21 -0.10 0.96 -0.28
X7 -0.65 0.75 -0.12
X1 -0.06 -0.76 -0.65
X9 -0.33 0.76 0.56
X34 0.39 0.16 0.91

X47= Longitud en la base del lébulo principal de la hoja, X48= Angulo en la base del peciolo, X50= Longitud promedio
del fruto, X49= Perimetro promedio del fruto, X25= Promedio de color de fruto cuantificado con colorimetro (L), X38=
Promedio de color de flor cuantificado con colorimetro (a), X42= Perimetro de la hoja, X43= Longitud vertical de la hoja,
X46= Angulo del lébulo izquierdo de la hoja, X44= Longitud horizontal de la hoja, X2= Numero de ramas, X14= Numero
de bracteas, X3= Numero de frutos, X33= Color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con colorimetro (L),
X31= Color de tallo en la base cuantificado con colorimetro (b), X28= Croma C de fruto, X41= Area de la hoja, X4=
Numero de flores, X39= Promedio de color de flor cuantificado con colorimetro (b), X40= Croma C de la flor, X21=
Promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L), X7= Numero de lébulos en hojas por planta, X1= Altura de
planta, X9= Longitud de peciolo, X34= Color del tallo en la parte media de la planta cuantificado con colorimetro(a).
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colectas; por consiguiente dichas colectas tienden a formar grupos
independientes del resto de los agrupamientos.

En la misma Figura 9 se observa &l aglomerado del resto de las colectas que se
encuentran muy cerca del centro de los ejes, son indicador de una
diferenciacion en los grupos aunque no muy contrastantes como en los casos

anteriores.

4.1.2. Analisis de variables cualitativas en marcadores morfolégicos
Las variables cualitativas (Cuadro 17), se sometieron a un analisis de
correspondencia con el programa SAS y los resultados se muestran en el

Cuadro 18.

Cuadro 17. Variables cualitativas empleadas en el analisis de correspondencia.

Variable Caracter medido Unidad Escala
X8 Color visual de la hoja Arbitrario 1-4
X10 Color de peciolo Arbitrario 1-3
X12 Color aparente del tallo Arbitrario 1-9
X13 Numero maximo de frutos por axila Arbitrario 1-3
X15 Color de bracteas Arbitrario 1-2
X16 Color de flor Arbitrario 1-3
xX17 Precocidad Arbitrario 1-3
X18 Ausencia o presencia de glandulas meliferas Arbitrario 1-2
X19 Color visual del fruto aparente Arbitrario 1-4
X20 Defoliacién total a los 6 meses Arbitrario 1-2

Conforme al Cuadro 18 nueve son el numero de dimensiones que explican la
variabilidad morfolégica de la jamaica en un 100 %. Para nuestro analisis se
utilizaron las dimensiones 1, 2 y 3 que se encuentran ubicadas en las tres
primeras filas. En las tres dimensiones el porcentaje de explicacion de la
variabilidad morfolégica de la jamaica es de 32.83, 2513 y 1861 %,

respectivamente.



Cuadro 18. Analisis de correspondencia de las 10 variables cualitativas de
datos morfologicos de jamaica.

Valor Inercia Chi : Porcentaje

singular principal cuadrado Porcentsje acumulacjio 7 14 21 28 35
0.212 0.045 248.962 32.830 32.83 ERRRARRRERRER RS aae
0.185 0.034 190.588 25.130 57.96 ool
0.159 0.025 141.148 18.610 76.57 S

0.116 0.014 75.242 9.920 86.49 A

0.101 0.010 56.597 7.460 93.95 o

0.066 0.004 24.100 3.180 97.13 >

0.043 0.002 10.306 1.360 98.49 =

0.037 0.001 7.460 0.980 99.47 *

0.027 0.001 4.002 0.530 100

Total 0.137 758.406 100

Grados de libertad = 2529

El porcentaje acumulado de las dimensiones 1y 2 es de 57.96 % de la
explicacién para la clasificacion de grupos a traves del ordenamiento.

En el Cuadro 19 se observan las variables que mas aportan al ordenamiento y
clasificacion de las variables cualitativas de tres dimensiones. Las variables que
influyen en la clasificacion son X8, X12, X17, X13, X18 y X15.

Cuadro 19. Variables morfolégicas cualitativas que mas aportan al
ordenamiento de colectas de jamaica.

Variable Dim1 Dim 2 Dim3
X8 0.50 -0.36 0.1
X10 0.02 0.11 0.01
X12 -0.29 -0.15 -0.13
X13 -0.04 -0.20 -0.01
X15 -0.12 -0.13 -0.21
X16 -0.05 0.07 -0.01
X17 0.20 0.29 0.12
X18 -0.05 0.20 -0.12
X19 0.07 0.13 0.01
X20 0.00 0.11 0.15

X8 = Color visual de la hoja, X12= Color aparente del tallo X17 = Precocidad 13= Numero maximo de
frutos por axila, X18= Ausencia o presencia de glandulas meliferas y X15= Color de bracteas.
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En la Figura 10 se observa la dispersion de las colectas y las variables
cualitativas entre las dimensiones 1y 2. La dispersion de letras y numeros rojos
indican las etiquetas de las colectas y ias letras y numeros azules expresan la
dispersion de las variables cualitativas, en ambas dimensiones. En el grafico se
observa que las variables X8, X17, X12, X13 y X18 que simbolizan al color
visual de la hoja, precocidad, color aparente del tallo, nimero maximo de frutos
por axila y ausencia o presencia de glandulas meliferas contribuyeron de
manera sustancial en la clasificacion de los grupos. El resto de las variables que
se encuentran distribuidas en las partes centrales del grafico no se tomaron en
cuenta, debido a su pobre contribucién a la clasificacion de las colectas.
Adicionalmente a lo anterior, en la dimension 3 observamos que solamente la
variable X15 que corresponde al color de bracteas entr6 en la clasificacion de
colectas de jamaica (Figura 11). De acuerdo con ambas figuras las variables en
azul que corresponde a X10 y X20 cuyo significados son color de peciolo y

defoliacion a los 6 meses se encuentran altamente correlacionadas entre si, es

decir que en funcién de alguna de las dos es posible definir la faltante.
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Figura 10. Dimensiones 1y 2 para variables cualitativas en la caracterizacion
morfolégica de jamaica.
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4.2. Resultados de la caracterizacion molecular

4.2.1. Analisis de iniciadores y construccién de dendrogramas

Durante la caracterizacion meolecular se evaluaron 20 iniciadores, de los cuales
se seleccionaron doce por su buena resolucién y diferenciacion en los patrones
de bandeo (Figura 12 y Cuadro 20). En total se obtuvieron 96 bandas y el

numero de bandas polimorficas varié de 3 a 13 (Cuadro 20).

Iniciadores

Figura 12. Patrones de bandeo tipo RAPD’s obtenidos luego de probar 20
iniciadores de operon.

Cuadro 20. Iniciadores utilizados para generar los fragmentos de RAPD's para

44 colectas de jamaica, con datos del total de bandas amplificadas y
analizadas.

Iniciador Secuencia 5 - 3’ Num. total de Num. total de bandas % de polimorfismo
bandas polimorficas

OPAO01 CAGGCCCTTC 11 10 90.90
OPAQ2 TGCCGAGCTG 11 11 100
OPAO03 AGTCAGCCAC 9 9 100
OPO3 AGTCAGCCAC 8 8 100
OPA04 AATCGGGCTG 6 5 83.33
OPAQ9 GGGTAACGCC 10 9 90
OPA10 GTGATCGCAG 13 13 100
OPD10 GTGATCGCAG 3 3 100
OPA17 GACCGCTTGT 8 7 87.50
OPA18 AGGTGACCGT 8 8 100
OPA19 CAAACGTCGG 4 4 100
OPA20 GTTGCGATCC 5 5 100

Total de bandas

©
()]
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Hubo iniciadores como OPD10 que detectaron 3 bandas, mientras que otras
mostraron hasta 13 (OPA10). No todos los iniciadores presentaron el mismo %
de polimorfismo, esta particularidad indica que existe variabilidad genética en
las colectas de jamaica. El porcentaje de polimorfismo detectado vario de 83.33
a 100 % (Cuadro 20). En la Figura 13 se muestran ejemplos de la variabilidad

genética detectada en los materiales de jamaica.

Durante la caracterizacién de Hibiscus sabdariffa L., los marcadores RAPD’s
generados fueron utilizados para determinar relaciones genéticas entre las 44

colectas de jamaica (Figura 13).

Utilizando el programa Freetree y el coeficiente de Jaccard se obtuvo un arbol

robusto luego de 1000 remuestreos (Figura 14).

De acuerdo con la (Figura 14), el agrupamiento principal esta conformado por
las colectas 11T, 28T, 12C, 26T, 23T, 24C, C25, 3T, 20T, 19T, 28C, 27T, 30T,
C29, 29T, 24T, 14T, C9, 15T, 10T, 7T, 4T, 5T, C7, 21T, 13T, 33T, 35T, 34T,
31T, 32T C1, 27C, 9T, 16T y 22T presentando las colectas caracteristicas

geneéticas en comun.
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El grupo Il lo forman las colectas 36T, 37T, 38T, 39T y JC. El grupo lll, esta
formado por la colectas 15C. Mientras que el grupo IV lo conformé la colecta
unica 1T y por ultimo, el grupo V lo constituyd la colecta TEX.
Simultaneamente, junto con el arbol de consenso (de remuestreo) se elabord
otro arbol con el programa NTSYS (datos no mostrados) segun la matriz de
similitud obtenida con el coeficiente de Jaccard vy al realizar la comparacion, se
observo un asombroso parecido entre los arboles con relaciéon a la colecta TEX,
ya que esta mostro estar genéticamente muy alejada del resto de las colectas.
Asi mismo se detectd que las colectas genéticamente mas cercanas son la 37T

y 39T, seguidas de las colectas 24C y 25C, respectivamente.

El indice de similitud entre cada una de las 44 colectas de jamaica analizadas
se presenta en el Cuadro 21. El menor indice de similitud se presento entre las
colectas TEX y 20T, con un valor de 0.108; mientras que el mayor indice de
similitud lo mostraron las colectas 37T y 39T con un valor de 0.906,

determinandose que son genéticamente las mas semejantes.
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4.2.2. Analisis de correspondencia en la matriz de ADN

En el diagrama bidimensional (["iguia @3}, se representa la proyeccion de los
iniciadores sobre la dimension 1 y 2. Acorde con el analisis de las dos
dimensiones en el plano, se infiere que los iniciadores que mas influyeron en la
separacion de colectas de jamaica segun la dimension 1 son A-17, A-18 y A-10,
ya que son los que mas se separan y destacan en la proyeccion grafica. En la
segunda dimension los iniciadores que mas influyeron en la separacion son A-
20 y D-10. Es importante destacar que los iniciadores en ambas dimensiones
suelen repetirse, por lo tanto no fue necesario volver a indicar el mismo iniciador

para ambas dimensiones.

190 ::‘“‘2“

Iunension-2 -2.60-

1 85

- A-1
R V' — S-10

— T
‘053 066 185
Iunension- L

2]
o

n
‘©
N
-

Figura 15. Dimensiones 1y 2 de los iniciadores utilizados en la separacion de
grupos de accesiones de jamaica
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El resto de los iniciadores se ubican en dos de los cuadrantes y de manera
compacta y por lo tanto hacen poca aportacion en la separacion de grupos.
A continuacion se presenta un diagrama dimensional (Figura 16) donde se

observa la separacion de 5 ordenamientos bien definidos.

061

38T JC

011 af HET

Triaension? -083

-0.24 026 0.76
Duaensionl

,..
by
7]
o

1
&

Figura 16. Ordenamiento de las colectas en las dimensiones 1y 2 utilizando los
datos moleculares en un analisis de correspondencia con el programa NTSYS.

Observe se que al comparar los grupos formados segun el arbol de consenso
(dendrograma de 1000 remuestreos) (Figura 14) y el analisis de
correspondencia (Figura 16) se corrobora que el nimero de agrupamientos y

ordenamientos es de 5. Ademas, los agrupamientos entre las colectas 15C,
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TEX, JC, 36T, 37T 38T y 39T que se forman aplicando ambas metodologias,

presentan una similitud de grupes semejante.

A continuacion se presenta un diagrama tridimensional de las colectas con el

analisis de correspondencia (Figura 17), explicando exactamente lo mismo que

en las dimensiones 1y 2 pero con una dimensién mas.

Dimension 3

-123
-0.74

Dimension 1

Figura 17. Ordenamiento de las colectas en las dimensiones 1, 2 y 3 utilizando
los datos moleculares en un andlisis de correspondencia con el programa
NTSYS.

Con la dimensién 3 se tiene la visidon de altura sobre las dimensiones 1 y 2.
Obsérvese el predominio de los valores positivos en el grupo de ordenamiento

mas compacto en relacion con el resto de los ordenamientos que presentan

valores negativos.
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En el diagrama bidimensional (Figura 18), se observa otro analisis de

ordenamiento y clasificacion ce colectas iiamado escalado multidimensional.

Dimension I

0.734 ‘f 39T il
137 +
] 77 7
0434 * 247 2087
ety t 397
- R
T4 4 < 3o+
s ST 107 412 o7
] +28C + + tﬂ?czg 4+
15T e
0.014 2o+ A s
B 2-*' *
] it
] + o SO
i 'Fhﬂ +
] AT
] +
0514
] 97]
] +
0.763 27C i
] e
A 15C
i +
] 32?
A.259 TEX
] +
17
T | ASURPRRMSP. [ S STNNSI NS S SRS ———— R
274 05 028 005 048 0.42 065  0.88 1.14
Dimension |

1.34

Figura 18. Ordenamiento de colectas a partir de marcadores RAPDs en un
analisis escalado multidimensional.

Al hacer la comparacion con la Figura 15 se visualiza que la clasificacion de las

colectas siguen adquiriendo la

formacién de

los 5 ordenamientos. Los

iniciadores que mas influyeron en la separacion de colectas de jamaica segun la

dimension 1 son A-17, A-18 y A-10. Para la segunda dimensién fueron A-20 y

D-10. Por lo tanto, aun cuando los métodos de ordenamiento y agrupamiento

operan bajo principios diferentes, ambos sirven para clasificar las accesiones

con muy pocas variaciones.
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4.3. Analisis de poblaciones

Se realizd un analisis de 9 poblaciones de jamaica utilizando el programa
Popgene 32 (Yeh et al., 1999). Las poblaciones fueron: Tecoanapa, Acapulco,
Ometepec, Tlapa, Ocotito, Atoyac, Iguala, Chilpancingo y Arcelia; diferentes

segun la regién geografica de colectas (Figura 18).

En el Cuadro 22 se presentan los valores de identidad (por arriba de la
diagonal) y distancia genética (por debajo de la diagonal) entre las 9
poblaciones evaluadas. Las poblaciones mas relacionadas fueron Ometepec y
Ocotito; y Acapulco con Ocotito, con valores de identidad de 0.929 y 0.927,
respectivamente. Las poblaciones menos relacionadas genéticamente fueron
Atoyac y Chilpancingo con un valor de identidad igual a 0.662.

Los valores de identidad entre todas las poblaciones estuvieron en un rango

entre 0.662 y 0.929.

Cuadro 22. Valores de identidad genética (por arriba de la diagonal) y distancia
geneética (por abajo de la diagonal) de Nei (1972) para 9 poblaciones de
jamaica.

Poblacion Tecoanapa Acapulco Ometepec Tlapa Ocotito Atoyac Iguala Chilpancingo Arcelia
Tecoanapa 0.863 0.911 0.843 0.878 0.868 0.867 0.689 0.775

Acapuico 0.146 0.918 0.880 0.927 0.910 0.841 0.664 0.805

Ometepec 0.092 0.084 0.879 0.929 0.892 0.845 0.688 0.770

Tlapa 0.170 0.127 0.128 0.919 0.833 0.792 0.686 0.801

Ocotito 0.129 0.074 0.073 0.084 0.888 0.810 0.699 0.798

Atoyac 0.140 0.093 0.113 0.182 0.118 0.875 0.662 0.765

Iguala 0.141 0.172 0.168 0.232 0.210 0.132 0./57 0.765

Chilpancingo 0.371 0.408 0.373 0.375 0.358 0.411 0.277 0.715

Arcelia 0.254 0.216 0.261 0.220 0.225 0.267 0.266 0.334

Identidad genetica arriba de la diagonal y la distancia genética es abajo de la diagonal.
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En la Figura 19 se muestra un dendrograma de relaciones entre las
poblaciones. Ei grupo | inciuyé a ias poblaciones Tecoanapa, Acapulco,
Ometepec, Ocotito y Atoyac a una distancia genética de 0.1822, el grupo |l
incluyd a la poblacion de Tlapa, el grupo IIl a lguala, el IV Arcelia yelVala
poblacion Chilpancingo, que fue la genéticamente mas distante.

Al evaluar parametros que definen la estructura de las poblaciones (Cuadro 23),
se encontré que no todas las poblaciones presentan los mismos porcentajes de
polimorfismo entre sus individuos, destacando Arcelia como la poblacion con el
valor mas alto de polimorfismo genético (62.50 %). En contraste, la poblacion
con menor polimorfismo entre sus individuos fue Chilpancingo con un valor de
13.54 %. El resto de las poblaciones presenta un polimorfismo intermedio, entre
33.33 y 57.29 %, respectivamente. Ademas, el polimorfismo entre todas las

poblaciones fue de 98.96 %.

La diversidad genética de Nei de las poblaciones (H) vario de 0.056 a 0.259,
ello sugiere que la diversidad genética dentro de las poblaciones no es muy alta
0 presenta una uniformidad entre los individuos. Pero al hacer la comparacion
entre todas las poblaciones se observa que la diversidad genetica aumenta a

0.2884.

La poblacion con mayor diversidad genética fue Arcelia y la menos diversa fue
Chilpancingo (Cuadro 23). Los datos del mismo Cuadro 23 sugieren que la
diversidad genética probablemente esta en relacion directa con el numero de

individuos presentes en cada poblacion muestreada.
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Otro dato importante mostrado en el Cuadro 23, fue la estimacion del niumero
de individuos migrantes, relacichado con el grado de flujo genético (Nm=
0.672), que indica que hay menos de un individuo migrante entre las
poblaciones; dato que coincide con un estudio realizado por Vaidya (2000). Este
autor encontré en H. sabdariffa que la polinizacion cruzada natural oscild entre
0.20 % £ 0.09 % a 0.68 % £ 0.34 %. Por lo tanto las posibles variaciones en los
porcentajes de flujo de genes estan en funcién directa con la anatomia de la
planta, barreras geograficas, expresion genética, interaccidn ambiental e
interaccion genotipo ambiente. Consecuentemente el flujo de genes entre las
poblaciones del Estado de Guerrero constituye una fuerza importante de la

diversidad genética entre los materiales colectados.

El coeficiente de diferenciacion genética entre las poblaciones fue Gst = 0.4263
(4263 %), lo que indica que las poblaciones estan medianamente
diferenciadas. Ello establece también que aproximadamente el 42.63 % de la
variacion detectada se debe a diferencias entre las poblaciones. El resto (57.37

%) representa diversidad genética dentro de las poblaciones.

El analisis de poblaciones indicé que los materiales con mayor variabilidad
genetica fueron los provenientes de Arcelia seguido de los materiales de
Acapulco, Tlapa, Ometepec y Atoyac de Alvarez; esta variabilidad genética
detectada indica que el germoplasma colectado en estas regiones geograficas
representa un alto potencial en la busqueda de alelos de interés para el

mejoramiento genético
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La mayor similitud se detect6 entre los materiales de jamaica correspondientes
a las poblaciones de Acapuico, Ometepec, Ocotito y Tecoanapa.
Probablemente dicha similitud se deba al constate flujo de materiales y genes
de jamaica por las principales vias de comunicacion del Estado de Guerrero; asi
también como la cercania de dichas zonas de colecta. Es importante mencionar
que geograficamente las poblaciones de Acapulco, Ometepec y Tecoanapa
pertenecen a la regiéon Costa Chica de Guerrero y que dicha zona, presenta
cercania con el mar y se ubican del mismo lado de la Sierra Madre deIkSur.

Las poblaciones que presentaron menor similitud son Chilpancingo y Arcelia.
Estas se encuentran separadas geograficamente del resto de las poblaciones
geograficamente por la Sierra Madre del Sur y los accesos de vias de

comunicacion.

Con base en los resultados obtenidos y al evaluar las variables, se determiné
que las caracteristicas morfologicas de tipo cuantitativas mas importante que
influyeron en la separacion de grupos fueron longitud en la base del ldbulo
principal de la hoja, longitud promedio del fruto, perimetro promedio del fruto,
longitud vertical de la hoja, angulo del I6bulo izquierdo de la hoja, croma (C) de
la flor y promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L). Al comparar
los resultados con los encontrados por Suvakanta (2006) quien identificd y
separd dos especies de Hibiscus y 16 variedades de Hibiscus rosa-sinensis

(Malvaceae) a partir de caracteres morfolégicos como habitos de crecimiento,
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colores de flores y otros, se coincide con presente trabajo en que el color de

la flor es importante para la separacion de grupos en Hibiscus.

Por otra parte, en otro estudic realizado por Ibrahim y Hussein (2006), donde
estudiaron la variabilidad en 16 genotipos de jamaica durante las temporadas
del 2003 y 2004, evaluando caracteres como altura de la planta, numero de
ramas, numero de capsulas, peso de la semilla y peso de sépalos, en la primera
temporada el numero de ramas tuvo una alta correlacion con el numero de
capsulas por planta, sin embargo al hacer la comparacion con el presente
estudio observamos que el niumero de ramas no tiene relacion directa con el
numero de frutos donde se encuentran las capsulas. En la segunda temporada
la altura de la planta tuvo una alta correlacion significativa con el numero de
ramas, coincidiendo con los resultados del presente trabajo, dando un valor de
r = 0.81 en la matriz de correlacion de variables morfolégicas cuantitativas; sin
embargo dichos caracteres no son tan determinantes en la separacion de

grupos como lo son los caracteres de color y tamafo de hojas, frutos y flores.

Cheng et al. (2002) reportaron un estudio comparativo sobre la diversidad
geneética en las variedades de Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) donde evaluaron
los caracteres diametro medio del tallo, peso total del tallo, y los dias a floracion
al 50 %, mismos que fueron responsables de la variacion en las variedades de
kenaf, obteniendo resultados semejantes a los del presente estudio solo en lo

referente a la variable dias a floracion.
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De acuerdo con Rendon (1992), en el estudio de la variacion morfolégica de
Hibiscus sabdariffa L., los caracteres que permitieron la separacion entre los
grupos fueron la altura de planta, arquitectura de la planta, caracteristicas de los
frutos vy las caracteristicas de la forma de ia hoja (lobulacion), lo que coincide

en forma parcial con nuestros resultados.

El coeficiente de variacion de la altura de la plantas fue de 17.97 vy se observa
un incremento moderado en el error estandar en algunas accesiones. Esto
indica la existencia de una variacion moderada interpoblacional y el a‘nélisis de
la varianza muestra diferencias significativas de (p> 0.04). Sin embargo el

caracter no es importante en la explicacion y separacion de grupos.

De los analisis de la matriz de correlacion para las variables cuantitativas como
cobertura foliar y altura de planta, se encontré que existe correlacion positiva de
0.81. Es decir, que ambas caracteristicas se encuentran asociadas,
significando que si la planta presenta una altura elevada, la probabilidad de que

tenga una cobertura foliar abundante también es grande.
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5. CONCLUSIONES
1 Se detectd la existencia de variabilidad genética entre los materiales de

Hibiscus sabdariffa L., evaluados.

2 Tanto las variables morfolégicas como las moleculares tipo RAPD’s

permitieron identificar y diferenciar a los genotipos de jamaica.

3. Los agrupamientos de genotipos, resultado de la caracterizacion molecular
contra la caracterizacién morfolégica fueron diferentes; posiblemente debido a

que ambos marcadores evaluaron /oci diferentes.

4. Las poblaciones de jamaica se encuentran en el Estado de Guerrero se
encuentran medianamente diferenciadas debido a que existe un porcentaje

importante de flujo genético.

5. Los caracteres morfologicos cuantitativos que mas aportan a la
caracterizacion de los genotipos de jamaica fueron: longitud en la base del
l6bulo principal de la hoja, longitud promedio del fruto, perimetro promedio del
fruto, longitud vertical de la hoja, angulo del I6bulo izquierdo de la hoja, croma

(C) de la flor y promedio de color de hoja cuantificado con colorimetro (L).
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En lo referente a los caracteres cualitativos tenemos las variables X8, X17,
X12, X15 X18 y 13 que simbolizan al color visual de la hoja, precocidad, color
aparente del tallo, color de bracteas, ausencia o presencia de glandulas
meliferas y numero maximo de frutos por axila contribuyeron de manera
substancial en la separacidon de los grupos. El resto de las variables tanto
cualitativas como cualitativas no se tomaron en cuenta, debido a su pobre

contribucion a la formacion de los grupos.

6. Los RAPD’s que mas contribuyeron a la caracterizacién molecular fueron los

generados con los iniciadores OPA010, OPA017, OPA18 y OPA020.

7. El empleo de las caracteristicas genotipicas como son los marcadores
geneticos moleculares mostraron ser mas confiables y precisos que el uso de
las caracteristicas fenotipicas en el estudio de la variabilidad genética y las

relaciones geneticas entre las poblaciones.
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7. ANEXOS

7.1 Anexo 1. Hoja de salida del SAS, procedimiento STEDISC, con
FORWARD de las variables cuantitativas seleccionadas.

El método para las variables de seleccion es FORWARD

Observaciones 116 Variable(s) en el analisis 40
Niveles de cla 26 Las variable(s) se incluiran (%]
Nivel de significacion para 0.04

Resumen de la seleccion hacia delante

Correlacion

canénica
Numero R-cuadrado Lambda Pr < cuadrada Pr >
Paso en Introducido parcial F-valor Pr > F de Wilks Lambda de la media ASCC
1 1 x47 1.0000 Infin <.0001 ©0.00000009 <.0001 ©0.04000000 <.0001
2 2 x48 1.0000 Infin <.0001 ©.00000000 <.0001 ©0.08000000 <.0001
3 3 x50 1.0000 Infin <.0001 ©.00000000 <.0001 ©.12000000 <.0001
4 4 x49 1.0000 Infin <.0001 ©0.00000000 <.0001 0.16000000 <.0001
5 5 x25 0.7844 15.59 <.0001 ©0.00000000 <.0001  ©0.19137464 <.0001
6 6 x38 0.7016 9.97 <.0001 0.00000000 <.0001  0.21942516 <.0001
7 7 x42 0.6526 7.87 <.0001 ©0.00000000 <.0001 0.24446614 <.0001
8 8 x43 0.6171 6.68 <.0001 ©.00000000 <.0001 0.26262611 <.0001
9 9 x46 0.6973 9.43 <.0001 0.00000000 <.0001 9.28535006 <.0001
10 10 x44 0.7917 15.38 <.0001 ©.00000000 <.0001 0.30664994 <.0001
11 11 %2 0.5979 5.95 <.0001 ©0.00000000 <.0001 0.32727521 <.0001
12 12 x14 0.5229 4.33 <.0001 ©0.00000000 <.0001 0.34724305 <.0001
13 13 x3 0.4864 3.70 <.0001 ©.00000000 <.0001 0.36603121 <.0001
14 14  x33 0.4587 3.27 <.0001 0.00000000 <.0001 0.37797217 <.0001
15 15 x31 0.4491 3.11 ©.0001 0.00000000 <.0001 ©0.39318493 <.0001
16 16 x28 0.4366 2.92 0.0003 0.00000000 <.0001 ©.40478589 <.0001
17 17  x41 0.4255 2.75 ©.0007 0.00000000 <.0001 0.41774063 <.0001
18 18 x4 09.3991 2.44 0.0025 0.00000000 <.0001 ©.42761607 <.0001
19 19 x39 0.3889 2.30 0.0044 ©.00000000 <.0001 ©0.43922312 <.0001
20 20 x40 0.5721 4.77 <.0001 0.00000000 <.0001 0.45280541 <.0001
21 21 x21 0.3921 2.27 ©.0052 0.00000000 <.0001 0.46181911 <.0001
22 22 x7 0.3886 2.21 ©0.0068 0.00000000 <.0001 ©.47423983 <.0001
23 23 x1 9.3619 1.94 ©0.0199 0.00000000 <.0001  ©.48191693 <.0001
24 24 x9 9.3537 1.85 ©.0290 0.00000000 <.0001 ©.48800524 <.0001
25 25 x34 0.3794 2.04 0.0142 0.00000000 <.0001 0.49678551 <.0001
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7.2. Anexo 2. Hoja de salida del SAS, de (Analisis de Correspondencia
para variables morfolégicas cualitativas).

Sistema SAS 13:09 Friday, May 14, 2009

Procedimiento CORRESP

Inercia y descomposicidn chi-cuadrado

Valor Inercia Chi- Porcentaje
singular principal cuadrado Porcentaje acumulado 7! 14 21 28 35
e it ST it Sl
0.21168 0.04481 248.962 32.83 32.83 SARAAKHA AR AR AR A R RE
0.18521 0.03430 190.588 25.13 57.96 AR R HHHREANAAK
09.15939 0.02540 141.148 18.61 76..57 R kR
0.11637 0.01354 75.242 9.92 86 .49 ERARAES
0.10093 0.01019 56.597 7.46 93,95 AR
0.06586 0.00434 24.100 3.18 97.13 "
0.04307 0.00185 10.306 1.36 98.49 ¥
0.03664 0.00134 7.460 0.98 99.47 ¥
0.02684 0.00072 4.002 0.53 100.00
Total ©.13650 758.406 100.00

Grados de libertad = 2529
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7.3. Anexo 3. Ejemplo de formato de datos ae pasapore
Nombre comutn:__jamaica
Nimero de colecta: 1 — 47 Nombre cientifico: Hibiscus sabdariffa L.

Clave definitiva: 9T

Localidad de produccion: Acapulco.
Municipio:_Acapulco
Estado: Guerrero.  Altitud: 50 msnm

Condiciones del cultivo: en buen estado, planta altamente productiva
Latitud; 99° 54" Longitud: 16° 50°

Color de suelo: Rojo

Caracteristicas de la muestra: Frutos de aproximadamente 10 cm de largo por 14 ¢m de
perimetro.

Posible raza o subespecie: Desconocida.

Nombre y caracteristicas del donante: Jamaica. color roja. planta de aproximadamente
1.25 metros de alto. frutos uniformemente rojos, sin defoliacidén, abundante ntimero de
ramas. suelo salino v poca pedregosidad. pendiente menos del 5%.

Cantidad colectada: 25 frutos con cdliz, bracteas y semillas.

Asociacion con vegetacion o cultivo:_selva baja caducifolia

Costo de la muestra: sin costo.

Colector: Noé Alarcon Cruz.

Fecha de colecta: 22 de noviembre del 2007
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