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RESUMEN GENERAL

DIVERSIDAD GENETICA DE Rubus spp.

El estudio de Rubus spp. es esencial por su valor econémico, diversidad genética
y papel en la restauracion de ecosistemas. No obstante, su complejidad
taxonOmica, atribuida a la poliploidia, hibridacion y apomixis, demanda un
enfoque multidisciplinario. Este trabajo analiz6 11 genotipos de Rubus spp.
recolectados en Chiapas, Veracruz, Hidalgo y Texcoco, combinando métodos
taxondémicos, morfoloégicos, citogenéticos y moleculares para evaluar su
diversidad y evolucion. Los andlisis taxondmicos y morfologicos identificaron
ocho genotipos a nivel de especie y dos con afinidades a la especie, basado en
caracteristicas de estructura foliar. Caracteristicas que agruparon los genotipos
en cuatro clusteres, donde se observo variabilidad entre y dentro de los cllsteres.
Los analisis citogenéticos revelaron niveles de ploidia que variaron desde
diploides (2n = 14) hasta dodecaploides (2n = 84), en el caso de Rubus sapidus,
destacando la complejidad cromosomica del género. Las longitudes
cromosOmicas variaron entre 0.032 pym en Rubus pringlei y 0.175 pm en
genotipos relacionados con Rubus glaucus, sin correlacion significativa entre
ploidia y longitud del cromosoma. Los analisis moleculares con marcadores ISSR
y SSR revelaron alto polimorfismo genético: 204 bandas polimorficas (100% de
polimorfismo) en ISSR y 596 alelos en SSR. Los iniciadores UBC855 y CGA
(ISSR) y los loci Rubus 16a y Rubus 98d (SSR) fueron los més informativos. El
andlisis PCA y los dendrogramas reafirmaron los patrones de agrupamiento
morfolégico y revelaron subpoblaciones en Rubus glaucus. Este estudio
demuestra la importancia de integrar herramientas morfolégicas, citogenéticas y
moleculares para superar los desafios taxondémicos de Rubus spp. Los
resultados subrayan la relevancia evolutiva de la poliploidia y la hibridacion,
sentando bases solidas para la conservacion, el mejoramiento genético y el
desarrollo de cultivares resilientes.

Palabras clave: Apomixis, especiacion, poliploidia, variabilidad genética.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Diana Yaret Tierrablanca Plaza
Direccion: Dr. Juan Porfirio Legaria Solano
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GENERAL ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY OF Rubus spp.

The study of Rubus spp. is essential due to its economic value, genetic diversity,
and role in ecosystem restoration. However, its taxonomic complexity, attributed
to polyploidy, hybridization, and apomixis, requires a multidisciplinary approach.
This study analyzed 11 genotypes of Rubus spp. collected in Chiapas, Veracruz,
Hidalgo, and Texcoco, combining taxonomic, morphological, cytogenetic, and
molecular methods to assess their diversity and evolution. Taxonomic and
morphological analyses identified eight genotypes at the species level and two
with affinities to a species, based on leaf structure characteristics. These
characteristics grouped the genotypes into four clusters, where variability was
observed both between and within clusters. Cytogenetic analyses revealed ploidy
levels ranging from diploid (2n = 14) to dodecaploid (2n = 84) in the case of Rubus
sapidus, highlighting the chromosomal complexity of the genus. Chromosome
lengths ranged from 0.032 um in Rubus pringlei to 0.175 pm in genotypes related
to Rubus glaucus, with no significant correlation between ploidy and chromosome
length. Molecular analyses using ISSR and SSR markers revealed high genetic
polymorphism: 204 polymorphic bands (100% polymorphism) in ISSR and 596
alleles in SSR. The UBC855 and CGA primers (ISSR) and the Rubus 16a and
Rubus 98d loci (SSR) were the most informative. PCA analysis and dendrograms
reinforced morphological grouping patterns and revealed subpopulations in
Rubus glaucus. This study demonstrates the importance of integrating
morphological, cytogenetic, and molecular tools to overcome the taxonomic
challenges of Rubus spp. The results highlight the evolutionary significance of
polyploidy and hybridization, laying a solid foundation for conservation, genetic
improvement, and the development of resilient cultivars.

Keywords: Apomixis, speciation, polyploidy, genetic variability

Master of Science in Agriculture Biotechnology Thesis, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Diana Yaret Tierrablanca Plaza

Director: Dr. Juan Porfirio Legaria Solano
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

En los ultimos afios, la produccion de zarzamora en México ha mostrado un
crecimiento constante, posicionando al pais como el principal productor a nivel
mundial. Actualmente, se produce un promedio anual de 222,608 toneladas, con
un valor economico aproximado de 4,967 millones de pesos. Este notable
aumento es destacable, ya que antes de 2016 la produccién no superaba las
154,000 toneladas. Hoy en dia, la zarzamora se cultiva en doce estados de la
Republica, siendo Michoacan el lider indiscutible al concentrar el 97 % del total
de la produccion nacional (Gobierno de México, 2022; Zamora Torres et al.,
2023).

Gracias a su diversidad geografica y climatica, México ha logrado consolidarse
como un actor clave en los mercados internacionales de frutas. En el ambito
global, el pais ocupa el primer lugar en produccion de aguacate y zarzamora, el
segundo en limén y frambuesa, y el tercero en fresa (Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural, 2022).

El mercado de exportacion de zarzamora ha crecido significativamente,
alcanzando 31 paises como destinos principales. Entre los principales
importadores destacan Alemania, Canad4, Holanda, Francia y el Reino Unido,
paises caracterizados por su alto poder adquisitivo, generando ingresos
superiores a los 400 millones de délares anuales. Sin embargo, Estados Unidos
se mantiene como el principal consumidor, importando mas de 65,000 toneladas
de este fruto. Este panorama abre grandes oportunidades econdmicas,
aumentando los ingresos de los productores que apuestan por este cultivo (SIAP,
2021; Coronado et al., 2014).

La zarzamora se ha convertido en un fruto altamente demandado, no solo por su
valor econdémico, sino también por sus beneficios para la salud, lo que ha
impulsado numerosos estudios cientificos y tecnologicos. Entre sus propiedades,

se destacan su capacidad para prevenir y tratar el sindrome metabdlico, los
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trastornos inflamatorios, las enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de

cancer gastrointestinal (Romero-Luna et al., 2022).

Este fruto es considerado un alimento funcional gracias a su riqueza en vitaminas,
minerales y compuestos esenciales como el acido félico y la niacina. Ademas,
contiene altos niveles de antocianinas, flavonoides y taninos, reconocidos por sus
propiedades antioxidantes que contribuyen al bienestar humano (Coronado,
2014; De Carvalho et al., 2010).

Sin embargo, el crecimiento de la demanda de zarzamoras plantea desafios
significativos, como el impacto del cambio climético y la necesidad de practicas
agricolas sostenibles. Esto ha llevado a los obtentores de plantas a desarrollar
variedades con mayor adaptabilidad a diversas condiciones climaticas y

geograficas (Jennings, 1988).

El género Rubus es uno de los mas diversos dentro de la familia Rosaceae, con
mas de 750 especies distribuidas principalmente en regiones templadas y
subtropicales del mundo (Jennings, 1988). Estas especies no solo tienen un valor
econémico y ecologico significativo, sino que también desempefian un papel
crucial en la rehabilitacion de suelos y ecosistemas degradados. Sin embargo, su
identificacion taxonémica presenta grandes retos debido a su compleja historia
evolutiva, caracterizada por procesos como la hibridacion frecuente, la apomixis
y la poliploidia, que dificultan establecer limites claros entre especies (Alice &
Campbell, 1999).

Tradicionalmente, la caracterizacion de Rubus se ha basado en estudios
morfolégicos, considerando rasgos como el tamafio y la forma de las hojas, el
color y la estructura de las frutas, y la disposicion de las espinas y flores (Graham
& Woodhead, 2009). Sin embargo, este enfoque a menudo es insuficiente para
resolver las relaciones taxondmicas debido a la plasticidad fenotipica y la
superposicion de caracteristicas entre especies (Evans & Campbell, 2002).

Para complementar estos estudios, la citogenética ha proporcionado

herramientas valiosas para entender la diversidad y evolucion del género. En
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Rubus la poliploidia es comun, con niveles de ploidia que varian desde diploides
(2n = 2x) hasta dodecaploides (2n = 12x). La caracterizacion del namero
cromosomico y la organizacion gendmica ha permitido identificar patrones
evolutivos y clarificar relaciones filogenéticas (Thompson, 1995; Meng & Finn,
2002).

Ademas, los marcadores moleculares han emergido como herramientas
indispensables para el estudio de Rubus. Técnicas como los ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) y los SSR (Simple Sequence Repeats) se utilizan
ampliamente para analizar la diversidad genética y las relaciones filogenéticas
dentro del género. Los ISSR generan perfiles polimorficos Utiles para estudios de
variabilidad genética (Graham et al., 2004), mientras que los SSR, por ser
marcadores codominantes altamente especificos, son ideales para identificar
cultivares, evaluar poblaciones naturales y analizar eventos de hibridaciéon
(Bornet & Branchard, 2001). Por ejemplo, Lebedev et al. (2019) utilizaron SSR
para evaluar la diversidad genética de poblaciones de Rubus en México,
destacando su aplicabilidad en la identificacion de variedades adaptadas a

diferentes condiciones ecolégicas.

En conjunto, los estudios morfologicos, citogenéticos y moleculares en Rubus
spp. son esenciales para comprender la compleja estructura genética y evolutiva
de este género. Estas herramientas integradas no solo contribuyen al
mejoramiento genético de cultivares, sino también a la conservacion de especies

silvestres y al entendimiento de procesos evolutivos fundamentales.

Por ello, el presente estudio tuvo como objetivo analizar la diversidad genética
de 11 accesiones de Rubus spp. El documento se estructurd en tres secciones
principales: en la primera, se aborda el analisis taxondmico y citogenético de
accesiones recolectadas en Veracruz, Chiapas, Hidalgo y Texcoco; en la
segunda, se examina la diversidad molecular mediante el uso de marcadores
ISSR y SSR; y en la tercera, se realiza una comparacion de los resultados
moleculares y morfolégicos para ofrecer una vision integral de la diversidad
genética en este género.
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CAPITULO II. IDENTIFICACION TAXONOMICA, MORFOLOGICA
Y NIVEL DE PLOIDIA DE GENOTIPOS DE Rubus spp.

RESUMEN

En este estudio se analizarobn 11 genotipos de Rubus spp. recolectados en
México, con el objetivo de evaluar su diversidad taxondémica, morfologica y
citogenética. Mediante claves taxondmicas de Flora Mesoamericana, se
identificaron ocho genotipos a nivel especie y dos con afinidad a especies del
género. La caracterizacion morfolégica, basada en variables como tricomas,
pubescencia y nervaduras, permitié agrupar a los genotipos en cuatro cllsteres
principales. Estos resultados resaltan la utilidad de los descriptores morfolégicos
para la clasificacion ex situ, a pesar de las variaciones ambientales. En el analisis
citogenético, se aplico la técnica de aplastado para determinar el nimero y la
longitud de cromosomas en metafase. Los niveles de ploidia variaron desde
diploides (2n = 14) hasta dodecaploides (2n = 84). Rubus niveus fue identificado
como hexaploide (2n = 42), mientras que Rubus sapidus destacé como
dodecaploide. La longitud cromosémica oscilé entre 0.032 um en R. pringlei y
0.175 um en un genotipo afin a R. glaucus, sin correlacion significativa entre
longitud y nimero de cromosomas. Adicionalmente, el andlisis de coordenadas
principales evidencié una separacién consistente entre los grupos definidos en el
dendrograma, lo cual confirmé la diferenciacion entre genotipos en términos
morfolégicos y citogenéticos. Estos resultados subrayaron la importancia de
integrar métodos taxondmicos, morfolégicos y citogenéticos para comprender la
diversidad de Rubus spp., para facilitar su conservacion y mejoramiento genético.
La poliploidia y la hibridacion se destacaron como mecanismos clave en la
evolucion del género, lo que evidencio la necesidad de profundizar en su andlisis
genético en diferentes regiones del pais.

Palabras clave: Andlisis genético, citogenética, clasificacion ex situ, descriptor
morfologico.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.
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CHAPTER II. TAXONOMIC, MORPHOLOGICAL IDENTIFICATION
AND PLOIDY LEVEL OF Rubus spp. GENOTYPES

ABSTRACT

This study 11 genotypes of Rubus spp. were analyzed, collected in Mexico,
aiming to evaluate their taxonomic, morphological, and cytogenetic diversity.
Using the “Flora Mesoamericana” keys, eight specific genotypes and two with
affinities to species of the genus were identified. Morphological characterization,
based on variables such as trichomes, pubescence, and venation, grouped the
genotypes into four main clusters, as shown by a dendrogram generated using
the UPGMA method. These results highlight the utility of morphological
descriptors for ex situ classification, despite environmental variations. In the
cytogenetic analysis, the squash technique was applied to determine
chromosome number and length in the metaphase stage. Ploidy levels ranged
from diploid (2n = 14) to dodecaploid (2n = 84). Rubus niveus was identified as
hexaploid (2n = 42), while Rubus sapidus stood out as dodecaploid. Chromosome
length varied from 0.032 um in R. pringlei to 0.175 pm in a genotype related to R.
glaucus, with no significant correlation between chromosome length and number.
Additionally, the principal coordinate analysis revealed consistent separation
among the groups defined in the dendrogram, confirming the differentiation
between genotypes in terms of morphological and cytogenetic characteristics.
These findings underscore the importance of integrating taxonomic,
morphological, and cytogenetic methods to understand the diversity of Rubus
spp., facilitating their conservation and genetic improvement. Polyploidy and
hybridization stand out as key mechanisms in the evolution of the genus,
highlighting the need for further genetic analysis across different regions of the
country.

Keywords: Genetic analysis, cytogenetics, ex situ classification, morphological
descriptor.
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2.1 INTRODUCCION

En México se ha reportado alrededor de 15 especies silvestres de zarzamora
(Rubus spp.) distribuidas en el territorio nacional (Segura et al., 2009). El
identificar de manera correcta las diferentes especies de Rubus spp. facilitaria el
trabajo a la hora de establecer programas de mejoramiento genético, debido a
que el género Rubus enfrenta algunos de los desafios taxondmicos mas
complejos (lwatsubo & Naruhashi, 1991). Esto se debe, en parte, a la alta
incidencia de poliploidia, a la frecuente hibridacién y a la apomixis, procesos que
determinan que las plantas peresenten variaciones genéticas, ya que las
plantulas obtenidas son clones de la planta madre. Como consecuencia, las
opiniones sobre cuantas especies deben reconocerse en una regién determinada

pueden variar considerablemente (Standley & Steyermark, 1976).

El género Rubus estd compuesto por 12 subgéneros y aproximadamente entre
750y 1,000 especies, siendo de los mas diversos tanto en términos morfoldgicos
como genéticos. Incluye una gran variedad de especies silvestres y cultivadas,

valoradas principalmente por sus frutos (Cancino-Escalante et al., 2011).

La mayoria de las zarzamoras estudiadas son diploides (2n=2x=14) y
presentaron autoincompatibilidad, aunque también existen poliploides
autocompatibles (Meng & Finn, 2002). La siembra de zarzamora en nuevos
entornos ha llevado a la apariciébn de zarzamoras apomicticas, la hibridacion
entre estas zarzamoras apomicticas diploides ha dado lugar a poliploides con
nameros cromosomicos de 2n=3x=21, 2n=4x=28, 2n=5x=35, 2n=6x=42,
2n=7x=49, 2n=8x=56 y 2n=12x=84 (Meng & Finn, 2002). En zarzamoras de
Europa, Asia, Africa y América, la apomixis, el nimero de cromosomas y el nivel
de ploidia se han determinado mediante estudios citolégicos, fenotipicos y
moleculares (Meng & Finn, 2002).

En las especies diploides, los cromosomas tienen una longitud que oscila entre
1y 3 um, con un contenido de ADN entre 0.56 y 0.59 pg. Sin embargo, los
genotipos que comparten el mismo nimero de cromosomas pueden variar en su

contenido de ADN y dar lugar a progenies poliploides (Meng & Finn, 2002). La
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poliploidia presenta un desafio en la segregacion cromosOmica, ya que cada
cromosoma tiene homologos. La duplicacion completa del genoma o
autopoliploidia desempefia un papel fundamental en la evolucion de todas las
angiospermas, lo que permite que los hibridos interespecificos fértiles tengan
multiples copias de alelos para cada locus, liberando genes duplicados de las
mutaciones y favoreciendo la especiacion con un flujo génico limitado. Ademas,
las cruzas heteroploides se utilizan para introducir genes deseables de especies
silvestres o materiales élite en cultivos o especies que pueden generar

descendencias con diferentes niveles de ploidia (Navajas-Pérez et al., 2006).

Se han establecido algunas colecciones ex situ de especies de Rubus,
compuestas principalmente por material recolectado en campos de agricultores
y algunas especies silvestres. No obstante, el conocimiento sobre la diversidad
genética de las especies de Rubus sigue siendo limitado. Aunque se han
realizado algunos estudios en ciertas regiones del pais con materiales de Rubus,
tanto silvestres como cultivados (Marulanda et al., 2007; Morillo et al., 2005;
Rodriguez-Bautista et al., 2018, 2019; Zamorano et al., 2007), es necesario
expandir el conocimiento sobre colecciones de otros estados del pais, que adn
no han sido investigadas, y definir mejor las estrategias de conservacién, las
necesidades adicionales de recoleccion y el uso del germoplasma en programas

de seleccién y mejoramiento genético.

Por lo anterior en este capitulo el objetivo fue dilucidar la diversidad en la
taxonomia de los genotipos para identificar a que especie pertenecen, evaluar la
diversidad morfologica y el nivel de ploidia, a través de la técnica de citogenética
de aplastado (Delgado et al., 2010).

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material vegetal

Se estudiaron un total de diez especies silvestres de Rubus L. y una variedad
comercial, Veracruz Vigas. Estos genotipos fueron recolectados en diversas

regiones de México, incluyendo Chiapas, Veracruz, Hidalgo y Texcoco (Cuadro
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1). Posteriormente, las accesiones se establecieron bajo condiciones controladas
en los invernaderos del Campo Agricola Experimental del Departamento de
Fitotecnia de la Universidad Autébnoma Chapingo, garantizando asi un manejo

adecuado para su evaluacion y analisis.

Cuadro 1. Genotipos de Rubus spp. utilizados para la identificacion taxonémica, clasificacion
morfoldgica e identificacion citogenética.

Individuo Cédigo Procedencia Tipo
1 Niv Chiapas Silvestre
2 1-6 Chiapas Silvestre
3 2-3 Chiapas Silvestre
4 3-2 Chiapas Silvestre
5 3-7 Texcoco Silvestre
6 4-6 Chiapas Silvestre
7 5-1 Chiapas Silvestre
8 5-6 Veracruz Vigas  Comercial
9 6-2 Hidalgo Silvestre
10 7-1 Veracruz Silvestre
11 7-2 Chiapas Silvestre

2.2.2 Identificacion taxonémicay clasificacién morfologica

La identificacion taxon6mica de las especies se realiz6 de manera ex situ,
utilizando como referencia el “Catalogo de las plantas vasculares nativas de
México” de José Luis Villasefior y las claves de Flora Mesoamericana (Tropicos
Rubus L., 2015). La confirmacion de las especies o de su afinidad taxonémica se
llevd a cabo mediante la revision de especimenes depositados en el Herbario-
Hortorio JES, perteneciente a la Preparatoria Agricola de la Universidad

Auténoma Chapingo.

Para la caracterizacion morfolégica de las accesiones, se registraron un total de
16 variables, seleccionadas con base en descriptores cualitativos establecidos
por la UPQV (2006), los cuales fueron adaptados para generar datos binarios que

facilitaran su analisis.

Las caracteristicas morfologicas se clasificaron en dos categorias principales:

tallo y hoja. Las variables asociadas al tallo incluyeron: forma redonda, forma
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acanalada, presencia de antocianinas en el tallo, antocianinas en los apices,
espinas en el tallo, pubescencia en el tallo, presencia de tricomas glandulares y
cerosidad en la superficie del tallo. Por otro lado, las variables foliares
consideradas fueron: hojas compuestas, antocianinas en el peciolo, pubescencia
en el haz de la hoja, pubescencia en el envés, torsion de la hoja, rugosidad de la
superficie foliar, relieve de venaciones hundido y presencia de espinas en el

envés de la hoja.

2.2.3 ldentificacién citogenética

En el estudio citogenético, debido a que las plantas analizadas eran adultas, se
utilizé la técnica de propagacidn por estaca para obtener el material necesario en
Optimas condiciones, asegurando raices vigorosas. Las plantas se propagaron
en condiciones controladas de invernadero, donde se utilizé envases de plastico
transparente con capacidad de 1 litro, lo que permitié una observacion directa del
desarrollo radical adventicio. El sustrato empleado fue una mezcla homogénea
de “peat moss”, agrolita y tezontle en una proporcion volumétrica 1:1:1. Para
estimular el crecimiento radical adventicio, se aplico el regulador de crecimiento
RADIX® 1000, tipo 1.

Una vez que los genotipos presentaron raices adventicias desarrolladas, se
implementd la técnica citogenética de aplastado (Delgado et al., 2010), adaptada
con modificaciones especificas para el conteo cromosémico. Se seleccionaron
las raices mas vigorosas entre las 10:00 y las 11:00 a.m., horario en el cual las
células se encontraban en metafase. Las puntas de las raices (meristemos), de
aproximadamente 5 mm de longitud, se recolectaron inmediatamente y se
colocaron en tubos Falcon de 15 mL con agua destilada a 4 °C, para mantener
su viabilidad hasta completar la colecta. Posteriormente, las raices recolectadas

se sometieron a un pretratamiento a 4 °C durante 48 horas.

Transcurrido este tiempo, las muestras se fijaron utilizando liquido de Carnoy.
Para ello, las puntas de las raices se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 mL,

afiadiendo la cantidad suficiente de fijador para cubrirlas completamente durante

26



30 minutos. Finalizado el fijado, las raices se hidrolizaron para eliminar la pared
celular. Este proceso se llevo a cabo utilizando HCI 1N a una temperatura de 60
°C, con un tiempo de exposicion de 18 a 20 minutos. Posteriormente, se
realizaron dos lavados con agua destilada para detener la digestion celular y

evitar un dafo excesivo en las muestras.

Para el aplanado de las raices, se utilizé un portaobjetos donde se deposité una
gota de 4 pL de acido acético al 45 %. Sobre esta gota, se colocd una seccién de
la punta de la raiz, de aproximadamente 3 mm, y se dej6é reposar durante 45
segundos. La raiz fue macerada cuidadosamente con un bisturi, desintegrando
los fragmentos hasta obtener una dispersion adecuada. A continuacion, se
afadio a la preparacion una solucion de orceina acética clorhidrica (15 pL) como

colorante, dejandola actuar durante 5 minutos.

La preparacion se cubrié con un cubreobjetos, aplicando presion suave con el
borrador de un lapiz para extender el material y finalmente realizando una presion
uniforme con el pulgar. El exceso de colorante fue eliminado cuidadosamente

utilizando sanitas.

La observacion de las muestras se realizé en un microscopio 6ptico, comenzando
con un aumento de 10X para localizar células en metafase adecuadas.
Posteriormente, se utiliz6 un aumento de 40X para seleccionar las células mas
definidas y, finalmente, el objetivo de inmersién de 100X para capturar fotografias

de alta resolucion.

2.2.4 ANALISIS APLICADOS

Utilizando los datos obtenidos con las claves taxonomicas de Flora
Mesoamericana se programo un arbol taxonémico en TreeView X, con base en

las coincidencias en las caracteristicas especificas de cada planta.
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A partir de los descriptores morfolégicos se generd una matriz binaria para
evaluar la similitud utilizando el programa estadistico FREETREE.EXE con el
coeficiente de similitud Simple matching (Sokal & Sneath, 1963), y se aplico el
método de agrupamiento de pares no ponderados con media aritmética, UPGMA
(Sokal & Michener, 1958) y se calcul6 un remuestreo bootstrap mediante el

metodo de Jackknife usando 1000 repeticiones (Efron, 1979).

En la identificacion citogenética se tomaron 50 fotografias por genotipo de células
en metafase, el conteo cromosomico fue indirecto mediante el analisis de imagen
con el programa ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) con el que también se midio6 la

longitud de los cromosomas por célula y se generd un promedio de la longitud.

La longitud promedio de cromosomas y el numero de cromosomas se

correlaciond mediante el coeficiente de Pearson.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1 Identificacidon taxondmica

La evaluacion con las claves de Flora Mesoamericana dio paso a la identificacion
de ocho de los genotipos a nivel de especie y dos con afinidad a especies del

género Rubus.

El genotipo “Niv, Chiapas” tipo silvestre, identificado como Rubus niveus Thunb,
(Figura 1) presentO caracteristicas de porte erguido, apices verdes claros con
pubescencia el tallo robusto, espinoso, cubierto por pruina, en tallos viejos hay
presencia de antocianinas; en hoja los peciolos son espinosos al igual que la
vena central, pinnadas, foliolos rombicos de margen dentado, punta aguda, base
redondeada, con division de la hoja dimitida, la venacion marginal e imperfecta
con estipulas adnadas (unidas al peciolo), caracteristicas que concordaron con
lo descrito por George Don (1831); Landazuri (2010); Moreno (1984); WFO
(2020).
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Figura 1. Caracteristicas vegetativas de Rubus niveus Thunb. a) apice, b) tallo con estipula, c)
peciolo, d) haz de hojay e) envés.

El genotipo “1-6, Chiapas” tipo silvestre, fue identificado como Rubus glaucus
Benth, (Figura 2) con caracteristicas que concuerdan a lo descrito por Bentham
(1839), Moreno (1984), Rubio et al. (2019). Apices con presencia de
antocianinas, tallos de porte erecto circulares, con numerosas espinas, cubiertos
por una capa delgada de pruina, los folios son trifoliados, libres con margen tipo
aserrado con apices caudado, la base de la hoja es obtusa, la divisién de la hoja
es dimitida, con nervacion simple, peciolo acanalado y estipulas infrapeciolares.
El genotipo “3-2 Chiapas” tipo silvestre, (Figura 3) fue inidentificado como afin a
Rubus glaucus Rydb. y a diferencia del genotipo 1-6, este tiene un tallo sin pruina,
el haz de las hojas es blanco sin pubescencia, presenta tricomas glandulares en
el margen de las hojas y las hojas de los apices se vuelven negras con la

sequedad como lo indicado por Bentham (1839).
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Figura 2. Caracteristicas vegetativas de Rubus glaucus Benth. a) apice, b) tallo con estipula, c)
seccion transversal de tallo, d) haz de hoja y peciolo, e) envés.

Figura 3. Caracteristicas vegetativas de Rubus aff. glaucus Rydb. a) apice, b) tallo con estipula,
¢) haz de hoja y b) envés.

El genotipo “2-3, Chiapas” tipo silvestre (Figura 4) fue identificado como Rubus

adenotrichus Schitdl. y presenté los siguientes caracteres vegetativos: apices sin
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presencia de antocianinas y tupidos de tricomas glandulares, de porte
suberguido, tallo acanalado, tupido de cerdas glandulares, pubescencia color
rojo, las espinas son rojas y falciformes; como caracteristicas foliares presento
cinco foliolos libres elipticos, nerviacion reticulada e imperfecta en la nervacion
principal con dos a tres espinas en forma de gancho, peciolo acanalado con
espinas falciformes y presencia de cerdas glandulares en las estipulas
infrapeciolares, cubiertas de tricomas y cerdas glandulares, el margen de las
hojas aserrado, el apice acuminado, base subcordada y la division dimidiada
similar a lo encontrado por Schiedeo y Ehrenbergio (1839); Moreno (1984);
Rodriguez-Bautista (2019).

Figura 4. Caracteristicas vegetativas de Rubus adenotrichus Schltdl. a) 4pice, b) tallo con estipula,
¢) seccidn transversal de tallo, d) haz de hoja y peciolo, e) envés.

El genotipo “3-7 Texcoco” tipo silvestre, (Figura 5) identificado como afin a Rubus
liebmannii presentd caracteristicas que concuerdan con lo descrito por Moreno,
1984; Sanchez-Veladzquez et al. (2024); Sociedad de Ciencias Naturales de
Bremen (1866). En apices hubo presencia de antocianinas, con habito de
crecimiento decumbente, tallo circular con espinas rectas, estipulas que surgen
en la base del peciolo, peciolo con antocianinas, hojas trifoliadas serruladas, con

nervacion simple, apices aristados y base redondeada.
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Figura 5. Caracteristicas vegetativas de Rubus aff. liebmannii. a) apice, b) tallo con estipula, c)
seccion transversal de tallo d) haz de hoja y peciolo, €) envés.

El genotipo “4-6 Chiapas” tipo silvestre, (Figura 6) inidentificado como Rubus
pringlei Rydb. mostré caracteristicas de porte arqueado decumbente, tallo
redondo cubierto por pruina, con presencia de antocianinas en el apice, espinas
curvas, estipulas laterales, en hoja peciolo acanalado con espinas, venacion
simple, 4pice de la hoja caudado y base oblicua, como lo indicado por Moreno
(1984); New York Botanical Garden (1905); Rodriguez-Bautista et al. (2019).

Figura 6. Caracteristicas vegetativas de Rubus pringlei Rydb. a) apice, b) tallo con estipula, c)
seccion transversal de tallo, d) haz de hoja y peciolo, €) envés.
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El genotipo “5-1 Chiapas” tipo silvestre, (Figura 7) inidentificado como Rubus
eriocarpus Liebm. presentd caracteristicas que concuerdan a lo descrito por
Moreno (1984) y la Sociedad de Historia Natural de Copenhague (1849): porte
arqueado decumbente, tallo cubierto por espinas rectas a curvas, estipulas
axilares lineales puntiagudas pubescentes, haz de hojas glandulares-setosos,
con margen serrulado y pedunculos acanalados; Standley & Steyermark (1976)
en su obra titulada “Flora de Guatemala” indicaron que esta especie esta
estrechamente relacionada con Rubus glaucus y puede ser solo una forma
distinta de esa especie al presentar caracteristicas similares considerando que
R. eriocarpus no presenta pruina en el tallo, este es acanalado y en el apice no

hay presencia de antocianinas.

a) b)

Figura 7. Caracteristicas vegetativas de Rubus eriocarpus Liebm. a) apice, b) tallo con estipula,
¢) haz de hoja y peciolo, d) envés.

El genotipo “5-6 Veracruz” (Figura 8) tipo comercial, mostré caracteristicas
morfolégicas similares a los silvestres tales como apices con presencia de
espinas de color rojo, tallos circulares, porte decumbente trepador, pubescentes
con espinas rectas, presencia de antocianinas en espinas, foliolos compuestos

trifoliados, solapados, cada hoja es trilobulada, con estipula axilar y peciolos
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acanalados, lo que indic6 que presenta caracteristicas muy parecidas a Rubus

ursinus (Hickman, 1993).

a) b) c) d) e)

Figura 8. Caracteristicas vegetativas de Rubus variedad comercial a) 4pice, b) tallo con estipula,
¢) seccion transversal de tallo, d) haz de hoja y peciolo, €) envés.

El genotipo “6-2 Hidalgo” tipo silvestre, (Figura 9) inidentificado como Rubus
sapidus Schltdl. present6 caracteristicas que concordaron con lo descrito por:
Moreno (1984); Rodriguez-Bautista et al. (2019); Smith (1889); WFO (2024). Un
arbusto con presencia de antocianinas en el 4pice, de porte decumbente a
escandete, con tallos acanalados armados con numerosas espinas falciformes,
foliolos trifoliados, hojas ovadas o elipticas, el color del haz verde brillante con
poca pubescencia, en el envés es verde-oliva glabro, los margenes serrados, la
base atenuada, apice acuminado, el peciolo presenta espinas falciformes, con

estipulas lineales a lanceoladas pilosas.
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Figura 9. Caracteristicas vegetativas de Rubus sapidus Schitdl. a) apice, b) tallo con estipula, c)
haz de hoja y peciolo, d) envés.

El genotipo “7-1 Veracruz” (Figura 10) tipo silvestre, identificado como Rubus
trilobus Focke. presentd caracteristicas que concodaron con lo descrito por el
Donnel Smith (1893); Garcia-Mendoza & Meave (2011); Moreno (1984); Niembro
et al. (2010); Standley & Steyermark (1946). Con presencia de pubescencia en
apices, porte erecto, no presenta enraizamiento en las puntas, tallos redondos
sin espinas, lefioso escamoso, con yema desnudas pilosas, las hojas anchas con
tres lobulos terminales, pubescentes, dentadas con apice agudo, base hendida,
los peciolos acanalados con pubescencia y presencia de antocianinas, estipulas

ocreadas y pubescentes.
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Figura 10. Caracteristicas vegetativas de Rubus trilobus Focke. a) apice, b) tallo, c) seccion
transversal de tallo, d) haz de hoja y peciolo con estipula, €) envés.

El genotipo “7-2 Chiapas” tipo silvestre, (Figura 11) fue inidentificada como Rubus
parviflorus Nuez. Se observaron caracteristicas que coincidieron a lo descrito por
Fassett (1994); Lawrence (2012); Nuttall (1818): con pubescencia en apices de
porte erecto, sin enraizamiento en las puntas, tallos circulares, finamente pilosos,
con glandulas pecioladas. Las hojas son simples palmatica con 5 I6bulos,
dentada abierta, apice agudo, base subcordada, con fina pilosa grisacea,

peciolos abrazadores y estipulas infrapeciolares.
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Figura 11. Caracteristicas vegetativas de Rubus parviflorus Nuez. a) apice, b) tallo con estipula,

¢) seccién transversal del tallo d) haz de hoja y peciolo, €) envés.

Datos obtenidos de las caracteristicas evaluadas (Cuadro 2), dieron como
resultado el arbol taxonémico (Figura 12), en el que se puede observaron los
grupos formados conforme a la similitud entre las especies evaluadas segun las
claves morfoldgicas de la Flora Mesoamericana (Tropicos Rubus L., 2015). El
arbol taxonémico se dividié en cuatro grupos principales. EIl primer grupo se
form6é con las especies R. trilobus, R. parviflorus, R. Veracruz Vigas y R.
adenotrichus; donde todas las especies tienen en comun la presencia de tricomas
en el tallo. El grupo antes mencionado mostr6 un 40 % de similitud con un
segundo grupo integrado por las especies R. glaucus Benth y R. aff. glaucus
Rydb similares entre si en un 98 % de las caracteristicas, excepto porque en la
ARg hay presencia de tricomas glandulares en el envés de la hoja. Finalmente,
un tercer grupo compuesto por R. pringlei, R. eriocarpus y R. niveus mostré un
57 % de similitud con el cuarto grupo estructurado por R. sapidus y R. aff.

liedmannii.

Los grupos uno y dos en conjunto tienen un 60 % de similitud respecto a los

grupos tres y cuatro.

Es importante mencionar que algunas de las caracteristicas evaluadas no son

homogéneas y normalmente varian dentro de una misma especie crecida en
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ambientes diferentes, por lo que la evaluacion con claves morfologicas para la

identificacion ex situ de especies suele ser mas compleja (Xiong et al., 2019); sin

embargo, los resultados se pueden apoyar en la revision de Lu y Boufford (2003)

y Lu y Yu (1985), en la que hicieron identificacion taxonémica de R.

xanthocarpus, en funcion de sus estipulas y las bases del peciolo.

Cuadro 2. Caracteristicas diferenciales de Rubus spp. silvestres.

Caracteristicas

Especies

. Tallo
Plantas inermes
glabrescente
Hojas simples palmeadas Tallo
) piesp puberulento

Sin enraizamiento en

puntas

Rubus trilobus

Rubus parviflorus

Foliolo con venas . . .

. Tallo puberulento finamente pilosos Rubus Veracruz Vigas
prominentes
Foliolo con venas

prominentes

Tallos con tricomas glandulares rojos

Rubus adenotrichos

Haz de foliolo glabro y en
el envés blanco tomentoso

Tallos glauco-
pruinoso

Estipulas setaceas

Rubus glaucus
Rubus aff. glaucus

Haz de Ilos foliolos
puberulento y en el envés
blanco tomentoso

Hojas ternadas,
estipulas largas

Peciolos, peciolulos
y venas centrales
espinosos.

Rubus pringlei

Haz de hojas glandulares-
setosos

Tallo cubierto por
espinas rectas a
curvas

Estipulas que
surgen en la base
del peciolo

Rubus eriocarpus

Hojas pinnaticompuestas

Tallos glaucos-
pruina

Corola rosada a
purpura; frutos
maduros purpura
intenso

Rubus niveus

Tallos, pedlnculos vy
pedicelos glabrescentes

Tallo angular con
espinas falciformes

Porte de la planta
rastrera

Rubus sapidus

Tallos, pedunculos vy
pedicelos glabrescentes

Foliolos con
margen aserrado

Estipulas que
surgen en la base
del peciolo

Rubus aff. liebmannii
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R. trilobus

R. parviflorus

R. Veracruz Vigas
R. adenotrichus

R. glaucus

R. aff. glaucus
R. pringlei

R. eriocarpus

R. niveus

R. sapidus

R. aff. liebmannii

Figura 12. Arbol taxonémico de las 11 especies de Rubus spp.

Ademas, en el dendrograma para determinar relaciones entre las especies
evaluadas (Figura 13), resulté en la formacion de cuatro grupos principales. Un
primer grupo (el mas grande) se formé con cuatro genotipos: R. aff. glaucus, R.
pringlei, R. aff. liebmannii y R. glaucus. EIl segundo grupo se integré con R.
eriocarpus y R. sapidus. Un tercer grupo compuesto por R. niveus, la variedad
comercial Veracruz Vigas, R. adenotrichos y finalmente el cuarto con R.
parviflorus y R. trilobus.

Los grupos formados y las relaciones establecidas entre las especies sugieren
gue todas las caracteristicas cualitativas evaluadas proporcionaron informacion
adecuada, lo que concord6 con lo encontrado por Xiong et al. (2019), quienes
mencionaron que las variaciones observadas en las diferentes caracteristicas
proporcionan informacion util para la delimitacion de especies y como tal no se
puede identificar una caracteristica como la mas importante para la

determinacion de un grupo.

Adicionalmente, a pesar de que la mayoria de los genotipos fueron colectados
en un solo lugar (Chiapas), los descriptores cualitativos utilizados permitieron

generar grupos bien definidos y diferenciados, lo que sugiere que pueden ser
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utilizados de manera confiable para la evaluacion de materiales promisorios tal

como lo mencionaron Cancino-Escalante et al. (2011).

R. aff. glaucus

—{ 72
R. pringlei

54
54 R. aff. liebmannii

R. gla

R. eriocarpus

57

| 100
| R. sapidus

100 R. niveus

——1 100
e 55 R. Veracruz Vigas

R. adenotrichus

R. parviflorus

| 100
| R. trilobus

Figura 13. Agrupamiento de las 11 especies de Rubus por caracteristicas morfoldgicas utilizando
el método UPGMA.

2.3.2 Citogenética

La observacion citolégica mostré variacién en el nimero de juegos cromos6micos
de diploide 2n = 2X = 14a dodecaploide 2n = 12X =84, en las especies
identificadas R. niveus, R. glaucus, R. adenotrichos, R. aff. glaucus, R. aff.
liebmannii, R. pringlei, R. eriocarpus, Rubus variedad comercial, R. sapidus, R.
trilobus y R. parviflorus. De acuerdo con lo descrito por Hart y Bleij (2003) el
namero de cromosomas en el nucleo de cada especie es especifico y
caracteristico. Este niumero puede variar considerablemente entre diferentes
especies y a lo largo de la evolucién se han observado tanto aumentos como
disminuciones en el nimero de cromosomas. Estos cambios son parte del
proceso evolutivo y pueden estar relacionados con la especiacién, es decir, la
formacion de nuevas especies (Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2011).

El genotipo descrito como Rubus niveus fue identificado como hexaploide 2n =
6X = 42 (Figura 14). En las plantas, la combinacion de poliploidia, e hibridacion
ha sido responsable de la aparicion de cientos de nuevas especies, e influye
significativamente en su evolucién y diversidad (Mariotti et al., 2009; Navajas-
Pérez et al., 2006).
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Figura 14. Conteo cromosomico de Rubus niveus 2n = 6X = 42.

El gendtipo identificado como Rubus glaucus (Figura 15 a) fue determinado como
triploide 2n = 3X = 21 y el Rubus aff. glaucus (Figura 15b) 2n = 5X = 35 lo que
es diferente a lo reportado por Castellanos et al. (2023); Delgado et al. (2010).
Esto se puede deber en parte a la ocurrencia de hibridacion y la apomixis, lo que

conduce a cultivares morfolégicamente similares (Lopez et al., 2019).

Figura 15. Conteo cromosomico de a) Rubus glaucus 2n = 3X = 21 y b) Rubus aff. glaucus 2n =
5X = 35.

En el caso del genotipo identificado como Rubus adenotrichus (Figura 16), fue
observado como diploide 2n = 2X = 14, lo cual coincidié con lo indicado por
Rodriguez-Bautista et al. (2019) y Thompson (1995). Por lo que podemos asumir
gue R. adenotrichus tiene una reproduccién mayormente sexual y vegetativa para
no haber variacion en el nUumero de cromosomas (Monasterio-Huelin, 1995).
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Figura 16. Conteo cromosdmico de Rubus adenotrichus 2n = 2X = 14.

Se sabe que las especies con apomixis gametofitica son poliploides como lo
indicaron Carman (2007); Koltunow et al. (1995) y Nogler (1984).

En el caso de los genotipos R. aff. liebmannii (Figura 17) y R. eriocarpus (Figura

18) fueron identificados como tetraploides 2n = 4X = 28.

Figura 17. Conteo cromosémico de Rubus liebmannii 2n = 4X = 28.
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Figura 18. Conteo cromosomico de Rubus eriocarpus 2n = 4X = 28.

Distinto a lo encontrado por Rodriguez-Bautista et al. (2019) el genotipo
identificado como R. pringlei fue registrado como heptaploide 2n = 7X = 49,
(Figura 19). La poliploidia es reconocida como un mecanismo crucial para la
adaptacién y la especiacion en plantas. Durante la evolucion de los poliploides,
se presentan con frecuencia barreras de fertilidad y eventos inusuales, como la
formacion de gametos no reducidos y la hibridacion entre especies. Sin embargo,
aun se comprende poco acerca de cdmo estos factores, junto con otros, afectan
las tasas generales de generacién de nuevas especies poliploides (Ramsey &
Schemske, 1998).
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Figura 19. Conteo cromosémico de Rubus pringlei 2n = 7X = 49

La variedad comercial Veracruz Vigas de Rubus fue descrita (Figura 20), como
hexaploide 2n = 6X =42, Se ha comprobado que estos niveles de ploidia
resultan de la hibridacién entre distintas especies, lo que lleva a clasificarlas como
alopoliploides (Chen et al., 2015; Mimura et al., 2014) y sobre todo en variedades

comerciales donde la hibridacion es muy frecuente.
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Figura 20. Conteo cromosomico de la variedad comercial de Rubus 2n = 4X = 42,

Contrario a lo encontrado por Rodriguez-Bautista et al. (2019) R. sapidus (Figura
21) presentd doce juegos de cromosomas (dodecaploide) 2n = 12X = 84,
demostrando la complejidad del género a nivel taxondmico y se comprueba lo
mencionado por Graham & Woodhead (2009).

Figura 21. Conteo cromosomico de Rubus sapidus 2n = 12X = 84.

Rubus trilobus fue identificada como triploide 2n = 3X = 21 lo que es diferente a
lo publicado por Iwatsubo y Naruhashi (1991) (Figura 22) y Rubus parviflorus
identificada como tetrapolide 2n = 4X = 28 (Figura 23). Lo que puede deberse al
mecanismo de reproduccion facultativo en especies con nivel de ploidia superior

a dos o pseudogamia (Monasterio-Huelin, 1995).
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Figura 23. Conteo cromosOmico de Rubus parviflorus 2n = 4X = 28.

El tamafio de los cromosomas varié entre 0.032 um siendo los mas pequefios a
0.17 um los méas grandes, de R. pringlei y R. aff. glaucus, respectivamente
(Cuadro 3). El analisis de correlacion entre la longitud de los cromosomas y el
namero, por genotipos arrojé una r=0.226 (P<0.05), por lo que existe poca
relacion y conforme a lo indicado por Caiza et al. (2018), que el tamafio de los
cromosomas varia segun la especie y el tipo de cromosomas, teniendo como
referencias la especiacion, evolucion y las aberraciones cromosémicas en otros

géneros dentro de la familia de las Rosaceae (Caiza et al., 2018).
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Cuadro 3. Longitud promedio y nimero de los cromosomas de especies de Rubus.

Genotipo Especie pl)_rc:)nn?g(ljji((j) Cromosomas
Niv R. niveus 0.097 42
1-6 R. glaucus 0.055 21
2-3 R. adenoctrichus 0.040 14
3-2 R. aff. glaucus 0.175 35
3-7 R. aff. liebmannii 0.103 28
4-6 R. pringlei 0.032 49
5-1 R. eriocarpus 0.058 28
5-6 R. Veracruz Vigas 0.060 42
6-2 R. sapidus 0.104 84
7-1 R. trilobus 0.073 21
7-2 R. parviflorus 0.080 21

2.4 CONCLUSION

La identificacion y clasificacion de los once genotipos del género Rubus de
diversas localidades, principalmente de Chiapas, mostr6 ocho genotipos
especificos y dos con afinidad a especies del género, donde se describid
detalladamente sus caracteristicas vegetativas y estructurales que concordaron

con referencias taxonémicas previas.

El andlisis citogenético, determind que los genotipos presentaron variaciones en
sus niveles de ploidia, desde diploides hasta dodecaploides, destacé la
diversidad cromosomica del género Rubus como resultado de procesos

evolutivos y mecanismos de adaptacion.

Este hallazgo reforzd la importancia de la poliploidia y la hibridacién en la
especiacion, lo que influye en la diversidad y adaptacion de plantas de Rubus.
Los resultados obtenidos en ambas evaluaciones destacaron que las
caracteristicas morfologicas y el analisis citogenético pueden ser utilizados para
la identificacion ex situ de la diversidad de Rubus y para la evaluacion de
materiales promisorios en futuros estudios de conservacion y mejoramiento del

género Rubus.
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CAPITULO lll. CARACTERIZACION MOLECULAR DE DIEZ
GENOTIPOS SILVESTRES DE Rubus spp. CON MARCADORES
ISSR Y SSR

RESUMEN

El género Rubus spp., reconocido por su importancia econémica y notable
diversidad genética, enfrenta retos taxondmicos debido a fendmenos como la
poliploidia, hibridacién y apomixis, que dificultan su clasificacion. Este estudio
caracterizé molecularmente diez genotipos silvestres y una variedad comercial
de Rubus spp. provenientes de Chiapas, Veracruz, Hidalgo y Texcoco, se utilizo
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) y SSR (Simple Sequence
Repeats). Las muestras fueron propagadas y analizadas bajo condiciones
controladas, permitiendo una evaluacién exhaustiva de su diversidad genética.
Con los marcadores ISSR se detectaron 204 bandas polimérficas, se alcanz6 un
100% de polimorfismo. Los iniciadores UBC855 y CGA sobresalieron por su
capacidad de discriminar genotipos, lo que evidencié una alta variabilidad
genética dentro del grupo estudiado. Por su parte, los marcadores SSR
generaron 596 alelos, siendo Rubus 16a y Rubus 98d los loci mas informativos
al producir numerosos alelos U(nicos. Los analisis de dendrogramas vy
coordenadas principales agruparon los genotipos en cuatro conglomerados,
mostrando una fuerte correspondencia entre los resultados obtenidos con ISSR
y SSR, aunque con algunas diferencias en la agrupacién. La combinacion de
ISSR y SSR demostr6 ser una herramienta poderosa para superar las
limitaciones de los estudios morfolégicos y geogréaficos, revelando patrones
genéticos complejos que incluyen posibles subpoblaciones en Rubus glaucus.
Este enfoque integral no solo aporta conocimientos sobre la estructura genética
de Rubus spp., sino que también establece una base sdlida para estrategias de
conservacion y mejoramiento genético, fundamentales para preservar su
variabilidad y potenciar su cultivo.

Palabras clave: Hibridacion, plasticidad genética, ploidia, polimorfismo.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.
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CHAPTER Ill- MOLECULAR CHARACTERIZATION OF TEN WILD
GENOTYPES OF Rubus spp. USING ISSR AND SSR MARKERS.

ABSTRACT

The genus Rubus spp., recognized for its economic importance and remarkable
genetic diversity, faces taxonomic challenges due to phenomena such as
polyploidy, hybridization, and apomixis, which complicate its classification. This
study molecularly characterized ten wild genotypes and one commercial variety
of Rubus spp. from Chiapas, Veracruz, Hidalgo, and Texcoco, using ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) and SSR (Simple Sequence Repeats) markers. The
samples were propagated and analyzed under controlled conditions, allowing for
a comprehensive evaluation of their genetic diversity. Using ISSR markers, 204
polymorphic bands were detected, reaching 100 % polymorphism. The primers
UBC855 and CGA stood out for their ability to discriminate genotypes, evidencing
high genetic variability within the studied group. Meanwhile, SSR markers
generated 596 alleles, with Rubus 16a and Rubus 98d being the most informative
loci by producing numerous unique alleles. Dendrogram analyses and principal
coordinate analysis grouped the genotypes into four clusters, showing a strong
correspondence between the results obtained with ISSR and SSR, although with
some differences in clustering. The combination of ISSR and SSR proved to be a
powerful tool to overcome the limitations of morphological and geographical
studies, revealing complex genetic patterns that include possible subpopulations
in Rubus glaucus. This integrated approach not only provides insights into the
genetic structure of Rubus spp., but also establishes a solid foundation for
conservation and genetic improvement strategies, which are fundamental for
preserving their variability and enhancing their cultivation.

Keywords: Hybridization, genetic plasticity, ploidy, polymorphism.

Master of Science in Agriculture Biotechnology, Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Diana Yaret Tierrablanca Plaza
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3.1 INTRODUCCION

El género Rubus spp. incluye plantas de importancia econdmica como las
zarzamoras y frambuesas, caracterizadas por su gran diversidad genética y
morfolégica. Esta diversidad, combinada con su historia evolutiva marcada por la
poliploidia, la hibridacién y la apomixis, dificulta su clasificacién taxonémica
tradicional (Alice & Campbell, 1999; Meng & Finn, 2002) y ha impulsado el
desarrollo y aplicacion de herramientas moleculares como los marcadores SSR
(Simple Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) para el
analisis genético de este género (Wang et al., 2018).

En este contexto, los marcadores moleculares han emergido como herramientas
clave para el estudio de la diversidad genética y las relaciones filogenéticas en

Rubus spp.

Los marcadores de tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) han sido
ampliamente utilizados debido a su capacidad para generar perfiles altamente
polimorficos, ideales para estudios de variabilidad genética en especies silvestres
y cultivadas (Amenduni et al., 2004; Debnath, 2007). Por ejemplo, Wu et al.
(2014) emplearon ISSR para evaluar la diversidad genética y la estructura
poblacional de especies de Rubus en China, revelando altos niveles de
diversidad genética tanto dentro como entre poblaciones. De manera similar,
Guasmi et al. (2012) demostraron la eficacia de los ISSR para diferenciar
genotipos en estudios de hibridacion y mejoramiento.

Por otro lado, los marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), también
conocidos como microsatélites, se destacan por su naturaleza codominante,
reproducibilidad y especificidad. Debnath (2008) y Graham et al. (2004)
desarrollaron y aplicaron SSR para identificar cultivares de zarzamoras y
frambuesas, mostrando su utilidad en la caracterizacion genética y el
mejoramiento. Ademas, el uso combinado de SSR e ISSR ha permitido estudios
mas integrales, como el realizado por Mnejja et al. (2005), quienes analizaron la
diversidad genética en variedades de Rubus y subrayaron la complementariedad

de estos marcadores.

56



Los marcadores SSR, conocidos por su alta especificidad y naturaleza
codominante, han sido ampliamente utilizados para evaluar la estructura genética
y diversidad en Rubus. Por ejemplo, Yoon et al. (2020) desarrollaron y aplicaron
microsatélites para identificar patrones de diversidad genética en cultivares de
frambuesas, revelando diferencias significativas entre poblaciones. De manera
complementaria, los ISSR han demostrado ser una herramienta efectiva para el
andlisis de variabilidad genética en especies silvestres, debido a su capacidad
para detectar altos niveles de polimorfismo sin requerir informacion gendémica
previa (Cai et al., 2019).

Estudios recientes han combinado ambos tipos de marcadores para obtener una
vision mas completa de la diversidad genética. Al respecto, Samriti et al. (2017)
utilizaron SSR e ISSR para analizar poblaciones silvestres de Rubus glaucus,
confirmando la eficacia de estas herramientas para diferenciar genotipos y
proponer estrategias de conservacion. Ademas, investigaciones como la de
Ahmed et al. (2021) han destacado la aplicabilidad de estos marcadores para
mejorar cultivares mediante el analisis de relaciones filogenéticas y la

identificacion de genes asociados a caracteristicas de interés.

En conjunto, los marcadores moleculares SSR e ISSR han revolucionado el
estudio de Rubus spp., y proporciona informacién crucial para su clasificacion,
conservacion y mejoramiento genético. Por lo que los objetivos principales de
este estudio fueron identificar las diferencias moleculares y evaluar la diversidad

genética de once accesiones de Rubus spp.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MATERIAL VEGETAL

Se estudiaron un total de 10 especies silvestres y una variedad comercial de
Rubus L. (Cuadro 4) colectadas en Chiapas, Veracruz, Hidalgo y Texcoco; estos
genotipos fueron previamente identificados y caracterizados en nivel de ploidia.

Se establecieron bajo condiciones de invernadero en los invernaderos del campo
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agricola experimental del Departamento de Fitotecnia de la Universidad

Autonoma Chapingo.

Cuadro 4. Genotipos, lugar de ubicacion y nimero de cromosomas de Rubus spp. estudiados.

Numero

odi E i Pr nci _
Cddigo specie ocedencia cromos6émico

RN Rubus niveus Chiapas 42
Rg Rubus glaucus Chiapas 21
Ra Rubus adenotrichus Chiapas 14
ARg Rubus aff. glaucus Texcoco 35
ARI Rubus aff. liebmannii Chiapas 28
Rpri Rubus pringlei Chiapas 49
Re Rubus eriocarpus Chiapas 28
RvC Rubus variedad comercial Vigas Veracruz 42
Rs Rubus sapidus Hidalgo 84
Rt Rubus trilobus Veracruz 21
Rpar Rubus parviflorus Chiapas 21

Dado que las plantas eran adultas cuando estas fueron colectadas, se utilizé la
técnica de propagacion por estaca, para la obtencion del material requerido en
bunas condiciones. Se propagaron las plantas y se mantuvieron en bolsas de
plastico; las bolsas fueron de volumen de 8 L y el sustrato utilizado fue una
mezcla volumen 1:1:1:4 de “peat moss”, agrolita, tezontle y tierra, se aplicé

RADIX 1000, regulador de crecimiento tipo 1, para generar el crecimiento radical.

La extraccion de ADN se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Agricolay la

amplificacion mediante PCR y la electroforesis en el Laboratorio de Marcadores
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Moleculares del Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma

Chapingo.

3.2.2 Extraccién de ADN

En la extraccion del ADN gendmico, se colect6 hojas jovenes de 2 cm? por cada
planta y se procedi6 a la extraccion utilizando el método reportado por Doyle y
Doyle (1987). Se presentaron complicaciones con la pureza del ADN por el alto
contenido de polifenoles, por lo que fue necesario fenolizar una vez mas el ADN
extraido. Se afor6 a 500 pL con TE cada una de las muestras de ADN y se agito
suavemente, posteriormente se adicionaron 500 pyL de fenol y se agitdé por
inversion, se centrifugd a 21000 xg por 5 min, se recuperdé el sobrenadante y se
coloco6 en un tubo nuevo, después se adiciond 500 uL de cloroformo y se agito
por inversion. Luego se centrifugd a 21000 xg por 5 min, el sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo y se le adicioné 600 pL de Isopropanol y se dejé a4 °C
por media hora. Pasada la media hora se centrifugd a 21000 xg por 5 min, se
elimino el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla de ADN. La pastilla de ADN
fue resuspendida en TE al 1X y se almacené a -4 °C hasta el momento de su

uso.

3.2.3 Reaccién en Cadena de la ADN Polimerasa (PCR)

Se llevd a cabo la reaccion en cadena de la ADN polimerasa y se utilizé las
siguientes condiciones: La cuantificacion del ADN se realiz6 en Nanodrop 8000
de Thermo Scientific, para estandarizarlo a la concentraciéon de 30 ng pL™.

La mezcla de PCR para los ISSR y SSR tuvo un volumen total de 26 pL; 2 pL de
ADN (30 ng pL?), 15 pL de agua, 2 pL de dNTPs (5 ng pL?), 2.5 pL de
amortiguador, 1.5 puL MgCl, 2 pL del oligonucleétido a 5 ng Lty 0.2 uL de Tagq

ADN polimerasa.

El termociclador marca Applied Biosystems™ Veriti™ se programo para los locus
ISSR (Cuadro 5) y SSR (Cuadro 6) de acuerdo a la temperatura Ty (°C)

especifica para cada locus.
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Cuadro 5. Secuencias de Ty de los marcadores ISSR utilizados.

S5
)

ISSR SECUENCIA (5°-3") Ty (°C)
1 AG HBHAGAGAGAGAGAGAGA 43
2 GT VHVGTGTGTGTGTGTGTG 48
3 CGA DHBCGACGACGACGACGA 48
4 CCA DDBCCACCACCACCACCA 48
5 CA DBDCACACACACACACAA 48
6 ACA BCBACAACAACAACAACA 45
7 UBC 807 GAGAGAGAGAGAGAGAT 45
8 UBC819 GTGTGTGTGTGTGTGTA 45
9 UBC831 ATATATATATATATATYA 42
10 UBC853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 43
11 UBC855 ACACACACACACACACYT 43
12 UBC856 ACACACACACACACACYA 43
13 ISSR7961 GAGAGAGAGAGAGAGAC 42
14 ISSR2 CACACACACACACACAAAGCT 42
15 ISSR3 GAGAGAGAGAGAGAGACTC 42
16 ISSR4  AGAGAGAGAGAGAGAGCTC 42
17 ISSR5 ACACACACACACACACACTA 42
18 ISSR6 ACACACACACACACACACTG 42

Las designaciones son usadas para los sitios degenerados: H(AOTO6C);B(GOTO6C);R(A6
G);D(GOAGT);Y(COT);V(G6AOGC).

Cuadro 6. Secuencias de Ty de los marcadores SSR utilizados.

FORWARD (5°-3")

Referencia

n’ SSR REVERSE (5'-3) Tw (°C)

T o R
i
s SCOTTOMTIETOOC
oo GANCCHCSOWTE
s NN
o rosie EOMOREITIE gy
ey MICSCCCCOTINE g
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CACAACCAGTCCCGAGAAAT 1

6 Rubus275a  CATTTCATCCAAATGCAACC 59
CAGTCCCTTATAGGATCCAACG )

4 RhMO21 GAACTCCACCATCTCCTCGTAG 20
AAAGACAAGGCGTCCACAAC ’

¢ RhMO113 GGTTATGCTTTGATTAGGCTGG 28

. CGACACCGATCAGAGCTAATTC )

8 RiM0153 ATAGTTGCATTGGCAGGCTTAT 28
AACCATCGGTGTCGACCTC 1

12 Rg D73 GGCTCTTGACCGGTAACTTAG 59

15 262 TGCATGAAGGCGATATAAAGG e 3
TCCGCAAGGTTGTATCCTA

15 280 TTCGGAATTCGGATCAAAC e 3
CGACCAAAAAGGAACTCAGC

4 27 GCCCCATCCTGTACAAAGAAA o 3

TTGCAACAAAGGTACGTAATGG
1:(Marulanda et al., 2012., 2012a) 2: (Garrido et al., 2020) 3: (Graham et al., 2002)

3.2.4 Visualizacion de los productos amplificados en el PCR

Los productos amplificados para ISSR se corrieron en camaras de electroforesis
horizontales, en geles de agarosa a una concentracion del 2 % con amortiguador
TAE 0.5X. Se carg6 8 uL del producto amplificado y 4 uL de amortiguador de
carga carga LB al 1X y se corri6 a un voltaje de 110 voltios. Para los marcadores
SSR fue necesario utilizar camaras de electroforesis vertical y geles de acrilamida
al 8 %, con amortiguador TBE 1X a 80 voltios. Se cargd 8 uL de producto
amplificado con 4 pL de buffer azul bromofenol, los geles se sumergieron en
bromuro de etidio a 10 uL/mL y se visualizaron en el transilumador con ayuda del

software VisionWorks®.

3.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para los marcadores ISSR se gener6 la matriz basica de datos de frecuencias de
cada fragmento, donde fue considerado un locus independiente en dominancia
completa con dos alelos, siendo la presencia el fenotipo dominante. La base de
datos fue procesada con ayuda de los programas NTSYSpc 2.2, FreeTree.EXE
y TreeView X para obtener, a partir de las frecuencias alélicas, el indice de
informacion de Shannon; ademas, se obtuvo un dendrograma aplicando el

coeficiente de Nei-Li (1979) y método de aglomeracion UPGMA, con remuestreo
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Bootstrap usando el método Jackknife con 1000 repeticiones (Efron, 1979);
adicionalemente, usando la matriz de similitud del coeficiente de Neiy Li (1979)
se genero un analisis de coordenadas principales (Gower, 1966) y se elabor6 una

representacion tridimensional.

En el analisis de los marcadores SSR se utilizaron los programas VisionWorks®;
para el analisis de polimorfismo por marcador, construccion de matrices de peso
molecular y se hizo agrupacion promedio, basado en el indice de similitud Dice
(Nei & Li, 1979) individual para cada marcador. Ademas, se usaron los programas
NTSYSpc 2.2, FreeTree.EXE y TreeView X; para obtener, a partir de las
frecuencias alélicas, el indice de informacién de Shannon. Tambien se generé un
dendrograma aplicando el método de Phi (Sokal & Sneath,1963), indice de
similitud de Dice, con 1000 repeticiones con remuestreo por repeticion vy

adicionalmente se genero la grafica de coordenadas principales.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Iniciadores ISSR

Durante la evaluacion molecular realizada con los iniciadores descritos en el
Cuadro 7, se observaron alelos polimérficos entre las diversas especies de
Rubus, lo que resaltod la notable diversidad genética presente en este grupo. Se
registraron un total de 204 bandas polimorficas, lo que demostré la capacidad de
los iniciadores utilizados para detectar variabilidad genética en las especies
estudiadas. En cuanto al nUmero de alelos Unicos detectados por cada iniciador,
este varié entre 1 y 7. Cabe destacar que el iniciador (AG) fue el Unico que no
presentd bandas Unicas, lo cual es un aspecto a considerar en los andlisis de

polimorfismo.

El porcentaje de polimorfismo obtenido fue del 100%, lo que indicé que los
marcadores empleados son altamente informativos y adecuados para estudios
de diversidad genética en Rubus. Este hallazgo es consistente con lo encontrado
por Gouldo y Oliveira, (2001) y Khachtib et al. (2023, 2024) en estudios realizados
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en especies de la familia Rosaceae, lo que refuerzé la efectividad de estos
marcadores en la caracterizacion genética de diversas especies dentro de este

grupo botanico.

Ademas, es importante mencionar que estos marcadores moleculares han sido
ampliamente utilizados en estudios de otras especies frutales, donde se han
obteniendo igualmente buenos resultados. Por ejemplo, Dotor-Robay et al.
(2016) destacaron que el uso de estos marcadores ha sido eficaz en la evaluacién
de la diversidad genética de otras especies, lo que respalda la validez de los
hallazgos obtenidos en el presente estudio. De acuerdo con sus afirmaciones, el
ndamero de bandas polimoérficas encontrado en este analisis se considera
adecuado para estimar los parametros genéticos de las especies de Rubus

investigadas.

Cuadro 7. indice de Shannon, nimero de bandas polimérficas y porcentaje de polimorfismo
detectados en especies de Rubus, usando iniciadores ISSR.

Iniciador indice de Ban}da}s Bandas Polimorfismo E:ar']das

Shannon  polimorficas (%) Unicas
UBC855 0.503 10 10 100 3
UBC 856 0.494 9 9 100 2
UBCS853 0.540 12 12 100 5
UBCS831 0.439 11 11 100 4
UBCS819 0.534 11 11 100 6
UBC807 0.561 9 9 100 1
GT 0.388 13 13 100 3
CGA 0.564 13 13 100 7
CCA 0.476 12 12 100 3
CA 0.635 14 14 100 2
ACA 0.483 12 13 92.31 4
AG 0.483 7 7 100 0
7961 0.552 9 9 100 1
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0.478

ISSR2 14 14 100 5
ISSR3 0.561 12 12 100 3
ISSR4 0.543 12 12 100 3
ISSR5 0.610 11 11 100 1
ISSR6 0.560 13 13 100 2

Las agrupaciones mostradas en el dendrograma (Figura 24) evidenciaron una
organizacion interesante y reveladora sobre la relacion genética existente entre
los diferentes genotipos de Rubus. En el grupo uno, la mayoria de los genotipos
provienen del estado de Chiapas, aunque dentro de este grupo también se
encuentra el genotipo de Texcoco, identificado como Rubus glaucus. Un hallazgo
inesperado dentro de este grupo es que el genotipo identificado como Rubus
glaucus, que también pertenece a esta misma especie, se encuentra mas alejado
genéticamente de R. aff. glaucus. Este fendmeno sugiere que, si bien ambas
identificaciones corresponden a la misma especie, existe una considerable
variabilidad genética dentro de la especie Rubus glaucus, lo que puede ser
indicativo de la presencia de subpoblaciones o variedades con caracteristicas

genéticas distintivas.

R. off. liebmannii
4|1 00

00 R. pringlei
100 R. off. glavcus

100 R. eriocarpus

100 R. glavcus

R. adenotrichus

100
R. sapidus

lioo

100 R. Veracruz Vigas
R. parviflorus

100 .
100 R. trilobus

R. niveus

Figura 24. Dendrograma de relaciones genéticas entre especies de Rubus, obtenido por el
método de Nei-Lee (1979).
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El grupo dos estuvé compuesto por los genotipos de Veracruz e Hidalgo, Rubus
sapidus y la variedad comercial Rubus Veracruz Vigas, respectivamente. Estos
genotipos mostraron, a nivel molecular, una relacion mas estrecha de lo que sus
caracteristicas morfoldégicas sugeririan, ya que, aunque presentan diferencias
morfolégicas notables y provienen de diferentes zonas geogréficas,
molecularmente no son tan distintos. Este hallazgo concuerda con lo reportado
por Sedighi y Rahimmalek (2015), quienes sefalaron la importancia de
considerar tanto las caracteristicas moleculares como morfolégicas para el

analisis taxonomico Yy la relacion genética entre especies.

Por ultimo, en el grupo tres se encuentran Rubus trilobus y Rubus parviflorus, los
cuales provienen de Chiapas y Veracruz, respectivamente. Aunque estas
especies no presentan grandes diferencias morfolégicas, sus relaciones
genéticas se reflejan en el analisis molecular, lo que sugiere que las
caracteristicas fenotipicas no siempre coinciden con la variabilidad genética de
las especies. Finalmente, en el grupo cuatro, se observa Unicamente Rubus
niveus, lo que sugiere que esta especie forma un grupo genéticamente mas

aislado en comparacion con las otras.

Este patron de agrupacion refleja, en general, el flujo genético entre las especies
del género Rubus, lo que podria ser explicado, en parte, por los mecanismos de
reproduccion, como la hibridacién o la apomixis, que son comunes en este
género. Esta dinamica de intercambio genético entre especies de Rubus se
puede atribuir a mecanismos reproductivos complejos, como los descritos por
Dotor Robayo et al. (2016), quienes sugieren que el flujo de genes entre especies
de este género puede ser un factor importante en la diversidad genética

observada.

Es fundamental, al observar los grupos formados a partir de la evaluacion
molecular mediante el uso de marcadores ISSR, tener en cuenta el nivel de
ploidia, ya que este es un factor decisivo relacionado con el tipo de reproduccion
que presenta el género Rubus y con los procesos de hibridacion entre distintas
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especies. Esta hibridacion, a menudo entre especies genéticamente distantes,
es la principal causa de la formacién de alopoliploides dentro del género (Mimura
et al., 2014; Chen et al., 2015). En este contexto, no se observéd una relacién
directa entre los grupos moleculares formados y el nimero de cromosomas, a
excepcion del grupo tres, en el que Rubus trilobus y Rubus parviflorus comparten
el mismo nimero de cromosomas, mientras que Rubus niveus presenta el doble
de cromosomas en comparacion con R. trilobus y R. parviflorus. Esta diferencia
en el nimero de cromosomas en Rubus niveus puede ser indicativa de su mayor
complejidad gendmica o de la presencia de mecanismos reproductivos como la

poliploidia, que contribuyen a la variabilidad genética observada.

De manera similar, en el grupo dos, se observo una diferencia en el nimero de
cromosomas entre los genotipos Rubus Veracruz Vigas y Rubus sapidus. R.
Veracruz Vigas tiene 42 cromosomas, mientras que R. sapidus presentd 84
cromosomas, lo que sugiere que la variabilidad en el numero de cromosomas
puede estar relacionada con las caracteristicas morfolégicas diferenciadas de
ambos genotipos. No obstante, a pesar de esta diferencia cromosémica, los dos
genotipos muestran similitudes a nivel molecular, lo que les permite agruparse
juntos en el andlisis molecular, tal como se reflej6 en la agrupacién obtenida. Esto
resaltd la complejidad de la relacion entre la genética molecular y las
caracteristicas morfolégicas, que en este caso parecen estar influenciadas por el

namero y tipo de cromosomas presentes.

Para complementar este analisis, se realizé un gréfico tridimensional basado en
el andlisis de coordenadas principales (Figura 25), con el fin de visualizar la
asociacion entre los diferentes genotipos de Rubus de manera mas detallada.
Los resultados obtenidos en esta representacion tridimensional coincidieron con
los encontrados en el analisis de conglomerados, mostrando claramente los
cuatro grupos definidos en el espacio tridimensional. Este enfoque
complementario permite una visualizacion mas precisa de las relaciones entre los
genotipos, facilitando la interpretacion de los patrones de diversidad genética

observados en el estudio.
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Figura 25. Gréfica tridimensional de coordenadas principales para ISSR que muestra los grupos
formados entre las espécies de Rubus. Grupo uno: R. pringlei (Rpri), R. aff. Liebmannii (ARI), R.
aff. glaucus (ARg), R. eriocarpus (Re), R. adenotrichus (Ra) y R. glaucus (Rg). Grupo dos: R.
sapidus (Rs) y R. Veracruz Vigas (Rcv). Grupo tres: R. nieveus. Grupo cuatro: R. trilobus (Rt) y
R. parviflorus (Rp).

3.3.2 Iniciadores SSR

Los resultados obtenidos de la evaluacion de los genotipos mediante el uso de
los marcadores SSR (Cuadro 8) indicaron que estos son altamente polimoérficos,
ya que se registrd un total de 596 alelos. Entre estos alelos, se observaron alelos
anicos que variaron en niumero, desde 7 para el marcador Rubus 263, hasta 45
para los marcadores Rubus 16a y Rubus 98d. Es importante resaltar que, en
cuanto al porcentaje polimérfico, se alcanzé un 100 %, lo cual esta en total
concordancia con lo reportado por Marulanda y Lopez (2012). Estos autores
destacaron que los alelos exclusivos son fundamentales para la diferenciacion de
especies, especialmente en aquellas cuyas caracteristicas morfolégicas son muy
similares entre si. Esta observacién es crucial, ya que la identificaciébn genética

precisa permite superar las limitaciones de las diferencias morfoldgicas y facilita
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el estudio de especies que, de otro modo, podrian ser dificiles de distinguir solo

mediante criterios morfologicos.

Cuadro 8. Indice de Shannon, nimero de bandas polimérficas y porcentaje de polimorfismo
detectados en especies de Rubus, usando iniciadores SSR.

Locus indice de Ban,dgs Bandas Polimorfismo B,ar_wdas

Shannon polimérficas % Unicas
Rubus 16a 0.32 48 48 100 45
Rubus 76b 0.32 43 43 100 38
Rubus 98d 0.35 61 61 100 45
Rubus 105b 0.40 15 15 100 8
Rubus 116a2? 0.35 46 46 100 35
Rubus 259f 0.32 34 34 100 31
Rubus 263 0.42 14 14 100 7
Rubus 275a 0.35 52 52 100 40
RhM021 0.36 56 56 100 39
RhM0113 0.32 31 31 100 28
RiM0153 0.34 25 25 100 20
RgD73 0.33 38 38 100 33
262 0.34 30 30 100 25
280 0.37 58 58 100 41
277 0.34 45 45 100 38

Sin embargo, es necesario sefialar una diferencia importante en este estudio con
respecto a lo publicado por Alarcon et al. (2021). En su investigacion, los loci SSR
amplificados coincidieron con los pares de bases reportados en las referencias,
mientras que, en este estudio, los alelos amplificados no correspondieron
exactamente a los mismos pares de bases de las secuencias de referencia
utilizadas. Esta discrepancia puede deberse a diversas razones, como la
variabilidad genética presente en los genotipos evaluados, las condiciones
experimentales o incluso las diferencias especificas de los loci SSR empleados.
No obstante, estos hallazgos reforzaron la idea de que los marcadores SSR son
herramientas altamente efectivas y confiables para la evaluacion de la diversidad
genética, permitiendo un analisis detallado y preciso de las relaciones genéticas

dentro de Rubus.
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Debido al alto nivel de polimorfismo obtenido con cada uno de los marcadores
utilizados, se logré generar una agrupacion promedio basada en el indice de
similitud Dice (Figura 26). En esta agrupacion, se observo que para los loci Rubus
105b, Rubus 259f, Rubus 263, Rubus 275a, RhM021, 280, y 277 se formaron
tres grupos bien definidos. Por otro lado, para los loci que generaron cuatro
grupos, se encontraron Rubus 16a, Rubus 76b, Rubus 98d, Rubus 116a2?,
RhMO0113, RiM0153, RgD73 y 262. Esta agrupacion molecular obtenida es
diferente de Alarcon et al. (2021), quienes al analizar diversos genotipos de
Rubus niveus encontraron una baja presencia de alelos Unicos y, en algunos
casos, los genotipos solo presentaron un alelo amplificado. Esta discrepancia
podria deberse a que los marcadores utilizados en el presente estudio fueron
disefiados para diferentes especies dentro del género Rubus, lo que sugiere que
estos marcadores presentan transferibilidad al amplificar correctamente los alelos
en las especies aqui estudiadas. A esto se suma que, en otros estudios donde
se han utilizado estos mismos marcadores, solo se ha analizado una Unica
especie o cultivar de Rubus spp. (Garrido et al., 2020; Graham et al., 2002;
Marulanda et al., 2012, 2012a).

Es importante resaltar que algunos loci mostraron grupos formados por un solo
individuo. Este es el caso de Rubus 259f, que presenté a Rubus sapidus (Rs) y
Rubus glaucus (ARg) como Unicos representantes dentro del mismo grupo;
Rubus 263 con Rubus niveus (Rn); 280 con Rubus parviflorus (Rpar); y 277 con
Rubus parviflorus (Rpar) y Rubus ellipticus (Re). Estos resultados destacaron la
variabilidad genética dentro de cada uno de los grupos y mostraron que, aunque
algunos loci producen agrupaciones singulares, esto refleja la diversidad genética

inherente a las especies estudiadas.

Ademas, se observé como se agrupan molecularmente las especies, o que
podria no parecer relevante a primera vista, pero cobra mayor importancia al
comparar las caracteristicas morfolégicas de las especies dentro de cada grupo.
Por ejemplo, el locus Rubus 105b agrupa a Rubus Veracruz Vigas (Rvc) y Rubus
glaucus (Rg), mientras que en el locus Rubus 275a, Rubus parviflorus (Rpar) se
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agrupa con Rubus adenotrichus (Ra). Este tipo de agrupacion molecular sugirio
gue, aunque las especies se presentaron como morfolégicamente diferentes,

compartiero similitudes genéticas en algunos loci especificos.

En el caso del locus RhM021, se forma un grupo dos que agrupa a Rubus niveus
(Rn), Rubus aff. liebmannii (ARI), Rubus glaucus (Rg) y Rubus aff. glaucus (ARQ),
especies que presentan caracteristicas mas similares entre ellas (Figura 28).
Asimismo, para los loci Rubus 16a, Rubus 76b, Rubus 98d, RhMO0113, y
RiM0153, se forma un solo grupo que incluye a Rubus parviflorus (Rpar), aunque
en dos ocasiones se encuentra agrupado con Rubus trilobus (Rt), con quien
comparte caracteristicas morfolégicas muy similares (Figura 27, A y B). Por
altimo, en los loci Rubus 116a2 y RgD73, se observdé que estos también
pertenecen al grupo 4, donde las especies presentadas se agrupan debido a su

similitud molecular.

Estos resultados reforzaron la idea de que dentro del género Rubus, la
diferenciacion entre especies es compleja y se ve influenciada por diversos
factores, como la morfologia y la genética. Como lo han sefialado Alice y
Campbell (1999); Meng y Finn (2002), el analisis molecular ha demostrado ser
una herramienta Util para superar las dificultades que existen a la hora de
diferenciar una especie de otra dentro de este género, en el que la variabilidad

genética y las caracteristicas morfoldgicas pueden resultar no determinantes.
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Figura 26. Agrupacion promedio, basado en el indice de similitud Dice por SSR, R. pringlei (Rpri),
R. aff. Liebmannii (ARI), R. aff. glaucus (ARg), R. eriocarpus (Re), R. adenotrichus (Ra), R.
glaucus (Rg), R. sapidus (Rs), R. Veracruz Vigas (Rcv), R. nieveus, R. trilobus (Rt) y R. parviflorus

(Rp).

Figura 27. Comparacion de morfologia de hoja de A: Rubus parviflorus, B: Rubus trilobus, C:

Rubus glaucus, D: Rubus adenotrichus
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Figura 28. Comparacion de morfologia de hoja de A: Rubus niveus, B: afin Rubus liebmannii C:
afin Rubus glaucus y D: Rubus glaucus.

El dendrograma general obtenido a partir de la evaluacion de los datos de los loci
SSR (Figura 29) mostraron resultados similares a los obtenidos con los
marcadores ISSR, ya que ambos analisis revelan la formacion de cuatro grupos.
En este caso, el cuarto grupo estuvé compuesto por Rubus niveus (Rn), mientras
que el tercer grupo incluye Rubus trilobus (Rt) y Rubus parviflorus (Rpar), grupos
gue se mantienen consistentes entre los dos tipos de marcadores. Sin embargo,
el segundo grupo presentd una reconfiguraciéon, pasando a estar formado por
Rubus adenotrichus (Ra), Rubus Veracruz Vigas (Rvc) y Rubus sapidus (Rs), lo
gue sugirid que existen variaciones en la agrupacion dependiendo de los loci
analizados. Este agrupamiento no mostrd una relacion evidente con el numero
de cromosomas o el nivel de ploidia de los genotipos, lo cual implic6- que la
variabilidad genética observada no estéa estrictamente asociada con la ploidia de

cada especie.
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Figura 29. Dendrograma para SSR por el indice de similitud de Dice que muestra las relaciones
genéticas entre especies de Rubus.

En cuanto al origen geogréfico de los genotipos, se observé que la mayoria de
los genotipos provenientes del estado de Chiapas se concentraron en el grupo
uno. Este patron geografico podria estar relacionado con las caracteristicas
reproductivas de las especies en esta region, lo que sugirié la posibilidad de un
flujo genético entre las poblaciones, un fendmeno que puede ser explicado por
los mecanismos de reproduccién de las especies dentro del género Rubus. Este
flujo de genes podria estar facilitando la variabilidad genética observada entre los
genotipos, tal como se ha planteado en estudios previos sobre la reproduccion y

hibridacién en este género (Wang et al., 2018).

Resultado del andlisis de coordenadas principales (PCA; Figura 30), que permitié
visualizar una clara diferenciacion entre los genotipos, los cuales se agruparon
en cuatro categorias distintas. Sin embargo, es importante destacar que no es
posible concluir que la formacion de estos grupos esté directamente relacionada
con el lugar de origen de los genotipos, ya que no se observé una
correspondencia clara entre la geografia y la agrupacion molecular. De igual
manera, no se puede atribuir esta diferenciacion a las caracteristicas
morfolégicas observadas en los genotipos, salvo en el caso del grupo tres
(representado en azul), donde se pueden notar caracteristicas morfolégicas

similares entre los individuos que lo componen. Este grupo, ademas, presenta el
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mismo nivel de ploidia, lo cual podria indicar una mayor uniformidad genética

dentro de este conjunto.

En cuanto al grupo dos, formado por un genotipo de Chiapas, otro de Veracruz y
uno mas de Hidalgo, se observé que la caracteristica morfologica mas relevante
gue comparten estos tres genotipos es la forma de la espina, la cual resulto ser
muy similar entre ellos. Este hallazgo coincidi6 con lo reportado por Marulanda et
al. (2012a), quienes mencionaron la importancia de la forma de la espina como
una caracteristica distintiva en la diferenciacion de genotipos dentro del género
Rubus. Este tipo de caracteristicas morfoldgicas podria ser un factor clave para
la clasificacion de los genotipos, aunque el analisis molecular revela una

complejidad mayor en la diferenciacion entre los grupos.
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Figura 30. Grafica tridimensional de coordenadas principales SSR, que muestra las relaciones
genéticas entre especies de Rubus. R. pringlei (Rpri), R. aff. Liebmannii (A-RI), R. aff. glaucus (A-
Rg), R. eriocarpus (Re), R. adenotrichus (Ra), R. glaucus (Rg), R. sapidus (Rs), R. Veracruz Vigas

(Rev), R. nieveus, R. trilobus (Rt) y R. parviflorus (Rp).
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3.3.3 Comparacion de los dendrogramas ISSR y SSR

Se encontraron diferencias significativas en la formacion del dendrograma
cuando se compararon los andlisis realizados con los marcadores ISSR y SSR.
En el caso del analisis de ISSR, el primer grupo estuvo compuesto por seis
genotipos, mientras que en el analisis realizado con SSR, este mismo grupo
estuvo formado por cinco genotipos, cuya diferencia fue principalmente por la
presencia del genotipo Ra, el cual se encontr6 en el grupo dos en el dendrograma
de SSR esta es la Unica diferencia que se observo, ya que en los grupos tres y
cuatro de ambos dendrogramas se localizaron los mismos genotipos, lo que

sugiere una alta concordancia en la agrupacion molecular entre ambos métodos.

Este hallazgo coincidié con lo encontrado por Samriti et al. (2017), quienes
confirmaron la eficacia de las herramientas moleculares utilizadas,
particularmente los marcadores ISSR y SSR, para diferenciar genotipos dentro
del género Rubus. La efectividad de estos marcadores se debe a sus distintas
caracteristicas: mientras que los marcadores SSR tienen una naturaleza
codominante, lo que les permite detectar alelos distintos en cada genotipo, los
marcadores ISSR son dominantes, lo que les permite abarcar una mayor
cantidad de regiones del genoma. Esto fue corroborado por otros estudios, como
los de Cai et al. (2019) y Yoon et al. (2020), quienes también destacaron las
ventajas de usar estos tipos de marcadores para el analisis genético de especies
dentro de la familia de las Rosaceas, dado que permiten obtener una vision mas

completa de la variabilidad genética presente en los genotipos estudiados.

3.4 CONCLUSION

El andlisis molecular realizado confirmd la gran diversidad genética presente en
los genotipos de Rubus spp. estudiados. Los marcadores ISSR demostraron ser
altamente efectivos en la identificacién de polimorfismos, mientras que los SSR

complementaron estos resultados con un analisis detallado de la estructura
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genética. Este enfoque combinado demostré ser particularmente Gtil para superar

las limitaciones de los analisis morfolégicos.

La formacion de grupos genéticos no siempre se relaciono con la geografia o la
morfologia, sugiriendo que los procesos evolutivos y reproductivos del género
Rubus, como la hibridacion y la poliploidia, juegan un papel determinante en su
variabilidad. Este hallazgo refuerza la necesidad de emplear herramientas

moleculares para la clasificacién y conservacion de estas especies.

En conclusion, este estudio proporcionéd una base solida para futuras
investigaciones en genética y mejoramiento de Rubus spp., y ofrece estrategias
para la conservacion de su diversidad genética y el desarrollo de nuevos

cultivares adaptados a las demandas agricolas y ecoldgicas.
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CAPITULO IV. CORRELACION DE ANALISIS MORFOLOGICO Y
MOLECULAR DE ONCE GENOTIPOS DE Rubus spp.

RESUMEN

La caracterizacion de cultivos y especies silvestres es un aspecto clave de la
investigacion agronomica y bioldgica. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la
correlacion entre los analisis morfolégicos y moleculares en 11 genotipos de
Rubus spp. (10 especies silvestres y una variedad comercial) colectados en
Chiapas, Veracruz, Hidalgo y Texcoco. Los rasgos morfolégicos se registraron
con base en 16 descriptores cualitativos relacionados con caracteristicas de tallo
y hoja, mientras que los andlisis moleculares utilizaron marcadores ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) para evaluar la diversidad genética. El estudio integré
estos enfoques para comprender mejor la estructura genética y las relaciones
entre los genotipos. El andlisis morfolégico agrup6 los genotipos en cuatro
conglomerados mediante UPGMA, basandose en rasgos como la pubescencia,
las antocianinas en tallos y hojas, y la torsion foliar. El analisis molecular mediante
marcadores ISSR identific6 204 bandas polimoérficas con un 100 % de
polimorfismo. Las comparaciones de dendrogramas revelaron diferencias en la
agrupacion, como la agrupacion de Rubus glaucus (Rg), Afin Rubus glaucus
(ARg) y Rubus eriocarpus (Re) a nivel molecular, en consonancia con hallazgos
anteriores sobre su parentesco genético. La prueba de Mantel mostré6 una
correlacién positiva (r = 0.585, P < 0.001) entre los datos morfolégicos y
moleculares, confirmando la complementariedad de estos enfoques.

Palabras clave: Clasificacion taxondmica, flujo génico, plasticidad fenotipica,
relaciones filogenéticas.
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CHAPTER IV. CORRELATION OF MORPHOLOGICAL AND
MOLECULAR ANALYSES OF ELEVEN GENOTYPES OF Rubus

SPP.

ABSTRACT

The characterization of crops and wild species is a key aspect of agronomic and
biological research. This study aimed to evaluate the correlation between
morphological and molecular analyses in 11 genotypes of Rubus spp. (10 wild
species and one commercial variety) collected in Chiapas, Veracruz, Hidalgo, and
Texcoco. Morphological traits were recorded based on 16 qualitative descriptors
related to stem and leaf characteristics, while molecular analyses used ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) markers to assess genetic diversity. The study
integrated these approaches to better understand the genetic structure and
relationships among genotypes. Morphological analysis grouped the genotypes
into four clusters using UPGMA, based on traits such as pubescence,
anthocyanins in stems and leaves, and leaf twisting. Molecular analysis using
ISSR markers identified 204 polymorphic bands with 100% polymorphism.
Dendrogram comparisons revealed differences in clustering, such as the grouping
of Rubus glaucus (Rg), similar Rubus glaucus (ARg), and Rubus eriocarpus (Re)
at the molecular level, consistent with previous findings on their genetic
relatedness. The Mantel test showed a positive correlation (r = 0.585, P < 0.001)
between morphological and molecular data, confirming the complementarity of
these approaches.

Keywords: Taxonomic classification, gene flow, phenotypic plasticity,
phylogenetic relationships.
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4.1 INTRODUCCION

La caracterizacion de cultivos y especies silvestres es un aspecto crucial en la
investigacion agrondmica y biolégica. Entre los enfoques mas utilizados, la
caracterizacion morfolégica y molecular se destacan como métodos
complementarios para comprender la diversidad genética, la estructura de las
poblaciones y las relaciones filogenéticas de diversas especies. En el género
Rubus, conocido por su complejidad taxonémica, estas herramientas han sido
fundamentales para superar las limitaciones de los enfoques tradicionales

basados unicamente en morfologia (Meng & Finn, 2002).

Tradicionalmente, la caracterizacion morfolégica se ha basado en descriptores
fenotipicos como la forma, el tamafio, y otras caracteristicas observables,
permitiendo identificar variaciones entre genotipos y establecer relaciones
taxonomicas preliminares (UPOV, 2010). Sin embargo, estas caracteristicas
pueden estar influenciadas por la plasticidad fenotipica y las condiciones
ambientales, lo que dificulta la precision en la diferenciacion entre especies (Jiang
et al., 2024). Para superar estas limitaciones, se han desarrollado herramientas
moleculares como los marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) y SSR
(Simple Sequence Repeats), que complementan y fortalecen los analisis

morfologicos (Hosseinzadeh-Colagar et al., 2016; Iza et al., 2020).

Entre los marcadores moleculares, los ISSR han demostrado ser altamente
efectivos para detectar polimorfismos en regiones gendmicas repetitivas,
proporcionando datos confiables y reproducibles para evaluar relaciones
genéticas y estructura poblacional. Una de sus ventajas es que no requieren
informacion previa del genoma, lo que los hace ideales para estudios en especies
poco exploradas o silvestres como las del género Rubus (Miyashita et al., 2015;
Vieira, et al., 2016).

La integracion de datos morfolégicos y moleculares ha probado ser una
estrategia robusta para caracterizar la diversidad genética en Rubus spp. Por
ejemplo, Sedighi y Rahimmalek (2015) combinaron descriptores morfolégicos
con ISSR en genotipos de zarzamora, identificando patrones de variabilidad
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genética no detectables con métodos individuales. Del mismo modo, Fischer
etal. (2021) destacaron que el uso de ISSR complementa los analisis
morfoldgicos al revelar variaciones genéticas subyacentes, lo cual es crucial para
programas de conservacion y mejoramiento genético. Debido a la
complementariedad antes mencionada de los marcadores moleculares y
morfologicos en esta investigacion el objetivo fue revisar si hay correlacion entre

la caracterizacion morfologica y molecular de once genotipos de Rubus spp.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 SITIO EXPERIMENTAL

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Autonoma
Chapingo, localizada en Chapingo, México, en los invernaderos del campo
agricola experimental del Departamento de Fitotecnia.

4.2.2 MATERIAL VEGETAL

Se estudiaron un total de 10 especies silvestres y una variedad comercial de
Rubus L. (Cuadro 9) colectadas en Chiapas, Veracruz, Hidalgo y Texcoco estos
genotipos fueron previamente identificados y caracterizados en nivel de ploidia.
Se establecieron bajo condiciones de invernadero en los invernaderos del campo
agricola experimental del Departamento de Fitotecnia de la Universidad

Autonoma Chapingo.

Cuadro 9. Genotipos, nimero de cromosomas y ubicacion estatal de Rubus spp. estudiados.

Codigo Especie Procedencia Cromosomas
Rn Rubus niveus Chiapas 42
Rg Rubus glaucus Chiapas 21
Ra Rubus adenotrichus Chiapas 14
ARg Rubus aff. glaucus Texcoco 35
ARI Rubus aff. liebmannii Chiapas 28
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Rubus pringlei Chiapas 49

Rpri
Re Rubus eriocarpus Chiapas 28
Rvc  Rubus sp. Vigas Veracruz 42
Rs Rubus sapidus Hidalgo 84
Rt Rubus trilobus Veracruz 21
Rpar Rubus parviflorus Chiapas 21

4.2.3 EVALUACION MORFOLOGICA

Para la caracterizacidon morfologica se registraron 16 variables de acuerdo a
descriptores cualitativos (UPOV, 2006) que se adaptaron para obtener datos
binarios. La caracterizacion se realizé de acuerdo con el tallo y hoja. Las variables
para tallo fueron: tallo redondo, tallo acanalado, antocianinas en tallo,
antocianinas en @apices, espinas en tallo, tallo puberoso, tallo con tricomas
glandulares y cerosidad de tallo. Las variables foliares fueron: hojas compuestas,
antocianinas en peciolo, hojas puberosas en haz, hojas puberosas en envés,
torsion de la hoja, rugosidad, relieve de nervaduras hundido y espinas en el envés

de la hoja.

4.2.4 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se realizo utilizando el método reportado por (Doyle &
Doyle, 1987), se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola y la
amplificacion de PCR y la electroforesis en el Laboratorio Marcadores
Moleculares del departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma

Chapingo.
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4.2.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Se llevo a cabo la reaccion en cadena de la ADN polimerasa utilizando las
siguientes condiciones: la cuantificacion del ADN se realiz6 en Nanodrop 8000

de Thermo Scientific, para estandarizarlo a la concentraciéon de 30 ng pL™.

La mezcla de PCR para los ISSR y SSR tuvo un volumen total de 26 pL; 2 yL de
ADN (30 ng pL?), 15 pL de agua, 2 pL de dNTPs (5 ng pL?), 2.5 uL de
amortiguador, 1.5 puL MgCl, 2 pL del oligonucleétido a 5 ng uL*y 0.2 uL de Taq

ADN polimerasa.

El termociclador marca Applied Biosystems™ Veriti™ se programo para los locus
ISSR (Cuadro 10) de acuerdo a la temperatura Ty (°C) especifica para cada

locus.

Cuadro 10 Secuencia y Twm de iniciadores ISSR usados en este estudio.

o

n LOCUS SECUENCIA (5’-3") Ty (°C)
1 AG HBHAGAGAGAGAGAGAGA 43
2 GT VHVGTGTGTGTGTGTGTG 48
3 CGA DHBCGACGACGACGACGA 48
4 CCA DDBCCACCACCACCACCA 48
5 CA DBDCACACACACACACAA 48
6 ACA BCBACAACAACAACAACA 45
7 UBC 807 GAGAGAGAGAGAGAGAT 45
8 UBC819 GTGTGTGTGTGTGTGTA 45
9 UBC831 ATATATATATATATATYA 42
10 UBC853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 43
11 UBC855 ACACACACACACACACYT 43
12 UBC856 ACACACACACACACACYA 43
13 ISSR7961 GAGAGAGAGAGAGAGAC 42
14 ISSR2 CACACACACACACACAAAGCT 42
15 ISSR3 GAGAGAGAGAGAGAGACTC 42
16 ISSR4 AGAGAGAGAGAGAGAGCTC 42
17 ISSR5 ACACACACACACACACACTA 42
18 ISSR6 ACACACACACACACACACTG 42

Las designaciones son usadas para los sitios degenerados: H(AGTO6C);B(GO6TSO6C);R(AO
G);D(GOAOGT);Y(COT);V(GO6AOGC).
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4.2.6 Visualizacion de los productos amplificados en el PCR

Los productos amplificados para ISSR se corrieron en electroforesis horizontal,
en geles de agarosa a una concentracion del 2 % con amortiguador TAE 0.5X.
Se carg6 8 pL del producto amplificado y 4 uL de buffer de carga LB al 1X se
corrié a un voltaje de 110 voltios, se visualizaron en el transilumador con ayuda

del software VisionWorks®.

4.2.7 Andlisis estadisticos

A partir de los descriptores morfolégicos se generé una matriz binaria para
evaluar la similitud utilizando el programa estadistico FREETREE.EXE con el
coeficiente de similitud “Simple Matching” (Sokal & Sneath, 1963), y se aplico el
meétodo de agrupamiento de pares no ponderados con media aritmética, UPGMA
(Sokal & Michener, 1958) yse calculé un remuestreo “Bootstrap” mediante el

metodo de Jackknife usando 1000 repeticiones (Efron, 1979).

De la matriz béasica de datos de frecuencias de cada fragmento, donde se
consider6 un locus independiente en dominancia completa con dos alelos, con la
presencia el fenotipo dominante, la base de datos fue procesada con ayuda del
programa NTSYSpc 2.2, se calcul6 un dendrograma aplicando el método de Nei-
Li (1979), indice de similitud de Dice, con 1000 repeticiones con remuestreo por

repeticion.

Finalmente, con NTSYSpc 2.2 a partir de las matrices de similitud de los datos
morfologicos y moleculares, se realiz6 una comparacion matricial para calcular la
prueba de Mantel de 2 vias. Utilizada para calcular la bondad de ajuste del
analisis de conglomerados, comparando la matriz de valores cofenéticos con una

matriz de disimilitud (Smouse et al., 1986).
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Comparacion de dendrogramas molecular y morfolégico.

En los dendrogramas generados (Figura 31) se encontré que para el analisis
morfologico el primer grupo se formé con ARg, Rpri, ARI, Rg, Re y Rs. En este
grupo se complica identificar la caracteristica especifica que permite agrupar a
estos genotipos, al observar cada individuo no se detectd una caracteristica en
especifica que sea compartida o no por todos los genotipos que forman el grupo.
Para el segundo grupo, formado por Re y Rs, las caracteristicas que podrian
participar en generar la agrupacion son el tallo acanalado, la presencia de
antocianinas en el apice, pubescencia en haz y la torsion de la hoja. En el tercer
grupo se localizaron los genotipos Rn, Rvc, y Ra que compartieron las
caracteristicas de pubescencia en envés, ausencia de antocianinas en apice,
rugosidad en la hoja y el relieve unido de las nervaduras. Finalmente, el grupo
cuatro, compuesto por Rpar y Rt, comparte caracteristicas de forma de tallo,
antocianinas en apice, ausencia de espinas y forma de la hoja. Esto sugiere que
las caracteristicas cualitativas analizadas aportan informacion pertinente, en
linea con lo sefialado por Xiong et al. (2019), quienes afirmaron que las
variaciones observadas en los caracteres ofrecen datos Utiles para la delimitacion

de especies.

Standley y Steyermark (1976) encontraron que R. glaucus y R. eriocarpus como
especies estrechamente relacionadas, lo cual contrasta con los resultados
obtenidos en este analisis morfolégico, donde estas especies se agrupan en
clados diferentes. Este hallazgo sugiere que las caracteristicas morfologicas
evaluadas podrian estar influenciadas por factores adicionales que no fueron
considerados en el estudio previo, como las condiciones ambientales o la

plasticidad fenotipica de las especies.

Por otro lado, no es posible determinar una caracteristica especifica que tenga
mayor relevancia en la agrupacion de las especies analizadas, ya que los

descriptores cualitativos parecen contribuir de manera conjunta a la delimitacion
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de los grupos. Este comportamiento es consistente con la formacion de clados
bien definidos observada en el dendrograma, lo que refuerza la utilidad de los
descriptores cualitativos en la evaluacion de materiales genéticos promisorios.
Tal como lo mencionaron Cancino-Escalante et al. (2011), estos descriptores
resultan herramientas valiosas para identificar y clasificar genotipos con potencial

para futuros estudios o aplicaciones.

En el primer grupo del dendrograma molecular se observa una variacion notable
en los genotipos, ya que en lugar de Rs se encuentra Ra. Este resultado sugiere
una diferencia molecular significativa que podria estar influenciada por factores
genéticos especificos o por posibles errores en la clasificacion inicial. Por su
parte, el segundo grupo se caracteriza por la inclusion del genotipo Rvc, lo cual
indica que, a nivel molecular, Rvc es méas similar a Rs, a pesar de que ambas
especies no presentan caracteristicas morfolégicas tan parecidas. Esta
discrepancia resalta la importancia de complementar los analisis moleculares con
los morfolégicos para lograr una comprension mas precisa de las relaciones entre

los genotipos.

En el tercer grupo, se identificaron Rpar y Rt, que, al igual que en el dendrograma
morfoldgico, se encuentran formando el grupo cuatro. En este caso, se observé
una mayor concordancia entre las caracteristicas morfolégicas y moleculares, lo
gue genera interrogantes adicionales sobre las posibles relaciones entre estas
especies. Es particularmente interesante que el genotipo Rt provenga de
Veracruz, mientras que Rpar es originario de Chiapas, y que, segun lo indicado
por Lawrence (2012), Rpar también tiene su distribucion en el sur de Florida. Este
patrén sugiere la posibilidad de un flujo de genes entre especies de Rubus, lo
cual podria estar relacionado con el mecanismo de reproduccion de estas
plantas, tal como lo explicaron Dotor-Robayo et al. (2016). Estos hallazgos han
planteado nuevos retos para entender la dinAmica genética y la adaptacion de

las especies en diferentes regiones.

En el caso del cuarto grupo, se observO que Rn se encuentra aislada por

completo de los genotipos con los que previamente se habia agrupado en el
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dendrograma morfolégico. Esto sugiri6 que, a nivel molecular, Rn es
significativamente diferente de los demas genotipos cuando se utilizaron los
marcadores ISSR en el andlisis. Este hallazgo es consistente con lo reportado
por Miyashita et al. (2015), quienes destacaron que los ISSR son herramientas
ideales para estudios genéticos en especies poco exploradas o silvestres, como

es el caso de Rubus spp.

Un aspecto relevante de este andlisis es que, a diferencia del dendrograma
morfologico, aqui se agrupan en un mismo clado Rg, ARg y Re. Este resultado
concuerda con lo sefialado por Standley y Steyermark (1976), quienes
mencionaron la proximidad y relacion entre estas especies. A nivel molecular, los
datos obtenidos con los SSR utilizados en este estudio respaldaron dicha
relacion, y proporcionaron evidencia adicional de la similitud genética entre estos

genotipos.
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Figura 31. Dendrogramas de relaciones entre especies de Rubus obtenidos mediante A) andlisis

morfologico y B) analisis molecular. R. pringlei (Rpri), R. aff. liebmannii (ARI), R. aff. glaucus
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(ARg), R. eriocarpus (Re), R. adenotrichus (Ra), R. glaucus (Rg), R. sapidus (Rs), R. sp. Vigas

comercial (Rev), R. nieveus, R. trilobus (Rt) y R. parviflorus (Rp).

4.3.2 Prueba de Mantel

De acuerdo con la prueba de Mantel, se observé un consenso entre las matrices
de similitud obtenidas a partir de los datos morfolégicos y moleculares, reflejado
en un coeficiente de correlacion positivo de 0.585. Este valor indica que existe
una congruencia del 58 % entre las variables morfolégicas analizadas y los
marcadores ISSR utilizados en el estudio. Ademas, la prueba de distribucion t
arrojo un valor de 0.001, lo que respaldé la significancia estadistica de esta
correlacion. Estos resultados sugieren que ambos sistemas de marcadores,
cuando se emplean de manera combinada en el analisis, son herramientas
adecuadas para estudiar la estructura genética de las especies evaluadas, en

concordancia con lo indicado por Sedighi & Rahimmalek (2015).

Es importante destacar que este enfoque metodologico ha demostrado ser
funcional en el analisis de otras especies y variedades. Por ejemplo, ha sido
utilizado con éxito en el estudio de la diversidad genética de Citrus reticulata L.,
asi como en razas de maiz, tal como lo documentan Beyene et al. (2005) y Orduz-
Rodriguez et al. (2012). Estos antecedentes confirmaron la validez y aplicabilidad

de combinar datos morfolégicos y moleculares.

4.4 CONCLUSION

En conclusion, la combinacion de la caracterizacion morfolégica y molecular con
ISSR ofrece una estrategia robusta para comprender la complejidad genética y
la relacién entre genotipos en distintos contextos bioldgicos y asi estudiar la
diversidad genética de genotipos silvestres. Este enfoque integrado no solo
permitié identificar variaciones fenotipicas y genotipicas, sino que también
contribuy6 a la comprension de los mecanismos evolutivos y al desarrollo de
estrategias de conservacion mas efectivas. Los resultados reforzaron la
importancia de un enfoque multidisciplinar para abordar los retos taxonémicos de

las especies silvestres. Esta metodologia no sélo hace avanzar nuestra

91



comprension de la diversidad genética, sino que también apoya el desarrollo de

estrategias mas eficaces de conservacion y mejora genética.
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CONCLUSIONES GENERALES

La diversidad genética y la variacion morfologica dentro de Rubus spp. se
caracterizaron eficazmente con la combinacion de marcadores ISSR y SSR, y
mostré las fortalezas de las herramientas moleculares para resolver las

complejidades taxonémicas.

La variabilidad en los niveles de ploidia, que van de diploide a dodecaploide, pone
de relieve los mecanismos evolutivos y adaptativos que contribuyeron a la
diversidad del género. La poliploidia y la hibridacion se identificaron como

impulsores clave de la especiacién en Rubus spp.

Este enfoque integrado proporciondé una base sdlida para futuros estudios
destinados a conservar los recursos genéticos y desarrollar cultivares mejorados,
garantizando la sostenibilidad y el potencial econémico de Rubus spp. en

diversos sistemas agricolas.
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