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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE 47 ACCESIONES
DE ALCATRAZ (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng)

El alcatraz o cala es una planta ornamental originaria del sur de Africa. En México,
se cultiva principalmente el blanco o criollo y actualmente se cuenta con tres
variedades de alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L) K. Spreng) generadas como
flor de corte que representa un alto valor comercial en las zonas rurales de
México. El presente trabajo tuvo como objetivos la caracterizacion morfologica y
molecular de 47 accesiones de alcatraz provenientes de las localidades de La
Perla, Tuzantla y Elotepec pertenecientes al estado de Veracruz y el sitio de
Chapingo, del municipio de Texcoco, Estado de México. La caracterizacion
morfologica se llevé a cabo mediante la evaluacion in situ de 40 caracteres
morfoldgicos establecidos en la “Guia Técnica para la Descripcion Varietal de la
Cala” del SNICS. Los resultados obtenidos en las variables cuantitativas fueron
comparados mediante analisis multivariado, en el cual los valores propios
indicaron que la mayoria de los rasgos cuantitativos relacionados con longitud y
anchura del limbo, altura y longitud de la espata, longitud del peciolo y altura de
la planta, contribuyeron en mayor medida a la diversidad total del germoplasma,
mientras que en el caso de las variables cualitativas aquéllas relacionadas con el
color de la espata, el espadice y los tallos contribuyeron en mayor grado a la
variabilidad observada. Los marcadores morfolégicos detectaron diversidad
genética entre UBC’s y las diferenciaron mediante un andlisis de conglomerados
por dendrograma con el programa SAS/ STAT® version 9.4. La caracterizacion
molecular se llevé a cabo por medio de la amplificacion del ADN mediante PCR
con el uso de 22 marcadores tipo ISSR, obteniendo un polimorfismo general de
83.51 %. EIl andlisis de varianza molecular (AMOVA) (P < 0.0001) revel6 la
presencia de un grado significativo de variabilidad genética, en su mayoria
compartimentada dentro poblaciones de accesiones y un indice de informacion
de Shannon-Weaver (I) con un valor general de [1=0.69 entre las cuatro
poblaciones colectadas y analizados usando el software InfoGen®. Los
resultados obtenidos indican que los marcadores moleculares ISSR son
adecuados para identificar variacion intraespecifica en Z. aethiopica. El iniciador
ISSR2 aport6 el mayor contenido de informacion polimérfica por lo que resultd
ser el mas adecuado para la identificacion de genotipos.

Palabras clave: Z. aethiopica, accesiones, caracterizacion, ISSR, SNICS.



GENERAL SUMMARY

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 47
ACTIONS OF ALCATRAZ (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng)

The alcatraz or calla is an ornamental plant native to southern Africa. In Mexico,
itis cultivated mainly the white calla, as well as a landrace there are three varieties
of alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L) K. Spreng) grown in Mexico as a cut
flower. Which has a high commercial value in rural areas of Mexico. The present
research had as objectives the morphological and molecular characterization of
47 alcatraz accessions from the localities of La Perla, Tuzantla and Elotepec
located at Veracruz province and the site of Chapingo, in the municipality of
Texcoco, situate in State of Mexico. Morphological characterization was carried
out by in situ evaluation of 40 morphological characters established in the
"Technical Guide for the Varietal Description of Cala" of the SNICS. The results
obtained in the quantitative variables were compared by multivariate analysis, in
which the eigenvalues indicated that most of the quantitative traits related to blade
length and width, spathe height and length, petiole length and plant height,
contributed most to the total diversity of the germplasm, while in the case of
qualitative variables, those related to spathe color, spadix and stems contributed
the most to the observed variability. The morphological markers detected genetic
diversity among UBC's and differentiated them by means of a dendrogram cluster
analysis with the SAS/ STAT® version 9.4 program. Molecular characterization
was carried out by DNA amplification by PCR with the use of 22 ISSR markers,
obtaining an overall polymorphism of 83.51 %. The analysis of molecular variance
(AMOVA) (P < 0.0001) revealed the presence of a significant degree of genetic
variability, mostly compartmentalized within populations of accessions and a
Shannon-Weaver information index (1) with an overall value of 1=0.69 among the
four populations collected and analyzed using InfoGen® software. The results
obtained indicate that ISSR molecular markers are suitable for identifying
intraspecific variation in Z. aethiopica. The ISSR2 primer provided the highest
polymorphic information content and was therefore the most suitable for genotype
identification.

Key words: Z. aethiopica, accessions, characterization, ISSR, SNICS
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1 INTRODUCCION GENERAL

El alcatraz o cala de la familia Araceae originalmente tenia una distribucion
enteramente en el noreste y el sur de Africa. Sin embargo, luego de su
introduccién en Europa como plantas ornamentales en el siglo XVII, varias
especies se naturalizaron ampliamente en Europa, América, Oceania y Asia
(Cruz et al., 2001). Introducida en México durante la época colonial, se puede
encontrar en los bosques de pino-encino y mesofilos de montafia. Las especies
y los cultivares son muy apreciados y se cultivan con frecuencia como plantas
atractivas debido a sus vividas flores y hojas. La produccion de flores es una de
las actividades productivas mas diseminada en el medio rural (Trejo et al., 2014)
que se realiza sin excepcion en todas las regiones agroecoldgicas de México. La
megadiversidad existente genera un gran potencial para esa actividad, debido a
las condiciones climaticas favorables de algunas regiones (ASERCA, 2008). De
las especies del género Zantedeschia (Z. aethiopica, Z. odorata, Z. elliottiana y Z.
rehmannii) (He et al., 2020), en México se cultiva principalmente Z. aethiopica (L)
K. Spreng o alcatraz blanco siendo ésta la de mayor importancia. Sin embargo,

su conocimiento agrondmico es limitado (Cruz et al., 2008).

Los principales paises productores de alcatraz son: Estados Unidos de
Norteamérica, Nueva Zelanda, e Italia, donde se identifican bajo dos sistemas:
protegida o a cielo abierto, como ocurre en areas con clima templado (Wright &
Burge, 2000). En México, se cultiva principalmente el alcatraz criollo o blanco con
un valor de la produccién de 608,370 pesos (SIAP, 2018). Se produce en Baja
California Sur, San Luis Potosi, Oaxaca y Veracruz; en este ultimo forma parte
de la lista de cultivos de importancia comercial por ser muy apreciado en el
mercado nacional (SEFIPLAN, 2011; Trejo et al., 2014). Aunque México ocupa
el cuarto lugar del mundo en el area ornamental cultivada con 23,417 hectareas
con un 75 % a cielo abierto y un 25 % por ciento en invernaderos o viveros (UAM,
2016), no es uno de los paises mas importantes productores ni tampoco se

considera un generador de variedades o cultivos decorativos.



En la investigacion realizada por Trejo et al. (2014) mostraron que los resultados
obtenidos revelan que los productores estan buscando nuevas opciones para
obtener ingresos econémicos, pues se niegan a abandonar el cultivo de alcatraz.
Ademas del alcatraz criollo existen cultivares novedosos que cumplen con las
caracteristicas que exige el mercado nacional como las primeras variedades
mexicanas registradas ante el SNICS entre 2016 y 2021: ‘Deja Vu' (Cruz &
Torres, 2017), ‘Utopia’ y ‘Sublime' (Cruz & Hernandez, 2022). De esta forma, el
registro de nuevas variedades abre la posibilidad de competencia e innovacion
para los productores de alcatraces (UAM, 2016). Dado que hasta el momento no
hay antecedentes sobre caracterizacion molecular de germoplasma de
alcatraces en México, el objetivo de este proyecto fue realizar la caracterizacion
morfolégica y molecular de 47 colectas con el propésito de generar informacion

gue ayude en el desarrollo de un programa de mejoramiento genético del cultivo.

1.1 Objetivos
Objetivo General

Explorar la variabilidad morfolégica y molecular de 47 accesiones de

Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng

Objetivos Especificos
Caracterizar morfoldgica y molecularmente colectas de Zantedeschia aethiopica

(L.) Spreng.

Generar informacion que permita contribuir en el desarrollo de programas de

conservacion y mejoramiento genético de Zantedeschia aethiopica (L.).

1.2 Hipoétesis

La existencia de variabilidad morfoldgica en Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng,

demuestra la presencia de variabilidad genética entre accesiones.



2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Origeny distribucion

Las calas son monocotiledoneas ornamentales originarias del sur de Africa
(Gonzélez et al., 2003), el género Zantedeschia esta confinado a las zonas
templadas frias ubicadas en el continente africano (Sanchez, 2001), prosperando
en el sur (Cape Province, Orange Free State, Natal, Swaziland) pero también se
extiende entre Zimbabwe, Malawi, Zambia, Angola y Nigeria (Letty, 1973). El
nombre del género se dio en honor al botanico italiano Giovanni Zantedeschi por
el britdnico aleman Kurt Sprengel, y esta reconocida en el mundo con el nombre
de “Cala” del griego “Kalos” (“bonito”). También fue conocida con el nombre de
“Richardia” (Jacobs, 1997), otros de sus nombres comunes son: cartucho, aro de
Etiopia, lirio cala, o cala lili (Cruz et al., 2008). En México se cultiva en todo el
pais siendo una de las especies ornamentales mas populares. En forma silvestre
se puede localizar en la regién de bosque mesdfilo y a lo largo de canales de
riego (Vibrans, 2009).

2.2 Taxonomia

En la familia Araceae el género Zantedeschia involucra ocho especies de plantas
herbaceas perennes, todas con produccion de flores enormes y llamativas, por
lo que con frecuencia se plantan para flor de corte con fines estéticos (Slaughter
et al., 2012).

Sanchez (2001) describe la taxonomia del alcatraz de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Espermatophyta
Subdivision: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Monocotiledonae
Orden: Spadiciflorae
Familia: Araceae
Subfamilia: Philodendroidae
Tribu: Zantedeschieae



Género: Zantedeschia

Especies: (Z. aethiopica, Z. rehmannii, Z. jucunda, Z.
elliotiana, Z. petlandii, Z. albomaculata y Z.
odorata)

2.3 Caracteristicas y descripcién botanica

El género Zantedeschia fue citado por primera vez por Sprengel en 1826 y
revisado posteriormente por otros especialistas como Letty (1973) y Perry (1989)
(Chahin et al., 2000). El género Zantedeschia se ha dividido en dos grupos de
acuerdo con caracteristicas tales como su 6rgano de reserva, persistencia del
follaje, época de floracion (Snijder & Tuyl, 2002; Torres, 2013), morfologia,
habitos de crecimiento y adaptacion a diferentes condiciones climaticas
(Armitage, 1993; Torres, 2013; Wei et al., 2017). La seccion Zantedeschia
comprende Unicamente a Z. aethiopica (alcatraz blanco), especie perenne cuyo
hébitat natural son zonas humedas donde permanece siempre verde (Snijder &
Tuyl, 2002), mientras que la seccion Aestivae esta formada por los alcatraces de
color como Z. rehmmanni, Z. elliottiana, Z. albomaculata, Z. jucunda, Z. pentlandii
y Z. odorata (Wei et al., 2017). El follaje de estas especies sufre senescencia
completa después del verano y no toleran suelos con exceso de humedad
(Snijder & Tuyl, 2002).

Z. aethiopica posee raices carnosas, adventicias, ramificadas provenientes de un
rizoma del cual parten hojas y pedunculos florales (Vibrans, 2009), las raices
principales son blancas, gruesas y simples (Sanchez, 2001). El tallo es un rizoma
tuberoso del cual surgen hojas arrosetadas, tiene un habito de crecimiento
simpoddico con yemas dominantes que emergen primero de los rizomas
produciendo tallos primarios (Paredes, 2006). Presenta limbos acorazonados,
con una longitud de 28 a 60 cm y una anchura de 5 a 25 cm soportado por un
peciolo esponjoso de 30 a 100 cm de largo (Torres, 2013); la base es una vaina
membranosa, pudiendo tener manchas claras o poco apreciables. Las hojas
pueden presentar puntos traslicidos, un fendbmeno conocido como maculacién
(Jacobs, 1997; Torres, 2013).



El tallo floral carnoso da origen a una inflorescencia rodeada por su espata
(Jacobs, 1997). La parte decorativa llamada espata envuelve un espadice, eje
donde estan ubicadas las flores verdaderas. Segun Salinger (1991) y citado por
Torres (2013) el espéadice tiene flores masculinas en la parte superior y femeninas
por debajo de éstas y las flores son unisexuales y carentes de perianto (Sanchez,
2001). Los frutos son bayas que se tornan color naranja, suaves y mucilaginosos
cuando maduran, la parte superior de la espata se marchita mientras la parte
inferior se mantiene verde, las semillas de Zantedeschia son coriaceas,
subglobosas u ovoides, a menudo comprimidas y cada fruto contiene de 1 a 12
semillas (Letty, 1973). Se reproduce por semillas y por rizomas, lo que facilita su

establecimiento en nuevas zonas (DEPI, 2012; Tenorio, 2014).

2.4 Importancia econémicay produccién de alcatraz

A nivel mundial los paises productores de alcatraz son: Estados Unidos de
Norteamérica, Nueva Zelanda, e Italia. La produccién puede ser bajo dos
sistemas, protegida o a cielo abierto, como ocurre en &reas con clima templado
(Wrigth & Burge, 2000).

Los principales estados productores en México son Baja California Sur, Colima,
Chiapas, Jalisco, México, Oaxaca, Puebla, y Veracruz (Cruz & Hernandez, 2022).
La entidad principal es el estado de México con una superficie cosechada de
6,055 hectareas con un rendimiento de 58 320 tallos florales y un valor de la
produccion de $ 753 300.00 (Villegas, 2021). Puebla siembra 4,033 hectareas y
Morelos 1,494 hectareas. Para el 2018 México cultivaba principalmente el
alcatraz criollo o blanco con un valor de la produccion de 608,370 pesos (SIAP,
2018).

Los alcatraces tienen una gran demanda en los mercados mexicanos e
internacionales, ya que su produccion puede generar ingresos adicionales para

los agricultores que viven en regiones tropicales (Cruz et al., 2008).



Las variedades que muestran distintas tonalidades de color resultan mas
atrayentes a los consumidores que buscan cultivares vistosos con flores
llamativas (UAM, 2016).

En la actualidad el alcatraz y sus hibridos son muy valorados en el mercado
nacional, por lo que, al introducir nuevas variedades alcatraz de varios colores se
aguarda que produzca un nuevo mercado de exportacion (Leszcyfiska & Borys,
2002; Macias, 2017). De esta forma, el registro de nuevas variedades abre la
posibilidad de competencia e innovacion para los productores de alcatraces.
(UAM, 2016).

2.5 Panorama comercial

La produccion de flores es una de las actividades productivas mas diseminadas
en el entorno rural realizada sin excepcién nuestro pais. (Trejo et al., 2014). La
mega diversidad existente en México es un gran potencial para la actividad,
debido a las condiciones climéticas favorables de varias regiones (Trejo et al.,
2014). El género Zantedeschia ofrece una amplia diversidad de usos extensos
para industrias ornamentales como flor de corte, para produccién en maceta o

para jardin y es preferida por los floristas debido a los colores de sus espatas.

En México se cultiva principalmente a cielo abierto el alcatraz blanco
(Zantedeschia aethiopica (L) K. Spreng) o criollo, en ambitos templados y
hamedos, por lo que la experiencia en otros cultivares es limitada (Cruz et al.,
2008). Debido a la alta demanda en los mercados mexicanos e internacionales,
su produccion puede generar ingresos adicionales para los agricultores (Cruz et
al., 2008).
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Por lo que el uso de nuevas variedades mexicanas como “Deja Vu”, “Utopia” y
“Sublime” mejoraria las posibilidades competitivas e innovadoras de los
productores de alcatraz (UAM, 2016). Con el objetivo de contribuir al desarrollo
socioecondémico de las poblaciones rurales y el posicionamiento de México en la
obtencion de nuevas variedades con colores de espata mas vistosos mediante el
mejoramiento genético del alcatraz para la obtencion de nuevas variedades
mejoradas, es conveniente caracterizar morfolégica y molecularmente las
distintas colectas de que se dispone a la fecha estrategia que podria permitir la
identificacion de algunas accesiones que pudieran explotarse directamente como
nuevas variedades o bien como base para desarrollar un programa de

mejoramiento genético.

2.6 Mejoramiento genético en Zantedeschia

En los dltimos afos, los programas de mejoramiento genético de paises como
Holanda, Nueva Zelanda y Australia, han dado origen a numerosos hibridos y
cultivares con una amplia gama de colores, tamafios y presentaciones para el

cultivo en macetas y flor de corte (Hernandez, 2013; Zamorano, 2009).

Dentro del grupo perenne los cultivares mas vistosos de Z. aethiopica son “Green
Goddess”, “Green Desire”, “Red Desire” y “Hércules”. “Green Desire” fue
producida en Holanda por la compafiia Hoff Quality First y es muy similar a
“Green Goddess”, que ya no paga regalias (Villegas 2021). Esa misma compafia
desarroll6 “Red Desire”, el cual presenta tonos rosados. Por su parte “Hércules”,
variedad registrada en Estados Unidos es un cultivar sumamente vigoroso que
puede alcanzar hasta 1.80 m de altura (Villegas 2021).



La variedad de alcatraz “Deja Vu” es la primera registrada en México ante el
Sistema Nacional de Certificacion e Inspeccion de Semillas, con titulo de obtentor
namero 1478 (Cruz & Torres, 2017), pero también se dispone de las variedades
“Utopia” (Universidad Auténoma Chapingo, registro de obtentor niumero 2720) y
“Sublime”, generada en Huatusco, Veracruz, México, con constancia de
presentacion ante la Secretaria Técnica del SNICS (Servicio Nacional de
Inspeccion y Certificacibn de Semillas) (SADER) con el niamero CP 2793.
Obtenida en Elotepec, municipio de Huatusco, Veracruz (Cruz & Hernandez,
2022), este desarrollo tecnoldgico fue el resultado de la busqueda de accesiones
con colores de espata muy vistosos con gran potencial para su comercializacion
(UAM, 20186).

A nivel mundial Nueva Zelanda es el pais que desarrolla el programa de
mejoramiento de calas o alcatraces caducifolios de mayor relevancia. Los
cultivares de Zantedeschia aethiopica perennifolios, grupo al que pertenece la
variedad “Deja Vu” han sido desarrollados en Holanda y Estados Unidos (Cruz &
Torres, 2017).

2.7 Caracterizacion de germoplasma

Las variedades cultivadas se caracterizan por una alta variabilidad morfolégica y
genética y presentan una gran cantidad de sin6nimos y homoénimos. Esto
requiere la introduccion de un sistema rapido y preciso para la identificacion de
variedades. En el pasado, el reconocimiento de los cultivares se basaba
Unicamente en el andlisis de los rasgos morfoldgicos, sin embargo, estos estan
muy influenciados por las condiciones ambientales, por lo que a lo largo de los
afios se desarrollaron varios métodos basados en el andlisis de ADN, que

permitieron una identificacion varietal mas precisa y confiable (Sion et al., 2021).



2.7.1 Caracterizacion morfologica

La caracterizacion morfologica de los recursos genéticos se refiere al proceso
mediante el cual las accesiones se identifican univocamente a través de una
descripcion sistematica de los caracteres morfoldgicos.Los rasgos deben tener
una alta heredabilidad y poder de discriminacion tanto a nivel taxonGmico como
agronomico, y deben ser claramente distinguibles, facilmente registrables y

expresados de manera exacta y uniforme (Ganino et al., 2006).

En 2001 la Unidn Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales
(UPQV) proporciond una lista de referencia de marcadores para una metodologia
estandarizada de recopilacion de datos. Estas directrices de examen se aplican
a todas las variedades de multiplicacion vegetativa de Zantedeschia Spreng de
la familia de las araceas (UPOV, 2001). Los descriptores morfolégicos siguen
siendo la base para una primera identificacion varietal, pero su dependencia de
las etapas de desarrollo de la planta, las técnicas de cultivo y otros factores
ambientales han llevado progresivamente a que €stos se usen en combinacion
con las técnicas de analisis de ADN, las cuales se han vuelto esenciales en el
estudio de la diversidad genética en diversos cultivos (Rossi et al., 2020). Hoy en
dia, los marcadores moleculares resueltos a través de plataformas automaticas
se han vuelto particularmente importantes en el analisis de mapeo de

poblaciones, estudios de asociacion y enfoques de genética funcional.

2.7.2 Caracterizacion molecular

La diversidad genética de una especie puede medirse de diferentes formas, la
mas comun es mediante descriptores morfoldgicos. No obstante, las condiciones
ambientales influyen en la manifestacién de ciertos caracteres fenotipicos como
el color de los tallos y flores, se puede interpretar errobneamente como variabilidad
genética dentro de una especie, cuando lo que realmente sucede es una
adaptacion diferencial entre poblaciones (Marshall et al., 2001). Con frecuencia
estos marcadores sélo es posible evaluarlos a nivel de toda la planta y cuando

esta llega a su estado adulto (Phillips et al., 1995).



Por otro lado, gracias a los avances en la biologia molecular se han desarrollado
meétodos de identificacion y caracterizacion basados en el uso de marcadores
moleculares que supera en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de los
métodos tradicionales. Estos marcadores moleculares son fenotipicamente
neutros, presentan mayor segregacion o polimorfismo que los morfologicos
(Kessel, 2008), pueden ser evaluados desde los primeros estados de desarrollo
de las plantulas, pueden ser aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son
independientes de la época del afio en que se realiza el andlisis, permiten la
identificacion correcta de la variedad sin necesidad de muchos caracteres y estan

libres de los efectos epistaticos (Azofeifa, 2006; Kessel, 2008).

2.7.2.1 Marcadores moleculares

Un marcador molecular o de ADN es la diferencia en la secuencia de nucleoétidos
de ADN entre organismos o especies individuales, que estd cerca o
estrechamente vinculada a un gen objetivo que expresa un rasgo. Por lo general,
el gen objetivo, el rasgo expresado o la funcion biolégica y el marcador molecular
estrechamente vinculado asociado se heredan juntos (Collard et al., 2005).

La ubicacién gendmica especifica del marcador molecular dentro de los
cromosomas denominada locus o loci puede ser conocida o desconocida. Cabe
sefalar que los marcadores moleculares o de ADN no influyen en los rasgos
asociados con la expresion o funcién del gen o genes vinculados (Reddy et al.,
2021). Los marcadores de ADN pueden ser utiles para indicar las diferencias
genotipicas individuales en especies iguales o diferentes, si existen diferencias
denominadas polimorfismos en las secuencias de nucle6tidos del marcador entre
individuos o especies (Lincoln et al., 2018). Generalmente los polimorfismos de
marcadores en los organismos son causados por mutaciones puntuales que
surgen de sustituciones de un sélo nucleétido, reordenamientos que implican
inserciones o eliminaciones, duplicacion de secciones de ADN, translocaciones
e inversiones, asi como errores en la replicacion del ADN que se repiten en

tandem (Selvakumari et al., 2017).
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Las sefiales de marcadores moleculares que se utilizan para revelar diferencias
genotipicas entre individuos se denominan marcadores polimérficos. Por otro
lado, los marcadores de ADN que no pueden usarse para diferenciar entre
genotipos se denominan marcadores monomorficos. Un marcador molecular
ideal también debe ser altamente polimorfico, co-dominante en expresion para
permitir una discriminacion efectiva entre homocigotos y heterocigotos, debe ser
altamente reproducible y ser posible compartir los datos generados entre
laboratorios (Kordrostami & Rahimi, 2015). Los marcadores de ADN se clasifican
en varias clases segun el método de deteccion: hibridacion, reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y marcadores moleculares dependientes de la secuencia
de ADN (Mullis et al., 1986). Se han comparado algunas caracteristicas

sobresalientes de los principales marcadores moleculares (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparacion de algunas caracteristicas sobresalientes de las
principales técnicas de marcadores moleculares.

acador e Modode  Espeeioad | Mdie | eproducida
RFLP No Codominante Si Medio bajo Alto
RAPD Si Dominante No Altura media Bajo
SCAR Si Codominante Si Alto Alto
AFLP Si Dominante No Alto Medio
SSR Si Codominante Si Alto Alto
ISSR Si Dominante Si Alto Medio
CpSSR Si Codominante Si Bajo Alto
SAMPL Si Codominante Si Alto Alto
SRAP Si Dominante No Altura media Bajo
SSCP Si Codominante Si Alto Alto
CAPS Si Codominante Si Alto Alto
SNP Si Codominante Si Extrem;f[joamente Alto
DArT No Dominante Si Alto Alto
EST Si Dominante Si Alto Alto
STS Si Codominante Si Alto Alto
RAMP Si Codominante Si Alto Alto

Elaboracion propia con base en los datos de Nadeem et al. (2018).
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Las técnicas de marcadores moleculares bien establecidas, como son los
marcadores de ADN amplificado arbitrariamente (AAD), el polimorfismo de
longitud de fragmento amplificado (AFLP), la repeticion de secuencia inter simple
(ISSR) y el ADN polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD), son mas
populares y se utilizan ampliamente en la gendmica vegetal (Amiteye, 2021).
Actualmente se dispone de una amplia diversidad de métodos de marcadores
moleculares para genotipificar una variedad de genomas de plantas. Los
marcadores moleculares o de ADN se utilizan cada vez mas en estudios
genomicos basicos y fitomejoramiento aplicado (Cuadro 2). Las consideraciones
para decidir sobre el marcador molecular particular a utilizar se basan en la
especie de planta a estudiar, el objetivo del trabajo de investigacion y la

disponibilidad de los recursos necesarios.

Cuadro 2. Aplicaciones de marcadores de ADN para la mejora en diversas
especies vegetales.

Aplicacion de Marcador
marcadores molecular Especies de plantas Referencias
moleculares utilizado
Diversidad DAIT; ISSR Maiz (Zea Badu-Apraku et al.
genética, huellas y RAPD; mays); Ricino (2021); Kim et al.
dactilares de ADN CDDP; (Ricinus (2021); Igwe et al.
y conservacion de RAPD; communis); Musa L. (2021); Tilwari y
germoplasma ISSR: SSR (Muséceas); Gloriosa Sharma  (2021);
y ISSR superba; arroz Mazumdar et al.
(Oryza sativaL.): (2020), He et al.
cala  Zantedeschia (2020), (Zhang et
spp.) y cala al. 2009; Zhen &
Zantedeschia spp.) XU, 2013).
Evaluacion de la SSRy SNP; Algodon (Gossypium Geng et al. (2021);
heterosis en la cria AFLP, hirsutum); maiz (Zea Esan et al. (2021);
RAPD y mays); trigo (Triticum Tomkowiak et al.
SSR; SNP; aestivum); arroz (2020); Nie et al.
ESTy SSR (Oryza sativa) (2019); Pavani et

al. (2018).
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Aplicacion de Marcador
marcadores molecular Especies de plantas Referencias
moleculares utilizado
Identificacion de SSR Maiz (Zea mays) Radi et al. (2020).
plantas
haploides/diploides
Andlisis de SNP; SNP; Ricino; Arroz (Oryza Wang et al. (2021);
segregantes a SSR sativa); Soya Yang et al. (2021);
granel (Glycine max) Sreenivasa et al.
(2020)
Seleccion asistida SSR; Yuca (Manihot Olasanmi et al.
por marcador SRAP; esculenta); camelia (2021); Feng et al.
oleifera (2020).
Mapeo genético y SNP; SSR; Algodon (Gossypium Feng et al. (2021);
fisico SNP; SSR  hirsutum); céartamo Jegadeeswaran et
(Carthamus al. (2021);
tinctorius); Feijoa Quezada et al.
(Acca sellowiana); (2021), Adjebeng
Yuca (Manihot et al. (2020).
esculenta)
Mapeo y SSR y Algodén (Gossypium Hou et al. (2021);
caracterizacion de AFLP; SSR; hirsutum); Capsicum Li et al. (2021);
QTL ISSR; SNP  annuum y C. Olatunji y Afalayan
frutescens; (2019);
melocoton  (Prunus Rawandoozi et al.
persica); trigo (2021), Asif et al.
(Triticum aestivum) (2020).
Mapeo de SSR; SSR; Maiz (Zea mays); Jha et al. (2021);
asociaciones SNP Garbanzo (Cicer Kim et al. (2021);
arietinum); Maiz (Zea Lopezetal. (2021).
mays)
Retrocruzamiento  SNP; ESTy Arroz (Oryza sativa); Chen et al. (2017);
asistido por SNP Caupi (Vigna Batieno et al.
marcadores unguiculata) (2016).
Identificacion RSS; ESTy Citricos (Citrus Guzman et al.
hibrida SSR aurantifolia y Citrus (2017); Zhao et al.
limon); Elymus (2017).
sibiricus

Elaboracion propia con base en los datos de Amiteye (2021).
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Cuando varios marcadores moleculares se asocian inequivocamente con un
rasgo genético, se dice que forman un QTL (loci de rasgos cuantitativos o
cuantificables) (Claros, 1998). Un marcador molecular monomoérfico es invariable
en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso
molecular, actividad enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es
polimorfico (Claros, 1998). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por
su capacidad de detectar polimorfismos en loci Gnicos o mdltiples y son de tipo
dominante o codominante (Ferreira, 1998; Rodriguez et al., 2019). Ademas,
reducen el tiempo de identificaciébn de genotipos con caracteristicas asociadas a
dichos marcadores genéticos sin necesidad de esperar su madurez y prueba en
ambientes diferentes, actualmente se consideran una herramienta
complementaria para los programas de mejoramiento genético (Valadez & Kabhl,
2005).

2.7.2.2 Inter Secuencias Simples Repetidas (ISSRs, Inter Simple Sequence
Repeats)

Los ISSR’s amplifican fragmentos que se ubican entre las repeticiones de
secuencias simples (simple sequence repeats o SSR’s), también llamadas
microsatélites (Munive et al., 2014). Los ISSR son secciones gendmicas
flanqueadas por secuencias repetidas simples o0 secuencias de
microsatélites. Las secuencias de microsatélites son regiones gendmicas que
consisten en motivos de secuencias simples de ADN cortas, generalmente de
tamafo di-, tri- y tetra- o penta-nucleétidos, repetidas varias veces en tandem
(Figura 1). Los ISSR son ubicuos y se distribuyen aleatoriamente por todo el
genoma. El sistema de marcadores ISSR se basa en la generacion de
marcadores multilocus a través de la amplificacion por PCR de regiones
genodmicas flanqueadas en cada extremo por secciones repetidas de
microsatélites idénticos que estan orientados de manera opuesta. El tamafio de
la secuencia de nucleotidos de ADN intermedia entre los microsatélites debe
estar dentro de un rango de tamafio que practicamente permita una amplificacion
por PCR exitosa (Sarwant et al., 2016).
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5 GTAAGGGTGGmm
== CATTCCCACC
GGACCCTTAC sy
3w CCTGGGAATG
b)
5 TGTGTGTGTGTGTG =
== NNACACACACACACAC

CACACACACACACANN mulpy-
3w GTGTGTGTGTGTGT

Figura 1. Principio béasico de los RAPD’s (A) e ISSR’s (B). Las flechas sefialan la direccion de
sintesis de la cadena durante la reaccién de la PCR; el fragmento amplificado esta representado
a un lado de las cadenas originales. En (B) se han incluido dos nucleétidos suplementarios
arbitrarios en el extremo 5’ del iniciador. Elaboracion propia con base en los datos de (Munive et
al., 2014).

A diferencia de muchos otros sistemas de marcadores, la reaccion ISSR-PCR es
una amplificacion por PCR de un sélo iniciador (Sharafi et al., 2017). Los
iniciadores ISSR suelen tener un tamafio de entre 15 y 30 bases y estan
disefiados para comprender secuencias de ADN simples repetitivas que se
dirigen a secciones de microsatélites gendmicos. En el analisis ISSR, los
iniciadores utilizados pueden ser no anclados o anclados en el extremo 3' 0 5'. El
ancla del iniciador normalmente se compone de 1 a 4 nucleétidos degenerados
gue se superponen a las secuencias de microsatélites flanqueantes (Sharafi et

al., 2017).

Un perfil de reaccion de PCR de contacto que cubra el rango de temperaturas de
hibridacién de 45 a 60 °C ayuda a evitar tener que probar varias temperaturas
diferentes con iniciadores ISSR que son dificiles de optimizar con el método de
PCR estandar. Los ISSR son altamente confiables debido a la alta temperatura

de hibridacion y los productos de secuencia mas largos (Yadav et al., 2019).

15



Los productos de ADN de ISSR-PCR se perfilan mediante electroforesis en gel
de agarosa o poliacrilamida y se visualizan bajo iluminaciéon con luz
ultravioleta. Las bandas se registran como presentes o ausentes en funcién de
tamafos particulares. Los marcadores ISSR son altamente polimorficos y se
caracterizan como marcadores dominantes (Yadav et al., 2019). Para los
marcadores moleculares del tipo dominantes, como RAPDs, AFLPs o0 ISSRs, los
datos comunmente se codifican como binarios (1 indica presencia y 0 ausencia
de bandas o productos de amplificacion relacionados a cada marcador) (Balzarini
et al., 2010).

Los ISSR son simples, técnicamente més faciles, menos exigentes de realizar y
de bajo costo en comparacién con otros sistemas de marcadores dominantes. La
principal ventaja de los ISSR es que no se necesita un conocimiento previo de
las secuencias de ADN para definir las secuencias de los iniciadores. Ademas,
la aplicacién de PCR hace posible que sélo se utilice una pequefia cantidad de
ADN en los procedimientos analiticos ISSR. Por lo general, de 10 a 50 ng de ADN
de buena calidad son suficientes para cada reaccion (Padmakar et al., 2015).
Los marcadores ISSR proporcionan datos altamente polimérficos y Utiles para
muchos objetivos de investigacion. ISSR se ha aplicado para generar informacién
valiosa en especies estrechamente relacionadas o distantes en estudios de
diversidad genética y filogenia, mapeo del genoma y biologia evolutiva (Thakur
et al., 2016).

2.7.3 Agrupamiento de genotipos

La informacion sobre la estructura de las colecciones de germoplasma es de gran
importancia tanto para la conservacién como para la utilizaciéon de los recursos

genéticos recolectados en los bancos de germoplasma.
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Debido a la naturaleza diversa de los materiales de los bancos de germoplasma
(variedades locales, lineas seleccionadas de las variedades locales, lineas de
mejoramiento é€lite, variedades liberadas, parientes silvestres y reservas
genéticas de diferentes areas de origen), éstos proporcionan toda la diversidad
alélica relevante necesaria para el mejoramiento de plantas (D hoop et al., 2010).
La determinacion de las estructuras genéticas de las colecciones de
germoplasma también es un aspecto importante de los estudios de asociacion
(Wang et al., 2005).

En el pasado, la determinacion de la estructura genética de las colecciones de
germoplasma se realizaba principalmente utilizando métodos estadisticos
multivariados tradicionales, como el andlisis de conglomerados, el analisis de
componentes principales y el escalado multidimensional, generalmente basados

en datos agronomicos (Peeters & Matrtinelli, 1989).

En los ultimos afios, se han desarrollado muchos métodos nuevos especialmente
para estudiar la estructura en poblaciones naturales utilizando marcadores
moleculares, por ejemplo, STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), PCA (Patterson
et al., 2006) y PCO-MC (Reeves & Richards 2009). Estos métodos también se
pueden utilizar para estudiar la estructura genética en colecciones de
germoplasma.Sin embargo, el agrupamiento jerarquico tradicional sigue siendo
un método muy popular para estudiar la diversidad genética en especies de
cultivos (D hoop et al., 2010).

Su popularidad se deriva del hecho de que requieren poco tiempo de
computadora en comparacién con otros métodos, hay disponibles muchos
paguetes estadisticos generales, se usan con frecuencia en diferentes tipos de
aplicaciones y son faciles de entender. Ademas, no requiere suposiciones
genéticas como Hardy-Weinberg o equilibrio de ligamiento. El agrupamiento
jerarquico requiere decisiones sobre la medida de distancia, el algoritmo de

agrupamiento y la evaluacién de dendrogramas, entre otros.
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La mayoria de las evaluaciones del desempefio de los métodos de agrupamiento
jerarquico se basaron en conjuntos de datos de tamafo limitado (Milligan &
Cooper, 1985). De la literatura sobre la determinacion de la estructura de las
colecciones de germoplasma vegetal, los métodos de agrupamiento mas
populares son el método de grupos de pares no ponderados con media aritmética
(UPGMA) (Sokal & Michener, 1958) y el método de varianza minima de Ward
(Ward, 1963).

Las diferencias entre los algoritmos de agrupamiento jerarquico radican
principalmente en como se definen las distancias entre pares de objetos o
agrupaciones. En UPGMA, la distancia entre dos conglomerados se define como
la media no ponderada de las distancias entre todos los pares de accesiones,
una de cada conglomerado. En cada paso, se unen los dos grupos mas
cercanos. Ward emplea el enfoque de analisis de varianza (ANOVA) para
calcular las distancias entre grupos (Lance & Williams, 1967). Para cada par de
conglomerados, se calcula la suma de las desviaciones al cuadrado entre cada
accesion y el centro del nuevo conglomerado (suma de los cuadrados del error)
y se fusiona el par de conglomerados que produce la suma de los cuadrados con
el error méas bajo. En otras palabras, en cada paso en el proceso de agrupamiento
se considera el efecto de la union de cada posible par de agrupamientos, y se
unen los dos conglomerados que producen el menor incremento en la suma de
cuadrados del error. Cabe sefialar que tanto UPGMA como Ward utilizan la
formula de recurrencia de Lance y William (Lance & Williams, 1967) para operar

directamente sobre cualquier matriz de distancia.
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3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE 47 ACCESIONES DE
ALCATRAZ (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng)

3.1 RESUMEN

La obtencién de informacion sobre caracterizacién, relacién entre genotipos y
diversidad genética de alcatraz (Z. aethiopica) es importante en la conservacion
del reservorio genético para su uso en programas de mejoramiento genético y
utilizacién de los recursos genéticos de la especie. La caracterizacion morfolégica
apoya la seleccion de caracteres de interés comercial o de rasgos morfoldgicos
estéticos para mejorar su presentacion en el mercado. El objetivo del presente
trabajo fue caracterizar in situ 47 accesiones de alcatraz cultivadas en los estados
de Veracruz y México con ayuda de la guia descriptiva UPOV 2001, a través de
19 caracteres cuantitativos y 20 cualitativos en escala nominal. Mediante el
analisis de componentes principales (PCA), se determind que los primeros cinco
componentes de rasgos cuantitativos explicaron el 79.46 % de la variacion
observada mientras que para los caracteres cualitativos los primeros cinco
componentes explicaron el 78.52 % de la variacion observada. Los valores
propios indicaron que los caracteres relacionados con longitud y anchura del
limbo, altura y longitud de la espata, longitud del peciolo y altura de la planta,
contribuyeron en gran medida a la diversidad total del germoplasma
caracterizado. Mientras que los caracteres cualitativos relacionados con el color
de la espata, espadice y tallos fueron los que contribuyeron en mayor medida.
Los marcadores morfolégicos detectaron diversidad genética entre UBCs y
fueron capaces de diferenciar las accesiones mediante un andlisis de
agrupamiento representado en un dendrograma. Las accesiones se agruparon
en cinco y siete grupos o patrones poblacionales, segun los rasgos cuantitativos
y cualitativos, diferenciadas principalmente por las condiciones climaticas en las
cuales prosperan. Las accesiones de Z. aethiopica (L.) Spreng, originarias del
centro-oriente de Veracruz y Edo. de México analizadas en este estudio
presentaron alta variabilidad morfolégica, lo cual muestra el potencial de
germoplasma y un inicio para establecer estrategias de un programa de
mejoramiento geneético.

Palabras clave: Alcatraz, caracterizacion, rasgos morfolégicos, multivariado,
conglomerados.
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3.2 ABSTRACT

Obtaining information on characterization, relationship between genotypes and
genetic diversity of calla lily (Z. aethiopica) is important in the conservation of the
genetic reservoir for use in genetic improvement programs and utilization of the
genetic resources of the species. Morphological characterization supports the
selection of characters of commercial interest or aesthetic morphological traits to
improve market presentation. The objective of the present work was to
characterize in situ 47 calla lily accessions grown in the states of Veracruz and
Mexico with the help of the UPOV 2001 descriptive guide, through 19 quantitative
and 20 qualitative characters on a nominal scale. By means of principal
component analysis (PCA), it was determined that the first five components of
guantitative traits explained 79.46 % of the observed variation while for qualitative
traits the first five components explained 78.52 % of the observed variation. The
eigenvalues indicated that characters related to blade length and width, spathe
height and length, petiole length and plant height contributed largely to the total
diversity of the characterized germplasm. While qualitative characters related to
spathe color, spadix and stems were the major contributors. Morphological
markers detected genetic diversity among UBCs and were able to differentiate
accessions by a clustering analysis represented in a dendrogram. The accessions
were grouped into five and seven clusters or population patterns, according to
quantitative and qualitative traits, differentiated mainly by the climatic conditions
in which they thrive. The accessions of Z. aethiopica (L.) Spreng, originating from
central-eastern Veracruz and Edo. de México analyzed in this study showed high
morphological variability, which shows the germplasm potential and a beginning
to establish strategies for a genetic improvement program.

Key words: Calla lilly, characterization, morphological traits, multivariate,
clustering.
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3.3 INTRODUCCION

Zantedeschia, comunmente conocida como alcatraz, cartucho o cala, es una de
las plantas ornamentales mas embleméticas del mundo. En la familia Araceae, el
género Zantedeschia contiene ocho especies de plantas herbaceas, perennes y
con flores que son autéctonas del sur de Africa, desde Malawi hasta Sudafrica
(Funnell et al., 2006). Es un género de la familia Araceae, con ocho especies en
dos secciones: seccion Zantedeschiacon dos especies blancas (Z.
aethiopica Spreng. yZ. odorata Perry.) que florecen a fines del
invierno/primavera, con preferencia a las zonas pantanosas de temperaturas mas
calidas habitats y seccion Aestivae con seis especies de calas que florecen en el
verano, en su mayoria de colores, que habitan en ambientes montafiosos de
temperatura fria y presentan senescencia invernal completa (Z.
albomaculata Balill., Z. elliottiana Engl., Z. jucunda Letty., Z. pentlandii Wittm., Z.
rehmannii Engl. y Z. valida Singh) (Wei et al., 2017).

Las diferencias morfolégicas y bioquimicas resultan de las distintas presiones
ecologicas, tanto biéticas como abibticas, en el habitat natural de cada grupo
de Zantedeschia. (Davidsson et al., 2013). Cada planta en la naturaleza debe
tener rasgos morfologicos y anatomicos Unicos. Las plantas pertenecientes a un
mismo género presentaran variaciones morfolégicas y anatémicas, asi como
distintas edades, o mas concretamente, cuando alun no estdn maduras. Este
fenédmeno ocurre como resultado del crecimiento y desarrollo imperfecto integral
de las estructuras morfolégicas y anatomicas de las plantas jovenes. La
identificacion de rasgos morfoldgicos y anatémicos también podria ser un intento

de determinar a qué género deberian pertenecer las plantas (Sarjani et al., 2017).

La evaluacion de la diversidad genética es un componente esencial de la
caracterizacion y conservacion del germoplasma para identificar padres
potenciales para un programa de mejoramiento (Friedt et al., 2007). Por lo tanto,
es crucial aclarar las relaciones genéticas y la estructura de la poblacién entre los

germoplasmas de alcatraces.
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La caracterizacion de diferentes rasgos morfolégicos es el primer paso para
describir y clasificar germoplasmas de varios cultivos (Balduzzi et al., 2017). Para
elegir los progenitores y sus progenies, es necesario un documento de
caracteristicas  morfologicas para caracterizar y  categorizar los
germoplasmas. Comprender la variabilidad fenotipica proporcionada por varias
caracteristicas morfolégicas y agrondmicas, es crucial para la conservacion, las
estrategias de mejoramiento, el desarrollo y la comercializacibn de nuevas
variedades (Gongalves et al., 2008). La eleccion de caracteristicas morfologicas
apropiadas también es necesaria para conservar y utilizar los recursos genéticos
(Giraldo et al., 2010).

Los enfoques de analisis multivariado pueden ayudar a determinar la diversidad
genética y clasificar los germoplasmas (Uyeda et al., 2015). Entre estas técnicas,
el andlisis de componentes principales (PCA) es un enfoque estadistico para
categorizar muchas variables en variables primarias no correlacionadas. El PCA
se puede emplear para identificar las caracteristicas del germoplasma, visualizar
las diferencias y relaciones de los individuos y evaluar su contribucion a la
variacion total (Martinez et al., 2008; Singh et al., 2016). Ademas, el analisis de
conglomerados jerarquicos se puede utilizar para categorizar y organizar el
germoplasma (Aghaei et al., 2008; Karimi et al., 2009)

Es de gran importancia caracterizar para la domesticacion y recoleccion de los
genotipos élite y promisorios de especies ornamentales con potencial de alto
impacto social-econémico. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
analizar las accesiones de alcatraz en funcion de sus caracteristicas morfolégicas
cualitativas y cuantitativas utilizando herramientas de analisis multivariadas e

identificar germoplasmas divergentes y superiores.
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3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Caracterizaciéon de material vegetal

Se caracterizaron 47 accesiones in situ de alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng), en los estados de Veracruz y Edo. de México (Cuadro 3). Los materiales
caracterizados se agruparon en 4 areas ecologicas (Cuadro 4). La poblacion A
abarca 5 individuos silvestres caracterizados en el municipio de La Perla; la
poblacion B incluye 16 individuos caracterizados en la localidad de Tuzantla, en
La Perla, Veracruz. La poblacion C corresponde a 22 individuos caracterizados
en el municipio de Huatusco en la localidad de Elotepec, Veracruz y la poblacién
D comprende 4 individuos silvestres del sitio Chapingo, del municipio de Texcoco,

Estado de México.

Cuadro 3. Ubicacion geogréfica de los genotipos de alcatraz (Zantedeschia
aethiopica (L.) Spreng).

Coordenadas
UBC Localidad Municipio Estado Latitud (N) Lor;gl)tud
C1 La perla La perla Veracruz 18 56 11.7 97 08 05.2
C2 La perla La perla Veracruz 18 56 12.2 97 08 04.3
C3 La perla La perla Veracruz 18 56 12.3 97 08 04.2
C4 La perla La perla Veracruz 18 56 12.3 97 08 04.2
C5 Laperla La perla Veracruz 18 56 12.0 97 08 04.8
C6 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 19.1 97 09 21.1
C7 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 22.1 97 09 26.4
C8 Tuzantla  La perla Veracruz 18 57 27.2 97 09 32.7
C9 Tuzantla  La perla Veracruz 18 57 275 97 09 325
Cl10 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 32.2 97 09 35.8
Cl1 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 38.3 97 09 36.8
Cl12 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 38.8 97 09 331
C13 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 38.6 97 09 31.9

32



Coordenadas

UBC Localidad Municipio Estado Latitud (N) Lorzgl)tud

Cl14 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 38.3 97 09 323
C15 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.7 97 09 329
Cl16 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.6 97 09 33.0
Cl17 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.4 97 09 334
C18 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.2 97 09 33.5
C19 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.3 97 09 334
C20 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.3 97 09 334
C21 Tuzantla La perla Veracruz 18 57 37.4 97 09 32.6
C22 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 149 97 02 14.7
C23 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 152 97 02 15.8
C24 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 152 97 02 15.6
C25 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 153 97 02 15.2
C26 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 15.0 97 02 14.6
C27 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 145 97 02 14.2
C28 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 149 97 02 14.2
C29 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 148 97 02 14.2
C30 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 149 97 02 145
C31 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 154 97 02 15.0
C32 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 154 97 02 14.9
C33 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 152 97 02 15.5
C34 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 151 97 02 144
C35 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 152 97 02 15.5
C36 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 149 97 02 145
C37 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 15.1 97 02 15.2
C38 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 15.1 97 02 15.2
C39 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 15.0 97 02 14.5
C40 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 142 97 02 15.0
C41 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 149 97 02 14.5
C42 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 15.0 97 02 154
C43 Elotepec  Huatusco Veracruz 19 11 15.0 97 02 14.2
caa Chapingo Texcoco de Ed,o.. de 19 29 31.6 98 53 19.6

Mora Meéxico
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Coordenadas

UBC Localidad Municipio Estado Latitud (N) Lorzgl)tud
Chapingo Texcoco de Edo. de 19 29 315 98 53 195
C45 L
Mora Mexico
Chapingo Texcoco de Edo. de 19 29 324 98 53 19.1
C46 L
Mora Mexico
Chapingo Texcoco de Edo. de 19 29 324 98 53 19.1
C47 o
Mora Mexico

Cuadro 4. Sitios de caracterizacion del material vegetal de Z. aethiopica.

Poblacion Localidad Municipio/Estado

Ubicacion geografica

A La perla La perla, Veracruz
B Tuzantla La perla, Veracruz
C Elotepec Huatusco, Veracruz

Texcoco de Mora, Edo.

D Chapingo de México.

LN: 18° 55’
LO: 97° 05
Altura: 1779 msnm
LN: 18° 57
LO: 97° 09’
Altura: 2037 msnm
LN: 19° 171
LO: 97° 02’
Altura: 1860 msnm
LN: 19° 29’
LO: 98° 53’
Altura: 2262 msnm

3.4.2 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfologica se realizé con base a 40 descriptores establecidos

por la Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales

(UPQV), para Zantedeschia Spreng (Cuadro 5). Dichas directrices de examen se

aplican a todas las variedades de multiplicaciéon vegetativa de Zantedeschia

Spreng, de la familia de las Araceas. Se tomaron datos de 5 plantas de cada

accesion estudiada. Todas las observaciones se efectuaron en plantas con flores

de tamafio maximo, en el momento de plena floraciéon. Todas las observaciones

de la hoja se efectuaron en hojas totalmente desarrolladas de tallos en floracién.
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Las valoraciones de la flor se realizaron al comienzo de la dehiscencia de las

anteras. Las directrices marcadas por UPOV en el documento TG/177/3 Cala,

2001-04-04, se interpretardn en conjunto con las Directrices marcadas en el

documento TG/1/3, el cual contiene notas explicativas sobre los principios

generales utilizados para el establecimiento de dichas directrices.

Cuadro 5. Caracteres morfologicos evaluados in situ en 47 accesiones de Z.

aethiopica
Caracter Escala Clave

1. Planta: tipo 1=caducifolia,2=semicaducifolia,

3=de hoja perenne CL1
2. Planta; altura 3=baja, 5=media, 7=alta CT2
3. Variedades caducifolias 3=bajo, 5=medio, 7=alto
Unicamente: planta: namero
total de tallos CT3
4. Tallo joven: color 1=verde amarillento, 2=verde, 3=rojo

parpura CL4
5. Peciolo: longitud 3=corta, 5=media, 7=larga CT5
6. Peciolo: color de la parte 1=verde 2=amarillento, 3=verde claro,
inferior 4=verde medio, 5=Verde oscuro,

6=marron rojizo

purpura CL6
7. Limbo: porte 1=erecto, 2=semierecto, 3=horizontal CL7
8. Limbo: longitud (excluido los  1=muy corto, 3=corto, 5=medio
|6bulos) 7=largo, 9=muy largo CT8
9. Limbo: anchura 1=estrecho, 3=estrecho a medio,

5=medio, 7=medio a ancho, 9=ancho CT9
10. Limbo: posicion de la parte  1=en la mitad, 2=ligeramente por
mas ancha debajo de la mitad, 3=claramente por

debajo de la mitad CL10
11. Limbo: I6bulos l=ausentes, 9=presentes CL11
12. Limbo: longitud del I6bulo 3=corto, 5=medio, 7=largo CT12
13. Limbo: forma del apice 1=aguda, 2=en angulo recto
(excluida la punta caudada) 3=obtusa CL13
14. Limbo: intensidad del color 3=clara, 5=media, 7=0scura
verde del haz CT14
15. Limbo: manchas en el haz l=ausentes, 9=presentes CL15
16. Limbo: tamafio de las 3=pequefio, 5=Medio, 7=grande CT16
manchas en el haz
17. Limbo: nimero de manchas 1=muy bajo, 3=bajo, 5=medio CT17
en el haz 7=alto, 9=muy alto
18. Limbo: ondulacién del borde 1=ausente o expresada muy CL18

débilmente, 2=expresada débilmente,

3=expresada fuertemente
19. Escapo: grosor 3=delgado, 5=medio, 7=grueso CT19
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Caracter Escala Clave
20. Escapo: coloracion roja 1=ausente o muy débil, 3= débil CT20
5= media, 7= fuerte, 9=muy fuerte
21. Escapo: jaspeado de la 1=ausente o expresado muy CL21
parte basal débilmente, 2=expresado débilmente,
3=expresado fuertemente
22. Espata: altura 1=baja, 3=baja a media, 5=media, CT22
7=media a alta, 9=alta
23. Espata: longitud (vista 1=corta, 3=corta a media CT23
desde arriba) 5=media, 7=media a larga, 9=larga
24. Espata: anchura vista desde 1=estrecha, 3=estrecha a media CT24
arriba 5=media, 7=media a ancha
9=ancha
25. Espata: altura de la parte 3=baja, 5=media, 7=alta CT25
superpuesta
26. Espata: forma natural de la  1=aguda, 2=obtusa, 3=redondeada CL26
parte distal (excluida la punta
caudada)
27. Espata: color principal de la  Carta de colores RHS CL27
cara interna (excluido el color
de la mancha de la garganta,
de estar presente)
28. Espata: color secundario de  1=verde oscuro, 2=naranja rojizo, CL28
la cara interna (excluido el color  3=rojo, 4=rosa anaranjado, 5=rosa,
de la mancha de la garganta) 6=rosa rojizo, 7=rosa purpura, 8=rosa
azulado, 9=purpura rojizo,
10=purpura rojizo oscuro
29. Espata: cambio gradual de  1=fuertemente atenuado, CL29
color de la base al 4pice (cara 2=débilmente atenuado, 3=sin
interna, excluidas las cambios o cambios muy leves,
variedades con mancha en la 4=intensificandose débilmente
garganta) 5=intensificandose fuertemente
30. Espata: tamafio de la zona  3=pequefio, 5=medio, 7=grande CT30
de color inalterado de la base
(como para 29)
31. Espata: presencia de 1=ausente, 9=presente CL31
mancha en la garganta
32. Espata: tamario de la 3=pequefio, 5=mediano, 7=grande CT32
mancha de la garganta
33. Espata: color de la mancha  1=rosa, 2=pUrpura CL33
de la garganta
34. Espata: color principal de la  1=blanco, 2=blanco verdoso, CL34
cara externa 3=amarillo claro, 4=amarillo medio,
5=naranja amarillento,
6=naranja rojizo, 7=rojo amarillento,
8=rosa rojizo,
9=rosa purpura, 10=purpura rojizo,
11=parpura marrén, 12=puarpura
35. Espata: curvatura del borde  3=débil, 5=Media, 7=fuerte CT35
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Caracter Escala Clave
36. Espadice: longitud 3=corto, 5=medio, 7=largo CT36
37. Espédice: anchura del 3=estrecha, 5=media, 7=ancha CT37
medio de la parte masculina
38. Espadice: color principal 1=blanco, 2=verde amarillento, CL38
justo antes de la emisién del 3=amarillo claro, 4=amarillo medio,
polen 5=naranja amarillento
6=marrén anaranjado, 7=rojo
anaranjado, 8=rosa, 9=rojo purpura,
10=pdrpura
39. Grado de decoloracion de la 1=ausente 0 expresado muy CL39
flor con el tiempo débilmente, 2=expresado débilmente,
3=expresado fuertemente
40. Cambio de color con el 1=fuertemente atenuado CL40

tiempo

2=débilmente atenuado

3=sin cambios o cambios muy leves,
4=intensificandose débilmente,
5=intensificandose fuertemente

3.4.3 Genotipos empleados

Colectas. Se obtuvieron 26 colectas procedentes de los estados de Veracruz y

Edo de México, consideradas como UBCs (Unidades Basicas de

Caracterizacién) (Cuadro 6), las cuales mostraban variabilidad fenotipica con

respecto a caracteres como altura de planta, tamafios y formas de hojas y

espatas. La tonalidad de espatas dominante en las colectas fue el color blanco o

“criollo” el alcatraz mas comun en México (Figura 2) (UAM, 2016).

Cuadro 6. Genotipos de Z. aethiopica manejados en la caracterizacion molecular

con marcadores ISSR.

UBC Localidad Estado Cultivar Color de Genotipo
Espata

Cl La perla Veracruz Criollo Blanco Colecta
C2 La perla Veracruz Green Goddess Verde Lineas
C3 Laperla Veracruz Criollo Blanco Colecta
C4  Laperla Veracruz Criollo Blanco Colecta
C5 Laperla Veracruz Criollo Blanco Colecta
C6  Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
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Color de

UBC Localidad Estado Cultivar Genotipo
Espata
C7 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C8 Tuzantla  Veracruz Green Goddess Verde Lineas
C9 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C10 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cll Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cl2 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cl1l3 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cl4 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cl15 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cl6 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
Cl7 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C18 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C19 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C20 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C21 Tuzantla  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C22 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C23 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C24 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C25 Elotepec  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C26 Elotepec  Veracruz Green Goddess Verde Lineas
C27 Elotepec  Veracruz Utopia Blanco y lila Hibrido
Blanco,
C28 Elotepec  Veracruz Deja Vu rosado y Hibrido
verde
C29 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C30 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C31 Elotepec  Veracruz Hércules Blanco Lineas
C32 Elotepec  Veracruz Criollo Blanco Colecta
C33 Elotepec  Veracruz Hércules Blanco Lineas
C34 Elotepec  Veracruz Sublime Blanco linea Hibrido
purpura
C35 Elotepec  Veracruz Green Goddess Verde Lineas
C36 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C37 Elotepec  Veracruz Green Goddess Verde Lineas
C38 Elotepec  Veracruz Criollo Crema Colecta
C39 Elotepec  Veracruz Green Goddess Verde Lineas
C40 Elotepec  Veracruz Seleccion Blanco y Hibrido
Morado
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Color de

UBC Localidad Estado Cultivar Genotipo
Espata
C41 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
C42 Elotepec  Veracruz Morada Morada Hibrido
C43 Elotepec  Veracruz Pink Mist Rosa claro Lineas
. Edo. .
C44 Chapingo d,o. de Criollo Blanco Colecta
Mexico
C45 Chapingo Ed'o.. de Criollo Blanco Colecta
Mexico
C46 Chapingo Ed'o.. de Criollo Blanco Colecta
Mexico
: Edo. :
C47 Chapingo d,o. de Criollo Blanco Colecta
Mexico

Lineas. Se caracterizaron tres lineas o cultivares: 'Green Goddess', 'Hércules' y
seedlings de 'Pink Mist' (Cuadro 7) (Figura 3); entre ellas se seleccionaron 16
UBCs obtenidas en la localidad de Elotepec Municipio de Huatusco, Veracruz
(Cuadro 6). Los materiales escogidos presentaron diferencias en tonos, tamafos
y formas de espatas u hojas, asi como manchas en el haz (hojas maculadas)
(Figura 5).

Variedades derivadas. Adicionalmente dentro de este sitio se consideraron las
tres primeras variedades o cultivares de alcatraz mexicanas: “Deja Vu” (Cruz &
Torres, 2017), “Utopia” y “Sublime” (Cruz & Hernandez, 2022) (Cuadro 8) (Figura
4). Del sitio de colecta se seleccionaron 5 UBCs, tres genotipos registrados y 2
genotipos en evaluacion obtenidos a partir de las lineas antes citadas

provenientes del estado de Veracruz (Cuadro 6).
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Cuadro 7. Descripcion de lineas utilizadas de alcatraz (Z. aethiopica) en la
caracterizacion molecular.

Cultivar

Caracteristicas

Blanco o Criollo

Green Goddess

Hércules

Pink Mist

El alcatraz mas comun en México es el ‘Criollo’ de espata
blanca, el cual es perenne (Cruz & Torres, 2017).

Posee rayas verdes en las espatas, su espata es mas abierta
y ancha y tiene la tendencia a desarrollar franjas curvas en
el borde de la espata que la forma blanca original (Cruz et
al., 2006).

Es un cultivar extremadamente vigoroso que puede alcanzar
hasta 1,80 m de altura, tiene hojas muy grandes y espatas
blancas (Cruz & Torres, 2017).

Tiene una base rosada en la espata, es bastante delicada y
débil en comparacion con la forma blanca (Cruz & Torres,
2017).

Cuadro 8. Descripcion de las variedades derivadas, utilizadas de alcatraz (Z.
aethiopica) en la caracterizacion molecular.

Cultivar

Caracteristicas

Deja Vu

Utopia

Sublime

Este nuevo cultivar presenta tres colores en su espata: blanco,
rosado, verde y sus hojas no son maculadas (Cruz & Torres,
2017).

El principal caracter de ‘Utopia’ es su color rosado-purpura-

blanco en la parte externa de la espata. Asimismo, la espata
tiene diferentes colores en las caras externas, un calor rosado-
purpura en una cara, y la otra cara es de color blanco. La cara

interna es blanca (Cruz, 2022).

El principal caracter de ‘Sublime’ es su color blanco
en casi toda la espata y una ligera linea de color purpura en su
base. La cara interna también es de color blanco.

Todas sus hojas son maculadas (Cruz & Hernandez, 2022).
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Figura 2. Diversidad morfolégica de tamafio y forma de flores criollas entre las accesiones
evaluadas de alcatraz Z. aethiopica:
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Figura 3. Lineas de alcatraz Z. aethiopica: A): Espata (vista lateral) de “Green Goddess”; B):
Espata (vista lateral desde arriba) de “Green Goddess”; C): Espata (vista lateral) de “Hércules”;
D): Espata (vista lateral desde arriba) de “Hércules”; E): Espata (vista lateral) de seedlings de
“Pink Mist”; F): Espata (vista lateral desde arriba) de seedlings de “Pink Mist”.
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Figura 4. Hibridos de alcatraz Z. aethiopica: A: Espata (vista lateral) de “Deja Vu”; B: Espata (vista
lateral desde arriba) de “Deja Vu”; C: Espata (vista lateral) de “Utopia”; D: Espata (vista lateral
desde arriba) de “Utopia”; E: Espata (vista lateral) de “Sublime”; F: Espata (vista lateral desde
arriba) de “Sublime”.
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Figura 5. Diversidad morfoldgica de tamafio, forma, maculaciones y color de las caracteristicas
de las hojas entre las accesiones evaluadas de alcatraz Z. aethiopica: A: Limbo (haz) de
“Hércules”; B: Limbo maculado (haz) de “Hércules”; C: Limbo (haz) de tipo “Green Goddess”; D:
Limbo maculad (haz) de tipo “Green Goddess”; E: Limbo maculad (haz) de “Sublime”; F: Limbo
(haz) de “Criollo”.
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3.4.4 Analisis de estadistico

Se consideraron 20 caracteres morfolégicos cualitativos (CL1, CL4, CL6, CL7,
CL10, CL11, CL13, CL15, CL8, CL21, CL26, CL27, CL28, CL29, CL31, CL33,
CL34, CL38, CL39, CL40) y 19 cuantitativos (CT2, CT5, CT8, CT9, CT12, CT14,
CT16, CT17, CT19, CT20, CT22, CT23, CT24, CT25, CT30, CT32, CT35, CT36,
CT37) en escala nominal para evaluar la diversidad, como se presenta en el
Cuadro 5.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) para identificar grupos
y encontrar los atributos que contribuyeron significativamente a la varianza
utilizando la matriz de correlacién a través del programa SAS/ STAT® version
9.4. (SAS Institute Inc., 1990). Se crearon diagramas de dispersion
bidimensionales utilizando los dos primeros componentes principales, que
representaron la mayor variacion. para observar la ordenacién de las accesiones

caracterizadas a través del paquete estadistico InfoStat2020.

Se generaron dendrogramas para variables cualitativas y cuantitativas por
separado y datos de ambos tipos de marcadores (datos de variables cuantitativas
mas cualitativas), asi como la obtencion del coeficiente de correlacién cofenético
(r). Se construyé una matriz basica de datos (MBD) para realizar un analisis de
conglomerados jerarquicos mediante el enfoque de varianza minima de Ward
como un algoritmo de agrupamiento (Williams, 1976), la medida de disimilitud fue
la distancia euclidiana entre grupos; que permiti6 diferenciar los grupos
establecidos (Ward, 1963). La altura de corte se decidié con base en la Pseudo
Estadistica T2 (Hotelling, 1951) y la Pseudo F (Johnson, 1998).
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1 Analisis de Componentes Principales

Se utilizé6 el andlisis de componentes principales (PCA) en 47 UBC’s de
alcatraces utilizando 19 variables morfologicas cuantitativas y 20 cuantitativas
para descubrir los distintos factores/componentes que tuvieron un fuerte impacto

en los indicadores integrales.

3.5.2 Analisis PCA de caracteres morfolégicos cuantitativos

A través del andlisis de las variables morfol6gicas cuantitativas se obtuvieron los
valores propios, el porcentaje de contribucion a la variabilidad y la tasa de
contribucion acumulativa de los componentes principales (CP). El analisis PCA
reveld6 que cinco de los diecinueve componentes principales contribuyeron
significativamente a casi el 80 % de las variaciones cuantitativas totales. El primer
componente (CP1) posee la mayor varianza (44.12 %), seguido de CP2 que
represento el 11.38 % mientras que CP3, CP4 y CP5 representaron el 10.93 %,
8.42 % y 4.6 % del total de la variaciébn morfolégica cuantitativa, respectivamente
(Cuadro 9).

Cuadro 9. Los autovalores, la proporcién de la varianza total explicada por cada
uno de los componentes principales con base en 19 caracteres cuantitativos
morfologicos de Z. aethiopica.

CP Eigenvalor Proporcion Acumulado Porcentaje
1 8.3836574 0.4412 0.4412 44,12
2 2.1625845 0.1138 0.5551 55.51
3 2.0774390 0.1093 0.6644 66.44
4 1.6005001 0.0842 0.7486 74.86
5 0.8732711 0.0460 0.7946 79.46
6 0.7567413 0.0398 0.8344 83.44
7 0.7214163 0.0380 0.8724 87.24
8 0.5692509 0.0300 0.9024 90.24
9 0.4229431 0.0223 0.9246 92.46

10 0.3182520 0.0168 0.9414 94.14

11 0.2502296 0.0132 0.9545 95.45

12 0.1949253 0.0103 0.9648 96.48
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CP Eigenvalor Proporcion Acumulado Porcentaje

13 0.1629446 0.0086 0.9734 97.34
14 0.1426522 0.0075 0.9809 98.09
15 0.1168276 0.0061 0.9870 98.70
16 0.0940525 0.0050 0.9920 99.20
17 0.0822431 0.0043 0.9963 99.63
18 0.0700696 0.0037 1.0000 100.00
19 0.0000000 0.0000 1.0000 100.00

Los autovalores obtenidos y el valor de los CP han sido construidos a partir de la
combinacion lineal de las variables transformadas (Cuadro 10). El PCA de las
caracteristicas cuantitativas mostrd que las variables que tuvieron mayor peso
para la construccién del CP1, fueron: la anchura de limbo (CT9), la longitud de
limbo (CT8), la altura de la espata (CT22), la longitud de la espata (CT23), el
grosor del escapo (CT19), la altura de la planta (CT2), la anchura de la espata
(CT24) y la longitud del peciolo (CT5). Dichas variables contribuyeron
positivamente a este componente, lo que sugiere que el CP1 esta relacionado

principalmente con la hoja, caracteristicas de la flor y altura de la planta.

Las variables més representativas para la construccién positiva del CP2, fueron:
intensidad del color verde del haz del limbo (CT14), tamafio de la mancha de la
garganta en la espata (CT32), intensidad de la coloracion roja en el escapo
(CT20), altura de la parte superpuesta de la espata (CT25), también revel6 una
carga negativa en el tamafo de las manchas en el haz del limbo (CT16), y el
namero de manchas en el haz del limbo (CT17), lo que indicé que el CP2 es el
factor principal que contribuye a las caracteristicas de la espata y hojas
maculados. Por otra parte, las variables que mas contribuyeron de manera
positiva para la formacion del CP3, fueron: longitud del espadice (CT36), anchura
del espéadice (CT37), altura de la parte superpuesta de la espata (CT25). Asi
mismo el CP3 fue construido negativamente por la curvatura del borde en la
espata (CT35) y el tamafio de la mancha de la garganta de la espata (CT32) y el
tamafio de la zona de color inalterado de la base de la espata (CT30). Por lo

tanto, este CP contribuye a caracteristicas del espadice y la espata.
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Los componentes CP4 y CP5 mostraron una fuerte carga positiva por
caracteristicas del escapo y espata, mientras que caracteristicas relacionadas a
la anchura y altura de hojas, espatas y espadices tienen una carga negativa en
la construccion de los CPs (Cuadro 10). En general, los componentes CP1y CP2
constituyen el 55.51% de las variaciones morfolégicas cuantitativas totales con
rasgos cuantitativos relacionados con caracteristicas de la hoja, flor y altura de la

planta (Figura 6).

Cuadro 10. Autovalores de las variables cuantitativas morfologicas de 47 UBC’s
de Z. aethiopica, para los primeros cinco componentes principales (PC).

Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

Planta: altura (CT2) 0.009 0.045 -0.061 0.112
Peciolo: longitud (CT5) 0.148 -0.018 - 0.091
Limbo: longitud (CT8) 0.074 -0.025 0.037 -0.010
Limbo: anchura (CT9) 0.109 -0.033 0.013 0.028
Limbo: longitud del I6bulo (CT12) -0.146 0.012 [E0R246N 0.095

Limbo: intensidad del color verde del

Limbo: tamafio de las manchas en el
haz (CT16) 0.146 0.184 0.194 0.171

Limbo: nimero de manchas en el haz 0.146 - 0184 0194 0171

(CT17)

Escapo: grosor (CT19) 102887 0.143 0.015 0.136 0.113
Escapo: coloracién roja (CT20) 0.058 | 0.242  -0.182 JOIESEN 0.025
Espata: altura (CT22) 0.108 0.036 0.012
Espata: longitud (CT23) -0.082 -0.061 -0.182
Espata: anchura (CT24) -0.004 0.114

Espata: altura de la parte superpuesta

(CT25) 0.010
Espata: tamafio de la zona de color -0.180
inalterado de la base (CT30) :

Espata: tamafio de la mancha de la 0.069 - -
garganta (CT32) '

Espata: curvatura del borde (CT35)  [gI260M -0.017 -0.143
Espadice: longitud (CT36) 0.103 0.160 0.069

Espadice: anchura (CT37) 0.138 0.076

-0.015
-0.142

El color rojo y azul indicaron aportes positivos y negativos y su intensidad representa su
aporte, a mayor intensidad, mayor aporte en la construccion del CP.



La distribucidbn en los ejes cartesianos de las Unidades Basicas de
Caracterizacion (UBC), asi como los variables en la construccién de CP1 y CP2
se muestra en la Figura 6. Dada la distribuciobn obtenida de las variables,
observamos que las UBC’s pertenecientes a tipo “Green Goddess”, “Hércules”,
“Sublime” y “Seleccidbn morada”, estan relacionados por la presencia de
caracteristicas como; manchas en el haz (nimero y tamafio de manchas en la
hoja), a la longitud del I6bulo en el limbo y al tamafio de la zona de color inalterado

de la base en la espata.

Las variedades “Green Goddess”, “Hércules”, “Deja Vu” y “Utopia” se
relacionaron por variables como: anchuray longitud de limbo, altura y longitud de
la espata, siendo estas las que presentaron mayores dimensiones. Por el
contrario, las dimensiones mas pequefias de estas variables agruparon a
cultivares como “Pink Mist”, “Seleccion Morada” y “Criollo”. La variable
relacionada a la altura de la parte superpuesta de la espata es aquella que agrupé
principalmente a cultivares como “Pink Mist” y “Criollas”.

“Pink Mist”, “Seleccion Morada”y “Criollo”. “Green Goddess”, “Hercules”, “Sublime” y “Seleccion Morada’.
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Figura 6. Biplot de 47 accesiones de alcatraz para los componentes principales uno (CP1) y dos
(CP2). Las lineas indican la contribucién (magnitud y direccion) de las 19 caracteristicas
morfolégicas cuantitativas en los componentes principales CP1y CP2.
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3.5.3 Analisis PCA de los rasgos morfologicos cualitativos

Los valores propios, el porcentaje de contribucion a la variabilidad y la tasa de
contribucion acumulativa de los componentes principales (CP) se muestran en el
Cuadro 11. El PCA identific6 que cinco componentes principales (CP1, CP2,
CP3, CP4 y CP5) contribuyeron significativamente con el 78.52 % de la variacion
total en los rasgos morfolégicos cualitativos. Se describiéo que el CP1 tenia la
varianza mas alta con 33.85 %, seguido de CP2, CP3, CP4 y CP5, que
representaron el 18.57 %, el 9.83 %, el 851 % y el 7.76 % de la variacion

morfologica cualitativa total, respectivamente.

Cuadro 11. Autovalores y proporcion de la varianza total explicada por cada uno
de los componentes principales con base en 20 caracteres cualitativos
morfoldgicos de Z. aethiopica.

CP Eigenvalor Proporcion Acumulado Porcentaje
1 5.4163131 0.3385 0.3385 33.85
2 2.9718007 0.1857 0.5243 52.43
3 1.5730119 0.0983 0.6226 62.26
4 1.3610283 0.0851 0.7076 70.76
5 1.2408518 0.0776 0.7852 78.52
6 0.7935007 0.0496 0.8348 83.48
7 0.7094104 0.0443 0.8791 87.91
8 0.5327063 0.0333 0.9124 91.24
9 0.4210482 0.0263 0.9387 93.87

10 0.3662353 0.0229 0.9616 96.16

11 0.2217608 0.0139 0.9755 97.55

12 0.149041 0.0093 0.9848 98.48

13 0.1295127 0.0081 0.9929 99.29

14 0.0893085 0.0056 0.9985 99.85

15 0.0244704 0.0015 1.0000 100.00

16 0.0000000 0.0000 1.0000 100.00

17 0.0000000 0.0000 1.0000 100.00

18 0.0000000 0.0000 1.0000 100.00

19 0.0000000 0.0000 1.0000 100.00

20 0.0000000 0.0000 1.0000 100.00
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Cuadro 12. Autovalores de las variables cualitativas morfologicas de 47 UBC’s
de Z. aethiopica, para los primeros cinco componentes principales (PC).

Variable PCl PC2 PC3 PC4 PC5
Tipo de planta (CL1) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Tallo joven: color (CL4) 0.094 [0.289 o0.140 [JOBEN 0.233
Peciolo: color de la parte inferior (CL6) -0.046 -- 0.034 0.118

Limbo: porte (CL7) 0.005 0.023 0.131 [10:385" |EGE42N

Limbo: posicién de la parte mas ancha : :
(CL10) 0.182 -- 0.186 0.108

Limbo: I6bulos (CL11) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Limbo: forma del apice (CL13) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Limbo: manchas en el haz (CL15) 10223 | o.018 [BOME8N 0.041 0.073

Limbo: ondulacion del borde (CL18) -0.088 ----

Escapo: jaspeado de la parte basal (CL21) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Espata: forma natural de la parte distal B s - 0.161

(CL26)
-0.015 -0.007 0.076 0.039

Espata: color principal de la cara interna
(CL27)

Espata: color secundario de la cara interna
(CL28)

Espata: cambio gradual de color de la base
al 4pice (CL29)

Espata: presencia de mancha en la
garganta (CL31)

Espata: color de la mancha de la garganta
(CL33)

Espata: color principal de la cara externa ]
(CL34) 0.149 0.159 0.063 -0.003

Espadice: color principal justo antes de la - . ]
emision del polen (CL38) 0.106 0.107 -0.066
Grado de decoloracién de la flor con el oosc I o152 0443

tiempo (CL39)
Cambio de color con el tiempo (CL40) 0.048 0.139 -0.106 -0.080

0.120 -0.006 0.098

-0.018 0.189

El color rojo y azul indicaron aportes positivos y negativos y su intensidad representa su
aporte, a mayor intensidad, mayor aporte en la construccion del CP.

El PCA (Cuadro 12) y biplot (Figura 7) de rasgos cualitativos mostraron que el
color principal de la cara interna de la espata (CL27), el color secundario de la
cara interna de la espata (CL28), el color principal de la cara externa de la espata
(CL34), el grado de decoloracién de la flor con el tiempo (CL39) y el cambio de
color con el tiempo (CL40) eran fuertes, lo que sugiere que los parametros
incluidos en el CP1 estaban relacionados principalmente con el color de la

espata.
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El CP2 del PCA mostro una fuerte contribucion positiva a la presencia de mancha
en la garganta de la espata (CL31) y al color de la mancha de la garganta en la
espata (CL33). La posicién de la parte mas ancha en el limbo (CL10) y el color
principal de la cara externa de la espata (CL34) se cargaron moderadamente en
CP2, pero cargado negativamente en el color de la parte inferior del peciolo
(CL6), en el color de tallo jovenes (CL4) y el color principal del espadice justo
antes de la emision del polen (CL38), lo que indico que el CP2 es el factor
principal que contribuye al color de la planta (peciolo, espéadice, garganta de la

espata, color externo de la espata).

En el CP3 present6 una fuerte contribucion positiva a la ondulacién del borde del
limbo (CL18) y una carga negativa en la posicién de la parte mas ancha en el
limbo (CL10) y a la presencia de manchas en el haz del limbo (CL15), lo que
revela que el CP3 se encuentra relacionado principalmente con caracteristicas
de la hoja.

El CP4 y CP5 cargaron positivamente con el color de tallos jovenes (CL4) y el
color principal del espadice justo antes de la emisién del polen (CL38)
respectivamente. Mientras que mostraron una carga negativa en la forma natural
de la parte distal de la espata (CL26) y el porte del limbo (CL7) respectivamente,
lo que significa que los parametros incluidos en estos dos componentes estaban
relacionados principalmente con el color de tallos y espadices, asi como
caracteristicas de la espata y la hoja. En general, los componentes CP1y CP2
constituyeron el 52.43 % de las variaciones morfolégicas cualitativas totales
con rasgos cualitativos relacionados con el color de la espata (Cuadro 12), la
direccién y grado de contribucion de los caracteres morfolodgicos cualitativos en

los diferentes componentes principales se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Biplot de 47 accesiones de alcatraz para los componentes principales uno (CP1) y dos
(CP2). Las lineas indican la contribucién (magnitud y direccién) de las 20 caracteristicas
morfolégicas cualitativas en los componentes principales CP1y CP2.

La aplicacion de analisis estadisticos multivariados, como PCA, puede ayudar a
comprender la relacion entre las variables. Estos pueden ser Utiles para deducir
la naturaleza de los atributos y reducir la complejidad de la recopilacién de datos
(Al et al., 2012).

3.5.4 Analisis de conglomerados

Con el andlisis de conglomerados, los caracteres cuantitativos diferenciaron a los
47 UBC’s evaluados en cinco grupos a una altura de corte de 0.05, dentro de un
rango de 0.00 a 0.30. Se utilizo la técnica de Ward para realizar el andlisis de

agrupamiento jerarquico aglomerativo.

El dendrograma resultante se muestra en la Figura 8. Se obtuvo un coeficiente
de correlacion cofenética (r)= 0.82. Segun Sneath y Sokal (1973) los valores “r’
del coeficiente cofenético, oscilan entre 0.6 y 0.95 entendiéndose los mas altos
valores como indicadores de una buena correspondencia entre la matriz original

y su representacion a través de un dendrograma.
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Sin embargo, valores bajos de esta correlacion no necesariamente indican que
el dendrograma obtenido no sea de utilidad, sino que solamente estaria indicando
algun tipo de distorsién al momento de obtener el dendrograma (Aubert et al.,
2021; Rohlf, 1982).

El primer grupo contenia 2 accesiones, se formo de “Deja Vu” y “Utopia”, dos de
las nuevas variedades o cultivares que formaron el grupo mas divergente. El
segundo grupo contenia 9 accesiones, la agrupacién incluyo a “Sublime”,
“Hércules” y “Green Goddess” colectado de La Perla y Elotepec, Ver. El tercer
grupo abarcé 3 accesiones y consistio en seedlings de “Pink Mist” solo de hojas
maculadas. El cuarto grupo se formé de 14 accesiones, unié seedlings de “Pink
Mist”, “Green Goddess” colectado en Tuzantla y “Criollo” colectados en La Perla,
Tuzantla y Elotepec, Ver. El quinto grupo se constituyé de 19 accesiones entre
ellas se encontraron; seedlings de “Pink Mist” y “Criollo” colectado en La Perla,

Tuzantla y Elotepec, Ver., Chapingo, Edo. de México.

El dendrograma obtenido para rasgos morfologicos cualitativos se muestra en la
Figura 9. Los caracteres cualitativos discriminaron a los 47 UBC’s en siete grupos
a una altura de corte de 0.038, con un coeficiente de correlacion cofenética (r)=
0.70. El primer grupo se constituye de 2 accesiones; de “Selecciones blancas con
tonos violetas” (C42 y C40).

El segundo grupo se formé de 8 accesiones; que incluy6 a todos los seedlings
de “Pink Mist”. El tercer grupo consistio en 2 accesiones; “Deja Vu” y “Utopia”. El
cuarto grupo se integro de 6 accesiones, entre ellas; “Criollo” colectado en
Tuzantla, Veracruz; y Chapingo, Edo. de México. El quinto grupo se integré de 5
accesiones, entre ellas; los cultivares “Green Goddess” caracterizados en La
Perla y Elotepec, Veracruz. El sexto grupo contenia 13 accesiones, consistio en
“Criollos” colectados en Tuzantla y Elotepec, y de “Green Goddess” caracterizado
en Tuzantla, Veracruz. EIl séptimo grupo se formé de 11 cultivares; “Hércules”,

“Sublime” y “Criollo” colectado en La Perla y Tuzantla, Veracruz.
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Figura 8. Dendrograma conformado a partir de datos cuantitativos, mediante el método de

agrupamiento Ward, para 47 colectas de alcatraz.
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Figura 9. Dendrogramas conformado a partir de datos cualitativos mediante el método de
agrupamiento Ward, para 47 colectas de alcatraz.
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3.6 CONCLUSIONES

El alcatraz (Z. aethiopica.) es un cultivo subutilizado y de asociacion. Este estudio
ha demostrado una diversidad morfol6gica considerable de rasgos cualitativos y
cuantitativos entre las accesiones de alcatraz colectadas.

Las caracteristicas cualitativas y cuantitativas estudiadas mostraron interrelacion
entre ellas. Con base en los valores propios de PCA, los rasgos cualitativos
relacionados con el color de la espata, espadice y tallos contribuyeron en gran
medida a la diversidad total del germoplasma, asi como los caracteres
cuantitativos longitud y anchura del limbo, altura y longitud de la espata, longitud
del peciolo y altura de la planta. La diversidad fenotipica del germoplasma

estudiado es importante para su conservacion.
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4 CARACTERIZACION MOLECULAR DE 47 ACCESIONES DE ALCATRAZ
(Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng)

4.1 RESUMEN

La cala o alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng) es una planta perenne
herbacea que crece a partir de rizomas. Con el proposito de proporcionar
informacion base para llevar a cabo un programa de mejoramiento de este cultivo,
se genotiparon un total de 47 accesiones, provenientes de distintas localidades
del Estado de Veracruz y Edo. de México. Se estimd la diversidad genética
existente entre las accesiones utilizando marcadores Inter Secuencias Simples
Repetidas (ISSR Inter Simple Sequence Repeats). Se usaron 22 iniciadores y se
obtuvo un polimorfismo general del 83.51 %. Se utilizé el indice de similitud de
Jaccard transformado en distancia: d;; = (,/1—S;; ). El analisis de agrupamiento

se realizé con el método jerarquico de la varianza minima de Ward el cual se
representd en un dendrograma. Se realizd la descriptiva de los iniciadores
evaluados para identificar aquéllos con mayor contenido de informacién
polimorfica y por tanto de mayor utilidad en la discriminacion entre accesiones.
Con el objetivo de evaluar la distribucion de la variabilidad se llevdé a cabo un
analisis de varianza molecular (AMOVA) (P < 0.0001), el cual revel6 que ésta se
presentd en mayor medida dentro de las poblaciones evaluadas. Adicionalmente
de calcul6 el indice de informacién de Shannon-Weaver (I) el cual presentd un
valor general de 1=0.69. El presente estudio representa uno de los pocos trabajos
realizados en el estudio de la variabilidad genética presente en distintas
accesiones de Z. aethiopica en México.

Palabras clave: Zantedeschia, ISSR, polimorfismo, diversidad genética, indice
de Shannon.
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4.2 ABSTRACT

Calla lily or alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng) is an herbaceous
perennial plant that grows from rhizomes. With the aim of providing base
information for a breeding program of this crop, a total of 47 accessions coming
from different localities of Veracruz and Edo. de México were genotyped. Genetic
variability present among accessions was evaluated using Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR) markers. A set of 22 ISSR primers was used, getting an overall
polymorphism of 83.51 %. Genetic similarities were assessed through Jaccard's
similarity index transformed into genetic distances: d;; = (,/1—S;; ). Hierarchical
clustering analysis was performed using Ward’s minimum variance approach and
a dendrogram was generated. Primer’s description analysis was done in order to
identify those with the highest polymorphic information content, useful for
accretions discrimination. To evaluate the distribution of genetic variability an
analysis of molecular variance was performed (AMOVA) (P < 0.0001), which
revealed a higher degree of variability located within populations. Shannon-
Weaver information index (I) had an overall value of 1=0.69. The present study
represents one of the first molecular insights into genetic variability present in
accessions of Z. aethiopica in Mexico.

Key words: Zantedeschia, ISSR, polymorphism, genetic diversity, Shannon
index.

62



4.3 INTRODUCCION

Dentro de la familia Araceae el género Zantedeschia contiene ocho especies de
plantas herbaceas, perennes y con flores que son autoctonas del sur de Africa,
desde Malawi hasta Sudafrica. Debido a su extraordinaria espata floral (pétalo
exterior con forma de embudo) y hojas decorativas este cultivo tiene gran
popularidad en todo el mundo (Slaugter et al., 2012). El género se clasifica en
dos secciones: la seccion Zantedeschia y la seccién Aestivea. El desarrollo de
nuevos cultivares es importante para la rentabilidad de la industria floricola. Hasta
el momento hay un numero limitado de cultivares de Zantedeschia aethiopica,
debido a la incompatibilidad de cruces interespecificos dentro el género (Reznik
et al., 2021). La hibridacion interespecifica convencional entre las dos secciones
no puede darse debido a la degeneracion del endospermo, el crecimiento
anormal del embrién y la detencién del desarrollo de los plastidios, efectos

conocidos de la incompatibilidad plastoma-genoma (IGP) (Yao, 1992).

La mayoria de las variedades actuales son el resultado de mutaciones
espontaneas o mejoramiento clasico dentro de la especie, seguido de un largo
proceso de seleccion (Reznik et al., 2021). EI mejoramiento ha producido la
seleccion enana “Childsiana”, la variedad de espata rosa “Pink Mist” y la muy
popular “Diosa Verde”, que tiene una espata verde. “Colombe de la Paix” fue
escogida por su abundante floracién y el cultivar “Crowborough” fue elegido por
su tolerancia al frio (Reznil et al., 2021). Un ejemplo mas reciente de cultivares
clasicos criados y seleccionados son las primeras tres variedades de alcatraz
generadas en México: “Deja Vu” (Cruz & Torres, 2017), “Utopia” y “Sublime”
(Cruz & Hernandez, 2022).

Cada planta en la naturaleza debe tener rasgos morfolégicos y anatoémicos

anicos. Las plantas pertenecientes a un mismo género presentaran variaciones

morfologicas y anatomicas (Sarjani et al., 2007).

63



Por lo que el desarrollo de nuevos cultivares requerira contar con informacion
referente a la relacion genética entre los posibles padres utilizando enfoques
morfolégicos y moleculares (Pabendon et al., 2007). La diversidad genética
existente dentro y entre poblaciones vegetales se puede evaluar teniendo en
cuenta caracteres morfologicos tanto cualitativos como cuantitativos, aunque
esta caracterizacion es menos fiable que la molecular debido a la influencia de
factores ambientales en su expresion(Massawe et al., 2002). Los avances en la
tecnologia de marcadores moleculares en los ultimos afios han proporcionado
alternativas efectivas a las técnicas clasicas de caracterizacion morfo-
fenotipica. Como los marcadores moleculares no estan influenciados por ningan
factor fisico o bioquimico, permiten la identificacion de cultivares en las primeras

etapas de desarrollo (Chen et al., 2009).

Los marcadores moleculares proporcionan resultados mas precisos y auténticos
para evaluar la variacion existente en las razas locales en comparacion con los
enfoques convencionales (Gupta & Varshney, 2000). Los marcadores
moleculares también se pueden usar para rastrear el origen de los genotipos y
emplearse directamente en programas de fitomejoramiento (Mayes et al., 2015).
Actualmente el uso de marcadores moleculares se ha convertido en una
herramienta muy poderosa para el manejo y la utilizacion de la variabilidad
genética de cultivos en las colecciones de germoplasma. En el caso
de Zantedeschia spp. algunos tipos de marcadores como las Inter Secuencias
Simples Repetidas (ISSR), el polimorfismo de longitud de fragmento amplificado
(AFLP) y el ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD), se han aplicado
ampliamente para la identificacion de cultivares (Hamada & Hagimori, 1996; Lu
et al., 2012), cuantificar los niveles de variaciéon y relacién genética ( Zhang et al.,
2009) y describir el flujo de genes y la paternidad en las accesiones de

germoplasma (Li, 2011).

Uno de los marcadores moleculares mas eficaces son los ISSR ya que se pueden

aplicar con éxito a la identificacién y caracterizacion del genoma vegetal.
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La principal ventaja de ISSR es que producen multiples bandas en el mismo
locus, son altamente reproducibles, y no necesitan ninguna informacion

gendmica previa (Oumer et al., 2020).

El enfoque clasico de la seleccion esta influenciado por las condiciones de
crecimiento de las plantas y los sesgos individuales, lo que dificulta la tarea de
identificacion de nuevos genotipos/cultivares (Sharma et al., 2011). Por lo que el
conocimiento sistematico de los recursos genéticos de los alcatraces o calas es
importante para la formulacion de estrategias de conservacion y también para la
mejora cualitativa del género Zantedeschia y especies relacionadas. En el
presente estudio se usaron 22 iniciadores ISSR para estimar el grado de
variacion y relacion genética entre 47 accesiones de alcatraz con el objetivo de
proporcionar informacién basica para la conservacion y proteccion de genotipos
existentes en México, asi como proporcionar informacién atil para el
establecimiento de un programa de mejoramiento genético efectivo para este

cultivo.

4.4 MATERIALES Y METODOS
4.4.1 Colecta de material vegetal

En la region centro-oriente de México se realizaron 47 colectas de alcatraz
(Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng) en distintas localidades de los estados de
Veracruz y Edo. de México (Figura 10) durante el mes de febrero de 2022. La
region muestreada se dividié en 4 areas ecologicas: el grupo A estuvo integrado
por 5 individuos silvestres colectados en el municipio de La Perla, el grupo B
incluyo 16 individuos colectados en la localidad de Tuzantla, municipio de la
Perla, Veracruz. El grupo C correspondié a 22 individuos seleccionados entre
lineas y las nuevas variedades mexicanas generadas, los cuales fueron
colectados en el municipio de Elotepec, Veracruz. Finalmente, el grupo D estuvo
integrado por 4 individuos silvestres colectados en Chapingo-Texcoco, Edo. de

México.
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Figura 10. Sitios geogréficos de colectas de tejido vegetal de alcatraz, procedentes de la zona
centro-oriente de México.

Se colectaron hojas jovenes y sanas, las cuales fueron colocadas en bolsas
plasticas previamente desinfectadas con alcohol al 70 % y etiquetadas. Las
muestras fueron colocadas en refrigeracion y transportadas al Laboratorio de
Mejoramiento Genético Asistido de la Universidad Autébnoma Chapingo a partir
de las cuales se realizé la extraccion de ADN. Cada poblacién fue considerada

como una unidad basica de caracterizacién (UBC).

4.4.2 Genotipos empleados

Colectas. Se obtuvieron 26 colectas procedentes de los estados de Veracruz y
Edo de México, consideradas como UBCs (Unidades Basicas de
Caracterizacién), las cuales mostraban variabilidad fenotipica con respecto a
caracteres como altura de planta, tamafios y formas de hojas y espatas. La
tonalidad de espatas dominante en las colectas fue el color blanco o “criollo”, el
alcatraz mas comun en México (UAM, 2016).
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Lineas. Se caracterizaron tres lineas o cultivares: 'Green Goddess', 'Hércules' y
seedlings de 'Pink Mist'. Entre ellas se seleccionaron 16 UBCs obtenidas en la
localidad de Elotepec Municipio de Huatusco, Veracruz. Los materiales
escogidos presentaron diferencias en tonos, tamafos y formas de espatas u

hojas, asi como manchas en el haz (hojas maculadas).

Variedades derivadas. Adicionalmente dentro de este sitio se consideraron las
tres primeras variedades o cultivares de alcatraz mexicanas: “Deja Vu” (Cruz &
Torres, 2017), “Utopia” y “Sublime” (Cruz & Hernandez, 2022). Del sitio de colecta
se seleccionaron 5 UBCs, tres genotipos registrados y 2 genotipos en evaluacion
obtenidos a partir de las lineas antes citadas provenientes del estado de

Veracruz.

4.4.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 usando el protocolo de CTAB (Doyle,1991).
Cada material fue sanitizado con alcohol al 70 %, posteriormente se tom6 0.9 g
de hojas jovenes de cada accesion colectada y el tejido se coloc6 dentro de un
mortero estéril al que se le afiadié nitrogeno liquido hasta cubrir la muestra, la
cual se molié hasta obtener un polvo fino. El tejido pulverizado se transfirié a
microtubos Eppendorf de 1.5 mL que contenian 900 pL de amortiguador de
extraccion (Tris HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, 2-mercaptoetanol
0.2 %, CTAB 2 %, pH 8.0) previamente precalentado a 65 °C en un termoblock

marca Thomas Scientific®.

El microtubo se agitd hasta homogeneizar y se calentdé nuevamente a 65 °C en
el termoblock durante 20 min. Transcurrido ese tiempo se dej6é enfriar e
inmediatamente se colocaron en una centrifuga marca Thermo® durante 10 min
a 21000 gravedades. El sobrenadante recuperado se transfirio a microtubos
Eppendorf de 1.5 mL, a los cuales se les agregé 4 uyL de ARNasa. Estos se

incubaron por 20 min a temperatura ambiente o a 37°C.
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Luego se agregaron 600 pL de cloroformo frio-alcohol isoamilico (24:1) y se
agitaron por inversion suave durante 2 minutos hasta obtener una emulsion.
Posteriormente se centrifugaron a 12000 xg durante 10 minutos. La fase acuosa
se separo en la parte superior de los tubos y se colocé en otros microtubos a los
cuales se les agregaron 500 yL de isopropanol frio, se agitaron suavemente por
inversion hasta obtener el precipitado que correspondio a los acidos nucleicos.
Los tubos se colocaron a -20°C durante 30 min. Luego se centrifugaron a 21000
Xg por 5 minutos, se decanto el sobrenadante cuidadosamente para no perder la
pastilla de ADN y se escurrié sobre una toalla sanita. Se sec6 en el termoblock a
40°C durante aproximadamente 15 minutos y finalmente ésta se disolvié en
50 pL de TE. Las muestras obtenidas se conservaron a 4°C para su posterior

uso.

4.4.4 Cuantificacion de la purezay calidad del ADN

Las muestras de ADN fueron cuantificadas en el espectrofotometro “NanoDrop
Lite” de “Thermo Scientific”. Se utilizaron 4 yL de TE para la calibracion del equipo
cada 30 minutos una vez iniciada la cuantificacion de las muestras. A
continuacion, se tomaron 4 uL de ADN disuelto en amortiguador TE y se
realizaron las lecturas a una longitud de onda de 260 nm (Cuadro 13) y se registré

la concentracién estimada en ng-uL* asi como la relacién 260/280 (Cuadro 14).

Cuadro 13. Intervalo de valores de la relacién 260/280 () indicador de la pureza
del ADN aislado.
Valor (A) Pureza

1.8-2 ADN con pureza Optima

16-1.8 ADN con pureza aceptable

<1.6 Presencia de compuestos aromaticos
>2.1 Contaminacion por ARN
<15 Contaminacién por sales, carbohidratos y fenoles.
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Cuadro 14. Concentracion en ng/uL y relacion 260/280 de tejido vegetal de las

47 UBCs de Z. aethiopica.

uBC Estado Tejido de extraccion [ng/uL] Relacion 260/280
C1 Veracruz Hoja 1601.5 1.88
C2 Veracruz Hoja 2101.4 1.90
C3 Veracruz Hoja 1983.9 1.91
C4 Veracruz Hoja 1548.3 2.00
C5 Veracruz Hoja 1763.8 1.93
C6 Veracruz Hoja 988.9 1.97
C7 Veracruz Hoja 1844.4 1.92
C8 Veracruz Hoja 1199 1.90
C9 Veracruz Hoja 2020.7 1.96
C10 Veracruz Hoja 1197.3 1.93
Cl1 Veracruz Hoja 1805.5 1.85
C12 Veracruz Hoja 1175 1.98
C13 Veracruz Hoja 1481.7 1.89
Cl4 Veracruz Hoja 1625.9 1.87
C15 Veracruz Hoja 1010.6 1.74
C1l6 Veracruz Hoja 1007.9 1.83
C17 Veracruz Hoja 1961 1.90
C18 Veracruz Hoja 2060 1.84
C19 Veracruz Hoja 1606.4 1.83
C20 Veracruz Hoja 1559.5 1.85
Cc21 Veracruz Hoja 1484 .4 1.93
C22 Veracruz Hoja 648.2 1.65
Cc23 Veracruz Hoja 992.4 1.58
C24 Veracruz Hoja 841.3 1.69
C25 Veracruz Hoja 619 1.82
C26 Veracruz Hoja 528.8 1.84
Cc27 Veracruz Hoja 664.8 1.72
C28 Veracruz Hoja 875.8 1.87
C29 Veracruz Hoja 594.2 2.08
C30 Veracruz Hoja 1726.3 1.94
C31 Veracruz Hoja 2055.3 1.94
C32 Veracruz Hoja 1752.1 1.95
C33 Veracruz Hoja 1458.2 2.03
C34 Veracruz Hoja 886.3 1.92
C35 Veracruz Hoja 1005.9 1.97
C36 Veracruz Hoja 1728.2 2.00
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uBC Estado Tejido de extraccion [ng/uL] Relacion 260/280

C37 Veracruz Hoja 2118.2 1.86
C38 Veracruz Hoja 1362 1.99
C39 Veracruz Hoja 1486.8 1.80
C40 Veracruz Hoja 1477.8 1.90
C41 Veracruz Hoja 1661.9 1.91
C42 Veracruz Hoja 1544.9 1.98
C43 Veracruz Hoja 1186.9 1.98
C44 Edo. de México Hoja 2098.1 1.90
C45 Edo. de México Hoja 2248.5 1.85
C46 Edo. de México Hoja 2102.6 1.86
C47 Edo. de México Hoja 2136.7 1.87

Finalmente, a partir de las concentraciones obtenidas cada una de las muestras
de ADN fue diluida a una concentracion final de 10 ng-uL-! usando agua de grado

molecular, la cual se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

CiVi= GV, V=
1V1 22 W1 C, 1 C,

La calidad del ADN se comprobd en un gel de agarosa al 2.0 % y TAE al 1X de
4 mm de grosor el cual se corrié por 40 minutos a 160 voltios en TAE al 0.25X.
En cada pozo se depositaron 10 pL de la solucién de trabajo con ADN. El gel se
tifid con una solucién de bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 pg-mL1
durante 10 min. En seguida se documentd mediante un transiluminador marca
UVP y el paquete Doc-It LS Image Acquisition. EI ADN de las muestras se reveld
como manchas uniformes. Como prueba adicional para comprobar la calidad del
ADN se realizé una prueba de amplificacibn mediante PCR del gen 16s y

electroforesis de las muestras en gel de agarosa al 2.0 %.

4.45 Amplificacion y separacion de patrones ISSR

Se realizaron las reacciones en cadena de la Taq ADN polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) con 22 iniciadores (Cuadro 15).
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El ciclo de amplificacion consistid en una fase de predesnaturalizacion a 93° C

por 1 min, una fase de desnaturalizacion a 93°C por 20 s seguida de cuarenta

ciclos, cada uno de ellos con 1 min en funcién de la temperatura de alineamiento

de cada iniciador para las 47 muestras, seguido de 20 s a 72 °C para la fase de

extension y una extension final a 72°C por 6 min. Para concluir, las muestras se
enfriaron hasta 4°C (Cuadro 16).

Cuadro 15. Iniciadores ISSR utilizados en la caracterizacion molecular colectas

de alcatraz.
No. Iniciador Secuencia b’ - 3' Ta (°C) NB
1 ISSR 1 (CA)SAAGG 60 20
2 ISSR 2 (CA)SAAGGT 62 21
3 ISSR 3 (GA)sCTC 58 19
4 ISSR 4 (AG)sCTC 58 19
5 ISSR 5 (AC)sCTA 56 19
6 ISSR 6 (AC)sCTG 58 19
7 ISSR 7 (AG)sCTG 58 19
8 ISSR 8 (AC)sCTT 56 19
9 ISSR 9 A(GA):GC 50 17
10 ISSR 10 (GA)sT 50 17
11 LOL 7 (GA)sCC 44 14
12 LOL 8 (GT)sCC 44 14
13 LOL 9 (CAC)sGC 38 11
14 LOL 10 (GAC)sGG 38 11
15 17899 A (CA)AG 42 14
16 17898 B (CA)GT 42 14
17 MELS 1 (CA)sGG 44 14
18 MELS 2 (GA)GG 44 14
19 MELS 3 (TG)G 46 15
20 PIO 1 CA)sAGCT 60 16
21 PIO2 (CA)sAGG 46 15
22 PIO 3 AGCT(GACA)3 58 16

Ta=Temperatura de alineamiento, A=adenina, G=guanina, C=citocina, T=timina y NB=numero de

bases.
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Cuadro 16. Ciclos y temperaturas de amplificacion de la PCR para la obtencién
de los patrones ISSR.

Fase T°C Tiempo Ciclos
Predesnaturalizacion 93 1 min 1
Desnaturalizacion 93 20's
Alineamiento o 1 min 40
Extension 72 20s
Extension final 72 6 min 1
Enfriamiento 10 o0

. Ta. es variable al tipo de iniciador (Consultar Cuadro 8)

Para cada colecta se marco un microtubo Eppendorf y se procedié a preparar
una mezcla maestra para las 22 reacciones, con los ingredientes que se detallan
en el Cuadro 17. Para cada colecta se agregaron 2.5 uL del ADN diluido a 10
ng-yuL* y 22.5 yL de mezcla de reaccion a los tubos marcados, con objeto de

obtener un volumen final de 25 pL.

Cuadro 17. Composicion de la mezcla maestra de reaccion estandar para PCR
en un volumen final de 25uL.

Componente Concentracion inicial Concentracion Final 1x (uL)
H20 - - 4.7
dNTP’s 500 uM 200 uM 10.0
Amortiguador de PCR 10x 1x 2.5
MgCl2 50 mM 3.0 mM 3
Iniciador 10 ng/uL 30 ng 2
Taq 5UmL? 1.5 U-reac 0.3
ADN 10 ng-uL? 25 ng-reac 2.5
Total 25
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4.4.6 Separacion de productos amplificados

Los productos amplificados obtenidos a partir de la PCR fueron separados en
geles de agarosa por electroforesis durante 45 minutos a 160 voltios. A cada gel
se les agregaron 2 uL de amortiguador de carga Blue Juice 10 X. En cada pocillo
del gel de agarosa se cargaron 8 uL de los productos amplificados. Para
cuantificar el peso molecular de las bandas generadas por cada iniciador, en el
altimo pozo del gel se cargaron 5 uL de la escalera de 100 bp. Para visualizar las
bandas el gel se sumergié en una solucion fijadora con bromuro de etidio (0.5
ug'mLty TAE 1 X) durante 15 min y los resultados obtenidos sometieron a un
transiluminador marca UVP y se analizaron usando el paquete Doc-It LS Image

Acquisition.

Los geles asi obtenidos se analizaron cuantificando el nimero de bandas
polimorficas producto de la amplificacion para cada iniciador. La presencia de
una banda se codific6 como 1 y su ausencia como 0, con lo cual se construyo

una matriz binaria basica de datos (MBD).

4.4.7 Andlisis estadistico

A partir de la matriz basica de datos (MBD) de los 22 iniciadores se procedio a

calcular el coeficiente de similitud de Jaccard (1912) entre pares de accesiones,
el cual fue transformado en distancia genética d;; = (,/1 —Sij) mediante el

paquete SAS ver. 9.4.

4.4.7.1 Analisis de agrupamiento

Se realizé un analisis de agrupamiento usando el método jerarquico de la
varianza minima de Ward y se construy6 un dendrograma. La altura de corte para
definir el nUmero de grupos se definido mediante el criterio cubico de agrupamiento

y las pseudo estadisticas T2 (Hotelling, 1951) y la Pseudo F (Johnson, 1998).
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4.4.7.2 Descriptiva de marcadores

Con el objetivo de identificar los iniciadores que brindan mayor informacion en la
comparacion entre accesiones se procedié a realizar el andlisis descriptivo
mediante el programa InfoGen® de la Universidad de Cordoba, Argentina. Por
lo que se estimaron las siguientes variables: numero de bandas polimorficas
(BP), monomorficas (BM) y totales (BT), proporcion de loci polimérficos (PMF),
contenido de informacion polimérfica (PIC), error estandar del PIC (EE),
porcentaje de amplificacion (AMP), y la probabilidad de que dos individuos
compartan el mismo alelo por azar (PDICMA) calculada a través de: P; (Xp)™,
donde X, representa el indice de similitud promedio para todos los pares de
comparaciones, calculado como X, = (2N,5)/(Ng), donde N,z representa el
namero de bandas presentes en ambas muestras, N, y Ny representan el nimero
total de bandas en las muestras Ay B respectivamente, y n representa el nimero

promedio de productos de amplificacion por muestra (Wetton et al.,1987).

4.4.7.3 Analisis Molecular de Varianza (AMOVA).

Con el objetivo de probar la existencia de diferencias genéticas entre poblaciones
se procedio a realizar un andlisis molecular de varianza (AMOVA) considerando
las cuatro poblaciones de alcatraz determinadas geograficamente. Este analisis

se efectud con el paquete Infogen® de la Universidad de Cordoba, Argentina.

4.4.7.4 indice de diversidad genética de Shannon-Weaver

Para calcular la biodiversidad especifica entre accesiones se procedio a estimar
el indice de diversidad genética de Shannon-Weaver entre las cuatro poblaciones

a través de la siguiente ecuacion:

donde: s denota el niumero de caracteres (bandas) consideradas y Pij es la

frecuencia del caracter i (banda i) en la poblacién |.
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4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

De la extraccion de ADN a partir de tejido vegetal (hoja) se obtuvieron lecturas
de material genético que oscilaron de 528.8 hasta 2248.5 ng/uL (1464.43 ng/uL
como promedio). Con respecto al paramero; relaciéon de absorbancia 260/280 el
89.36 % de las muestras mostraron una calidad optima, 8.51 % registraron una
calidad aceptable y el 2.13 % restante presenté contaminaciéon con compuestos

aromaticos.

Como pruebas adicionales para corroborar la calidad de extraccién de ADN se
elabor6 un gel de calidad de agarosa en el cual se obtuvieron manchas o
fragmentos uniformes. Adicionalmente se realiz6 una prueba de amplificacion

mediante PCR del gen 16s en la cual se obtuvo 100 % de amplificacion.

Estos resultados muestran que la metodologia de extraccibn de ADN de tejido
vegetal de hojas de Z. aethiopica fue efectiva. En trabajo previos realizados en
alcatraz se ha comprobado que la extraccion de ADN en esta especie se puede
realizar a partir de raiz, tubérculo, tallo, espata, inflorescencia pistilada,
inflorescencia estaminada y semilla (Wei et al., 2016). En este Ultimo caso se
pueden usar semillas inmaduras y semillas maduras cosechadas durante las

etapas de antesis y marchitamiento (Wei et al., 2016).

4.5.1 Obtencion de perfiles ISSRs

En el presente experimento se probaron 22 iniciadores ISSR, los cuales mediante
PCR produjeron bandas nitidas y con polimorfismo (Figura 11).
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Figura 11. Perfiles moleculares de ISSR obtenidos con los iniciadores: A) ISSR 1; B) ISSR 2; C)
ISSR 6; D) ISSR 8; E) 17899 Ay F) 17898 en 47 colectas de alcatraz. Marcador de peso molecular
(1 Kb) en ambos extremos.
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Los perfiles analizados de alcatraz (Zantedeschia aethiopica (L) K. Spreng)
revelaron que ninguna muestra se encuentra duplicada. De un total de 194
bandas amplificadas obtenidas 162 fueron bandas polimérficas, lo cual
represento un polimorfismo general de 83.51 %. El nimero de bandas obtenidas
por cada iniciador varié de 3 hasta 16 bandas, con un promedio de 8.82 bandas.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Zhang et al. (2009), indicaron
que al evaluar variedades de calas de color (Zantedeschia hybrid) con 15
iniciadres ISSR obtuvieron un total de 109 bandas, 99 polimorficas ( 90 % de
polimorfismo).En un experimento realizado por Zhen et al. (2013) mostraron
cambios fisiolégicos y bioquimicos producidos en dos variedades de cala
expuestas a radiacion con iones pesados '2C®* encontraron que la exposicion
pudo haber causado mutaciones del ADN gendmico, lo cual provoco que con el

uso de 22 iniciadores ISSR solo produjera 45 % de polimorfismo

En estudios realizados con otros marcadores tipo AFLP en estudios sobre
relaciones genéticas de especies en cultivares de Aglaonema, el niumero de
fragmentos de AFLP generados por juego de iniciadores oscilé entre 59 y 112,
con tamafios de fragmentos entre 50 y 565 pb. Se detectaron un total de 449
fragmentos AFLP, de los cuales 314 fueron polimorficos (70 %) (Chen et al.,
2004). Por lo que a partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se
demuestra que los marcadores de tipo ISSR proporcionaron una mayor cantidad
de informacién en comparacion a la utilizaciéon de marcadores dominantes por lo
cual resultan de gran utilidad en estudios de variabilidad genética en esta
especie. El iniciador que mas bandas amplificé fue el ISSR2 con 16 bandas de
las cuales el 100 % fueron polimorficas con un 28.06 % de amplificacion a través
de las 47 UBCs, un buen contenido de informacion polimorfica (0.30) y presentd
la menor probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo por azar
(PDICMA), por lo que este iniciador muestra las mejores caracteristicas para ser
utilizado en estudios posteriores de caracterizacion molecular de Z. aethiopica
por su alto grado de confiabilidad en la identificacion de genotipos de esta

especie.
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Adicionalmente los iniciadores LOL 10 (0.36), MELS3 (0.34) e ISSR5 (0.31),

también presentaron altos valores de contenido de informacion polimérfica por lo

que podrian ser de interés en estudios moleculares posteriores (Cuadro 18).

Cuadro 18. Descriptiva de 22 iniciadores ISSR utilizados para la obtencién de

perfiles moleculares de alcatraz.

Primer Secuencia BP BM BT (Pgl\él)': PIC E.E. AMP PDICMA
ISSR1 (CA)sAAGG 12 0 12 0.67 0.23 0.04 6152 1.2E-08
ISSR2 (CA)sAAGGT 16 0 16 1.00 0.30 0.01 28.06 4.4E-16
ISSR3 (GA)sCTC 10 2 12 0.67 0.23 0.02 55.14 6.8E-07
ISSR4  (AG)sCTC 7 2 9 0.67 0.29 0.02 63.27 6.6E-08
ISSR5 (AC)sCTA 7 2 9 078 031 0.01 71.39 9.3E-09
ISSR6 (AC)sCTG 12 1 13 0.69 0.22 0.03 36.07 1.3E-07
ISSR7 (AG)sCTG 6 3 9 056 0.26 0.02 75.18 3.2E-06
ISSR8 (AC)sCTT 7 3 10 050 0.21 0.02 60.43 5.3E-05
ISSR9 A(GA)GC 10 O 10 0.70 0.21 0.02 60.00 7.4E-07
ISSR10 (GA)sT 6 2 8 063 0.21 0.01 81.65 1.8E-05
LOL7 (GA)sCC 5 0 5 100 0.29 0.02 61.70 7.3E-11
LOLS (GT)sCC 5 3 8 063 030 0.01 7181 1.5E-06
LOL9 (CAC)GC 6 1 7 086 0.30 0.01 75.08 1.7E-09
LOL10 (GAC)sGG 2 1 3 067 036 001 68.79 3.7E-09
17899A (CA)sAG 6 2 8 0.63 0.22 0.01 68.62 9.6E-06
17898B (CA)sGT 7 1 8 088 0.23 0.01 5053 1.4E-06
MELS1 (CA)sGG 6 2 8 063 0.21 0.02 74.73 3.2E-05
MELS2 (GA)sGG 6 0 6 0.67 0.23 0.02 43.62 3.4E-09
MELS3 (TG):G 4 2 6 067 0.34 0.01 57.80 4.6E-08
PI1O1 CA)sAGCT 7 2 9 0.67 0.25 0.02 77.78 6.2E-07
P102 (CA)AGG 9 0 9 0.89 0.24 0.02 60.28 9.3E-09
P103 AGCT(GACA)s 6 3 9 0.67 0.29 0.01 80.14 7.6E-07
Total 162 32 194 60.84 1.2E-157

BP: bandas polimdérficas, BM: bandas monomarficas, BT: bandas totales, PMF (95): proporcion
de loci polimérficos, PIC: contenido de informacion polimérfica, EE: Error estandar, AMP:
porcentaje de amplificacion, PDICMA: probabilidad de que dos individuos compartan el mismo
alelo por azar.
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4.5.2 Analisis de agrupamiento

Con los perfiles moleculares obtenidos se procedio a calcular el indice de similitud
genética de Jaccard (1912) entre pares de accesiones, el cual se transformé en
distancia = (\/1——511) Luego se realizé un analisis de agrupamieto jerarquico
utilizando el método de la varianza minima de Ward y con los resultados
obtenidos se procedio a elaborar un dendrograma. Con base en el criterio cubico
de agrupamiento y las pseudo estadisticas T? (Hotelling, 1951) y la Pseudo F
(Johnson, 1998) se determind que la distancia de corte era de r> = 0.05 lo cual
clasificé a las 47 UBCs dentro de cuatro grupos principales (Figura 12).

El grupo | estuvo compuesto por 22 UBCs, las 5 accesiones colectadas en la
localidad de La Perla zona centro (C1-C5), 13 materiales provenientes de
Tuzantla y las 4 accesiones procedentes de Chapingo, Texcoco de Mora, Edo.
de México (C44 — C47). Este primer grupo de colectas tuvieron en comdn que la
tonalidad dominante de las espatas fue el color blanco o “criollo”. El grupo I
estuvo integrado Unicamente por 5 UBCs, dos de ellas colectadas en La Perla
centro (C2 y C89y 3 provenientes de Elotepec, Veracruz (C35, C37y C39). Estas
colectas tuvieron en comun que todas ellas pertenecieron a la variedad “Green
Goddess”. El grupo Il estuvo conformado por 12 UBCs colectadas en los
municipios de Tuzantla y Elotepec, Veracruz con una gran diversidad entre ellas
ya que incluyeron colectas tipo “Green Goddess”, seedlings de “Pink Mist”,
colecta de las variedades “Hércules”, “Utopia” y “Sublime” asi como accesiones
tipo “Criollo” o de alcatraz blanco, por lo que dentro de este grupo se encontraron
distintas tonalidades de espatas desde los tonos blancos, verdes/blanco, rosas y
purpura/blanco. En relacion con los colores de hojas también se observaron
maculas en algunos genotipos. Finalmente, el grupo IV estuvo conformado por 8
UBCs, colectadas en el municipio de Elotepec, Veracruz. Las accesiones

incluidas en este grupo fueron principalmente seedlings de “Pink Mist”, “Deja Vu”

y 2 genotipos en evaluacion obtenidos a partir de las lineas antes citadas.
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Nuevamente dentro de este grupo se presentd una amplia gama de colores que
fueron del Blanco/purpura, lila, purpura y rosa, asi como la presencia de hojas
maculadas en algunas de ellas. Los resultados obtenidos sugieren que los
marcadores tipo ISSR utilizados permitieron identificar variaciones genéticas a

nivel intraespecifico, presentes entre las plantas de Z. aethiopica.

El agrupamiento representado en el dendrograma permite observar una clara
diferenciacion genética entre los genotipos “criollos” con respecto a las lineas e
hibridos derivados, resultado de la seleccion artificial. Asi también puede
apreciarse la estructura genética de las distintas poblaciones, donde se aprecia
la existencia de una amplia distribucién espacial de genotipos susceptibles de ser

incorporados dentro de programas de mejoramiento (Zhu et al., 2016).

Los resultados obtenidos en el presente estudio se asemejan a lo reportado en
estudios anteriores realizados en calas, donde mediante la ayuda de marcadores
EST—SSR fue posible estudiar la diversidad genética, caracterizar al
germoplasma y realizar seleccion asistida dentro del género Zantedeschia (Wei
et al., 2016). En otro estudio realizado por Wei et al. (2017) mostraron que no
encontraron agrupamientos asociados con el origen geogréfico de los materiales
evaluados, lo cual fue explicado debido al probable intercambio extenso de
accesiones parentales por parte de los programas de mejoramiento de los

mejoradores en todo el mundo.
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Figura 12. Dendrograma construido por el método de varianza minima de Ward y las distancias
de Jaccard entre muestras de Z. aethiopica.
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4.5.3 Analisis molecular de varianza (AMOVA)

Con objeto de observar la distribucion de la variabilidad genética de las
accesiones evaluadas se procedié a realizar el analisis molecular de varianza
(AMOVA) mediante el programa Infogen ®. Este reveld que la mayor variabilidad
se presentd dentro de accesiones (79.62 %) (P < 0.0001), mientras que el 20.38

% restante se presento entre accesiones (Cuadro 19).

Cuadro 19. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de accesiones de alcatraz
o cala (Z. aethiopica) basado en datos ISSR.

Componentes Variacion

F.V. o] SC CM p-valor de Varianza (%)
Entre 3 11.39 3.80 <0.0001 0.27 20.38
Dentro 43 45.80 1.07  <0.0001 1.07 79.62
Total 46 57.19 1.24 1.34 100.00

No es inesperado que la mayor variacion genética revelada por el AMOVA se
presentd dentro de las poblaciones, resultado que coincide con lo encontrado por
Wei et al., (2017), quienes en un estudio donde evaluaron 117 variedades de
alcatraz de color con ETS-SSRs también detectaron un moderado nivel de
diversidad genética (0.53) localizado dentro de poblaciones procedentes de USA,
Nueva Zelanda y Paises Bajos en lugar de entre poblaciones, lo cual fue atribuido
al extenso intercambio de accesiones parentales entre programas de
mejoramiento. Asi mismo tiempo establecen que la distribucién no aleatoria de
genotipos puede deberse a distintos procesos que incluyen la dispersiéon
restrictiva de genes, a la deriva genética y a la seleccién ambiental.

El conocer la estructura genética de las poblaciones de alcatraces es un

componente esencial en la caracterizacion de germoplasma e identificacion de

progenitores potenciales dentro de los programas de mejoramiento.
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4.5.4 Indice de diversidad genética de Shannon-Weaver

El indice de diversidad de Shannon (Shannon, 1948), también conocido como
indice de Shannon-Wiener, entropia de Shannon o indice de Shannon-Weaver,
ha sido ampliamente utilizado en estudios de genética de poblaciones. Se
propuso como una medida unificadora de la diversidad para describir la variacion
en multiples niveles de organizacion genética, desde polimorfismos de un sélo
nucledtido (SNP), especies enteras o0 unidades taxonémicas mas grandes hasta
ecosistemas (Gaggiotti et al., 2018; Sherwin, 2018). Sherwin et al. (2017)
mostraron su potencial y utilidad en estudios gendémicos, ya que su calculo
permite dimensionar la diversidad genética considerando un valor de cero cuando
se presenta un alelo en la poblacién y conforme aumenta el nUmero de alelos, el
valor también se incrementa y con ello la existencia de diversidad genética
(Medrano, 2017; Pla, 2006).

Mediante la utilizacion de los marcadores ISSR se realizo el calculo del indice de
diversidad genética dentro de las cuatro poblaciones de Z. aethiopica, el cual
vari6 desde 0.37 dentro de la poblacion A hasta 0.69 en el resto de las
poblaciones (Cuadro 20). La poblacién A estuvo conformada por cinco individuos
silvestres colectados dentro de la localidad de La Perla y fue la que presento el
mayor grado de variabilidad genética mientras que el resto de las poblaciones
gue sugiere que las poblaciones muestreadas presentaron el mismo grado de
variabilidad a pesar de estar constituidas por diferente nimero de individuos y de

distinto origen.

Cuadro 20. indice de diversidad de Shannon-Weaver en cuatro poblaciones de
Z. aethiopica.

Especie n I L Ls IBoot EEBoot
Poblaciéon A 5 0.37 0.24 0.47 0.37 0.06
Poblacion B 16 0.69 0.68 0.69 0.69  4.4E-03
Poblacién C 22 0.69 0.68 0.69 0.69 3.4E-03
Poblacion D 4 0.69 0.68 0.69 0.69 4.3E-03

Total 4 0.69 0.69 0.69 0.69 0.03

n: nimero de muestras, I: indice de diversidad de Shannon-Weaver, Li: Limite inferior, Ls: Limite
superior, leoot: 1000 ciclos de remuestreo (Bootstrap) con intervalo de confianza de 0.95, EEgoot:
error del remuestreo.
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Los valores del indice de Shannon-Weaver estimados en el presente estuvieron
por debajo de los obtenidos por He et al. (2020), quienes mediante la utilizacién
de 4 marcadores SSR evaluaron 134 cultivares de Zantedeschia colectados en
China, Paises Bajos, Estados Unidos, Nueva Zelanda y Taiwan encontrando un
valor alto de diversidad (I = 0.934). Esta discrepancia puede haberse debido al
menor numero de accesiones evaluadas en este trabajo (47) asi como a su

procedencia geogréfica, ya que todas ellas provinieron de México.

El grado de diferenciacibn genética aumenta cuando la distancia entre
poblaciones incrementa (Medrano, 2017; Pusadee et al., 2009). El indice de
Shannon es mas sensible a la pérdida de variantes raras (p. €j., debido a cuellos
de botella genéticos) que a la pérdida de heterocigosidad, y proporciona mas
informacion acerca de la riqueza alélica o sobre un numero simple de alelos
(Sherwin et al., 2017).

Los resultados obtenidos sugieren que dentro del rango de colecta de alcatraces
o calas explorado en este estudio la variabilidad genética no se ha reducido de
manera drastica en comparacion a la reportada en otros paises. Sin embargo,
seria recomendable realizar estudios adicionales que tomaran en cuenta otras
poblaciones de Z. aethiopica considerando un mayor nimero de localidades, con
objeto de tener una estimacion mas precisa de los cambios en la estructura y
variacion genética que pudieran presentarse, esto de acuerdo con lo sugerido por
Konopinski (2020), quien establece que el uso de tamafos de muestra pequefos
podria afectar el indice de diversidad presente, e incluso ocasionar un sesgo

negativo.
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4.6 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio se establece que
los marcadores moleculares de tipo ISSR fueron altamente eficientes para el
estudio de la variabilidad genética presente en poblaciones de alcatraces Z.

aethiopica, mostrando un alto nivel de polimorfismo.

La mayor parte de la variabilidad genética en esta especie se concentré al interior
de las poblaciones, siendo la regibn montafiosa central del estado de Veracruz

la mas diversa.

Los productos ornamentales poseen atributos tangibles e intangibles que influyen
en las decisiones de consumo, sugiriendo futuras oportunidades. La realizacion
de analisis moleculares permite la identificaron grupos de genotipos
genéticamente distantes entre lineas, hibridos y colectas que podrian emplearse
como materiales parentales para generar nuevos cultivares en programas de

mejoramiento genético de esta especie.
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