. e} &) =

N0331

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

RO KT0Rml
T Ty

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLE
INSTITUTO DE ECOLOGIA

“Aislamiento por distancia de algodén (Gossypium hirsutum)
en Mexico: consecuencias para el manejo de plantas
transgénicas’

TESIS |
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(AMBIENTAL)
PRESENTA

ANA LA~URA‘BVEGIER BRIUOLO

DIRECTOR DE TESIS:
DR. DANIEL IGNACIO PINERO DALMAU

MEXICO, D.F. MARZO, 2005

O ol




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



uis erllpeMJlmenez Garcna

;Sihf'otrof‘parﬁéﬁlar; quedo de‘szSt;ie

Atentamente R
“POR I RAZA HABLARA EL ESPIRITU" LT e e e e
Cd Umversntana,DF 2, 24 de noviembre de! 2004 - R R

)

- (Or-dfanTosé MorroneLupl : L ' s
-\ Cogrdinador del Programa -~~~ Lo o

-c.‘,c;"p,'EXpedieknte‘dé{interesado -




A Diego

-El amor que me has dado es el que me impulsa a luchar por mis
- metas, es el que me mantiene disfrutando de lo que me gusta y es tu
a,pdyo el que me ha permitido llegar hasta donde estoy, te agradezco

infinitamente por tu amor y tu confianza.

A mi Padre

A mi abuelo Beto

A mi Madre

A mi familia

Wegieres, Briuolos, ¥ Ruiz Sabios, gon. mucho carifio

A Pepe



Agradecimientos

Este trabajo se llevé a cabo gracias al apoyo de la beca de maestria otorgada por
el Concejo Nacional de Ciencia'y Tecnologia, y el complemento de beca de la
Direccién Generai de Estudios de Posgrado de la UNAM.

Las colectas se realizaron con el permiso otorgado, por la Direccién General de
Vida Silvestre de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales,
nimero 03740.

Quiero agradecerle al Dr. Daniel Pifiero, por darme su apoyo para la realizacién
de este trabajo, por responder siempre mis preguntas y por ensefiarme tantas
cosas de la vida. Por ser el ejemplo de lo que quiero ser, de lo que tengo que
hacer y por mostrarme mis errores. Nadie puede dudar que fuiste, eres y serds
el mejor padre académico. Gracias.

Muchas gracias a mi comité tutoral: la Dra. Judith Mdrquez y el Dr. Luis Felipe
Jiménez, por acompafiarme y nunca abandonarme durante estos enriquecedores
afios de trabajo.

El eslabén clave de la cadena de favores que hicieron posible esta maestria se
llama Andrey, mi compafieroy amigo, en todo momento.

Gracias a todos mis compafieros del Laboratorio de Genética y Evolucion:

Valenting, Argelia, Ale Vdzquez, Rodolfo, Erika Aguirre, Ale Moreno, er'oslava

~ Levy Erika Diaz, por hacer de mi estancia en el laboratorio toda una experiencia,
~ con sus virtudes, y con todos sus errores, por lo que quieran, no sé pero.no. Ios

extrafiaré, porque esta historia continua...

Un muy especial agradecimiento a Oscar Rodriguez Avila, por su valiosa
~ colaboracién y compafiia durante la realizacién de esta investigacién. A Caroling,
- que me ayudo en los interminables tramites del posgrado. A Anabel, Don José 'y
Doba Silvia (Dofia Chivis), por regalarme una sonrisa cada dfa. ,

Durante estos afios Valentina me hizo compatiia, en las buenas y en las malas, en
las materias y en mi casa, en el laboratorio y en la comida, encontrar las palabras
para agradecer una amistad asi es dificil, sélo puedo decir “6racias por todo
amiga mia“. A Marta Villanueva, por sus cuidados y caritio, literaimente hlaeron
posible que sobreviviera en estos afios de trabajo en el laboratario.

A mis compafieros de la salida al norte. A mis compafieros del maravilloso e
inolvidable vigje a Oaxaca Chiapas, Tabascoy Veracruz: Bego, Tany, Karla, Diego
y Mora. A Rodolfo y Ale V. por acompafiarme a recorrer toda la Peninsula de
Yucatdn, siempre vestidos hasta las orejas frente al espléndido Caribe Mexicano.

A Diego que me acompafio a Tamaulipas y Veracruz (tres veces) sin éxito en las
colectas, y por siempre querer recorrer cominos nuevos en busca de las
poblaciones nunca vistas. Por interesarse y comprender este prayecfo que fue

~ posible por su ayuda y comprensién. Mil gracias. ~




fndice

Resumen
Abstract
1 Introduccidn
1.1Caracterizacién y evolucion del género Gossypium
1.1.1 Historia evolutiva
1.1.2 Distribucion actual
1.2 Descripcidn de la especie
1.2.1 &l algoddn cultivado
1.2.2 Algodén Transgénico
1.3 Genética de poblaciones
1.3.1 La estructura de‘las poblaciones
1.3.2 Aislamiento por distancia
1.3.3 Métodos para la-estimacion del flujo génico
1.3.3.1 Métodos directos
1.3.3.1.1 Antecedentes de métodos directos para la estimacién
del flujo génico en |a especie Gossypitim hirsutum
1.3.3.2 Los métodos indirectos
1.4 Marcadores moleculares
2 El problema.
2.1-Definicién del problema de estudio
2.2 Objetivos
2.3 Hipétesis
3 Material y método
3.1:Material biolagico
3.2 Extraccion de DNA
3.3 Amplificacion y eleccidn de los microsatélites
+3.3:1 Microsatélites obtenidos de Gossypium hirsutum
3.3.2-Microsatélites.del cloroplasto de angiospermas dicotiledoneas
3. 4 Secuenciacién
3.5 Andlisis de resultados
:3.5.1 Variacién.genética
3.5.2 Estructura de las poblaciones
3.5.3 Comparacion entre poblaciones
3.5.4 Asociaciones entre haplotipos
4 Resuitados
4,1 Variacion genetlu
4.2 Comparacién entre poblaciones
4.3 Asociaciones entre haplotipos
5 Discusién
5,1 Variacion.genética ‘
5.2 Estructura genética de as poblaciones
5.3 Patrones histéricos
5.4 Precauciones necesarias para el manejo de plantas transgénicas
6 Conclusiones
7 Bibliografia
8 Apéndice 1
9 Apéndice 2
10 Apéndice 3

Aterizas 8 B
UN}%&% % & Hang
i

conienidn 4 ¢
HOMBRE: Qﬁﬁﬂw«w




Resumen

La es\peéie Gossypium hirsutum tuvo su centro de origen en México yen
la actualidad se considera endémica de Mesoamérica. Los objétivos de
esta investigacién incluyeron el conocer la diversidad genética de las
poblaciones de México. Con esta informacién se planteé comparar los’
datos sobre distancias genéticas y distancias geograficas, y de esa
manera, poder sugerir la distancia a la que se interrumpe el flujo
genético. Esto ayudars a proponer medidas de bioseguridad para el

cultivo de plantas transgénicas. Se analizaron 141 iIidividuos

pertenecientes a 13 poblaciones, utilizando cinco loci polimérficos de

microsatélites de cloroplasto. La diversidad genética encontrada fue
alta (He = 0.98+/-0.004), e identificamos 40 haplotipos. Las poblaciones

de Gossypium hirsutum, estdn moderadamente estructuradas. Aln asi,

hay cuatro regiones altamente diferenciadas (Nayarit, Campeche,

- Peninsula de Yucatan Noreste y Peninsula de Yucatan Noroeste). Esta

fuerte estructura fue probablemente producto de dos fenémenos que

ocurrieron en diferentes dreas y distinta intensidad, ampliaciones del

rango de distribucion de la especie y por el otro aislamiento por

distancia entre las poblaciones. Estos patrones sugieren que a

distancias menores de 265 Km existen poblaciones muy parecidas

mientras que a distancias mayores existe una razonable estructuracion

genética. Por €llo, también podemos eoncluir que la dispersién de las

semillas es mayor a la que pudiesen aportar los polinizadores (5 Km).

Con estos resultados, las precauciones necesarias para el cultivo de

plantas transgénicas de algodén son: la distancia minima de 265 Km de

poblaciones naturales, utilizando en todos los casos trampas para.
semillas y alejados de cuerpos de agua. Finalxnente, ‘es necesario
analizar profundamente la desaparicién de las poblaciones en el Golfo de
Meéxico, e inferir las medidas necesarias parala conservacién de esta,

especis.




Abstract

The species Gossypium hirsutum has its center of origin in Mexico and
nowadays‘ itis yoonsidered endemic to Mesoamerica.

‘The main objective of this research included the knowledge of the genetio
diversity on Mexiee,i.n populations. With thisinformation, we compared the
genetic and the geographic distances to suggest limits to genetic flow.

This information will be useful to establish biosecurity procedures for
transgenic plants management. We analyzed 141 individuals from 13

"populations with ﬁve polymorphic ehloropla.st microsatellite loci. The
genetic diVersity was ‘h‘igh (Hz= 0.98+0.004) and we identified 40
‘haplotypes. The populations of Gossypium hirsutum that we analyzed

J : ' 1 - showed moderategenetic differentiation, even though there are four
highly struetured regions (Nayarit, Campeche, Northwestern Yucatan

 peninsula and northeastern Yucatan peninsula)

' This strong structure was probably due to two main phenomena that
oceurred in different areas and with different inteneity, range expansion .
events‘a,ndfisola.tionby distance. These patterns suggest ‘the,t for"distancesy
less than 265 Km there are very similar populations, while ingreater
distances there is'a conSiderabIe genetic structure. Wecan cOnelude that
the seed dispersal is higher than pollinators dispersal distances reported
(5Km). |

Witlfthese’ results, we suggest some precautionary procedures for cotton

: tranegenic plants management; including cultivated ﬂelds at a minimum
distance of 265 K.m frorn natural populations, the employment of seed
traps and sowing far away from body waters.

Finally, it ig necessary to analyze the populations that disappeared from
“the doast :of Mexico and take into consideration new strategies forthe

conservation of this important species.




1 Introduccién

La especie Gossypium hirsutum, una de las especies de plantas de algodon,
es endémica ‘de Mesoameérica, zona que incluye a las islas del Caribe, a

| Belice, Guatemala, El Salvador, Honduras, Costa Riéa ¥y parte de México
(Fryxell, 19‘?9). En la‘industria, el algododn debe su impbrtanciaf aqueesel
cultivo de fibra, suav'e mas utilizado y es de donde se extrae la mayor
cantidad de aceite de semﬂia en el mundo (Mei, et al. 2004). -

En el sector eientifico, el algodén ha despertado gran ihterés, ya que se
estan;obteniendo plantas généticamente modificadas para la solucién de
los 'problema,s eon plagas que tiéne su cultivo; LafS‘inveStigaciones han sido
muy abundantes en la ultima década, y en éonsecuencia. sehan
desarrollado marca;dores moleculares de sus organelos y del nucleo. Los
mas Uti]izados han sid¢ losmicrosatélites (SSRs), desarroﬂados por Reddy
y colabbradores en 2001. |

‘Bl objetivo d’e‘ la genética de poblaciones es comprender la composicién

| 'genética de'las poblaciones y los procesos que pfovoca,n su cambio. En

‘cualquier especie, la variacion genética dentro de una poblacién Vv enti'e

: pobla.ciones se debe a la existencia de varios alelos en diferentes loci. La,
medida fundamental es 1a frecuencia de los alelos de un gen en la
poblacion. Dicha.frecuencia,‘alélica puede cambiar debido a una mutaeién

-recurrente, seleccién y migracién (Grifﬁths et al. 1996). ‘

Labiologia de las p'oblacione‘s‘consiste en dos partes distjntas pero

interrelacionadas: la estructura demograﬁea, ¥y la estructura genética. La




~ estructura demografica esta determinada por todos los procesos asociados

al nacimiento, muerte y dispersién de los organismos, incluyendo el

- ‘Sistema de apareamiento y la historia. de vida. La estructura genética esta

deterininada por la estructura de la poblacién, pero también por procesos
como la seieccic’m, la recombinacién y la mutacién (Slatkin y Hudson,
1991). Para determinar la estrugtura genética, es necesario comprender el
patrén de variacion genética de la especie, lo que significa evaluar los

genotipos de diferéntes individuos (Slatkin y Hudson, 1991).

Uno de los problémas en el andlisis de la estructura de las poblaciones es

determinar la cantidagd de flujo génico. El flujo génico es un componente

prineipal de la estructura poblacional porque determina hasta qué punto

-cadéupobla,cién local de una espééie es una unidad evolutiva independiente.
Si existe un alto flujo génico entre poblaciones locales, entonces todas las
‘poblaciones evolucionan juntas; pero sihay poco flujo génico cada

‘pobia‘cién evoluciona en forma casiindependiente (Slatkin, 1998).

1.1 Caracterizacién y evolucion del género Gossypium
El género del é.lgodén (Gossypiwm) incluye aproximadamente 45 espeéies
distribﬁidas desde las regiones aridas a semiaridas de los tropicos y
subtréjp‘icds (Fryxell, 1984). Las espeeies de Gossypium exhiben Va,ria.cién
moffolééica extraordinaria, pueden ser -berennes herbaceas o érbdles
pequerios, preé.entan diversas caracteristicas reproductivas y vegeta,tivasf

A hivel gendmico también ha habido un gran aumento en la diversidad




durante la Radiacién global del género (Endrizzi et al., 1984) conduciendo
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C,D,E, F, G y K (Figura 1). La historia evolutiva del género incluyd ‘
episodios miltiples de dispersién tfanéoceé.nica, de iﬁvasién de nuevos
nichog ecoldgicos, y alta frecueﬁcia de hibridacién inter éspeciﬁca entre los
liﬁajes que estan-actualmente a,ilslados reproductivamente (Wendel,
2000).

1.1.1 Historia evéiutiva
Las investigaciones recientes han esclarecido muchos aspectos de la
historia évolutiva del genero Gossypium, incluyendo las relaciones dentro
y entre los-ocho grupos . de genomas, el origen de log algodones
a,lotetraploides (Figura L)y la domesticacién de cada una de las cuatro
especies cultivadas. Los datos indican el origen del género hace 12
millones de afios y una rapida diversificacion temprana de los grupos
principales. Log algodones alopoliploides parecen haberse formado hace
uno o dos millones de afios, a consecuencia de la dispersion transocednica
del genoma A al nuevo mundo, seguida por la hibrida.cién con el genomia D.
Después de formarse los alopoliploides ocurrié una radiacidn en tres liilajes
modernos, incluyendo esos a Gossypium hirsutum, la especie
comercia]mente mas impoftante y objeto de ésta. inveé.tigacién, va @
barbadénse, también econdmicamente relevante, ya que entre estas dos
e‘speoies‘ cubren el 95% de la producci()ri global de algodon-(Mei et al.

2004).
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El origen del algodon poliploide se puede apreciar en el contexto de la

‘historia evolutiva del género y de su tribu. En este sentido, existen

investigaciones mas recientes que consideran aspectos taxonoémicos

- tradicionales y acercamientos modernos que implican el analisis

‘comparativo de las secuencias de DNA (Seelanan ‘et al., 1997; Wendel y

Liu, 2008). Estos estudios han conducido a un concepto taxondémico en el

que un grupo de los géneros se alinean en una tribu pequeiia, llamada

k GoSsypieae. Esta tribu, que incluye ocho géneros (Fryxell, 1884), seha -

djsbinguidotradjcionalmente de otros miembros de la familia Malvaceae

debido a caracteristicas morfolégicas y anatémicas del embrién, la

‘madera, cubierta de la semilla, y por la presencia de glandulas que

secreta,n gossypol,-que se‘disti*ibuyen dé forma distinta en la planta.
Recienpemente, realizando un analisis comparativo entre sitios irariables
del DNA de cloroplasto, se ha confirmado que son un grupo monofilético
(Figura 1) (LaDuke y Dosbley, 1995). Cuatro de los ocho géneros en el
Gossypieae son contienen pocas especies, con diétribucién ‘geogré.ﬁca
restringida (Fryxell, ‘19’84). Lebronnecia es un endémico monotipico de las
isias de Ma,rquesa,si ‘Cephalohibiscus, de Nueva Guinea y lés islas de -
Salqunén, también contiene una sola especie. Dos especies de Africa,y del
este de Madagascar se describen en Gossypioides. El género Kokia;,
éndémico hawa.iaho incluye cuatro especies, de las cuales una esté. extinta.
Ad,elhé;s dé estos cuatro géneros pequeiios, la tribu mcluye cuatljo géneros

con distribuciones mas amplias: Hampea con 21 especies que es

12




neotropical, Cienfuegosia incluye 25 especies y se distribuye en la franja
neotrcipical Vv en algunos lugares de Africa, y 17 especies se reconocen en

) Thespesia, que es pantropical.

‘Los linajes més cercanos de Gossypium, son los del género Gossypioides de

Africa y el género endémico hawaiano Kokia. Despusés de su probable
origen mioceno, Gossypium se dividid en tres linajes importantes: los
diploideé‘del nuévo mundo (D); los diploides de Africay ;As:ia, (A B,EyF);
yel g;rupb australiano (G, @ y K). Esta radiacién global fue mediada por
Va-rios acontecimientos de transporte ocednicoy a,compa.ﬂa.dé, pdr‘la.
diferenciaciéon morfdylégica., ecolééica, y cito’genét.ica.. El algodén 'polipioide
; origmado probablem‘ente durante el pleistoceno, con las cinco especies
modernas representando a los descendientes de una, colonizacion

temprana y rapida de las zonas tropicales y subtropicales de América. ‘
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1.1.2 Distribucién actual

P \“t,.
S, -
. oﬁ%&’\t 7 Al
o SRETS :
"""c:"l‘.g/g‘ : .

G. hirsutum

' G. tomentuosum

- G. barbad‘ense |

G. mustelium

Figura 2. Mapa de la distribucién geografica de las especies poliploides

del género Gossypium en América (Fryxell, 1979).

La Figura 2 muestra la distribucién de las especies tetraploides segin lo
reportado por Fryxell en 1984, Gossypium hirsutum eﬁ endémico de

| M.e‘soé‘.mérica, zona que incluye a las islas del Caribe, a Belice, Guatemala v

la ma.yqria del teiw’itorio meﬁcmo. La Figura 3 correskponde ala -

diStribuci(‘)‘n‘ de Gossypium hirsutum en México, 1; informa.cién fue

Obtenida. de los herbarios y de las colectas de esta ‘investigacién.
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A Localidades reportadas - §

e Poblaciones colectadas

Sitios recorridos
" sin colectas exitosas ; S

. Figura 3. Mapa. de la distribucién geografica de la especie Gossypium

" hirsutum, en la Reptblica Mexicana.




1.2 Descripcion de la especie
Go_s'sypjum Im'sutum presenta una raiz principal pivotante o axonomorfa.
Las féice’s secundarias sig‘uenuna. direccié:i horizontal. En suelos
o profundos, y de buen drenaje, las raices pueden ]iega.r hassta los dos metros |
| de prbfundidad. En los de poco fondo o ma.l drenaje apenas alcanza.n lds 80
- cm El tallo principal es érg‘uido,‘ ¥y los tallos secunda.rios, que parten del
principal, pueden ser vegetativos o fructiferos. Las flores son dialipétalas,
cbn 4 bré.cteéss y estambres numerosos que envuelven al pistilo. El fruto es
una cé.psula. cOn'tres a cinco carpelos, que tiene Aéeis a.diez ‘semﬂla,s cada
. uno, Las células epidérmicas de las semillas constituyen 1a fibra llamada

- ka,.lgodén. La longitud de la fibra varia entre.?,,Oj 45 cm., y el calibre, entre |
| , | 18y 25 micras. Después de la maduracién del fruto se produce la
dehiscencia, abriéndose 1a cé.psula, y dejando la fibra al descubierto
(Fryxell, 1979) |

1.8.1 El algoddn cudtivado

~ Una fraccion sustancial de los méas importantes cultivos del mundo fueron
doﬁesticadosen América, la lista ihcluye‘ maiz, papa, camote, yuca, frijol,
ca.ca.hﬁate, girasol, tomate, algodén ¥ tabaco. Por medio del ifechado con
carbono radioactivo, -ahora se sabe también que estos cultivos estan entre
los més ~a.ntiédos (Evans y Libery, 1992). En México la pﬁmera. region en

la que se cree que se cultivé el algodon fue en Veracruz. Se tenia una
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produccioén en el siglo XIV de 116 millones de libras (1 1ibra=0.43 kg), pero
disminuy¢ al llegar los espafioles. A partir de 1860 aumento el interés en
varias partes de México (Rodriguez, 1982). Las zonas que se dedicaban a

su cultivo estan gituadas en el norte, cerca de los Estados Unidos.

El algodén es la planta textil de fibra suave mas importante del mundo y su
cultivo es delos mas antiguos. La pa.la.bra. algodén proviene de la India en

~ donde signiﬁcaba tejido fino. Histérica.mente, el algodbon ha sido un, cultivo

- importante para los pequefios agtdcultores. India esun ejeinploﬁpico. Alli,

més de 17 millones de personas dependen del cultivo de algod6én, en su
mayoria agricultores pobres que sostienen a sus familias con 1o producido

en menos de 2 hectéreas de tierra.

Los ata.qﬁes de plagas més incidentes en el cultivo-de algodén son: heliotis
(Helz“t)t;his armigera), gusano ro‘sadb (Pectinophora gossypiella), arafia roja
(Tetranichus urticae), pulgones sobre todo la especie Aphis £ossypii.
Existen otras plagas que atacan a.lcultivo pero en menor medida y son las
siguientes: Oruga espinosa (Arias insulana), mosca blanca (Remisa tabac),
- | prodenia. ’(Spodoptera lit;jraiis), trips (!f'hrips angusticeps y T. tabacl),

gusano gris (Agrotis segetum), gardana (Spodoptera exigua).
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1.2.3 Algodén transgénico ,
De todos los cultivos del mundo,‘ el algodén es en el que se aplican mas
pest1c1das En él se utlhza m4as del 10% de los pestlmdas (mcluso algunos |
de los mAas peligrosos) y a.promma.da.mente el 25% de los msect1c1da.s del .
mundo. Aun cuando el:algodon es cult1vado en tan solo el 5% de la tierra
agricola de la India, més del 55% do todos los plaguicidas utilizados en la se
aplican a su produccion.
El a.lgodén fue uno de los primeros cultivos en ser manipulados
genéticament,e porla mdustria v té.mbién uno de los cultivos transgénicos

mas rapidamente adoptado desde su introduccién comercial en 1996.

Kl algodén Bo]lga.rd, desarrollado por Monsanto y ensayado en campo

‘desde 1992, produce una proteina para el control de insectos (CrylAc)

| 'derivada de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki (Bik),

‘ ,preSenté na.tura.]mente en el suelo. La produccién de la proteinaQGWlAc en
la planta de algodéh otorga. una proteccién contra plagas claves de insectos
Lepid()pﬁeros (Heliothis armigera, Pectinophora gossypiella, Earias
Insulana, y Agrotis segetum). En numerosos paises en todo el mundo se
han réé.—ﬁ'z’a’do formulaciones miérobianas de Bacillus thuringiensis que

contieﬁen la. proteina insecticida Cryl Ac, y han sido utilizado largo tiempo
sin dafios colaterales registrados (Berberich et az. 1996). La proteina

| Gryl Ac produmda en el a.lgodon Bo]]gard es casi idéntica en estructura y

act1v1da.d ala protema. CrylAc encontra.da enla na.turaleza yen
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formulaciones microbianas B.t.k. comerciales. Bacillus thuringiensisy las
formulaciones microbianas B.t.k. han demostrado ser especificas paralas
Plagas de insecto a las cuales estan dirigidas (insectos blanco) y no
pai'ecen tener efedtos nocivos paré.organismos no-blanco como insectos
benéficos, pajaros, peces y mamiferos, incluyendo humanos (U.8. EP.A.,
1989).

En nuestro territorio podemos encontrar cultivos transgénicos en las
siguientes regiones:

‘Sinaloa, Tecoman, Colima, SOnora. Norte, Cd. Mante, Sonora Sur, Baja

Ca.lifornia, Comarca La.gunera;, 'Ta.mpico Tamaulipas, Chihuahua, y Planicie -

Huasteca.
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1.3 Genética de poblaciones
La Ley de Hardy-Weinberg, describe una. pobla.cién diploide en equilibrio,
bago los siguientes supuestos: apareamiento al azar (panmixia), a.usénéia
~ de mutacion, sin deriva génica (tamafio infinito de poblacion), sin
| migi*acién y sin selecci()‘n, es decir, una poblacion que no evoiuciona.. La 'Ley‘
- de Hardy-Weinberg establece un punto de referenéi# a partir del cual
comparamos poblaciones reales (Griffiths et al 1996). Dicho equilibrio es
- expresado en una ecﬁa.cién, el binomio (p+q)?, que incluye las frecuencias
genotipica.s ‘espera.das en una, poblacién diploide para un solo locus (las
ﬁ‘ecuencias genotipicas de 1os homécigos de los alelos AA (D) yaa(R), v1a
| frecuencia genotipica. del heterodcigo, Aa (H). Segin la ecuacidon de
equi]ibrio en a.usencia.:de fuerzas evolutivas, las frecuencias genotipicas se
' Inantienen constantes de generacién en generacion. Esto es:

PP+2pg+ @ =1

= f(AA)=D
2pg= f(Aa)=H
q?= f(aa) =R

Donde, p=1(A) es la frecuencia del alelo “A”, ¢ = f(a), es la frecuencia del
alelo “a”, dado que se trata de se trata de una poblacion diploide, dondé, p+

q=1 (Hartl y Clark, 1989).
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1.3.1 La estructura de las poblaciones

- Delos t;-es piqneros de la teoria de la genética. de poblaciones, R. Fisher,
B d B.S. Haldane y 8. Wright, el Giltimo fue el que més se interesd enla
‘r'estructﬁra. de las poblaciones y surol en la evolucion. Haldane 'y Fisherse
cehtrarpn mas en la evolucién en las grandes pobié.cion‘e's con -
| apareamientos al azar en las cuales la estructura poblaéional noeraun
‘tema.yreleva.nte. Gran parte del trabajo tedrico de eri’ght’ puede ser
‘ considera,do COmo una demdétracién de c6mo la estructura demografica de
f una poblacién determina su estructura genética. Wright Sé percatd 'Vde‘la.
' diverSida.d de estrﬁctura.s demogré.ﬁcas que puede tener una especie, €
intento siempre que fuera posible reducit* ess, complejidad a ecuaciones
simples que bastaran pars predecir los rasgos més importantes dela
" estructura genstica (Slatkin, 1995). |

El trabajo de Wright sobre la determinacion del coeficiente de endogamia,
deun pedjglﬁ es un ejemplo excelente de los métodos de Wright. Mostré

- céino el efecto de ¢ua1quier patrén del linaje en la correlacién del estado
genético de un locus puede ser resﬁmido por un valor 1nico, el coeficiente
~de endogamia, el cual puede ser determinado mediante el trazado de
caminos en un linaje del 4rbol genealogico (Wright, 1969). Antes del
método de Wright no existia ninguna razén pa.fa asumir de' aptemano que
la endogamia en distintos pedigries pudiera ser caracterizada tan

facilmente. Diferentes clases de endogamias podrian haber resultado de




diferentes clases de ancestralidad comdn. nght mostrd gue un sblo
nimsero era suficiente.
La teoria. de nght del tamaiio efectivo poblacional es un resultado del
mismo tipo. Mostrd que las complejidades de un sistema dé apareamiento
tales f;omo la proporcion de los sexos o los efectos de la variacion temporal |
del ta.maﬁo poblacional pueden sér resumidas en un Gnico nimero -el
 tamafio efectivo poblacional- que determina la fuerza global de la deriva
genética en una poblacion. En este caso, trabajos posteriores de Kimura y
Crow (1964), entre otros, han demostrado que para diferentes propdsitos
se reqilieren diferentes definiciones del tamafio efectivo poblacional.
El analisis de Wright acerca de las poblaciones geograficamente
subdividida.s tenia el mismo objetivo. Mostrd que en muchos casos el efecto
’ de una dispersion restringida podia ser descrita por un sélo valor. En su

“modelo de isla”, en el cual cada poblacion local reemplazaba una fraccién
. “m” dé sus residentes con individuos elegidos al. azar de una gran coleccién
de poblaciones locales, mostré que la varianza en las f.r'eeuencié.s alélicas
entre las islas es aproximadamente

Ve= p(1-p)/ 1+ Nm

Donde N es el tamafio efectivo poblacional de cada poblacién local, mes la
tasa de inmigracion, ¥ p es la frecuencia promedio del alelo entre los
inmigrantes (Wright, 1931). La varianza depende s6lo de la combinacion

de los pardmetros, Nm, y no de cada parametro separadamente,
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1.3.2 Aislamiento prér distancia
Mas tarde, Wright considéré el probiema. del aislamiento por distancia
(Wright, 1943) y model6 una situacion en la cual la. dispersién delas
espec1es que ocupaba.n un area, geografica estaba restrmgma Procuré
computa.r la varianza en las frecuencias alélicas entre &reas loca.les y 1a
relacién de los coeﬁcientes de endogamia. en ireas de diferentes tamados.
Concluyd que 1o que €1 habia definido como tamafio del vecindario -el”
nimero de individuos en un &rea de la cual fueron muestreados 10§ padres
de'cada individuo- era equivalente al tamaifio efectivo poblacional de una
sola, poblacién y era suficiente para predecir el grado de variacioén en las
frecuencias alélicas entre las locaﬁdades.

- Otro trabejo tebrico sobre el problemsa del aislamiento por distancia, en
‘particular por Malécot (1968) y por Kimura y Crow (1964), mostré que el
a.nahsm de Wright (1943) era incompleto. Estos autores mostraron que de
hecho la varianza entre las frecuencias alélicas de areas diferentesno . -
puede ser computada, como Wright habia afirmado, solamente a partir del
tamafio del vecindario. Para alelds neutros en un locus, la varianza en las

frecuencias alélicas entre localidades depende tanto del taﬁz.a.ﬁo del

- vecindario como de la tasa de mutacion en ese locus. Ademas, la

- disminuecién en la covarianza de las frecuencias alélicas con la distancia,
geogré.ﬁca. depende también de la tasa de mutaclon. No es posible,
entonces lograr el objetivo de Wright de caracterizar el efecto del

aislamiento por distancia estrictamente en términos de la estructura,




demeografica de la poblacion, al menos utilizando varianzas y covarianzas
g‘eﬁébic‘a.s.k El ta.mé.ﬁo del vecindario depende de las distancias de dispersién |
yde 13.s@ensidadés de poblacién, las cuales fbrma.n parte de Ja estructura
demografica, pero la tasa. de ‘muta.cién depende de procesos genéticos que
 variarén de un locus a otro. |
El resultado de Wright para el ‘mode‘lo de la isla nos habla del equi]ibrib
alcanzado entre el ﬂu,jb génico y la deriva genéticé.. 8i Nm es mucho mayor
que 1, el flujo génico sobrepasa los efectos de la deriva e impidela
-diferenciacién local. Si Nim es mucho menor que 1, la deriva actia en forma
casi,indeﬁendiente en cada poblacién. Trabajos mas recientes ('I‘a.kaha;ta,
1983) han demosbra.dc Que a una poblacion le lleva un tiempo £, el cué.l es
aproximadamente elmayor de 2N ¥y 1/m, alcanzar este equilibrio. Antes de
~ t,la composicidn genética sera determinada principalmente por las
condiciones inicia.les; y después de t1la composicion sera determinada por
Nm. Haldane (1930) considero el problema del equilibrio entre el flujo
: géMOo v la seleccibn. Asﬁmié que los inmigrantes llegados a una isla
portaban un alelo a que en la isla es deletéreo. Si el coeficiente de seleccién
~ en favor del otro alelo “A”, en la isla es sy la tasa de inmigracion es m,
:entonces la frecuencia de equilibrio dev “A"enlaislaes p=1-s/m,si s<m, ‘
- y 0 (cero), si s> m. Eltiempo que leva alcanzar éste equilibrio es
aproximadamente 1/(s-m). Este resultado ha sido extendido por Nagylaki
(1,9?6) a modelos méas generaies de s‘eleccién. Por supuesto, la seieccién

que favorece al mismoya.lelo en diferentes poblaciones en general impedira

24




la diferenciacion sin importar la cantidad de flujo génico. Estos resultados
tedbricos nos dicen que el flujo génico podria impedir la diferenciacion en

algunos loci, -aquellos que son neutros o que estan bajo una selecmon débil-
pero no en los loci que se encuentra.n bajo una seleccion fuerte '(Sla.tkin,_

1998).

1.3.3 Meétodos para la estimacién del flujo génico
1.3.3.1 Métodos directos |

Los métodos para estimar el flujo génico en poblaciones naturales se

- diferenci.a.n en directos e indirectos (Slatkin, 1987). Los métodos
“directos” son aquellos que im'pliéanzobServaciones detalladas de la especie
o experimentos que miden el grado de dispersién. For ejemplo, mediciones
de,la ~diStancia a’la-que se dispersa.n las semjllas o el polen, e incluso
éeéujmiento de los dispersores, y cuando es pbsi‘ble libera.bic’:n yrecaptura
de .i.ndividubs, estos datos pueden proveer estimadiones de la distancia
i)romedio entre"el punto de liberacioén ¥ el punto de recaptura, las
,éétimaciones de las distancias de‘ dispersiéon pueden ser convertidas en
estimacibnes del flujo génico si se asixme que losindividuos que se
dis‘persan poseen las mismas oportunidades de é.pa.rearse gue los
’reéident‘es. También es posible seguir el progreso de alelos distintivos
deﬁtrd de una pobla.cién que no contiene dichos é.lelos, mostrando por tanto
que él;ﬂu‘jo g‘émGo ha ocurrido y comprendiendo sus propieda.des (Hangdel,

‘198’2). Un método ligeramente diferenté es la,‘uti]izaci(m de métodos




genéticos para la determinacién de la paternidad y computar la distancia
entrelos progeni{;ofes ¥y sus descendientes (Ehrlich ¥ Raven, 1989,
Ellstrand y Marshall, 19885).

Las estimaciones directas indican los detalles de la dispersi6n, incluyendo
el periodo en la historia de vida de la especie en ¢l cual ocurre la.

- dispersion.

1.5.3.1.1 Antecedentes de métodos directos parala
estimacion del fiujo génico en la especie Gossypiam
La especie Gossypium hirsutum es generalmente auto polinizada, pero en
presencia de los ‘poﬁhiZadores convenientes presenta polinizaciéon cruzada.
Las abejas Bombu.éspp, las abejas de Melissodes, y 1as absjas de 1a miel
(Apis mellifera) son los po]inizadores primarios (McGregor, 1976). La | :
concentracién5 de polinizadores varia por la localizacion y por la eétacién, y
en los cultivos es considerablemente suprimida por uso de insecticidas.
‘ Cua,ndoj las cbndiciones son favorables, 13. distribuciéh del polen disminuye
- considerablemente con el aumento de distancia. McGregor 1976, divulgo
resultados de un éxperimento en un campo de algoddn: rodea.do POr uUna
: ;gra.ncantida.d de colonias de abejas y donde el movimiento del polen fue
médido por medio de particulas fluorescentes (180 y 200 pies), 1.6% de las
flores mostraron presencia de las particulaé. La distancia mé.mfma. ala qué

se encontraron particulas del polen marcado fué 435 m. Registrando
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. entonces que el aislamiento comienza después de esta dlstancxa. Aungue
demuestra Qué el movimiento del polen disminuye ré.pidamente después de
40 pies (12 metros). | | |
Otro experimehto fue rea,lizado por Umbeck én 1991, donde sembrd. 9,800

,'plantaé‘tx'ansgépicas en el centro de ﬁa.rios cinturones de plantas ‘no |
tra.‘nsgéméa.s ’y evalud 1as7dista.ncias‘a las que se habia dispersado el polen,
y observando la expresion de la protéina. transgénica, en“la.s gemillas

‘ produc“ida.s en los cinturones, concluyendo que hay un aislamiento all2.b
metr'os‘f de largo, ¥ quela siembra de cinturones de plantas no m*énSgémcas

‘puede ser un método efectivo para establecer sembradibs de transgénicos

| de algodén con menores riesgos de contaminacién.

Rl escapede los genes del algoddén puede producirse a través del polen o de
la 1Se11ﬁlla., aunque no se tienen registros de las distanCia.s que eéta. dltima |

‘puede" recorr,er‘, sm embargo, como precaucion en Esta.dos Unidos ge éxige
eh los cultivos tfansgénicos, utilizar trampas para las 1semﬂlé.s que |

plidieran desprenderse y volar (U.S. E.P.A., 1999).

1.3.3.2 Los métodos indirectos

Los métodos indirectos son aquellos que utilizan observaciones de las

e . frecue,néias alélicas u otras caracteristicas medibles de 1as especies, para

o deducir gqué cantidad de,ﬂu,jo génico ocurrid pa.ra producir los patrones

' espa.“ciales ‘observados. Los métodos indirectos dependen de modelos
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matenié.ticos qué predicen que patrones se obServ'?arian ‘c'on las diferentes

tasas de flujo génijco.

Las estima.ciones ‘i‘ndjre‘ctas tienen la ventaja de que inCOI'poran‘ios efectos

de todoé los tipos de djsi)ersién y promedian en forma efectiva las

variacione,s en jlé. dispersion a través del tiempo. Los métodos indirectos

poééen la desventaja de que dependen de supuestos a.eeréa de los procesos

Que‘afectan a las frecuencias alélicas, y estos supuestos no pueden ser

probados en forma independiente. Por ejemplo, las estimaciones indirectas
i astmen que la especie Se enéuentra. enequﬂforio genéticoy deniogiﬁﬁco,

| a.lgoidue pue de Do ser cierto.
 El método indirecto més comiGnmente utilizado se basa en el estadistico Far
. de Wright, el cual es una medida dela correla,cién entre los genés en una
: subpoblacién en relacic’m conla pobla.ci()n entera. Kl mismq Wright lo
'deﬁni() como 1# cantidad deconsanguinidad causé.da por la.s diferencias en
las ﬁ'ecuelicias géniCas entre las poblaciones y encontré Que en un solo .
locus: |
Fer=8p2 / p(1-p)
donde py 0pR, son la media y la varianza ’de las frecuencias alélicas entré :
po‘bla.ciones, ¥ es equivalente a la Siginente formula; |
For=1/4Nem+1

' Donde la proporcion Fsres 1a. va.ria,cién alélica tofal queses atribuible a las

' diferencias entre las poblaciones y‘predice que la divergencia neui;ra.l del

~ locus,'es determinada por el nimero de alelos que se intercambian entre
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poblaciones en cada generacién (Latta, 2004) Asi que representa la

K diferenciacién genética entre las poblaciones y es un estimador, en el |
equilibrio, de la.‘ migr*a‘.di(“)n,,por 1o tanto es un reflgjo del aislamiento que
existe entre las mismas (Ouborg et al., 1999).

:  'Slatkin(1995); énoontré mAs recientementé que Fs&r puede proveer mas
infdrma.cién si se @cﬂa paraca.da. par. de poblaciones muestreadas,

| conside'rado la tasa de aproximacion a.l equilibrio de Fsr en €l modelo 4paso
& paso”, ya que alin cuando el tiempo total que le lléva a Far alcanzér sus

~ valores de eqm]ibrio entre pares de poblaciones es bastante largo, el patrén
de los valores de Fsr antes de que se alcance el equilibrio es’ también
revéla.dor. Es un modelo en el cual hay un conjunto de sitios vacios que son
| colonizados‘todos aun mismo tiempo T en el pasado por poblaciones que |
‘descienden deuna {inica poblacién a.ncéstra.l. Este modelo representa

| dispersioén rapida de'una especie dentro de un area previamente
desbcupada. Entre el tiempot y el presente' existe flujo génico entré
poblaciones adyacentes y que el patron de eqmlibﬁo de M(M ~4Nm/ k,

~ donde k es la distancia que separa a las poblaciones) es upa funcién de la
distancia observé.da. entre las poblaciones que se encuéntran |
suﬁcientementé cerca, y que no ﬁabria.ni_nguna.‘ relacion entre Myla
distancia para. las poblaciones gue se encuentran separadas por distancias
m‘é.sgeandes; En otras palabras, el patrén de aislamiento por distancia

a.uﬂaenté. a medida. que crecen los valores de t. El didmetro del 4reaenla
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cual e1 patron de equilibrio es deﬁectable es aproximadamente proporcional
av Nm .

Numerosos estudioshan aplicado tanto los métodos directos como los
indjreétOS a poblaciones natllrales.. El utilizar cadas método en fbrma. :

, Sepa.rada; provee de informacién acerca de la especie estudiada, pero en.

- ausencia deotros coziocimientos acerca dela especie és dificil saber quées
1o que verdaderamente se esta aprendiendo. Los estudios ,eh los cuales se

han utilizado meétodos directos e indirectos, sugieren que las especies caen

| oa glja.ndes rasgos en tres categorias (Slatkin, 1995). La primera contiene a

la.s eép,ecies que los estudios‘ directos indican que poseen una gran
capacidad d‘e dispersion y que los estudios indirectos indican altos niveles
de ﬂujogénico. Muchas especies de aves son de este tipo (Barrowcloughy
Johnson, 1988). La segunda categoria contiene a las espeéies que tanto los
‘métodos directos como indirectos indican que existe una muy baja.
disperéién. ,Especies de salamandras son de este tipo (Slatkin, 1987). La
: ﬁercera. éategoria, contiene a las especies en las cuales los estudios directos
’ indica.x‘ique la dispersién ocurré sobrg distancias muy cor‘ta.s,,pero los
estudios indirectos indican que ocurre un flujo génico sustancial sobre
' distancias mucho mas gra.ndés. |
Ha.y:dos explicaciones para la diferencia entre las estimaciones directas e
~ indirectas del flujo génico (Slatkin, 1987). 