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Resumen

México es centro de domesticacién y diversidad del algodén Gossypium hirsutum, el cual
tiene una distribucibn amplia en dunas costeras y en selvas bajas caducifolias. Las
poblaciones silvestres de algoddn habian sido desconocidas o reconocidas como ferales
hasta hace algunos afios que se estudié su diversidad genética, fuera de la diversidad
genética neutral las poblaciones silvestres de algodén no han sido estudiadas desde un
punto de vista morfolégico ni funcional. En el presente trabajo se estudié la variacion
morfologica foliar de seis metapoblaciones de algodon silvestres y una poblacion
cultivada, con el fin de conocer la diversidad funcional que albergan las poblaciones
silvestres y compararlas con el algodén domesticado.

Para cuantificar la morfologia foliar se usé una técnica de morfometria geométrica
con puntos de referencia, de cada hoja se hizo una configuracién de forma con 15 puntos
de referencia, con los que se hizo una superimposicion de Procrustes. Se realiz6 un
analisis de componentes principales (PCA) con las coordenadas de Procrustes, con estos
resultados se realizaron analisis de varianza para comparar la variacion foliar de todas
metapoblaciones y la poblacion cultivada. Finalmente se realizaron regresiones lineales
del componente principal que explicO6 mayor variacion en la forma con variables
ambientales, como latitud geografica, longitud geogréfica, precipitacion media pluvial y
temperatura.

A partir de estos andlisis se obtuvo que las poblaciones silvestres de algodén se
estructuran en dos grupos, presentando una gran variacion en las metapoblaciones
silvestres de algodon, la cual se distribuye de manera heterogénea en cada una. Aunque
se obtuvo que las metapoblaciones tienen distinta variacion foliar (F=12.20, P<0.0001), no
todas son distintas entre si. La forma de la hoja tiene una relacion estadisticamente
significativa con las condiciones ambientales, dependiente a la temperatura media anual,
la temperatura estacional y la precipitacion anual (R?=-0.643, P<0.0001; R*=0.484,
P<0.0001; R?=-0.666, P<0.0001, respectivamente), sugiriendo un patrén de diferenciacion
morfolégica por seleccion natural. La poblacion de individuos cultivados presenté muy
poca variacion.

En conclusién existe una gran variacion morfolégica foliar en las seis
metapoblaciones estudiadas, que se distribuye de manera heterogénea y parece estar
seleccionada por un gradiente geogréfico latitudinal. La poblacion cultivada presenta
menor variacion morfolégica foliar que los individuos silvestres, sin embargo existen

accesiones que reportan distintas formas foliares que faltan ser evaluadas.
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1. Introduccioén

1.1. Diversidad genética y fenotipica

La diversidad biolégica es la variabilidad que existe en los organismos vivos, y
puede describirse en tres niveles conceptuales: diversidad de ecosistemas, diversidad de
especies y diversidad genética (Glowka et al. 1994).

Los individuos de una poblacién tienden a variar genéticamente en ciertos loci que
determinan caracteristicas particulares, al efecto combinado de todos esos loci,
incluyendo las posibles interacciones de y entre loci (dominancia y epistasis), se le conoce
como valor genotipico; cuando este valor es distinto entre los individuos de una poblacion
se habla de variacién genética (Wray 2008). La diversidad genética es por lo tanto, la
variacién en el contenido genético entre individuos de una poblacién y entre poblaciones
de una especie (Glowka et al. 1994), esta diversidad determina la capacidad de
adaptacion ante cambios ambientales y la adecuacién de una poblacién (Rocha & Gasca
2007; Reed & Frankham 2003).

Toda variacidbn surge a partir de mutaciones, para que una hueva variacion
evolucione tanto el contexto genético como las condiciones ambientales deben ser aptas
(Blackman 2007). El estudio de la morfologia es una de las aproximaciones para estudiar
la variacion en una poblacion; otra forma de describir la diversidad es con marcadores
moleculares, las caracteristicas fenotipicas tienen la ventaja de que pueden estar
directamente relacionadas con la adecuacion de la poblacion (Gepts & Papa 2003) y por
tanto pueden ser caracteres selectivos. De hecho, la diversidad que es resultado de la
evolucion adaptativa se mide preferentemente con la variacion fenotipica, ya que en
pocas ocasiones los analisis moleculares con pocos genes pueden predecir la variacién
en la adecuacion total (Rocha & Gasca 2007).

Dentro de cada poblacion existen mudltiples fuentes potenciales de variaciéon
fenotipica, la fuente particular de un caso de variacion fenotipica determina si el caracter
tiene la habilidad de responder a la seleccidn natural o artificial, es decir, si tiene potencial
evolutivo, asi como si el caracter puede responder ante cambios ambientales; en
resumen, la variacion fenotipica siempre procede de variacion genética y/o variacion
ambiental (Byers 2008).

La variacién fenotipica que es explicada por variacion en los valores genéticos es

definido como heredabilidad . Estimar la (Wray 2008) heredabilidad puede servir para
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indicar la respuesta a la seleccién y a su vez el potencial evolutivo de las poblaciones, ya
que la correlacion entre heredabilidad y adecuacion es muy alta (Reed & Frankham 2003).

También existe variacion fenotipica que no es explicada por variacién genética,
sino que es resultado de la variacion ambiental general o de la interaccién entre el
ambiente y el genotipo, es decir por plasticidad fenotipica (Byers 2008). La plasticidad
fenotipica es la propiedad que tiene un mismo genotipo de producir distintos fenotipos en
ambientes diferentes (Beldade et al. 2011).

Cdémo surge y se mantienen las variaciones ha sido un tema de debate desde las
primeras teorias evolutivas. Para Darwin la variacion entre seres vivos se debia a que
cada uno estaba adaptado a condiciones distintas, el conflicto intraespecifico que surgia
de la lucha por los mismos recursos era el mecanismo por excelencia que hacia aparecer
nuevas variedades y especies; y por la supervivencia del mas apto se iban seleccionando
las mejores variedades (Barahona 1999).

El debate sobre los mecanismos por lo cuales se mantiene la variacién sigue
vigente, incluso posterior a la sintesis moderna, en donde se sintetizan las ideas
darwinistas de evolucién por adaptacion y le herencia mendeliana, se cuestionaba si las
poblaciones acumulaban poca o mucha variacién y qué tipo de seleccién actuaba con
mayor incidencia en las poblaciones. Finalmente, con el desarrollo de nuevas tecnologias
se demostrd (por medio de electroforesis de proteinas) que las poblaciones estan llenas
de variacion genética (Tonsor 2012); ademas, surgieron modelos en donde se empezé6 a
cuestionar a la seleccién como principal fuerza evolutiva, siendo la mas relevante la teoria
neutral de Kimura (Duret 2008; Eguiarte 1999).

Ahora se sabe que la evolucion y el mantenimiento de la variacion puede ser mas
compleja y distintas fuerzas evolutivas intervienen para moldear la diversidad genética de
una poblacion. La evolucion de los organismos vivos es consecuencia de dos procesos:
primero, depende de la generacion de variabilidad genética por mutaciones; segundo,

depende de los cambios en las frecuencias alélicas de las poblaciones en el tiempo (Duret

2008)[1, que resulta en una diversidad genética poblacional dada.

Las frecuencias alélicas de una poblacién pueden cambiar por azar (deriva
génica), siendo ésta mas importante entre mas pequefia sea la poblacion; pueden
cambiar por seleccién natural, si algin alelo es mas competente que otros; y pueden
cambiar por la llegada de nuevos alelos a la poblacion, ya sea por migracion o por
mutaciones (Eguiarte 1999). Algunas de estas fuerzas evolutivas tienden a aumentar la
variacion genética, mientras que otras tienden a disminuirla. Por ejemplo, la seleccion
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natural, que favorece la adaptacion local en diferentes condiciones ambientales locales,
tenderd a actuar en favor de alelos diferentes en un locus genético, si dichos alelos
causan adaptaciones locales. Si entre esas localidades no existe flujo genético, habra
diferentes alelos en diferentes localidades, sin embargo, si existe flujo génico las
diferencias genéticas entre poblaciones locales se reducen; solo en los casos en que la
tasa de inmigrantes sea menor a la intensidad de seleccion habra adaptaciones locales
(Slatkin 1999).

La seleccion natural puede actuar de tres formas distintas, de forma positiva o
direccional, cuando un alelo confiere mayor adecuacion en una poblacién entonces su
frecuencia aumenta; puede actuar de forma negativa, o purificadora, si se disminuye la
adecuacion; y de forma balanceadora cuando cierto alelo es ventajoso sélo en los
individuos heterécigos, en este caso los alelos son mantenidos en una frecuencia
intermedia. Cuando las mutaciones no afectan la adecuacién de los individuos (son
neutrales) entonces su frecuencia es determinada basicamente por deriva génica, aunque
el impacto de la deriva génica no se limita a secuencias neutrales (Duret 2008). Las
poblaciones suelen perder variacion genética como consecuencia de la deriva génica,
ademas entre mas pequefias sean las poblaciones, los niveles de endogamia
(apareamiento no azaroso) incrementan, aumentando la cantidad de homécigos en las
poblaciones (Reed & Frankham 2003; Eguiarte 1999).

Cuando el apareamiento se da entre individuos genéticamente distintos y hay
recombinacion, entonces la diversidad genética puede aumentar. En este caso, no se
inventan nuevos alelos pero si nuevas combinaciones. La recombinacion del DNA implica
el intercambio de material genético entre distintos cromosomas o entre distintas regiones
de un mismo cromosoma; el resultado es asegurar que cada gameta tenga informacion
genética tanto materna como paterna, de forma que la descendencia herede genes de
ambos abuelos, adquiriendo la mayor cantidad de diversidad genética (Clancy 2008).

Asi como la reproduccion sexual puede unir diferentes alelos de un escenario
genético comun para facilitar la adaptacién, la hibridacion entre especies permite que
alelos de distintos escenarios genéticos se integren si la union es favorecida por la
seleccidn; la hibridacién es el proceso en el cual especies distintas intercambian genes
rompiendo la barrera genética que se supone divide a una especie de otra (Stevinson
2008). La hibridacion es un proceso recurrente y de importancia evolutiva entre las
plantas, en el cual genes de una especie o0 raza se afiaden al pool genético de otra

especie o raza por hibridacidbn y retrocruzamiento o “hibridacion introgresiva”;



alternativamente, nuevas combinaciones genéticas hibridas pueden establecerse por
medio de la aloploidizacién, reproduccién clonal o asexual, autopolinizacion o especiacion
hibrida diploide (Rieseberg et al. 2008).

La poliploidizacion es un fenébmeno comun en la evolucién de las plantas, los
poliploides pueden ser divididos en dos categorias: autopoliploides, que es la duplicacién
del mismo genoma; y alopoliploides, que es la unién en un mismo nucleo de dos genomas
distintos (Jackson & Z. J. Chen 2010; Vaughan et al. 2007). La ocurrencia tan comun de la
poliploidizacion sugiere que tener mdultiples conjuntos de material genético confiere
ventajas adaptativas (Z. J. Chen 2007).

Ademas de expresar el fenotipo parental, la poliploidizacién puede dar origen a
fenotipos intermedios y fenotipos nuevos que no existan en los padres o que excedan
algun caracter parental (Z. J. Chen 2007; Vaughan et al. 2007).

La poliploidia puede ser un medio de fijacion permanente del vigor hibrido, esta
puede ser la razén de que muchos cultivos (como algodon, trigo, avena, papa, cacahuate,

café, cafia de azlcar y fresa) tienen un origen poliploide (Z. J. Chen 2007).

1.2. Variacion foliar

Las estructuras morfolégicamente mas diversas en las plantas son las hojas; son
los érganos de las plantas mas plasticos evolutivamente, muchos tipos de hojas han
surgido en respuesta a diferentes tipos de presiones selectivas, por lo que brindan
informacion muy valiosa en el estudio de la diversidad de las plantas con flor (Gifford &
Foster 1989; Mauseth 1988); la forma de las hojas varia entre grupos taxonémicos, entre
individuos de la misma especie e incluso en el desarrollo de un mismo individuo (Dengler
& Tsukaya 2001; Dolan & R Scott Poethig 1991; Ashby 1948). En muchas plantas las
hojas de los diferentes nodos de un tallo son diferentes, las hojas de los nodos superiores
pueden ser diferentes a las de los nodos inferiores, o puede existir una transicion gradual
de una forma a la otra, como ocurre en algunas especies de Gossypium (Ashby, 1948).

Las hojas son 6rganos generalmente planos que se producen en la superficie de
meristemos apicales en el desarrollo de una planta (Dolan y Poethig, 1991) y existen
generalmente como estructuras fotosintéticas y de transpiracion (Santamarina et al. 2009;
R S Poethig 1997). Otras funciones de las hojas son: proteccion de yemas vegetativas, de
inflorescencias y flores (como escamas, bracteas y sépalos), y almacenamiento de

nutrientes (cotiledones; Mauseth 1988). Ademas, evolutivamente, las hojas presentan



variaciones en su forma y funcion, tales como espinas, zarcillos, glandulas, trampas para
insectos y bulbos (Dickison 2000).

A pesar de la gran variacibn que existe, la mayoria de las hojas de follaje
comparten una serie de atributos: 1) posicion lateral en el tallo; 2) un patrén de
crecimiento determinado; 3) asociacién con una yema axilar en la parte adaxial de la base
de la hoja; 4) presencia de subregiones a lo largo del eje longitudinal, generalmente
representado por el peciolo, base de la hoja y ldmina (y en dado caso estipulas); 5)
simetria dorsiventral con el plano transversal achatado; y 6) asimetria entre la porcién
basal y la porcion apical de la hoja (Dengler & Tsukaya 2001; Poethig 1997).

La lamina madura de una hoja tipica de angiosperma, en términos generales,
consiste en una epidermis adaxial y abaxial, que contienen varias capas de mesdfilo
intercaladas con una red de haces vasculares (Rudall 1994). Sin embargo, la disposicion
de estos componentes depende del ambiente fisico, disponibilidad de agua, intensidad
luminosa, nicho ecoldgico e interaccién con herbivoros; por medio de las presiones de
seleccidn, estos pardmetros conducen la evolucién de la estructura foliar (Cutler et al.
2007).

La forma de la hoja de una especie es el resultado de su historia ecolégica y
evolutiva. Existen muchas teorias que buscan explicar las causas principales de la forma
de las hojas, como: termorregulacion (especialmente en ambientes aridos y calientes),
restricciones hidraulicas, restricciones mecénicas, adaptaciones para evitar herbivoria,
adaptaciones para optimizar la intercepcién de luz, entre otras. También existe la
posibilidad de que la variacion foliar no tenga un significado funcional, y que mas bien sea
resultado de variaciones aleatorias en la historia filogenética de las plantas, pero, por la
importancia de las hojas este caso muy poco probable (Nicotra et al. 2011).

En cuanto a la accién de termoregulacién, se sabe que el tamafio y la forma de las
hojas tienen efectos potenciales en la temperatura de la hoja, porque las proporciones
bidimensionales de la lamina determinan la tasa de transferencia de calor; la conveccion
en hojas pequefas es mas rapida que en hojas grandes; igualmente, se predice que la
tasa de transferencia de calor es mayor en una hoja lobulada que en una hoja entera de
area equivalente (Nicotra et al. 2011).

Para poder entender bien la relacion de forma-temperatura bajo condiciones
biologicas, se tiene que tomar en cuenta las condiciones de evaporacion y la cantidad de
agua en el suelo, por ejemplo, las hojas lobuladas, ademas de tener mayor transferencia

de calor, pueden presentar mayor eficiencia hidraulica. Es poco probable que la



regulacién de la temperatura sea la influencia evolutiva mas importante en la diversidad
foliar, de hecho, parece ser mas importante la relacién entre la forma de la hoja y las
propiedades hidraulicas (Nicotra et al. 2011).

Debido a que las hojas tienen varias funciones, la gran variacion que presentan
tiene implicaciones mucho mas amplias que solamente la productividad fotosintética y el
intercambio gaseoso, por ejemplo en la regulacién de agua, el patrén de ramificacion, el

crecimiento de la planta y las interacciones biéticas, sobre todo de herbivoria (Givnish

2008)[1[. Todas estas funciones son importantes en la determinacion de la forma de una

hoja en su historia evolutiva, funciones y presiones similares en distintas poblaciones han
resultado en convergencias evolutivas de la morfologia foliar. Sin embargo, no todas las
hojas son iguales ante situaciones similares, muchos caracteres foliares, la forma incluida,
reflejan trade-offs o compensaciones funcionales que han sido resueltos en distintas
formas por especies diferentes dependiendo de su escenario ecoldgico, atributos
fisiologicos, desarrollo o su historia evolutiva. Las compensaciones de caracteres
requeridos para el éxito funcional de las hojas genera, mas que restricciones,
oportunidades ecolégicas y evolutivas (Nicotra et al. 2011). Es decir que las
compensaciones entre las distintas funciones de las hojas han dado como resultado la
plasticidades morfol6gica foliar que se observa en la naturaleza.

Algunas compensaciones de caracteres funcionales suelen presentar un patrén
entre muchas especies, por ejemplo, la relacién entre el area superficial de la hoja y el
promedio de masa foliar tiende a presentar una relaciébn alométrica con una pendiente
menor a uno; es decir, que la inversibn de masa foliar no aumenta de manera
proporcional al area superficial (Nicotra et al. 2011). La convergencia evolutiva en la
morfologia foliar, dentro de un habitat y entre habitats, es una gran evidencia de que el
patron observado es el resultado de la seleccién, mas que de deriva, efectos fundadores,
pleiotropia, epistasis o la disponibilidad histérica de variacién genética (Givnish 2008).

Estudios comparativos demuestran la existencia de un patrén ecolégico en varios
aspectos de la forma de la hoja y su fisiologia, por ejemplo, el tamafio efectivo de la hoja
tiende a incrementarse de acuerdo al aumento en el gradiente de lluvias, humedad y/o
fertilidad del suelo, y tiende a decrecer con el aumento de la intensidad luminosa; las
hojas tienden a ser mas glaucas (mas reflejantes) en sitios mas soleados, aridos o
infértiles; las hojas perennes son comunes en habitats con suelos pobres en nutrientes y/o
poca variacion estacional; las hojas lobuladas son mas comunes en arboles de ambientes

templados y en arboles tropicales de sucesion temprana; las hojas con &pices muy
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acuminados suelen ser comunes en bosques lluviosos y nublados; las hojas con bases
cordadas son mas comunes en habitos herbaceos rastreros o trepadores y acuaticos,
entre otros (Givnish 2008).

La tendencia de caracteres foliares en ciertos habitats no se reduce a la forma de
la lAmina foliar, sino que abarca otros caracteres anatémicos como disposicién y cantidad
de estomas y tricomas, grueso de cuticula, grueso de mesdfilo, entre otros. Por ejemplo,
las hojas xeromorficas (aquellas que muestran adaptaciones a ambientes muy aridos)
suelen tener paredes celulares mas gruesas, cuticulas anchas, aumento en la densidad
de tricomas, presencia de estomas solo en la parte abaxial de la hoja; por otro lado, las
hojas de plantas halofitas suelen tener tricomas glandulares que remueven la sal del tejido
de la hoja; y las hojas hidréfitas se caracterizan por tener mayor cantidad de aerénquima
(Dickison 2000).

La morfologia de las hojas se encuentra regulado genéticamente durante el
desarrollo de la planta, sin embargo, puede verse afectada por factores ambientales
(Dolan & R Scott Poethig 1991)(1. En algunos grupos de plantas, modificaciones en las
condiciones ambientales disparan cambios en la forma de las hojas, este fenébmeno se

conoce como heterofilia inducida ambientalmente (Dengler & Tsukaya 2001).

1.3. Domesticacion

Los primeros intentos de domesticacion ocurrieron hace 10,000 afios, en ese
tiempo, un episodio de calentamiento global marcé el final de la dltima era de hielo; més o
menos simultdneamente, en varios lugares del mundo, se dio el cambi6 de una economia
con base en la caza y la recoleccién a una con base en la agricultura; la agricultura surgio
en distintas partes del mundo (Gepts & Papa 2003).

La domesticacion es un proceso de seleccién genética, ejercido (consciente o
inconscientemente) por los humanos con el fin de adaptar a plantas y animales silvestres
al cultivo y el pastoreo (Gepts & Papa 2003)[] generando una nueva forma de planta o
animal (domesticado) en beneficio del humano (Doebley et al. 2006)1. La relacién que se
desarrolla entre la poblacion humana y la poblacion de plantas o animales es favorable
para ambas partes, confiriendo a ambas poblaciones ventajas selectivas; la particularidad
de esta relacion mutualista recae en el manejo (propagacion y cuidado) sostenido por
parte del humano dentro de un contexto antropogénico de domesticacion (Zeder et al.
2006).
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Este proceso inicia con la explotacidén de plantas silvestres, continGa por el cultivo
de plantas seleccionadas de las poblaciones silvestres pero aun no distintas
genéticamente, y termina con la fijacion, debido a la seleccién artificial de caracteristicas
morfolégicas y por tanto genéticas, que hacen distinguible a las plantas cultivadas de sus
parientes silvestres (Pickersgill 2007).

La domesticacion es un proceso evolutivo que puede generar en las poblaciones
de plantas un gradiente morfolégico de las caracteristicas que se pretenden seleccionar,
formando un continuo desde los fenotipos silvestres hasta los domesticados (Gepts
2004)1. ElI manejo del humano puede ir desde colectar sisteméticamente algunos
productos de especies silvestres, mantener en los ambientes naturales la planta de
interés, procurar su crecimiento sobre otras especies, protegerla de la competencia de
otras especies, hasta cultivarla. Por tanto, el manejo de plantas es una condicién
necesaria pero insuficiente para decir que una planta esta domesticada (Gepts 2004)L y
la domesticacién actla tanto en plantas semidomesticadas y con domesticacién incipiente
como en plantas completamente domesticadas (Casas et al. 2007).

La seleccion artificial ejercida sobre las plantas cultivadas ocasiona una relacion
mutualista, de tal forma que ambas poblaciones se convierten cada vez mas
interdependientes (Casas et al. 2007; Zeder et al. 2006), adquiriendo caracteristicas que
les permiten su adaptacion a los ambientes de cultivos, y que aumenten su productividad
para beneficio de los agricultores. Estas caracteristicas suelen ser comunes en todos los
cultivos, y constituyen el sindrome de domesticacion, que provoca la distinciéon entre las
poblaciones cultivadas y sus progenitores silvestres (Gepts & Papa 2003). El sindrome de
domesticacion se caracteriza por causar en las plantas cultivadas menor capacidad de
sobrevivir en estado silvestre, por tanto generan mayor dependencia del humano para
crecer y reproducirse. Los cambios mas notables en el sindrome de domesticacion son la
pérdida de dispersion y de dormancia de las semillas; otras caracteristicas incluyen:
aumento de tamafo (especialmente en la parte de interés), incremento de
autopolinizacion o reproduccidn vegetativa, y pérdida de proteccidon quimica o mecanica
contra herbivoros (Pickersgill 2007; Gepts & Papa 2003).

Durante el proceso de domesticacion, la diversidad genética de la poblacion de
interés se ve reducida como consecuencia de la seleccion artificial, la extension del cuello
de botella depende tanto del nimero de individuos de la poblacion fundadora como de la
duracion del proceso; la reduccién en la diversidad es m&s marcada en los genes

relacionados con la caracteristica de interés (seleccionada) que en los genes neutrales
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(Vaughan et al. 2007; Zeder et al. 2006). Un segundo cuello de botella puede estar
asociado a la dispersion del cultivo desde su origen hacia otras partes del mundo (Zeder
et al. 2006). El cuello de botella implica que en los progenitores silvestres de las plantas
cultivadas exista una reserva de diversidad genética que no ha sido modificada por el
humano (Gepts & Papa 2003).

A pesar del efecto fundador que ocurre en el proceso de domesticacién, uno de los
cambios asociados a la domesticacion es el aumento en la variabilidad morfol6gica, que
es especialmente notable en el 6rgano de interés humano, incluso se han identificado
algunos genes que contribuyen al mantenimiento y diferenciacion de variedades de
algunos cultivos (Pickersgill 2007; Doebley et al. 2006). La variacién en los cultivos es
generalmente mantenida por los campesinos por medio de sistemas de cultivo
tradicionales (como la milpa), sin embargo, la homogeneizacion genética en los cultivos
se ve brutalmente aumentada con la produccién en monocultivo que desde la década de
1960 ha ido remplazando el modo de produccion tradicional (Engels et al. 2006).

El area geogréfica en donde se domestica a una poblacién silvestre se reconoce
como el centro de domesticacién; los progenitores silvestres tuvieron un proceso de
especiacion también en un area geogréfica determinada, reconocida como centro de
origen; generalmente las especies cultivadas pertenecen a la misma especie que su
progenitor silvestre, por lo tanto, es comdn que puedan formar hibridos (Gepts & Papa
2003)[1. Es comun que en donde se domesticd una especie, coexistan los progenitores
silvestres y los parientes silvestres cercanos, ademas de los hibridos que puedan
formarse, esto aunado a la actividad del humano por generar y mantener variedades
cultivadas, desemboca en una mayor diversidad genética en el cultivo y/o en los parientes
silvestres, conformando un centro de diversidad (Gepts 2011). Por lo tanto, los centros de
origen, de domesticacion y de diversidad se caracterizan por tener un amplio espectro
fenotipico en sus cultivos, en sus progenitores silvestres y en las especies cercanamente
emparentadas; esta diversidad genética es el capital para el mejoramiento actual y futuro
de los cultivos (Gepts & Papa 2003).

A pesar de la dificultad metodolégica y conceptual en delimitar dichas regiones,
todos los autores reconocen que Mesoamérica es un area en donde se origind la
agricultura independientemente, y constituye el centro de domesticacion, diversidad y
origen de una gran cantidad de plantas cultivadas (Pickersgill 2007; Casas et al. 2007,
Gepts 2004; Vavilov 1994; Harlan 1971), entre ellas el algodon.
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1.4. Gossypium hirsutum, el algodén mexicano

Gossypium es uno de los ocho géneros que conforman la tribu Gossypieae, que
se diferencia de otros miembros de la familia Malvaceae por presentar glandulas con
gossypol en todos los tejidos de la planta, ademés se distingue por algunos caracteres
morfolégicos del embrién, y anatomia de la madera y de la testa de las semillas (Wendel
& Cronn 2003; Fryxell 1979). Dentro de la tribu Gossypieae, el género Gossypium se
distingue por la presencia de una combinacion de caracteres, y no por un caracter Unico
del género, estas especies presentan: un estilo sin divisiones, capsula coridcea que
contiene varias semillas por léculo, nUmero cromosodmico somatico de 26, y la presencia
de tres bracteas involucras en cada flor (Wendel & Cronn 2003).

Durante la radiacion del género surgié una gran diversidad gendémica y
citogenética; las observaciones del comportamiento de apareamiento, los tamafos
cromosémicos, y la fertilidad relativa entre hibridos interespecificos, condujo a la
clasificacion del género en ocho conjuntos de especies diploides (n=13) identificandolas
con simbolos de una letra (A-G y K; Wendel & Cronn 2003; Endrizzi 1985).

La historia evolutiva del género incluye varios episodios de dispersiones
transoceanicas, invasion de nuevos nichos ecoldgicos, y una frecuencia bastante alta de
hibridacion interespecifica entre linajes que actualmente estan geograficamente aislados y
son interestériles, el caso de la alopoliploidizacion es uno de estos episodios. Existen
cinco especies alopoliploides que diversificaron en América, tres con distribuciones
geograficas pequefas (G. darwinii, G. tomentosum, y G. mustelinum) y dos con
distribuciones amplias (G. hirsutum y G. barbadense). La aloploidizacién se formé por la
hibridacion del genoma D (americano) y el genoma A (africano), posterior a la hibridacion
se dio la diversificacion en tres linajes que contienen a las cinco especies alotetraploides,
aparentemente el origen de estas especies sucedi6 en el Pleistoceno, esta datacion
sugiere un proceso de diversificacion rapido (Wendel et al. 2010; Wendel & Cronn 2003).

Cuatro especies del género Gossypium han sido domesticadas, dos diploides en
Africa-Asia (G. arboreum y G. herbaceum), y dos alotetraploides en América (G. hirsutum
y G. barbadense; Wendel et al. 2010; Wendel & Cronn 2003)(7; sin embargo es G.
hirsutum el actualmente dominante en el comercio mundial, de hecho mas del 95% de
algodon que se vende en el mundo proviene de cultivos de dicha especie (Wendel et al.
2010; C. L. Brubaker & Wendel 1994).
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El caso de la domesticacion del algodon es muy particular ya que ha sido
domesticado independientemente en diferentes lados del mundo debido a una misma
caracteristica: los tricomas o fibra que produce la semilla (Wendel et al. 2010; Wendel &
Cronn 2003).

Es bien reconocido que en México se dio el proceso de especiacion de G.
hirsutum, por lo que es reconocido como centro de origen. Sin embargo, la delimitacién de
la regién o regiones en donde se domesticé y en donde existe mayor diversidad (centro
de domesticacion y centro de diversidad, respectivamente) es aun poco clara (Wegier
2013).

Fryxell (1979) reconocio la existencia de dos habitos o tipos de plantas, las que
denomind realmente silvestres y las que denominé escapadas. Segun Fryxell la seleccién
artificial durante el proceso de domesticacion ha provocado que los algodones cultivados
presenten pérdida de dormancia de la semilla, reduccién del tamafio de la planta,
aumento de productividad incrementando tanto el tamafio como el himero de frutos por
planta, aumento de la cantidad de fibra en cada semilla, y desarrollo del habito anual. En
cambio, las plantas silvestres existen como arbustos en dunas costeras, cuyas hojas
estan continuamente expuestas a la brisa salina, estos individuos se distribuyen en playas
a lo largo del Golfo de México y en el Caribe y se extiende a algunas localidades en
Polinesia. Generalmente se trata de arbustos perennes de lento crecimiento, usualmente
formando grandes agrupaciones, presentan frutos pequefios, y fibra fina y escasa.
También existen individuos que crecen en asociacibn a asentamientos humanos, en
jardines de traspatio, a lo largo de caminos, o en estado feral, generalmente confinados a
areas con disturbio. Estas plantas no muestran diferencias morfolégicas de las silvestres
de litoral, pero difieren en términos ecoldgicos, por lo que han sido consideradas como
plantas ferales o cimarronas (Fryxell, 1979).

Estudios posteriores apoyan esta hip6tesis; de acuerdo a Wendel (2010) el centro
de diversidad morfolégica es Mesoamérica, en donde se puede encontrar un continuo de
morfologias muy diversas desde las formas cultivadas a los silvestres; mientras que
existen dos centros de diversidad genética, uno en el Caribe y otro en el Sur de México y
Guatemala, ademas indica que el Unico lugar en donde existen algodones silvestres es la
Peninsula de Yucatan, pues presentan las caracteristicas que Fryxell determind propias
de los individuos silvestres. Por la presencia de las poblaciones silvestres, la Peninsula de
Yucatan se ha propuesto como probable centro de domesticacion (Wendel et al. 2010;
Brubaker & Wendel 1994; Wendel & Albert 1992). Sin embargo ahora sabemos que el

14



estudio se llevé a cabo utilizando plantas domesticadas y que para llegar a esa conclusion
se necesita valorar la diversidad de las poblaciones silvestres (Wegier 2013).
Recientemente, Wegier y colaboradores (2011), con base en la distribucién
potencial del nicho y analisis de la estructura genética, han propuesto la existencia de
poblaciones de algodon silvestre en ocho diferentes zonas costeras de México, las cuales
presentan una dindmica ecol6gica metapoblacional; ademas analizando la diversidad
genética con microsatélites de cloroplasto encontraron 46 diferentes haplotipos de los
cuales méas del 70% resultaron Unicos de alguna metapoblacion. Con este andlisis,
Wegier et al. (2011) comprueban que las poblaciones asociadas a disturbio humano,
distribuidas a lo largo del Golfo de México, de la Peninsula de Yucatan, en Baja California
y a lo largo del Océano Pacifico Mexicano también pertenecen a poblaciones silvestres
(inferido por la alta diversidad genética encontrada en las metapoblaciones silvestres en
comparacion con la baja diversidad encontrada en plantas domesticadas). El hecho de
que exista un continuo morfolégico entre las plantas silvestres y las cultivadas reafirma
que no hay una delimitacién clara entre una planta de algodén cultivado y uno silvestre
cuando se trata del centro de origen y de diversidad. Estos resultados cuestionan las

propuestas anteriores sobre los centros de domesticacion y de diversidad de G. hirsutum.

1.5. Variacion foliar en algodén

El algodon presenta una gran variacion morfologica, y las hojas no son la
excepcion, la forma de la hoja y la lobulacién varia mucho entre especies y razas (Percy &
Kohel 1999). Las hojas del género Gossypium suelen ser ovadas y cordadas, enteras,
acuminadas, algunas ligeramente lobadas a profundamente palmada, con tres a siete
I6bulos (trifoliada en una especie), y nervacion palmada o con I6bulos divididos con tres a
siete venas, la mayoria de las especies presentan de uno a cinco nectarios foliares
(Fryxell, 1979).

Particularmente G. hirsutum presenta hojas con tres a cinco I6bulos, siendo el
l6bulo central de triangular a ovado, usualmente de uno a 1.5 veces tan largo como
ancho. También existen individuos con hojas profundamente lobadas, presentando cinco
I6bulos lanceolados y angostos (Fryxell, 1979).

De acuerdo a Stephens (1939) la forma de la hoja de G. hirsutum se determina por
una serie de cuatro alelos, que denomina: |, LO LS, LE. A estos tipos de hojas también se

les ha denominado Normal o Amplia, Okra o Angosta, Superokra o Muy angosta y
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Subokra o Angosta intermedia, respectivamente (Jiang et al. 2000). En los cultivos y
accesiones se encuentra con mayor frecuencia el tipo de hoja Normal, luego la Okra y
finalmente la Superokra, la presencia de Subokra es poco documentada (Stephens
1939b).

La morfologia de Okra es tan distinta a la Normal que ha sido propuesta como otra
especie del género Gossypium, G. lanceolatum, sin embargo las Ultimas revisiones
clasifican a estos individuos como una variedad de G. hirsutum, denominada raza palmeri
(Wendel & Cronn 2003; Fryxell 1979)(1. Apoyando los estudios de Fryxell, en donde
expresa que G. lanceolatum solo existe en México con una distribucién restringida a
cultivos de traspatio, Wendel y Cronn (2003) publicaron que esta no es una especie si no
una variedad cultivada.

La caracteristica que diferencia cada tipo de hoja es la profundidad del seno entre
los l6bulos, mientras que la hoja Normal presenta cinco l6bulos apenas diferenciables, el
tipo Okra presenta cinco Iébulos muy marcados, y las otros tipos de hoja presentan
formas intermedia entre la Normal y Okra (Figura 1). Es decir, las variantes alélicas
alteran el nimero de I6bulos, incrementan la profundidad del seno, y decrecen el area de
la lamina (Percy & Kohel 1999). El hecho de que el hibrido de Normal x Okra exprese una
forma intermedia entre los dos fenotipos, indica un patron hereditario de dominancia
incompleta (Nawab et al. 2011). De acuerdo a Hammond (1941) el tipo de hoja Okra tanto
en G. hirsutum como en G. arboreum esta bajo el control de genes aditivos y no aditivos
(M. Hussain et al. 2008)1].
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Figura 1. Ejemplos de hojas Okra y Normal. Arriba: Forma de hojas de algodones hibridos
cultivados, de izquierda a derecha representan a la hoja Superokra, Okra, Semiokra,
Subokra y Normal, usadas en un estudio sobre productividad en relacién a la forma de la
hoja (tomado de Zhu et al., 2008)[ 1. En medio: hojas tipicas de G.hirsutum de forma
Normal y Okra, y su hibrido F1 (tomado de Hammond, 1941)(]. Abajo: hojas de
G.hirsutum colectadas en campo en distintas metaplaciones para esta investigacion.

Desde los primeros estudios realizados por Hutchinson se propuso que la forma de
la hoja es determinada por un locus, y generalmente se reconocen cuatro alelos. La hoja
amplia, 1,, es recesivo a varios alelos del locus I,, incluyendo hoja Okra (L,°), Subokra (L,")
y Superokra (L,%; Percy & Kohel 1999). Algunos investigadores han puesto a prueba esta
hipétesis, y varios han encontrado que efectivamente la forma de la hoja se trata de un
caracter monogénico de dominancia incompleta (Nawab et al. 2011; Niles 1980).
Adicionalmente, se han hecho mapeos genéticos para conocer en qué cromosoma se
encuentra el locus que determina la forma de la hoja, encontrando un grupo de genes
ligados al cual denominaron Il localizado en el cromosoma 15; tanto el grupo Il (del
subgenoma D) como el grupo VII (en cromosoma 1 del genoma A) se caracterizan por
tener, entre otros, los pares de genes homologos que determinan la forma de la hoja (L,"y
L,%; Percy & Kohel 1999).
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Recientemente se han realizado analisis de loci de caracteres cuantitaivos o QTLs
(quantitative trait loci) con el fin de encontrar los loci que determinan la forma de la hoja,
en esos estudios se reporta un QTL que afecta el largo y el ancho del I6bulo principal en
la parte inferior del cromosoma 15, que corresponde a la locacion del alelo Okra reportado
en el mapa cromosémico clasico por Endrizzi (1984) y retomado por Percy y Kohel
(1999)[7 (Jiang et al. 2000).

Sin embargo hoy en dia no se conoce un gen que podria determinar los cuatro
alelomorfos propuestos por Hutchinson y Stephens. Por otro lado, en el mismo estudio,
Stephens (1939) no encontrd el radio de segregacion esperado en la F, de la cruza
Superokra x Okra, y afirma que controlando el largo de las plantas previo a la floracién, la
hoja Okra puede ser convertida en una fenocopia de la hoja Superokra y al revés.
Adicionalmente, en algunos estudios se ha encontrado que la expresion fenotipica en
condicién heterdciga se ve afectada por otros genes o por el bagaje genético (Hafeez-ur-
Rahman & W. S. Khan 1998)I[J. En el estudio de QTLs previamente mencionado se
encontré que el efecto de los alelos parentales en ese locus varia para distintos I6bulos,
sugiriendo que este locus debe tratarse de un agrupamiento de genes (Jiang et al.
2000)J. En otro estudio de QTLs si encontraron un locus que determina el ancho de
I6bulos, sobre todo secundarios y terciarios, asociado al cromosoma 15, sin embargo
encontraron otros 10 QTLs en distintos cromosomas asociados a seis parametros
morfoldgicos foliares (Song et al. 2005).

Ademas de mostrar distintos tipos de hojas, G. hirsutum presenta un fenémeno
conocido como heteroblastia, que se refiere a que durante el desarrollo de la planta la
forma de las hojas va cambiando paulatinamente hasta llegar a una forma que algunos
autores llaman hoja climax u hoja madura, correspondientes a los tipos de forma de hoja
antes mencionados (Hammond 1941; Stephens 1939a).

La forma de la hoja puede tener un efecto sustancial en las caracteristicas
fisiologicas y del dosel, la habilidad de interceptar la luz es uno de los factores mas
importantes en el crecimiento de las plantas (Hafeez-ur-Rahman et al. 2005). Por ejemplo,
los genotipos que poseen morfologia Okra y Superokra presentan valores de area foliar
menores que las contrapartes isogénicas con hoja Normal, esta caracteristica puede
provocar una capacidad menor de interceptar la luz, sin embargo, también puede
provocar que las hojas inferiores reciban mayor luz, incrementando la radiacién

fotosintéticamente activa (Wells & Stewart 2010).
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También se ha asociado una tasa mayor de intercambio de CO, y de €ficiencia de
agua, ademas de menor conductancia estomatica en hojas Okra comparadas con hojas
de tipo Normal (Pettigrew et al. 1993). Estas caracteristicas hacen de los algodones con
hoja Okra individuos potencialmente tolerantes a la sequia (Hafeez-ur-Rahman et al.
2005) .

Los individuos con hoja Okra generalmente son asociados a una maduracion
temprana, mientras que siguen teniendo la misma productividad que los individuos con
hoja Normal (Ulloa 2006). Por otro lado, la forma de la hoja también se ha visto
relacionada con la resistencia a herbivoros, aparentemente los insectos tienen menor
preferencia por la forma Okra que por la hoja Normal, sobretodo la mosquita blanca
(Nawab et al. 2010)JJ. También se ha visto menores niveles de infeccion por hongos en
cultivos de hoja Okra, probablemente porque incrementa las corrientes de aire entre el
dosel (Andries et al. 1969) y cierta resistencia al gusano rosado o lagarta rosada
(Pectinophora gossypiella; Ulloa 2006).

Por estas caracteristicas, se han realizado varios estudios desde un punto de vista
agronémico, en donde se relaciona la morfologia foliar con la productividad y calidad de
fibra, tasa fotosintética, resistencia a plagas, retencion de flores y capsulas, entre otros
(por ejemplo (Ulloa 2006; Sassenrath-Cole 1995; Thomson et al. 1987; Longstreth &
Nobel 1979)01. La morfologia foliar de G. hirsutum ha sido estudiada sobre todo desde
una aproximacion genética, ya sea para conocer como se hereda esa caracteristica
(Stephens 1945b; Stephens 1945a; Hutchinson 1934; Peebles & Kearny 1928) o para
estudiar su desarrollo (Dolan & R Scott Poethig 1991; Dolan & R. Scott Poethig 1998;
Rhyne 1960; Ashby 1948)(1. Actualmente se estudian caracteres que pueden conferir a
las hojas mejor productividad o menor indices de herbivoria (por ejemplo J-M Lacape &
Nguyen 2005; Jiang et al. 2000)(1. La idea es alcanzar un balance entre la capacidad de
intercepcion luminosa, mayor movimiento de aire y penetracion de luz en los estratos
inferiores del dosel, mayor productividad y menores pérdidas por herbivoros (Wells &
Stewart 2010).

La variaciobn en la forma de la hoja de G. hirsutum ha sido estudiada
cualitativamente, con base en la clasificacion de las distintas formas observadas (por
ejemplo (Nawab et al. 2011; W. Zhu et al. 2008; Stephens 1939a); y cuantitativamente,
con medidas morfométricas clasicas, como son el largo de los |6bulos, la distancia del

I6bulo a la base y del seno de la hoja a la base, el ancho de los Iébulos, el nUmero de
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I6bulos, e incluso indices relacionando esas medidas (Song et al. 2005; Jiang et al. 2000;
Hammond 1941b; Stephens 1939a).

Los antecedentes hasta aqui descritos se han realizado estudiando plantas
domesticadas de la especie G. hirsutum, por lo que resulta de particular interés conocer la
variacion foliar de las metapoblaciones silvestres de México y en esa variacion se enfoca

esta investigacion.
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2. Planteamiento del problema

La capacidad de adaptacion ante cambios ambientales y la adecuacion de las
poblaciones dependen de su diversidad. El estudio de la morfologia es una de las
aproximaciones para estudiar la variacion en una poblacion, dicha variaciéon morfologica
estard determinada por variacion genética o por plasticidad fenotipica. Es por esto que los
centros de diversidad pueden determinarse por la existencia de una gran variacion
genética, por una gran variacion morfolégica, o por ambas (Rocha & Gasca 2007;
LBOGM-DOF 2005; Gepts & Papa 2003).

La variacion morfolégica y genética funcional en las poblaciones silvestres de
algoddén no ha sido estudiada, de hecho, el conocimiento sobre la variacion morfolégica
foliar se sustenta en los estudios con plantas cultivadas. Esto supone dos problemas: en
primera existe una falta de conocimiento de la situacion actual de las poblaciones
silvestres en cuanto a variacion fenotipica y potencialmente adaptativa, lo que coloca en
desventaja cualquier tipo de manejo y plan de conservacion que se quiera aplicar en las
poblaciones silvestres de algoddn; esto conlleva al segundo problema, la falta de
informacién no permite que la diversidad que albergan las poblaciones silvestres pueda
ser utilizada en el mejoramiento del algodoén cultivado.

Los estudios que existen sobre la frecuencia de los distintos tipos de formas de
hojas de G. hirsutum reportan la existencia de algunos morfos sélo en cultivos, sin
embargo, la falta de conocimiento de varias de las poblaciones silvestres pone en tela de
juicio esta aseveracion. Adicionalmente, la variacion foliar de G. hirsutum ha sido
analizada con métodos cualitativos, en donde designan categorias de forma por
observacion, o con métodos cuantitativos de morfometria clasica, en donde se toman
medidas de largo y ancho de las estructuras foliares y luego se intentan relacionar; en
este sentido, no existen estudios que hayan descrito cuantitativamente la forma de la hoja
de G. hirsutum en su totalidad, esta descripcion puede representar un gran paso en los
analisis de genética cuantitativa de la especie.

Respecto a las consecuencias que tiene cierto tipo de hoja en los individuos, se ha
estudiado desde una concepcion agronémica con el fin de conseguir mayor productividad
en cultivos de algodon, sin embargo, no se sabe qué consecuencias puede tener la
existencia de un tipo de hoja en particular en las poblaciones silvestres, describir primero

las formas existentes en estado silvestre es el primer paso para realizar estudios
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posteriores que relacionen la forma de la hoja con la adecuacién de los individuos
silvestres.

Por otro lado existen muy pocos estudios sobre la pérdida de diversidad durante el
proceso de domesticacion en 6rganos con menor presion de seleccién que el caracter
perseguido, como serian las hojas en el caso del algodén. Comparar la diversidad foliar
de las poblaciones silvestres con las poblaciones cultivadas puede ser de utilidad para el
mayor entendimiento del proceso de domesticacion y la variacion morfolégica, asi como
del sindrome de domesticacion. Ademas, la comparacion morfolégica de poblaciones
silvestres y cultivadas puede ayudar a definir si existen caracteristicas del proceso de
domesticacion claramente diferenciables en esta especie, es decir, si es faciimente
reconocible un fenotipo cultivado, uno escapado y uno silvestre. Esta informacion puede
ser relevante en cuestiones de bioseguridad, ya que contribuira al disefio de estrategias
para evitar el flujo génico e introgresion de la plantas genéticamente modificadas a sus
parientes silvestres.

El analisis de la variacion foliar es importante como parte de la descripcién de la
diversidad que existe en las poblaciones silvestres de G. hirsutum. Este estudio
contribuye en dos areas de conocimiento de la especie, por un lado, por la generacion de
evidencia biol6gica para describir los centros de diversidad de G. hirsutum, lo cual es
informacién relevante para disefiar estrategias de conservacion de la especie. Por otro
lado, aporta conocimiento basico sobre la variacion foliar y sus causas, lo cual puede ser
aplicado en sentido agronémico, pues la variacion de las poblaciones silvestres puede ser
aprovechada en el fitomejoramiento del algodon cultivado (Gepts 2004). En este trabajo
se pretende hacer un estudio cuantitativo de la variacion morfolégica foliar de G. hirsutum
utilizando técnicas que permiten estudiar a la forma en su totalidad y no en medidas

segmentadas.
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3. Obijetivos

El objetivo general de este trabajo es analizar la variacion morfolégica intra e
interpoblacional de las hojas de G. hirsutum silvestre y compararla con la variacion de las
plantas domesticadas.

Los objetivos particulares de este trabajo son:

e Analizar la variacion morfologica foliar existente en las poblaciones silvestres de
algodén.

e Comparar la variacion morfolégica foliar de las poblaciones silvestres con la
variacién presente en las plantas domesticadas analizando el efecto del proceso
de domesticacion.

e Analizar la aportacién de los resultados sobre las estrategias de manejo para la

conservacion y medidas de bioseguridad de la especie en México.
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4. Hipotesis

Bajo el supuesto de que el proceso de domesticacion implica una merma en la
diversidad de las plantas debido a la seleccion artificial dirigida a un caracter de interés,
entonces, podriamos esperar que exista menor variacion foliar en las plantas cultivadas
que en las silvestres (aunque las hojas no sean el 6rgano de interés de la domesticacion).

Hipotesis nula. Si la variacion foliar esta méas correlacionada con el ambiente que
con la diversidad genética entonces no habra diferencias antagdnicas entre cultivadas y

silvestres.

5. Predicciones

A pesar de que pueda existir mayor variaciébn en las poblaciones silvestres que en las
cultivadas debido al cuello de botella del proceso de domesticacion, existen otros
procesos que pueden estar determinando la presencia de ciertos morfotipos en las
poblaciones cultivadas:

a) en el proceso de domesticacion se pueden formar hibridos y reproducir
individuos que a lo mejor en las poblaciones silvestres no tienen contacto unos con otros,
esto puede generar nuevas variantes que en las poblaciones silvestres sean inexistentes.

b) alternativo al cuello de botella, durante la domesticacion existe un proceso de
diversificacion que sobre todo es observado en el érgano de interés (por ejemplo todas las
razas de maiz existentes en México o todas las variedades de papa en Peru), las hojas,
aungue no son el érgano de interés, son vitales en el crecimiento y productividad de las
plantas de algodon, podrian estar también bajo cierta presion selectiva que desemboque
en una diversificacion de formas similar a la que vemos en otros cultivos.

c) por otro lado, debido al cuidado intensivo que se le da a la planta en cultivo,
podria ser que la forma de las hojas en las plantas cultivadas no presente una presién
selectiva fuerte, la falta de seleccion en este érgano podria resultar en que todas las
variaciones que surjan entre las cultivadas sobrevivan y existan mas tipos de hojas entre
los cultivos que entre las poblaciones silvestres.

Respecto a las poblaciones silvestres, se ha encontrado una estructura genética
en ocho metapoblaciones, por lo que se podria esperar que, si la herencia de la forma de
la hoja tiene un componente mayoritariamente genético, exista un patron de formas de

hojas que concuerde con esta estructura genética. Sin embargo, si la forma de las hojas
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se encuentra mas determinada por variacion ambiental entonces no se encontrara un

patrén definido, o este patron dependera de constantes ambientales.
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6. Métodos

6.1. Trabajo en campo

Especie de estudio: G. hirsutum es una especie de la familia Malvaceae originaria de
México y ahora con distribucion cosmopolita en forma de cultivo. Se distribuye a lo largo
de las costas mexicanas del Golfo de México, la Peninsula de Yucatan, el Océano
Pacifico y el extremo Sur del Golfo de California, y en algunos parches de selva baja
caducifolia cercanos a estas zonas litorales. Es comun encontrarla en asociacion con
disturbios humanos, en terrenos baldios, como plantas de traspatios y a los bordes de
caminos y carreteras. El algodén G. hirsutum muestra una gran variacion morfoldgica a lo
largo de su distribucion, se pueden encontrar desde plantas rastreras a arbustos
pequefios, hasta arboles con un eje principal de cinco metros de altura. En cuanto a la
hojas también presenta una gran variacion morfoldgica, desde hojas amplias ligeramente
lobuladas hasta hojas profundamente lobuladas con l6bulos delgados y largos. Las
localidades en donde se han encontrado algodones silvestres estan estructuradas
genética y geograficamente en ocho grandes metapoblaciones por su dindmica ecolégica
de colonizacion, extincion y recolonizacién caracteristico de un comportamiento

metapoblacional (Wegier 2013).

Sitio de estudio: Las localidades de G. hirsutum estudiadas se encuentran distribuidas
en seis de las ocho metapoblaciones reportadas por Wegier et al (2011). Estas son:
metapoblacion Baja California (BC) en el estado de Baja California Sur, metapoblacién
Pacifico Norte (PN) en Sinaloa, metapoblacion Bahia de Banderas (Bb) en Nayarit,
metapoblacion Pacifico Centro (PC) en Jalisco, Colima, Michoacan y Guerrero,
metapoblacion Pacifico Sur (PS) en Oaxaca y metapoblacién Peninsula de Yucatan (PY)

en el estado de Yucatan.

Colecta: Durante el afio 2011 se colectaron diez hojas de 20 individuos en seis
metapoblaciones, escogiendo aquellas que presentaban cinco I6bulos definidos. Se
escogieron las hojas con cinco lébulos porque todos los individuos con distintos tipos de
hojas durante el desarrollo pasan por ese estadio, en la mayoria (excepto en el tipo
Superokra) representan la forma madura o forma climax del desarrollo de la planta. Las

hojas se mantuvieron en refrigeracién hasta el laboratorio en donde cada hoja se aislé con
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papel absorbente alrededor, se asperjé un poco de fungicida KAPTAN® BASF (2 g/L) en
cada paquete de hojas y se mantuvo en congelacion hasta su procesamiento. De cada
punto de colecta se anoto la georeferencia.

6.2. Trabajo en laboratorio

Jardin comun: con semillas de colectas anteriores se formé un jardin coman, en donde
se establecieron 20 individuos de las ocho metapoblaciones. Las plantas se mantuvieron
en macetas de plastico de aproximadamente 2 litros de capacidad, con un sustrato de
agrolita, peat moss (musgo Sphagnum descompuesto y comprimido) y vermiculita (1:1:1),
y en condiciones de temperatura y humedad constantes (20-30°C y 30% de humedad
relativa).

De los individuos crecidos en el jardin comldn se colectaron las hojas cuando
alcanzaron la forma de cinco l6bulos, en total se obtuvieron 54 hojas de cinco I6bulos
correspondientes a 18 individuos. No se obtuvieron hojas de jardin comin de la

metapoblacion PN, ni de individuos cultivados.

Fotografias: Se tomaron fotografias de las hojas colectadas con una camara digital
Canon Rebel T3i 600D con ayuda de un tripié, y una fuente de luz debajo de la hoja, de
forma que se evidenciaran las venas de la hoja, capturando la forma de lamina completa.
Las imagenes de cada hoja indicaban el individuo al que pertenecian y una escala. En
total se obtuvieron fotografias de tres hojas de cada individuo (réplicas), logrando un total
de 311 hojas fotografiadas (Tabla 1). En algunos casos los individuos no tuvieron
suficientes hojas de cinco lébulos, por lo que el nUmero de individuos analizados por cada

poblacion varia.

Tabla 1. Numero de individuos analizados por poblacion.

Poblacién Numero de
individuos
Baja California 15
Bahia de Banderas 11
Pacifico Norte 4
Pacifico Centro 20
Pacifico Sur 14
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Peninsula de Yucatan 15

Cultivadas 10
Jardin comun 18
Total 107

6.1. Anadlisis de datos

Morfometria geométrica: Se realiz6 un analisis de morfometria geométrica con el fin de
cuantificar las diferencias de forma de hojas de distintos individuos pertenecientes a
distintas poblaciones.

La morfometria geométrica (MG) es un conjunto de técnicas que tienen como
proposito analizar estadisticamente las diferencias en la forma usando una descripcion
cuantitativa de la geometria de la forma (Viscosi & Cardini 2011; Viscosi et al. 2010)[ . El
concepto de forma en MG es definido como toda la informacion geométrica que queda
cuando se eliminan los efectos de rotacion, escala y locacion de un objeto (Kendall 1977;
Zelditch et al 2004).

En esta técnica se abstrae la forma de un objeto usando puntos homdlogos
localizados en unidades anatémicamente discretas (landmarks o puntos de referencia), de
manera que los objetos se analizan como conjuntos de coordenadas o configuraciones de
puntos de referencia. Todos los landmarks deben estar representados en cada espécimen
estudiado, y deben representar la misma localidad anatémica en todos ellos, al final el
analisis arroja la variacion existente en el espacio contenido entre los puntos. Por esta
razon, la selecciéon de puntos de referencia es crucial en el estudio, y deben cumplir las
siguientes caracteristicas:

1. Ser homologos anatémicamente.
Que no se altere su posicion topografica en relacion a otros puntos.
Que proporcionen una cobertura adecuada de la morfologia del objeto.

Que puedan encontrarse facilmente, repetidas veces, y de forma confiable.

o > 0N

Que estén en el mismo plano.
(Zelditch et al 2004).

Una vez escogidos los puntos de referencia se debe determinar la escala
geomeétrica, para esto debe calcularse la localidad del centro de la forma (el centroide) y

calcular la distancia entre cada punto y el centroide. Luego se calcula la distancia elevada
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al cuadrado de cada punto al centroide, esas distancias se suman, y se obtiene la raiz
cuadrada, la cantidad resultante es el tamafio centroide. Esta variable de tamafio permite
calcular el cambio isométrico de todos los puntos de referencia a partir del centro de la
forma (Zelditch et al 2004).

En este estudio se seleccionaron 15 puntos de referencia facilmente reconocibles
en todas las hojas analizadas, usando el programa TPSdig2 (Rohlf 2010; Figura 2).

Figura 2. Posicion de los 15 puntos de referencia colocados en todas las hojas estudiadas
para el andlisis de morfometria geométrica. 1) Insercion del peciolo. 2) Nectario
extrafloral. 3)Apice del I6bulo principal. 4-7)Apice de los cuatro lI6bulos secundarios. 8 y 9)
Final de la primer vena secundaria en la base de la hoja. 10 y 11) Final de la segunda
vena secundaria del I6bulo principal a partir de la base. 12-15) Final de la segunda vena
secundaria de los Iébulos secundarios a partir de la base.

Para determinar si existe un efecto en la forma se debe calcular la probabilidad de
gue la asociacion entre las variables no sea mayor a la que existiria por puro azar, y para
conocer cual es ese efecto se debe describir el cambio de la formas, como se ha definido
a la forma en términos de toda la configuracion de puntos de referencia, el analisis debe

incluir toda la configuracion, por eso un andlisis de forma es siempre multivariado
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(Zelditch et al 2004). Para analizar las diferencias en forma primero se deben eliminar las
variables de rotacion, escala y locacion.

Al colocar los puntos de referencia lo que se estd haciendo en realidad es
construyendo una matriz de configuracion que representa la forma del objeto estudiado,
esta matriz es de K landmarks x M dimensiones, por ejemplo, en este estudio la matriz de
configuracion fue de 15 x 2. Al conjunto de todas las matrices K x M posibles que
describen todo el conjunto de landmarks dados K y M, se le denomina espacio de
configuracion. La posicion de la matriz de configuracion es la localidad del centroide de la
matriz, que es M-dimensional y se compone de los promedios de las coordenadas X y Y
de los landmarks, entonces, una matriz de configuracion estéa centrada si el promedio de
todas las coordenadas es 0; esto se logra trasladando la configuracién a lo largo de los
ejes X y Y restando las coordenadas del centroide a cada coordenada. De esta forma se
elimina la variable de locacién; para eliminar la variable de escala, la matriz de
configuraciéon se ajusta a un tamafio de centroide igual a uno. Eliminando estas dos
variables nos encontramos en un espacio denominado pre-forma, que puede visualizarse
como una hiperesfera (Zelditch et al 2004).

En el espacio pre-forma aldn no se elimina la variable de rotacion, para esto se
debe buscar la distancia mas corta entre las pre-formas; al conjunto de puntos en el
espacio pre-forma que se pueden obtener rotando una pre-forma particular centrada se le
denomina fibra. La distancia mas corta entre fibras corresponde a la rotacion 6ptima, el
arco que une a las fibras se conoce como distancia Procrustes. Esta distancia se
cuantifica determinando el angulo entre el radio que conecta el centro de la hiperesfera al
punto en el que las fibras se aproximan mas entre ellas. Al seleccionar el punto de mayor
aproximacion, se reduce cada fibra de la pre-forma a un solo punto que representa la
forma, entonces se elimina la variable de rotacion (Zelditch et al 2004).

Este nuevo espacio que se construye al eliminar la escala, la locacion y la rotacién
es el espacio de la forma, en donde la distancia entre las configuraciones de forma se
conoce como la distancia completa de Procrustes. Si se relaja un poco la condicién del
tamafio del centroide igual a uno, entonces se puede encontrar una distancia aiun menor
entre configuraciones, a este espacio se le denomina espacio de Kendall (Zelditch et al
2004).

Para determinar el angulo de rotacion requerido para localizar una pre-forma a una
distancia minima de Procrustes de una segunda pre-forma, es suficiente con rotar la

primera forma para minimizar la suma al cuadrado de la distancia entre ambas. Esta
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distancia que se esta minimizando es la distancia parcial de Procrustes, y se dice que las
configuraciones se encuentran en superimposicion parcial de Procrustes. Debido a que la
distancia de Procrustes es una funcion monotonica de la distancia parcial de Procrustes,
al minimizar la distancia parcial de Procrustes, también se esta minimizando la distancia
Procrustes. Todos los espacios de la forma son espacios no Euclidianos, pero es posible
proyectar localidades en el espacio de Kendall a un espacio Euclidiano tangente al
espacio Kendall.(Zelditch et al 2004).

Existen varios métodos para realizar las superimposiciones de la forma, el mas
utilizado actualmente es el Procrustes de minimos cuadrados generalizados (GLS por sus
siglas en inglés). En éste método se centra cada configuracién de puntos de referencia al
origen restando las coordenadas del centroide a las coordenadas (X y Y) de cada punto,
trasladando a todos los centroides al origen (0,0); después se escala la configuracion de
landmarks a un tamafio de centroide igual a uno, dividiendo cada coordenada de cada
punto por el tamafio del centroide de su configuracion; luego se escoge una configuracion
de referencia, este es el punto en el que los distintos métodos se diferencian, finalmente
las configuraciones se rotan para minimizar la distancia Procrustes parcial entre todas las
configuraciones respecto a la configuracibn de referencia. Durante el proceso de
superimposicién de formas se pierden cuatro grados de libertad: se pierden dos grados de
libertad al centrar la matriz, se pierde uno mas al escalar el tamafio de centroide a uno, y
se pierde otro mas al rotar la configuracion (Zelditch et al 2004).

Se realiz6 una superimposicion GLS en el programa MorphoJ (Klingenberg 2011)(
de tres hojas da cada individuo muestreado por cada metapoblacion, incluidos los
individuos cultivados y los individuos crecidos en jardin comun. Una vez hecha la
superimposicion de formas, en el mismo programa, se buscaron valores atipicos con la
funcion “find outliers”, la cual presupone una distribucién normal de los datos; esta funcion
te permite ver los individuos que tienen una variacion que sobresale de la distribucion
normal, en varias ocasiones esto se debe a errores de digitalizacién. Cada individuo fue
analizado y se corrigieron los errores que generaban valores atipicos en la distribucion de
los datos.

Posteriormente se realizé una matriz de covarianza para poder realizar un analisis
de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés). El PCA es una herramienta
para simplificar la descripcion de la variacion entre individuos, y funciona reemplazando
las variables originales con unas nuevas (los componentes principales), que son

combinaciones lineales de las variables originales y son independientes entre si (Zelditch
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et al 2004). El PCA de coordenadas de Procrustes o residuales de Procrustes es o mismo
que un andlisis de relative warp, pero sin ponderar la energia de flexion e incluyendo los
componentes uniformes de la variacion de la forma (Klingenberg 2013). La variacion
explicada por los componentes principales puede ser visualizada en gradillas de
deformacion, las cuales proveen de una descripcion visualmente interpretable de la
deformacién usando la métrica de la distancia Procrustes (Zelditch et al 2004).

El PCA es sélo un método de ordenacion, no es un método para probar hipétesis,
para saber si las hojas entre individuos de distintas metapoblaciones son diferentes
significativamente, se realizaron analisis multiples de varianza (MANOVA), en donde se
utilizaron los valores del PCA para evaluar la variacion en la forma, las poblaciones fueron
los factores y los individuos los niveles del factor (Zar 1999). Posteriormente se realizaron
analisis de varianza de una via (ANOVA) para analizar qué componente principal (CP) era
el que causaba la diferencia entre metapoblaciones. Se realiz6 una prueba de Tukey para
conocer la variacion entre las poblaciones.

Con el programa MorphoJ (Klingenberg 2011) se realiz6 un andlisis de variables
candnicas (CVA), en donde se pone a prueba la pertenencia de individuos, debido a su
configuracion de forma, a grupos conocidos a priori.

Posteriormente se realiz6 un analisis multiple de varianza por cada poblacién, con
los tres CP que explicaron la mayor variacion en la forma. De las poblaciones que se
obtuvo una diferencia significativa en la forma de las hojas se realizé6 un analisis de
varianza de una via con los dos primeros CP, el tercero no resulté significativo.

Finalmente se realizaron regresiones lineales probando la relacion de la forma con
distintas variables ambientales: Latitud geogréfica, Longitud geogréafica, Temperatura
media anual, Temperatura estacional, Intervalo anual de Temperatura y Precipitacion
media anual. Las coordenadas geogréficas se referenciaron en campo en el momento de
colectar, y las variables climaticas se obtuvieron a partir de las capas climaticas de
Bioclim (Hijmans et al. 2005).

Todos los andlisis de varianza (ANOVAs, MANOVAs y pruebas post-hoc) y las

regresiones lineales se realizaron en el programa Rstudio (Rstudio 2012).
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7. Resultados

Variacion entre poblaciones

Se realiz6 un analisis de componentes principales con las coordenadas Procrustes
gue arrojo la superimposicion de Procrustes (Figura 3), en donde se obtuvieron los
componentes principales de la variacion de la forma. La mayor cantidad de variacion
puede ser explicada por la expansion que se da entre los apices de los I6bulos y la base
de la hoja, es decir el primer componente principal (CP1) explica la variacion en el
alargamiento de los I6bulos de las hojas, y corresponde al 70.65% de la variacién. El
segundo Yy tercer CP se deben al cambio en la direccién de los &pices, y explican el 8.9%

y 3.3% de la variacion, respectivamente (Figura 4).

Figura 3. Superimposicién Procrustes de minimos cuadrados generalizados de todos los
individuos analizados. Los puntos azules indican la configuracién promedio de puntos de

referencia, los 15 puntos de referencias son explicados en la Figura 1.

CP1 Cp2 CP3

Figura 4. Variacibon de forma en hojas de todos los individuos colectados (seis

metapoblaciones e individuos domesticados) explicada en 70.65% por el primer CP
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(izquierda), 8.9% por el segundo CP (en medio) y 3.3% por el tercer CP (derecha),
representados en mallas de deformacion.

Al representar en una gréfica la dispersion de individuos a lo largo de los dos
primeros CP se observa una diferenciacién en dos grupos debido al CP1. Algunas
poblaciones se mantienen en el grupo de la derecha, que se caracterizan por tener
I6bulos cortos, pero otras tienen individuos repartidos en ambos grupos, como Pacifico
Centro, Bahia de Banderas y Pacifico Sur (Figura 5).
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Figura 5. Grafica de dispersion de individuos de G. hirsutum colectados en campo debido
a la variacion en la forma de sus hojas explicada por los dos primeros componentes
principales del PCA, los cuales se muestran en figuras de contorno de alambre en el eje

respectivo.

Para probar si las diferencias de forma entre las distintas poblaciones son
estadisticamente significativas, se realizé un andlisis multiple de varianza (MANOVA) con
los tres componentes principales que explicaron mayor variacion en la forma, en donde
resultd que la forma de las hojas de individuos de distintas poblaciones son distintas entre
si (F=12.20, P<0.0001). Sin embargo la variacién dentro de algunas poblaciones es mayor
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que la variacién entre poblaciones (SSerror > SSpoblacion), indicando que las diferencias
significativas se deben a variacién intrapoblacional, mientras que otras poblaciones son
mas similares entre si. De las pruebas de ANOVA de cada CP resultdé que sélo los
primeros dos CP son estadisticamente significativos (Tabla 2).

Aunque si existen diferencias significativas en la forma de las hojas entre las
distintas poblaciones, no todas las poblaciones son distintas entre si, el andlisis post-hoc
calculado a partir del ANOVA del CP1 indica que las poblaciones de Baja California,
Pacifico Norte, Peninsula de Yucatan y los individuos cultivados no son significativamente
diferentes, mientras que las poblaciones de Bahia de Banderas y Pacifico Sur son
distintas a las primeras, pero similares entre si, la poblacion Pacifico Centro resulté ser

distinta a todas las poblaciones (Figura 6).

Tabla 2. ANOVA de todas los individuos agrupados en poblaciones debido a los tres

primeros componentes principales.

Variable Factor SS MS g.l F P

CP1 Poblacion 6.379 1.063 6 36.350 <2 orkx
Error 7.604 0.029 260

CP2 Poblacion 0.331 0.055 6 10 6.1°1Oxrx
Error 1.436 0.005 260

CP3 Poblacion 0.007 0.001 6 0.503 0.806
Error 0.655 0.002 260

Estas dos agrupaciones debido al largo de los lébulos de las hojas (CP1)
representan dos configuraciones principales de forma, que, en los algodones
domesticados han sido clasificadas como Okra y Normal. Estos tipos de hojas no se
encuentran distribuidos homogéneamente entre las poblaciones, de hecho, la forma Okra
esta representada Unicamente en las metapoblaciones Bahia de Banderas, Pacifico
Centro y Pacifico Sur, mientras que existen individuos con hojas tipo Normal en todas las

poblaciones.
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CP1(+s.e.)

Figura 6. Valores medios del primer componente principal por poblacién con intervalos de
confianza al 95%. Los puntos de colores debajo de cada valor indican las diferencias
significativas (0=0.05) resultantes de la prueba de Tukey. Arriba de cada valor se muestra
la forma promedio de cada poblacién. Poblaciones: GhBb (Bahia de Banderas), GhBC
(Baja California), GhDf (individuos cultivados), GhPS (Pacifico Sur), GhPC (Pacifico
Centro), GhSi (Pacifico Norte), GhYu (Peninsula de Yucatan).
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El hecho de que dos morfotipos se encuentren distribuidos en las siete
poblaciones diferencialmente, pero sin un tipo de hoja representativo de cada poblacion,
provoca que sea imposible distinguir de qué poblacién proviene un individuo que presenta
cierto tipo de hoja. Este fendbmeno puede observarse al representar en una grafica el
resultado del Analisis Candnico, en donde, no se agrupan los individuos por su

procedencia (Figura 7).
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Figura 7. Gréfica de dispersion de todos los individuos colectados, a lo largo de las
primeras dos variables candnicas. Se muestran elipses de confianza al 95% en cada

poblacion.

Al incorporar los datos de individuos del jardin comin a los datos de hojas colectadas en
campo, se observa que algunos se localizan completamente dentro de la distribucién de
individuos colectados en campo, los que representan el tipo de hoja Normal, mientras que
otros se encuentran entre ambos grupos, ningun dato del jardin comin se encuentra
agrupado con los individuos tipo Okra (Figura 8).

La prueba para analizar si las medias entre los datos del jardin comun y los datos
colectados en campo son significativamente distintas, arrojé que si existian diferencias
significativas entre ambos grupos (F=8.792,P=0.003), sin embargo, esas diferencias estan

dadas sobre todo por la variacion dentro de cada grupo (97% de la variacion).
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Figura 8. Dispersion de individuos colectados en campo (puntos negros) y crecidos en
jardin comun (puntos grises), a lo largo de los primeros dos CP de variacién morfolégica
foliar.

Variacion en las poblaciones

Dentro de las poblaciones de algodén existe una gran variacién en la forma de las
hojas, incluso en algunas poblaciones es mayor la variacion intrapoblacional que al
compararlas con otras poblaciones. La variacion evaluada para los tres primeros CP es
estadisticamente significativa en cinco de las siete poblaciones evaluadas (individuos
domesticados incluidos). En la poblaciéon PN y en los individuos cultivados no existieron
diferencias significativas (F=0.992, P=0.471 y F=1.415, P=0.132, respectivamente). En las
otras cinco poblaciones se realizaron andlisis de varianza por cada CP, a continuacién se
muestran los resultados para los dos primeros CP, el tercero no fue estadisticamente

significativo en ninguna de las poblaciones (Tabla 3).

Tabla 3. ANOVAs de cada poblacién evaluando los primeros dos CP de variacion
morfoldgica foliar.

Poblacién  Variable Factor  SS MS g.l. F P

Baja CP1 Poblacion 0.043  0.003 14 3.721 0.001**
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California Error 0.025 0.0008 30

CP2 Poblacion 0.154 0.011 14 2.723 0.010*

Error 0.121 0.004 30

Bahia de CP1 Poblacion 1.868 0.186 10 79.21  <0.0001***

Banderas Error 0.051 0.002 22

CP2 Poblacion 0.043  0.004 10 1.333 0.274

Error 0.071 0.003 22

Pacifico CP1 Poblacion 2.750 0.144 19 95.83  <0.0001***

Centro Error 0.060 0.001 40

CP2 Poblacion 0.255 0.011 19 1.64 0.09

Error 0.289 0.007 40

Pacifico Sur CP1 Poblacion 2.671 0.205 13 128.4  <0.0001***

Error 0.044 0.001 18

CP2 Poblacion 0.143 0.011 13 2.377 0.02*

Error 0.130 0.004 28

Peninsula de CP1 Poblacién 0.047 0.003 14 9.886 <0.0001***

Yucatan Error 0.010 0.0003 30

CP2 Poblacion 0.134  0.009 14 3.985  0.0007***

Error 0.072 0.002 30

El CP2 también resultd ser significativo en todas las metapoblaciones, lo que implica que
existe una fuerte variacion en la amplitud de los Iébulos, aunque es mas significativo en

las poblaciones con hoja tipo Normal.

Distribuciéon geografica de la variacién foliar
Se realiz6 un mapa de la distribucién de todos los individuos colectados en campo,
en donde se diferencia las localidades con hojas tipo Okra y hojas tipo Normal; se puede
observar que el tipo de hoja Okra se encuentra distribuido sélo en las costas del Oceano
Pacifico, y la metapoblacion mas nortefia que presenta este tipo de hoja es Bahia de
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Banderas. La metapoblacién Pacifico Centro también presenta individuos con este tipo de
hoja, sin embargo su distribucién es a partir de las localidades de Michoacan hacia el Sur,
es decir, existe un intervalo entre las localidades de Michoacan y las de Bahia de
Banderas en donde el tipo de hoja es Normal, y no Okra. A partir de Michoacan y hasta
Oaxaca existen sélo individuos con tipo de hoja Okra, y en el sureste de la metapoblacion
Pacifico Sur el tipo de hoja Normal vuelve a aumentar en frecuencia (Figura 9).

Al evaluar si existe alguna relacion entre la forma de la hoja y la distribucién
geografica de los individuos, resultd que si existe una relacion estadisticamente
significativa entre la forma de la hoja y la latitud (R*=0.58, P<0.0001), sin embargo, la
regresion lineal entre la forma de la hoja y la longitud geografica no resulté ser
significativa (R?=-0.04, P=0.684; Figura 10).

@ Normal *
@ Okra 5’(

0 125250 500 750 1,000
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Figura 9. Mapa de distribuciébn geografica de individuos colectados en seis

metapoblaciones de G. hirsutum en donde se diferencian los individuos con hojas tipo
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Okra (puntos verde obscuro) y los que presentan hojas de
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Figura 10. Regresion lineal entre forma de la hoja (CP 1) y latitud (R?>=0.58, P<0.0001) del
lado izquierdo, y forma de la hoja (CP 1) y longitud (R?=-0.04, P=0.684), del lado derecho.

Adicionalmente se evalud la relacién entre la forma de la hoja y algunas variables

climaticas; la forma de la hoja resultdé dependiente a la temperatura media anual, la

temperatura estacional y la precipitacion anual (R%=-0.643, P<0.0001; R?=0.484,

P<0.0001; R?=-0.666, P<0.0001, respectivamente), siendo la precipitacién anual la

variable mas relacionada con la forma de las hojas; el intervalo anual de temperatura

parece no afectar la forma de la hoja (Figura 11).
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Figura 11. Regresiones lineales de la forma de la hoja (CP 1) y variables climaticas:
Temperatura media anual (R?=-0.643, P<0.0001) arriba a la izquierda; Temperatura
estacional (R?=0.484, P<0.0001) arriba a la derecha, Intervalo anual de temperatura
(R?=0.182, P=0.107) abajo a la izquierda; Precipitacion anual (R?*=-0.666, P<0.0001) abajo
a la derecha. Las lineas rojas son las lineas de tendencia.

42



8. Discusion

Variacion foliar entre metapoblaciones de G. hirsutum en México

El algoddn silvestre G. hirsutum se distribuye en dunas costeras y selvas bajas
caducifolias de las costas del Océano Pacifico, el Mar de Cortés y el Golfo de México, con
una dinamica poblacional de colonizacion, extincion y recolonizacion tipica de
metapoblaciones; la estructura genética poblacional y la distribucion potencial del nicho
indican que esta especie se agrupa en ocho metapoblaciones (Wegier et al. 2011)(1. Por
otro lado, los cultivos de G. hirsutum tienen una distribuciébn cosmopolita, actualmente
esta especie representa mas del 90% del algodén cultivado a nivel mundial (Wendel &
Cronn 2003)L.

Siendo México el centro de domesticacion de G. hirsutum, es el lugar en donde las
poblaciones silvestres tienen contacto y cierta cantidad de flujo genético con las
poblaciones domesticadas, dando como resultado un continuo morfoloégico entre los
individuos cultivados y los silvestres (Wegier at al. 2011; Wendel et al. 2010). La
plasticidad morfoldgica y ecoldgica de la especie, aunado a la continuidad de formas entre
los silvestres y los cultivados, ha generado dudas sobre cuales son los individuos
silvestres y cudles escapados de cultivos (también llamados cimarrones o ferales),
anteriormente se reconocia a los individuos de la Peninsula de Yucatan como unicos
silvestres (Wendel et al. 1992; Fryxell 1979)(7; los estudios realizados por Wegier et al.
(2011) sobre diversidad genética y estructura poblacional revelaron que los individuos que
habitan en costas del resto del pais también forman poblaciones silvestres, y que
efectivamente existe una proporcion alta de individuos escapados.

La diversidad morfoldgica se ha estudiado solamente en plantas domesticadas de
G. hirsutum por lo que en este trabajo se busco estudiar la diversidad morfologica foliar de
los individuos silvestres y comparar estos resultados con lo conocido sobre el algodén
cultivado. Se escogi6 a las hojas como objeto de estudio por varias razones: 1) existe una
amplia gama de formas de hojas en los algodones cultivados, por lo que resulto
interesante saber si en los algodones silvestres existia la misma diversidad; 2) las hojas
no son érganos de interés en el proceso de domesticacion del algodon, por lo tanto, este
modelo brinda la posibilidad de conocer como actia la disminucion de la diversidad del
proceso de domesticacion debido a seleccion artificial en érganos no blanco u objetivo de
la misma; 3) las hojas por ser son oOrganos vitales es posible que tengan una fuerte

presion de seleccion, y por lo tanto, por lo que puede ser un buen modelo para estudiar
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procesos de diversidad funcional y adaptacion en las poblaciones silvestres.
Adicionalmente, en las visitas al campo que forman parte del proyecto general de
conservacion de las poblaciones silvestres de algoddn, se habia observado una gran
variacion morfolégica, y resultaba importante poder cuantificar esa diversidad.

El método que se escogié para cuantificar la variacion morfologica fue el de
morfometria geométrica con base en puntos de referencia, en donde se puede abstraer la
forma de un objeto a partir de puntos anatébmicamente homdlogos generando una
configuracion de puntos de referencia de la forma, que funcionan como coordenadas, de
manera que el cambio entre las distintas configuraciones de puntos puede ser
cuantificada y evaluada con métodos estadisticos. Esto brinda una gran ventaja sobre los
métodos cualitativos de descripcion de formas: se puede cuantificar la variacion y poner a
prueba con hip6tesis estadisticas. Y también brinda una gran ventaja sobre los métodos
cuantitativos de morfometria clasica: se analiza la forma en su totalidad y no por partes
(Zelditch 2004).

Se colectaron tres hojas por individuo en seis metapoblaciones y en individuos
cultivados, y se seleccionaron 15 puntos de referencia en cada hoja. Los resultados
confirmaron la existencia de una gran variacion morfolégica foliar, la cual fue cuantificada
por medio de coordenadas Procrustes analizadas a partir de la varianza que arrojé el
PCA.

La cuantificaciéon de la variacion foliar resultdé en dos agrupaciones morfolégicas
debido al CP1, el cual explica la variacién en el cambio de longitud de los I6bulos (Figuras
4y 5). El grupo que presento valores negativos en el CP1 se caracteriza por tener l6bulos
muy largos, mientras que el grupo con valores positivos en el CP1 se caracteriza por tener
una lobulacibn menos marcada. Estas dos formas de hojas se denominaron Okra y
Normal, respectivamente, como se le llama a las dos formas principales que existen en
los algodones cultivados (Stephens 1945a; Hammond 1941b; Hutchinson 1934)01. El
segundo CP también representé diferencias significativas, sin embargo, en la mayoria de
los casos es muy similar la variacién dentro de los grupos que entre los grupos (Tabla 3),
por lo que es una caracteristica muy variable entre todas las hojas independientemente de
a qué individuo pertenecen, es decir, probablemente es muy dependiente a las
condiciones ambientales y al desarrollo de cada hoja y no existe un patron diferenciable
entre metapoblaciones.

Las dos formas principales de hojas se distribuyen heterogéneamente entre las

metapoblaciones: el tipo Okra se distribuye solamente en las metapoblaciones Pacifico
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Centro, Bahia de Banderas y Pacifico Sur, mientras que el tipo de hoja Normal se
distribuye (en mayor o menor frecuencia) en todas las metapoblaciones. La frecuencia del
tipo Okra en Pacifico Centro es bastante alta (80%) mientras que en Pacifico Sur y Bahia
de Banderas la frecuencia de ambos morfotipos es semejante. Fryxell (1979) ya habia
encontrado un patron de distribucion diferencial entre individuos con formas de hojas
distintas, en donde clasificé a los individuos con forma Okra como una especie distinta (G.
lanceolatum), la cual consider6 una especie feral por estar asociada a disturbios humanos
y traspatios, reconocer que G. hirsutum (forma de hoja Normal) y G. lanceolatum (forma
de hoja Okra) presentaban una distribucién geografica casi alopétrica daba sustento a la
diferenciacién en dos especies. Posteriormente se reconocié que no se trataba de dos
especies, sino de una misma especie con varias morfologias foliares. Sin embargo, la
concepcién de que los individuos con el tipo de hoja Okra eran ferales se fue heredando a
todos los estudios sobre algodén que subsiguieron a aquellos de Fryxell, y las
poblaciones silvestres no fueron estudiadas hasta hace unos afios, por lo que este trabajo
es el primero en demostrar que la forma de hoja tipo Okra si existe en individuos
silvestres y presenta una distribucion geografica particular.

La variacion foliar presenta diferencias significativas entre las metapoblaciones,
Pacifico Centro, Pacifico Sur y Bahia de Banderas presentaron una mayor variacion que
las demas metapoblaciones y que los individuos cultivados (Figura 6). Al analizar qué
metapoblaciones son distintas entre si, se encontré una estructura de tres grupos, en
donde Baja California, Peninsula de Yucatan y Pacifico Norte forman una unidad, Bahia
de Banderas y Pacifico Sur forman otra, y Pacifico Centro forma la tercer unidad,
resultado de la frecuencia fenotipica diferencial entre las tres unidades. Esta distribucién
de la diversidad es diferente a la encontrada con datos de microsatélites de cloroplastos
analizados por Wegier et al. (2011), en donde la diversidad genética neutral se estructura
en ocho grupos.

Aunqgue la estructura genética neutral y la estructura de diversidad morfol6gica
foliar son distintas, expresan el mismo patrén evolutivo: las metapoblaciones mas
cercanas no son las mas semejantes, en cambio, metapoblaciones muy distantes (como
Peninsula de Yucatan y Baja California) son mas similares entre si, esta distribucion de la
variacion coincide con un modelo de diversificacion por migracion a larga distancia
(Wegier et al. 2011; 2013).

Por otro lado, existe una fuerte relacion de la forma de la hoja con la latitud

geogréfica, y las regresiones de condiciones ambientales con el CP1 demuestran una
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relacién con la precipitacion anual y la temperatura (tanto anual como estacional). De
acuerdo a la literatura, las hojas mas lobuladas tienen mayor capacidad de respuesta
hidrica y la tasa de transferencia de calor es mayor en hojas lobuladas que en hojas
enteras, ademas las propiedades hidraulicas parecen ser determinantes en la evolucion
de la morfologia foliar (Nicotra et al. 2011), es probable que las propiedades hidraulicas
han ejercido un papel importante en la evolucién de la morfologia foliar en G. hirsutum(.

En las regresiones realizadas en este estudio se puede observar que
efectivamente existe una fuerte dependencia de la forma de la hoja a la precipitacion
pluvial, y justo las localidades que presentan mayor precipitacion pluvial son las que se
caracterizan por tener una mayor frecuencia de hojas de forma Okra (Figura 10).

Adicionalmente altas temperaturas han sido asociadas a formas de hojas mas
pequefias y con menor area foliar, efectivamente, en las regresiones realizadas en este
estudio se encontr6 que las hojas de forma mas lobulada (que presentan una menor area
foliar) se asocian a ambientes con mayores temperaturas y con intervalos de temperatura
mas extremos entre las estaciones (Figura 11), esto coincide con la caracteristica de que
la tasa de transferencia de calor es mayor en una hoja lobulada que en una hoja entera de
area equivalente (Nicotra et al. 2011; Wells & Stewart, 2010).

La morfologia foliar de G. hirsutum parece mostrar varios trade-offs de acuerdo a
las caracteristicas ambientales en donde vive, por ejemplo, el patrén general es que el
tamafio efectivo de la hoja tiende a incrementarse de acuerdo al aumento en el gradiente
de lluvias, fenémeno que no ocurre en las hojas de algodén silvestre, pues el area foliar
disminuye al aumentar la precipitacién, por otro lado las hojas con apices acuminados
suelen ser comunes en lugares mas lluviosos, que si coincide con la relacién de
precipitacion y morfologia foliar de este estudio (Givnish 2008)(1, y al aumentar la
temperatura la forma lobulada brinda una mejor transferencia de calor. Congruente con
estos resultados, en estudios anteriores se ha asociado a la forma Okra caracteristicas
como: mayor eficiencia hidraulica (lo que la hace potencialmente mas resistente a la
sequia que el tipo Normal), mayor intercambio de CO, y menor ataque de herbivoros,
entre otras (Wells & Stewart 2010; Hafeez-ur-Rahman et al. 2005; Pettigrew et al. 1993)(71.

El hecho de que la diversidad fenotipica presente una estructura distinta a la
diversidad genética neutral y que exista una relacion fuerte con las condiciones
ambientales en donde se desarrolla la especie, son evidencias de que existe un proceso
evolutivo distinto al neutral, es decir, selectivo. La adaptacion local se da cuando la

seleccién natural provoca que poblaciones locales desarrollen caracteres fenotipicos
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divergentes (Le Corre & Kremer 2012). Si las presiones de seleccion son enddgenas,
entonces se forman zonas de tension, mientras que los gradientes son mantenidos por el
equilibrio entre el movimiento de los individuos parentales y la seleccion en contra de los
genotipos hibridos (Pefialoza-Ramirez et al. 2010; Barton & Gale, 1993). La
diversificacion morfologica debido a seleccion natural ha sido reportado ampliamente en
distintos organismos, sobre todo en gradientes latitudinales (por ejemplo (Campitelli &
Stinchcombe 2013; Toju & Sota 2006; Gockel et al. 2001; Malhotra & Thorpe 2000) .
Campitelli y Stinchcombe (2013) estudiaron un caso de polimorfismo foliar en donde las
localidades en el norte de la distribucion de su especie de estudio, Ipomea hederacea,
presentan un tipo de hoja y las localidades en el sur presentan el otro fenotipo, con las
localidades intermedias presentando frecuencias fenotipicas intermedias; al comparar
este patrén con la diversidad genotipica neutral de la especie, en el mismo intervalo de
distribucién, encontraron que no presenta el mismo patrén, y lo explican por efecto de
seleccion natural.

Aunque la diversificacion de caracteres fenotipicos con una base genética pueden
implicar seleccién natural, procesos evolutivos como colonizacién aleatoria, flujo genético
restringido espacialmente, y deriva génica, pueden resultar en patrones espaciales
similares, especialmente en caracteres de un locus debido a su susceptibilidad a eventos
estocasticos (Campitelli & Stinchcombe 2013)(1. Para asegurar que la distribuciéon
diferencial de la forma Okra y la Normal en las poblaciones silvestres de algodon se debe
a seleccién natural (histérica o presente) se tendria que analizar si las secuencias
genéticas responsables de la diferencia morfolégica foliar realmente cumplen con este
patron de distribucion. La incorporacion explicita de condiciones ambientales puede ser
una prueba poderosa y simple de seleccién natural; para las presiones selectivas que
cambian sistematicamente a lo largo de un gradiente ambiental, se espera que las
poblaciones vecinas sean mas similares que las poblaciones distantes (Gockel et al
2001); en el caso de G. hirsutum efectivamente la forma Okra se presenta sélo en las
metapoblaciones mas cercanas (Bahia de Banderas, Pacifico Centro y Pacifico Sur). Por
lo tanto, el hecho de que las hojas de forma Okra se distribuyan solamente en las costas
del Pacifico y en un intervalo latitudinal especifico son evidencias de un proceso de
seleccién natural.

El hecho de que la diversidad foliar presente esta distribucion en las
metapoblaciones implica que: o existe una fuerza selectiva muy fuerte, de manera que los

migrantes de hoja Normal de otras metapoblaciones que llegan a localidades con hojas
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Okra no son suficientes para disminuir la frecuencia fenotipica de Okra y viceversa. O
existen barreras al flujo genético muy fuertes entre las poblaciones que presentan mayor
frecuencia de individuos con hojas Normal con aquellas que mayoritariamente presentan
hojas tipo Okra, entonces, aunque la fuerza de seleccién no sea tan grande, el niumero de
migrantes no es suficiente para homogeneizar la diversidad foliar (Slatkin, 1999). Este
patron fenotipico también podria representar colonizaciones aleatorias recientes,
sabiendo que en el algodon existe flujo genético reciente y que tiene una dindmica
metapoblacional, podria ser una posibilidad, sin embargo, esta distribucion fenotipica es
conocida desde hace casi un siglo, por lo que es poco probable que se haya mantenido
tantos afios debido a colonizaciones aleatorias (Campitelli & Stinchcombe 2013; Wegier et
al. 2011; Hutchinson 1951)(1.

Si la diversidad foliar esta mantenida por barreras en el flujo genético, entonces se
veria un patron similar con la diversidad neutral, sin embargo, en el esquema de flujo
genético entre metapoblaciones publicado por Wegier et al. (2011) se reporta que entre
Baja California y Peninsula de Yucatan no existe flujo genético, de hecho, la
metapoblacion BC esta practicamente aislada de las demas metapoblaciones, a pesar de
eso muestra la misma morfologia foliar (o0 muy similar) a los individuos de Yucatan y de
Pacifico Norte. No sorprende que existan intervalos en donde un tipo de hoja est4 ausente
y luego en otra metapoblacion vuela a presentarse, porque se ha demostrado que el
algododn presenta flujo genético a larga distancia, pero si sorprende la ausencia del tipo de
hoja Okra en tres de las seis metapoblaciones estudiadas, incluyendo metapoblaciones
gue tienen o han tenido flujo genético con la mayoria de las metapoblaciones (como PY).
El hecho de que a los bordes de las metapoblaciones PS y Bb exista una mayor
frecuencia de ambos fenotipos, respalda la hipétesis de que se trate de una diversificacion
morfol6gica debido a las presiones selectivas que representa las condiciones ambientales
de esa zona geogréafica en particular. Dado la importancia de las hojas para la
supervivencia de las plantas, es facil pensar que se encuentran bajo fuertes presiones
selectivas (Givnish 2008).

También podria darse el caso de que la variacion foliar se debe a la interaccion del
genotipo con el ambiente, entonces se trataria de plasticidad fenotipica (Beldade et al.
2011)11. Sin embargo, existen varias evidencias para pensar que no es un caso de
plasticidad fenotipica:

1) En este estudio se formd un jardin coman con condiciones de temperatura, luz y

humedad constantes, en donde se esperaria que si la diferencia en forma de hoja del
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algoddn silvestre fuera un ejemplo de plasticidad fenotipica, entonces, bajo condiciones
ambientales iguales se obtendria un fenotipo muy similar en todos los individuos,
independientemente de su origen. Este no fue el caso, los individuos del jardin comun
presentaron diferencias morfoldégicas muy similares a lo observado en hojas colectadas en
campo (Figura 8), aunque las hojas del jardin comudn no lograron un nivel de lobulacion
tan marcado como en los individuos silvestres, y varios tienen valores intermedios a los
dos grupos que se forman a partir del primer componente principal, probablemente este
resultado se debe a que los individuos del jardin comin siguen en desarrollo y no han
llegado a presentar la forma climax. Ademas, si existen diferencias significativas en la
variacion foliar entre individuos del jardin comun e individuos del campo, pero estas
diferencias son mayores dentro de cada grupo, lo que implica que también existe una
diferenciacion fuerte dentro de individuos del jardin comun.

2) En cultivo se han hecho varios estudios de hibridos entre individuos con hojas
de formas distintas y se ha propuesto que varios caracteres de las hojas (entre ellos la
forma) tienen herencia mendeliana, ademas, si la forma de la hoja en G. hirsutum fuera un
caso de plasticidad fenotipica entonces en los cultivos se diluiria la diferencia morfolégica
pues se mantienen las mismas condiciones ambientales. Ademas seria muy impreciso
comprar semillas de individuos con forma de hojas especificos, en cambio existen varias
accesiones que aseguran individuos con hojas Okra. Por estas razones, es muy probable
gue la herencia de la forma de las hojas tenga un componente mayoritariamente genético

y no tanto ambiental.

Variacion foliar intrapoblacional

La variacion intrapoblacional es distinta en cada una de las metapoblaciones, la
mayor diversidad se encontr6 en Bahia de Banderas, Pacifico Sur, seguidas de Pacifico
Centro, mientras que Baja California, Pacifico Norte y Peninsula de Yucatan mostraron la
menor variacion foliar.

Estos resultados son distintos a los reportados sobre diversidad genética neutral
por Wegier et al. (2011), en donde el indice de diversidad es mayor en las
metapoblaciones Peninsula de Yucatan y Bahia de Banderas, mientras que, en
comparacion, la metapoblacién Pacifico Centro presenta la menor diversidad genética.
Tampoco coincide con los resultados de diversidad genética de Wendel et al. (1992), en
donde se reconoce una mayor diversidad en la Peninsula de Yucatan. Es decir que la

variacion foliar observada en G. hirsutum es distinta a la diversidad genética neutral de los
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microsatélites de cloroplasto y, es por esto que no se localiza en una estructura de ocho
metapoblaciones. Este resultado evidencia que el uso de distintos marcadores para
analizar la dindmica poblacional de una especie puede arrojar distinta estructura
poblacional, por lo que distintos marcadores deben ser usados para conocer la diversidad
de una especie (Gepts & Papa 2003).

Variacion foliar de individuos silvestres Vs. individuos cultivados

Algunas de las evidencias utilizadas para determinar un centro de domesticacion
es la existencia de mayor diversidad, la presencia de los progenitores silvestres o especie
mas emparentada, y otros datos arqueoldgicos. La peninsula de Yucatdn habia sido
propuesta como el centro de domesticacion de G. hirsutum, sin embargo, los analisis de
diversidad foliar no coinciden con esta aseveracion; la metapoblacién PY no presenta
mayor variacion y tampoco es la Unica que presenta individuos silvestres.

Por otro lado, los estudios de variacidén morfologica foliar realizados con individuos
domesticados presentan una variacion foliar amplia, incluyendo hojas tipo Okra. El hecho
de que este tipo de hoja no esta representado en la metapoblacion PY comprueba que ha
existido incorporacion de germoplasma de individuos con distribucién en las costas del
Océano Pacifico. Ya sea que la domesticacion de G. hirsutum se dio en diferentes puntos
geogréficos simultAneamente, o que se haya domesticado la especie en algun lugar mas
especifico y luego se hayan incorporado colectas de otras localidades, cualquiera de las
dos opciones implican que la domesticacion del algodén no se dio solamente a partir de
individuos de la Peninsula de Yucatan. Por lo tanto la domesticacién tuvo que haber
ocurrido a partir de individuos de distintas metapoblaciones, o de alguna metapoblacion
del Pacifico, siendo el primer escenario el mas probable.

Coincidente con el cuello de botella que genera la domesticacion, al comparar la
variacion de los individuos silvestres con los domesticados, se encontré que la variacion
en los domesticados es notablemente menor, y éstos presentan sélo el tipo de hoja
Normal. Sin embargo, de acuerdo a la literatura existen individuos domesticados que
presentan un gradiente morfolégico mayor que los algodones silvestres estudiados en
esta investigacion. Los individuos cultivados que se estudiaron en este andlisis fueron
compradas juntas y pertenecen a un mismo campo de cultivo, es evidente que cuando se
tiene un monocultivo de algodon en donde se busca homogeneizar a los individuos, las
hojas presentan muy poca variacion. Por eso la poblacion de algodones domesticados

presento la menor variacion foliar comparada con las poblaciones silvestres.
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En los estudios realizados sobre la herencia de la forma de hoja en G. hirsutum se
propone que ésta es determinada por un locus con una serie de (entre cuatro y cinco)
alelos, que en combinacién generan un gradiente morfologico entre la forma Okra y la
forma Normal (W. Zhu et al. 2008)(]. Sin embargo los resultados que arrojan los analisis
de MG para los individuos colectados en campo de distintas metapoblaciones no indican
un gradiente morfologico entre dos formas, si no que resultan en la diferenciacion de sélo
dos formas, incluso en las localidades en donde coexisten ambos fenotipos.

La discrepancia entre la morfologia foliar presente en los individuos silvestres y en
los cultivados podria tener varios origenes, por un lado, es posible que en condiciones
ambientales controladas como son los cultivos de algodon puedan sobrevivir
combinaciones genotipicas que presenten formas intermedias que en campo tal vez no
sobrevivan; también puede ser que en los individuos silvestres la dominancia no sea
incompleta como se ha reportado en los algodones domesticados sino que sea
dominancia completa, por lo que s6lo podemos observar a los fenotipos homaécigos
(Nawab et al. 2011); por otro lado el proceso de domesticacion, a pesar de representar un
cuello de botella en las poblaciones cultivadas a partir de las progenitoras silvestres,
también presenta un fendmeno de diversificacibn de formas, especialmente en los
organos de interés (Doebley et al. 2006), y aunque las hojas no son el 6rgano de mayor
interés en la domesticacion en G. hirsutum, si ha sido un caracter que se le ha prestado
atencioén, sobre todo por sus caracteristicas particulares de heteroblastia y polimorfismo
foliar; en este sentido podria haber una diversificacion de formas foliares debido al vigor
hibrido generado por la domesticacion; finalmente podria existir un cambio en las
frecuencias alélicas que determinan la morfologia foliar debido a la seleccion artificial de
otros genes, aparentemente no relacionados con las hojas, en un proceso de genetic
hitchhiking. No se puede descartar la posibilidad de que con este método no se haya
logrado extraer toda la variacion foliar presente en los individuos silvestres, sino que
extrajo la caracteristica que diferencia a las hojas de manera mas evidente. Para poder
concluir si el gradiente de formas que existe en los domesticados reportado en la literatura
también se agruparia en dos formas principales evaluadas con morfometria geométrica,
se deberian incluir en el andlisis accesiones de venta en el mercado que presenten los
distintos tipos de forma Okra.

Por otro lado, la falta de diferenciacion entre los individuos domesticados y los
silvestres en G. hirsutum evidencia que las hojas no presentan el patrén esperado por el

sindrome de domesticacion, a lo mejor existen otros caracteres en las individuos
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silvestres que si sean mas diferenciables con los cultivados y puedan ser parte del
sindrome de domesticacion (por ejemplo las caracteristicas explicadas por Fryxell 1979),
pero no es el caso de la morfologia foliar.

Respecto a la herencia de la forma de la hoja existen més evidencias que deben
tomarse en cuenta, el algodén es un organismo alotetraploide, es decir presenta dos
copias de un genoma (el genoma A) y dos copias de otro genoma (el genoma D) (Wendel
& Cronn 2003)[1. Seguido de la hibridizacion, en la aloploidizacién, se da una serie de
cambios genéticos en donde existe recombinacion, regulacion genética y cambios
epigenéticos que resultan en una especie poliploide nueva con mayor variacion fenotipica
y diferencias adaptativas (Jackson & Z. J. Chen 2010)(1. La herencia de la forma de la
hoja en G. hirsutum se ha tratado siempre como si fuera una especie diploide, en donde
se proponen varios alelos que en combinaciones diploides resultan en el gradiente
morfolégico antes mencionado. Sin embargo, las plantas alopoliploides no presentan
genomas estrictamente aditivos con respecto a los genomas progenitores, en algunos
casos la fusién de dos genomas distintos en un mismo nucleo es acompafiado de una
considerable reorganizacion genética y comportamientos hereditarios no mendelianos
(Wendel & Cronn 2003)Ll. Aparentemente el contenido genético de G. hirsutum es
aproximado a la suma genética de sus progenitores, y se encontré que la mayoria de los
AFLPs estudiados por Liu et al (2001) tienen un comportamiento aditivo, estas evidencias
sugieren un mecanismo de expresion tanto genética como epigenética (Z. J. Chen et al.
2007) (7.

Existe una alta probabilidad de que la forma de la hoja esté determinada s6lo por
uno de los genomas, sin embargo, en los estudios de QTL se ha encontrado un locus
perteneciente al genoma A que también esta relacionado con la morfologia foliar. Esta
evidencia aunada a informacion de estudios de morfogénesis foliar, realizados sobre todo
con Arabidopsis thaliana, en donde se han encontrado diversos genes que participan en
el desarrollo y formacion de las hojas, cuestiona la hipotesis de determinacion de la
morfologia foliar por un locus con dominancia incompleta, y desemboca en la necesidad
de hacer estudios sobre morfogénesis foliar en algodon, con el fin de elucidar cuantos
genes estan involucrados en determinar la forma de la hoja y como se heredan; si puede
ser que formen un conjunto genético que no tenga segregacion independiente y funcione
como un mismo locus (Jiang et al. 2000)71, pero esta hipo6tesis aun no ha sido probada,
por lo tanto, las conclusiones sobre herencia de un locus con dominancia incompleta

deben tomarse con cautela.
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Conservacion y bioseguridad

A partir del uso de proteinas recombinantes como marcadores para estudiar el
flujo genético reciente, se ha evidenciado que el algoddn silvestre ha tenido contacto e
introgresion con individuos cultivados (Wegier et al. 2011). Con el fin de conservar las
poblaciones silvestres de G. hirsutum es importante buscar marcadores, genéticos y
fenotipicos, facilmente reconocibles, que permitan diferenciar un individuo cultivado, de
uno escapado y de los individuos silvestres, las hojas no resultaron ser un buen
parametro para identificar la procedencia de los individuos en campo (Figura 7). Aunque
si exista un fuerte componente hereditario en la morfologia foliar, y una planta cultivada
con tipo de hoja Normal no podria convertirse en campo en un individuo con hojas tipo
Okra, ambos tipos de hoja se encuentran representados tanto en poblaciones cultivadas,
como en las metapoblaciones de algodones silvestres y en los individuos ferales. Por lo
que es imposible decir, respecto a la morfologia foliar, que existe un fenotipo
representativo de las poblaciones domesticadas que sea distinguible del fenotipo silvestre.

Se han encontrado proteinas recombinantes en cuatro de las ocho
metapoblaciones de esta especie en México, dos tomadas en cuenta en este analisis:
Pacifico Sur y Pacifico Norte. Eso quiere decir que las metapoblaciones con mayor
diversidad foliar en las que no se ha reportado la presencia de proteinas recombinantes
son Bahia de Banderas y Pacifico Centro. Con el fin de conservar por un lado, la
diversidad necesaria para que las poblaciones tengan la capacidad de evolucionar en
respuesta a cambios ambientales y evitar los efectos deletéreos debido a la exogamia
(Reed & Frankham 2003), y por el otro, la posibilidad de realizar mejoramiento genético
de las plantas cultivadas sin utilizar materiales con genes patentados, es sumamente
importante que se realicen estrategias de manejo para la conservacion de estas
metapoblaciones y reducir las posibilidades de flujo génico con algodones domesticados
con y sin transgenes.

Este es el primer estudio donde se explora la diversidad foliar de los algodones
silvestres y en donde se observa su relevancia para la determinacién de los centros de
diversidad genética. Los tres grupos de metapoblaciones encontrados contribuyen a la
definicion de las unidades de manejo y se demuestra que todos y cada uno, son

relevantes para la conservacion de la especie en México
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9. Conclusiones

e Existe una gran variacion morfolégica foliar en poblaciones silvestres de algodon
en México la cual fue cuantificada con métodos de morfometria geométrica. Por
medio de este método se logro diferenciar dos formas principales de hojas: Okra 'y
Normal. Las cuales tienen una distribucion heterogénea entre las metapoblaciones
de G. hirsutum que coincide con un patron de migracion a larga distancia.

e Existe una distribucion particular de la forma de hoja Okra, la cual se distribuye
solamente en las cosas del Pacifico y en un intervalo altitudinal definido; es
probable que este patrén se deba a presiones de seleccion ejercidas por
caracteristicas ambientales presentes en esa zona geogréfica.

e La algodones cultivados analizados presentaron menor variacién foliar que los
silvestres, sin embargo, los estudios realizados con algodones domesticados
reportan una variacion foliar distinta a la que se encontr6 en las metapoblaciones
silvestres. Pueden existir varias explicaciones a este fenémeno: a) que el proceso
de domesticacion causo la diversificacion en la morfologia foliar debido a seleccion
artificial por la busqueda de hojas que presenten mayor productividad y menores
desventajas (como ataques de herbivoros); b) que en cultivo la selecciéon natural
no actle sobre fenotipos con morfologias foliares intermedias (por ejemplo
Subokra y Semiokra) y esos hibridos puedan sobrevivir; ¢) que el método de
cuantificacion de morfologia foliar no sea lo suficientemente preciso para extraer
las formas intermedias y solamente se haya diferenciado la variable més evidente
(largo de I6bulos) y no las variables que caracterizan a los fenotipos intermedios
entre Okra y Normal.

¢ No existe un fenotipo foliar representativo de cada metapoblacién, de individuos
domesticados, ni de individuos escapados, por lo que la forma de la hoja no es un
caracter que pueda utilizarse para distinguir fenotipos silvestres de fenotipos
domesticados o escapados. Debido a la falta de diferenciacion foliar entre algodén
silvestre y domesticado no se podria hablar de un sindrome de domesticacion
representado por la morfologia foliar.

e La diversidad foliar presente en las metapoblaciones y la variacion foliar reportada
en individuos domesticados son evidencia de que se ha incorporado germoplasma
de las metapoblaciones distribuidas en las costas del Océano Pacifico al

germoplasma de G. hirsutum domesticado, ya sea porque existen multiples
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centros de domesticacién, porque el centro de domesticacién incluye otras
metapoblaciones ademas de Peninsula de Yucatdn o porque el centro de
domesticacion del algodén esté en las costas del Pacifico y no en Yucatan, como
se tenia pensado; aunque de estos escenarios es mas plausible el primero.

La diversidad foliar es mayor en las poblaciones Pacifico Centro, Bahia de
Banderas y Pacifico Sur, por lo que deben tener especial atencién en los planes
de manejo y estrategias de conservacion de la especie.

Con el fin de conservar la diversidad para sobrevivir ante diferentes escenarios de
seleccion natural y la posibilidad de realizar mejoramiento genético de las plantas
cultivadas sin utilizar materiales con genes patentados, se debe poner especial
interés en las estrategias de conservacion de las metapoblaciones Bahia de
Banderas y Pacifico Centro, ya que tienen mayor diversidad foliar y no se les han
encontrado proteinas recombinantes.

La diversidad foliar de los algodones silvestres es relevante para la determinacién
de los centros de diversidad genética. Los tres grupos de metapoblaciones
encontrados contribuyen a la definicion de las unidades de manejo y se demuestra
gue todos y cada uno, son relevantes para la conservacion de la especie en

México.
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10. Perspectivas

Existen varios puntos que pueden ser mejorados en esta investigacion y otros mas que

pueden ser estudiados a partir de estos resultados:

Se podria cuantificar la variacion foliar con otros métodos y compararlos con los
resultados obtenidos en este estudio con el fin de elucidar si realimente la
cuantificacion morfolégica foliar fue cubierta en su totalidad, el estudio de
contornos por medio de analisis elipticos de Fourier es una técnica de morfometria
geométrica que podria ser considerada en el analisis.

Incorporar datos de accesiones comerciales identificadas por presentar distintos
tipos de hojas aportaria la informacién necesaria para determinar si la variacion
foliar del algodén silvestre es mayor o menor que la variacion presente en el
algodén domesticado.

Seria importante comparar la variacion morfologica foliar con otros parametros
ambientales no incluidos en este andlisis, por ejemplo indices de sequia, indices
de radiacion solar o insolacion e indices de herbivoria.

Evaluar si existen otros caracteres foliares (por ejemplo numero de tricomas y
densidad estomatica) que presenten el mismo patron latitudinal que la morfologia.
Estos otros caracteres han sido estudiados en individuos cultivados y se ha
encontrado una gran variacion fenotipica, muchos han sido asociados también con
muchos han sido asociados también con ventajas en produccién, disminucién de
herbivoria y eficiencia hidraulica.

Ademas de esperar a que los individuos del jardin comin presenten su hoja
climax, seria importante evaluar la siguiente generacién de plantas del jardin
comun, pues las semillas que se establecieron en el jardin comudn fueron
colectadas en campo y podrian tener efecto materno.

Es necesario comparar la variacion genética neutral con la variacion genética
funcional, y no solamente con la variacion fenotipica, esos estudios podrian ser
definitivos para comprobar la hipétesis de que la forma de la hoja en G. hirsutum

presenta un gradiente selectivo latitudinal.
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