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Resumen

La planta de algodén Gossypium hirsutum tiene su centro de origen y de domesticacién en
México, en donde también se encuentran diferentes metapoblaciones silvestres y cultivos
transgénicos de ésta especie. Debido a la baja eficacia de las medidas de bioseguridad,
estudios anteriores han reportado transgenes en las poblaciones silvestres; con este trabajo se
pretende aportar informaciéon para enriquecer los andlisis de riesgo, estrategias de
conservacién, medidas de bioseguridad y monitoreos de plantas escapadas, a través de la
diferenciacién de las estrategias reproductivas de ambas poblaciones y de la identificacidn de
las caracteristicas morfoldgicas en la estructura floral que han sido moldeadas por el sindrome

de domesticacion.

Los resultados obtenidos demuestran que ambos grupos estudiados cuentan con un sistema
de apareamiento mixto, ya que, tanto la autopolinizacién, como la polinizacién cruzada, tienen
altos porcentajes de fructificacion; en cuanto al periodo de germinacién, se obtuvo una

diferencia significativamente mds larga en plantas silvestres.

En relacidn a la biologia floral (morfologia), el reagrupamiento de los datos distribuyé a ambos
grupos de plantas (silvestres y domesticadas) de manera heterogénea en los clusters, sin
embargo, se identificaron algunos traslapes, como probable resultado de la variacion
morfolégica derivada de factores ambientales y/o genéticos. Asi mismo, seis de los nueve
caracteres estudiados mostraron diferencias significativas entre la metapoblacién silvestre y la

poblacién cultivada.



1. INTRODUCCION

El Reino Plantae cuenta con mas de 300,000 especies descritas, de las cuales, 250,000
pertenecen al grupo de las angiospermas (division Magnoliophyta) caracterizandose
por presentar estructuras especializadas llamadas flores que portan a los érganos

reproductores masculinos y femeninos (Mauseth, 2009).

Las flores se han considerado como dérganos con poca variacion intraespecifica (Grant,
1949; Stebbins, 1974). Sin embargo, recientemente se ha demostrado la plasticidad
fenotipica de caracteres florales, evaluando las consecuencias en la adecuacién de
dichas variaciones (Bawa, et. al., 1983; Fenster, 1995; Herrera, 2004). Estos cambios
pueden tener un significado evolutivo derivado de la seleccién que ejercen los
polinizadores en determinados caracteres (Nilsson et. al., 1988; Conner et. al., 1993;
Galen, 1999). Por el contrario, en otras especies se ha demostrado que la variacidon
fenotipica de la flor no se explica necesariamente por la accién selectiva de los
polinizadores, sino por la limitacion de recursos (Lloyd, 1979) o por las presiones de
seleccion derivadas de las actividades antropogénicas, las cuales pueden ir dirigidas a
flores, frutos o semillas, mismas que derivan en el sindrome de domesticacién

(Changbao et. al., 2006).

1.1 Sindrome de Domesticacion

La domesticacion es un proceso bastante complejo que involucra distintos tipos y

umbrales de presiones de seleccién tanto naturales como artificiales.

El Sindrome de Domesticacidon (SD) se ha definido como el proceso en el que un
organismo se vuelve genética y morfolégicamente distinto a su ancestro silvestre y es
dependiente del humano para su reproduccién (Meyer, 2011). Generalmente el SD
incluye un aumento en tamafio de los rasgos deseados tales como mayor suculencia,
insensibilidad al fotoperiodo y cambios en el mecanismo de reproduccién, dentro del
cual se encuentran las estrategias de polinizacion, variabilidad floral, dispersién de

semillas y tamafio de flores y frutos (Doebley et. al., 2006; Raya et. al., 2010).



Un ejemplo de lo anterior son los cambios identificados en G. hirsutum derivados de
éste sindrome: reduccidn en la latencia de la semilla, compactacién en la arquitectura
de la planta, pérdida de la sensibilidad del fotoperiodo y aumento en la longitud,

fineza y fuerza de los tricomas de las semillas los cuales generan la fibra (Gross, 2010).

Otro suceso derivado del Sindrome de Domesticacidon es la pérdida de diversidad
genética de las plantas con respecto a sus parientes silvestres, por ejemplo se estima
gue la domesticacion en la soya redujo su diversidad genética en un 50% y elimind el
81% de los alelos raros presentes en Glycine soja (Kovach et. al., 2008; Hyten et. al.,

2006).

Debido a ello y al aumento en la actividad agricola con plantas domesticadas y/o
genéticamente modificadas (GM), es importante conocer las caracteristicas que
determinan el SD, con la finalidad de generar estrategias de bioseguridad, las cuales
eviten el flujo génico de estos cultivos con las poblaciones silvestres y de esta forma se
logre reducir el riesgo de homogenizacion, la pérdida de la diversidad en plantas

silvestres y se preserve el pool genético. (Wegier, 2013; Garcia, 2004).

1.2 Centros de origen

Los centros de origen y de diversidad genética son sitios en donde se localizan los
parientes silvestres de las plantas cultivadas y donde ademdas se encuentran los
organismos con los que éstas especies han mantenido interacciones por millones de

afios, conservando complejas redes de interacciones bidticas (Wegier, 2013).

De Candolle en 1882 fue el primer autor en tratar los Centros de Origen mediante la
revision de evidencias botanicas, arqueobotdnica, paleontoldgicas y filoldgicas,
identificando que donde una especie fue abundante, no necesariamente es su centro

de origen.



Posteriormente entre 1920 y 1940, Vavilov realizé uno de los trabajos mas extensos en
la materia, recabando gran cantidad de informacién sobre la variacion de las diferentes
especies cultivadas. Este autor llegé a la conclusién de que el grado de diversidad es un
indicador del tiempo que una especie se ha cultivado en determinada regién: los
cultivos presentan mayor diversidad en aquellas areas en donde se han cultivado por
mas tiempo. Asi, al encontrar el centro de mayor diversidad genética de un cultivo, se
ubica también su centro de origen. En 1951 reconocio la diferencia entre centro de
diversidad y centro de origen a través de los patrones de variacion y su clasificacién
dentro de los cultivos, con lo cual logré establecer las regiones de maxima diversidad;
con ello, propuso ocho centros de origen de plantas cultivadas y centros bdsicos de la

agricultura en el mundo.

Uno de éstos ocho centros es el Mesoamericano, dentro del cual se encuentra México,
en donde numerosas plantas como el maiz, jitomate, papaya, cacao, tomate y algoddn

fueron domesticadas (Raya et. al., 2010).

Para el caso del algoddn, Wegier en 2013 identificé la diversidad y estructura genética
de las metapoblaciones silvestres de G. hirsutum, para conocer los patrones histdricos
gue la moldearon, ya que actualmente es la especie de algodén mas utilizada a nivel

mundial.

1.3 Biotecnologia y Bioseguridad

La variaciéon genética en productos de la agricultura no es un fendmeno nuevo;
eventos como plagas y sequias han influenciado la composicidn genética a través del
proceso de seleccidn natural, sin embargo, los agricultores han modificado este
proceso distinguiendo caracteres especificos de las plantas a fin de adecuarlas para
beneficio humano; actualmente las herramientas disponibles para perfeccionar las
plantas de interés agricola han evolucionado hasta llegar a la ingenieria genética

(Vaughan, et. al., 2007).



La transformacidon del algoddn, a través de la ingenieria genética es un proceso
durante el cual un fragmento identificado de ADN es insertado al cromosoma de la
planta, el cual puede o no ser transcrito activamente, lo que permite altear la
expresion genética y mejorar caracteristicas agrondmicas o rasgos especificos en la
fibra. Las caracteristicas que han sido manipuladas en el algoddn son: la resistencia a
nematodos y a microorganismos patégenos, la tolerancia a herbicidas y al estrés
producido por factores ambientales y la modificacidn de los niveles de ciertas

hormonas. (Stewart, et. al., 2010).

Cabe sefialar que en 2013, la produccién mundial de algodén fue de 24.5 millones de
Toneladas, de las cuales México reporté 172 mil Toneladas de algoddn genéticamente
modificado, en una extension de 113 mil hectareas, la cual representa el 90% del total
de algoddn nacional cultivado (FAOSTAT, 2014). Derivado del aumento en la extension
de estos cultivos, se han realizado estudios en donde se demuestra que la liberacién
de Organismos Genéticamente Modificados (OGM) al ambiente puede ocasionar
diversos efectos al entorno (Nodari, et al, 2001; Conner et al. 2003; Ellstrand 2003;

Rissler, et. al., 1996; Sharma, et. al, 2000; Snow 2002; Stewart et al. 2005).

Uno de estos dafios es el intercambio genético entre poblaciones cultivadas y
poblaciones silvestres de la misma especie el cual moldea y homogeniza las
poblaciones y puede tener como consecuencia la rapida disminucién de la diversidad
genética y modificaciéon de sistemas reproductivos y estrategias para afrontar los
factores bidticos y abiéticos del medio (Garcia, 2004). Este evento ha sido identificado
en México a través de la dispersion de las semillas provenientes de poblaciones
cultivadas motivado por diversas causas: responsabilidad legal (falta de medidas y rigor
en la custodia durante el transporte de las semillas), actores desinformados (utilizacidn
de “semillas huérfanas” para cultivo o alimento de ganado por personas que
desconocen el origen de estas), causas bioldgicas (capacidad de dispersion de la
especie) y via ilegal (uso de semillas GM para el cultivo sin los permisos y registros

requeridos) (Wegier, 2013). Por este y por otros dafios al ambiente es importante



realizar exhaustivos analisis de riesgos y protocolos de bioseguridad antes de cada

liberacién de OGMs (Garcia, 2004).

1.4 Biologia reproductiva

Se ha identificado que la biologia reproductiva es una rama importante para la
evaluacion de las medidas de adecuacién a través de la produccién de frutos y
semillas, el nUmero de dévulos y polen y de la tasa y tipo de polinizacidn, las cuales
ayudan a la comprension de los mecanismos de flujo génico dentro y entre

poblaciones (Barrett, et. al., 1990; Dafni, 1992 en Flores et. al., 2013).

Esta rama implica el conocimiento de los aspectos morfoldgicos, fisiolégicos y
genéticos que determinan el comportamiento reproductivo de una especie vegetal,
permitiendo determinar la estructura floral y el sistema de apareamiento (Mufoz,

2002; Jiménez, et. al., 2009).

Este Ultima, se define como los caracteres reproductivos que determinan los patrones
de polinizacién en los organismos, es decir, quien se aparea con quien y como lo hacen
(Abarca et. al., 2007). Este sistema da origen a que las especies se clasifiquen de la
siguiente manera: a) autégamas, cuando la progenie se produce por autopolinizacién,
b) alégamas, cuando la fecundacion de los évulos requiere del polen de otros
individuos (xenogamas o polinizacién cruzada) y c) cleistogamas, cuando la
reproduccion se presenta sin apertura de flores (apomixis o automixis) (Cruden, 1977).
Cada uno de estos sistemas presenta ventajas y desventajas evolutivas y determinan
en gran medida las caracteristicas genéticas de las poblaciones (Eguiarte et. al., 2003,

en Jiménez, et. al., 2009).

La autogamia (autopolinizacién) es una de las principales estrategias de la
reproduccion sexual, en donde la fertilizacién de los évulos se realiza cuando el polen
llega al gineceo de la misma flor y fertiliza sus évulos, asegurando la descendencia del

individuo a pesar de la disminucién de la variabilidad genética del mismo; esta



estrategia se puede evitar con dos tipos de autoincompatibilidades: la esporofitica y la
gametofitica. Ademads de éstas incompatibilidades, existen estrategias que disminuyen
el riesgo de la autofertilizacion como la hercogamia refiriéndose a la separacidn
espacial entre las funciones masculinas y femeninas en una flor perfecta; se puede
esperar que el grado de autofertilizacion disminuya mientras mayor sea la distancia

entre la parte femenina y la masculina (Eguiarte et. al., 2008)

Segun la ley Darwin-Knight, los sistemas reproductivos de las plantas han evolucionado
de manera desfavorable a la autopolinizacién, ya que cuando se cruzan entre parientes
muestran una menor adecuacion, la cual se ha llamado depresidon por endogamia
(Eguiarte, 2008; Falconer, 1996; Crow, 1999). El término endogamia es usado para
describir varios fendmenos relacionados, todos ellos referentes a situaciones en donde
los apareamientos ocurren entre parientes llegando a la conclusién de que los eventos
gue tienen como consecuencia apareamientos endogamicos, incrementan los niveles

de homocigosis en una poblacién (Hartl, 1980, en Abarca, et. al., 2007).

La segunda estrategia de reproducciéon es la polinizacién cruzada (alogamia), en donde
el paso del polen a los estambres va de una flor a otra en plantas distintas de la misma
especie. Este tipo de reproducciéon produce una descendencia mas variada y mejor
equipada para afrontar los cambios del medio. Los vectores que pueden realizar la
transferencia de polen van desde el viento (polinizacién anemdfila) hasta una gran

variedad de insectos (polinizacion entomofila) y otros organismos (Reyes, et. al., 2000).

Finalmente, la cleistogamia es una estrategia de las plantas para producir semillas sin
abrir las flores, por lo que la reproduccidn es por autopolinizacion. La principal ventaja
de esta estrategia es que requiere menos recursos debido a que no necesita
desarrollar pétalos, néctar ni grandes cantidades de polen, es particularmente util en

sitios desfavorables o con condiciones adversas.

Si bien la mayoria de las especies no pueden clasificarse como estrictamente

autégamas o alégamas, estas dos posibilidades estan asociadas con una gran variedad
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de factores ecolégicos, morfolégicos, fisioldgicos y genéticos que, combinados,
determinan y caracterizan el sistema reproductivo, pudiendo generar ademas plantas
con sistema de apareamiento mixto (sistema en el cual las plantas hermafroditas se
pueden reproducir por autopolinizacién o por polinizacidon cruzada) como estrategia
para asegurar descendencia en caso de que haya escases de polinizadores o

condiciones ambientales desfavorables. (Jain, 1976; Raimundez, 1998).

1.5 Variaciéon morfoladgica floral

Los caracteres reproductivos generalmente muestran cierto grado de variacidon
morfoldgica como producto de la variabilidad genética de cada especie o de las
limitaciones intrinsecas del desarrollo (Cheverud, 1984) sobre las cuales actua la
seleccion natural como principal fuerza de especiacién (Cronquist, 1968; Proctor, et al.,

1996).

Las dimensiones florales son los caracteres morfolégicos con mayor variacién en las
plantas (Cronquist, 1968). Las flores con la misma organizacién estructural pueden
diferir en varios érdenes de magnitud de tamano en la misma especie (Endress, 1996;
Armbruster, 1988; Cresswell, 1998; Sakai, et. al., 1999). Muchas de estas variaciones
(genotipicas o fenotipicas) estan asociadas a la amplia distribucién geografica y a
variaciones bidticas y abidticas del ambiente. (Ramirez, et. al., 2010). Uno de los
factores bidticos de variacién son los polinizadores, los cuales han sido reconocidos
como los agentes principales de presion de seleccidn en los rasgos florales de muchas
especies (Darwin, 1877; Campbell, 1997; Schemske, 1989), esta seleccidn actua sobre

la variaciéon fenotipica entre los individuos de una poblacion.

Otro factor que puede influir en la falta de correlacién entre caracteres florales en una
especie es la presencia de un sistema mixto de polinizacién, el cual no esta sujeto a
presiones selectivas direccionales, lo que permite el acceso de una amplia gama de
polinizadores a las recompensas ofrecidas en las flores (Berg 1960; Navarro et. al. 2007

en Ramirez, et. al. 2010).



Sin embargo, independiente a los factores bidticos y abidticos con los que las plantas
interaccionan de manera cotidiana, pueden existir otras fuerzas de seleccién en las
gue no necesariamente las flores son el érgano blanco de seleccidn, tal es el caso del
sindrome de domesticacién, en donde de manera indirecta (por modificaciones al
sistema reproductivo, tiempo de floracion, etc), la estructura floral se ve modificada.
Estas alteraciones pueden ayudar a identificar a las poblaciones silvestres de las
cultivadas por medio de su fenotipo sin importar el ambiente en el que estén

(Carmona, 2002).



1.6 Modelo de Estudio

El género Gossypium se originé en Africa hace aproximadamente 25 millones de afios
y debido a la alta tolerancia de las semillas a la salinidad logrd tener una dispersion
oceanica, generando diversificacién alrededor del mundo. El género se compone de
casi 45 especies diploides y 5 tetraploides (Fryxell, 1986), pertenecientes a la familia
Malvaceae. Principalmente cuatro especies han sido cultivadas: Gossypium arboreum
L. y G. herbaceum L. (Diploides) utilizadas en Asia y Europa antes del descubrimiento
de América y G. hirsutum y G. barbadense (Tetraploides), las cuales actualmente
ocupan el 95% y 4.5% respectivamente de los cultivos de algoddn del mundo (Wendel,

2003).
Especie de estudio: Gossypium hirsutum L.

La especie de estudio G. hirsutum L. fue descrita por Carl Linneaus a mediados del siglo

XVIII (Phillips, 1974).

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de Gossypium hirsutum

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Malvales

FAMILIA Malvaceae
GENERO Gossypium L. 1753
ESPECIE hirsutum L. 1763
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Figura 1. Esquema de la flor de Gossypium hirsutum (McGregor, 1976)

El algodén fue una de las primeras plantas domesticadas por los habitantes de
América, la evidencia mas antigua de G. hirsutum se encuentra en el Valle de Tehuacan
en Puebla, México, datado entre 3,400y 2,300 afios A.C. (Smith, et. al., 1971; Ulloa, et.
al., 2006). Estudios genéticos han revelado dos centros de diversidad genética: el
Caribe y el sur de México-Guatemala, siendo este ultimo en donde se ha encontrado a
los individuos silvestres mas parecidos, especificamente en la peninsula de Yucatan,
México, donde los individuos silvestres son dominantes en la constitucion de la

vegetacion (Barubaker et. al., 1994).

La importancia de ser el centro de origen, radica en que actualmente el cultivo del
algoddn representa una de las actividades fundamentales de la agricultura e industria
a nivel mundial (Aramendiz, 2010), de las cuatro especies de algodén domesticadas, G.
hirsutum ocupa el 95% de la produccion, por lo que identificar el centro de origen y
mantener las poblaciones silvestres sin flujo génico por parte de las poblaciones
cultivadas, es vital para conservar la gran diversidad genética que existe en la especie.
Debido a su alto interés econdmico y social, se han realizado numerosos estudios
sobre la biologia, ecologia y genética de la especie, sin embargo, la mayoria ha sido con
plantas domesticadas y fuera de su distribucidén natural, por lo que no se deben
extrapolar los resultados al resto de la especie.

10



Morfolégicamente, las flores de plantas cultivadas de G. hirsutum estan formadas por
tres, cuatro o cinco bracteas verdes que simulan pequeifias estructuras piramidales que
encierran completamente el desarrollo de la flor (Fig. 1). Normalmente transcurren 25
dias desde la aparicién del cuerpo floral hasta la antesis (Stewart, 1996). La flor va de 5
a 9 cm de largo, es pentamera, perfecta (estructura masculina y femenina en la misma
flor) y cuenta con nectarios florales y extra florales. Se generan aproximadamente
20,000 granos de polen por flor y su viabilidad decrece rdpidamente después de 8
horas de antesis (Pérez, 2010). El polen germina después de 30 minutos de su
deposicidén en el estigma, mientras que la fertilizacién del ovulo ocurre de 24 a 48
horas después de la polinizacidon (Pundir, 1972). En las flores de algodén la antesis se
presenta durante el amanecer con el aumento de la temperatura, cambiando de color
crema o amarillo claro a rosado o morado cuando disminuye la temperatura por la

tarde.

En relacion al sistema de apareamiento, segin la mayoria de los estudios en campos
de cultivo de G. hirsutum la autopolinizacion es la principal forma de reproducciony la
polinizacion cruzada disminuye entre mas distante se encuentre la fuente de polen,
McGregor en 1976 rastreé el movimiento del polen utilizando particulas fluorescentes
en un campo de algoddn, encontrando que incluso a una distancia de 45 a 60 m del
campo de algododn se detectaron particulas fluorescentes en 1.6% de las flores, lo que

significa que la tasa de entrecruzamiento disminuye cuando se incrementa la distancia.

Es importante mencionar que estudios indirectos por genética de poblaciones
demuestran que la distancia no es una medida que evite la dispersidn, ya que ésta es
principalmente via semillas, las cuales se mueven por factores bidticos y abidticos

(Wendel, 2010).
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1.7 Antecedentes

Existen pocos estudios sobre de la biologia reproductiva de G. hirsutum, sin embargo

los que se han realizado han sido en plantas domesticadas y fuera del centro de origen

y domesticacién.

McGregor, 1976 rastreé el movimiento del polen utilizando particulas
fluorescentes en un campo de algoddn en EEUU, el cual estaba rodeado por un
gran numero de colonias de abejas para garantizar una amplia oportunidad de
transferencia de polen, encontrd que incluso a una distancia de 45 a 60 m del

campo de algoddn se detectaron particulas fluorescentes en 1.6% de las flores.

Llewellyn, 1996 realizé un estudio durante dos estaciones en Australia en
donde determind la dispersién de polen de una parcela de ensayo de algodon
transgénico a través de la frecuencia del marcador neomicina fosfotransferasa
(Nptll). La dispersion de polen fue baja en ambos afios. En el primer ano la
fecundacién cruzada promedio fue de 0,15% de la progenie a 1 m y por debajo
de 0,08% a 4 m de la parcela. Los resultados obtenidos indicaron que 20 m de
zonas de amortiguamiento servirian para limitar la dispersién del polen

transgénico.

Zhang vy colaboradores en 2005 utilizaron dos tipos de algodones
genéticamente modificados (de tfd Ay genes de Bt) para evaluar la frecuencia 'y
distancia de dispersion de polen en una parcela transgénica de 6 x 6 metros
rodeada por un campo no transgénico de 210 x 210 metros en China. La
frecuencia de flujo y la distancia entre ambos tipos de algodones GM fue
similar, obteniendo 8.16% de polinizacién cruzada a 1 my 0.08% a 20 m de las
plantas transgénicas. La distancia mas lejana de la dispersién del polen de
algodén transgénico fue de 50 m, concluyendo que una zona de proteccion de

60 m podria servir para limitar la dispersién del polen transgénico.
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Van Daynze, 2005 encontrd que el flujo genético declind exponencialmente
entre mas alejado se encontraba de la parcela de partida, de 7.65% a 0.3
metros a > de 1% después de 9 metros, contando con una elevada actividad de

polinizadores. Sin embargo se detectd 0.04% de polen a 1 milla (1.6 km).

Wegier et. al., 2011 mostraron que los transgenes provenientes del algoddn
GM se han dispersado a plantas silvestres de G. hirsutum. Realizaron un mapa
de México senalando ocho metapoblaciones de plantas silvestres, en donde
una de cada cuatro muestras contenia por lo menos un transgen de los
utilizados en los campos de cultivo de algodén OGM en el norte del pais
(Cry1Ab, cry2A, CP4 EPSPS, Pat/bar), afectando por lo menos a la mitad de las
metapoblaciones silvestres, tanto en las cercanas a los cultivos como a las
lejanas (mas de 750 km). En este estudio se encontraron combinaciones de
transgenes que no se encuentran en semillas comerciales, pudiéndose tratar de
segregacion independiente, agregamiento de transgenes o silenciamiento.
Segun este autor, después de las causas bioldgicas, las principales fuentes de
dispersion del algoddn transgénico en Meéxico son: la pérdida de la
responsabilidad legal en la cadena productiva, actores desinformados y el

transporte de las semillas en vehiculos inadecuados.

Bourgou et. al. en 2013 identificaron, a través de los kits de deteccién Bollgard
1, la presencia de transgenes en Burkina Faso (Africa Occidental). El estudio se
realizd en una parcela con algoddn transgénico rodeado por otra con algoddn
sin transgenes, la aplicaciéon de pesticida fue un factor de control. El flujo
génico en los lugares donde no se aplicd insecticida fue de 4.63% a 2 metros,
mientras que con insecticida no se detecté ningun flujo génico a mas de 25

metros de distancia de los campos con transgénicos.
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2. JUSTIFICACION

Debido a que México es considerado centro de origen, de diversidad genética y es
también un sitio en donde se cultivan plantas genéticamente modificadas (GM) de
algoddn Gossypium hirsutum, se realiza el presente estudio, el cual tiene la finalidad de
determinar las caracteristicas que han sido moldeadas por el sindrome de
domesticacidn, ademas de identificar el sistema de apareamiento mas exitoso tanto en
plantas silvestres como en las cultivadas. Con lo anterior, se aportard informacién para
robustecer las estrategias de bioseguridad en campos GM y el manejo de las
poblaciones silvestres, asi como apoyar en la identificacion de las posibles zonas de

entrecruzamiento entre plantas escapadas y silvestres.
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OBIJETIVO GENERAL

Diferenciar caracteristicas del sistema reproductivo de plantas cultivadas vy

silvestres de la especie Gossypium hirsutum L. en México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar el sistema de apareamiento de plantas cultivadas y silvestres de la

especie Gossypium hirsutum.

Evaluar el porcentaje y duracién del periodo de germinacién de los frutos

producidos en diferentes tratamientos reproductivos por plantas cultivadas y

silvestres de la especie G. hirsutum.

Analizar las diferencias entre el peso de la fibra y el tratamiento reproductivo

en plantas silvestres y cultivadas.

Identificar diferencias en el tamafo de los caracteres florales de plantas

cultivadas y silvestres de la especie G. hirsutum.
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3. METODOS

3.1. Area e Individuos de estudio

Plantas silvestres

México cuenta con ocho metapoblaciones de plantas de algoddn silvestre (Wegier et
al., 2011). Las localidades trabajadas en este estudio pertenecen a la metapoblacion

Pacifico Sur, la cual se encuentra en los estados de Oaxaca y Chiapas (Tabla 2).

Tabla 2. Localidades trabajadas en este estudio de la metapoblacién Pacifico Sur.

No. de
Localidad* Coordenadas

Individuos**

Oaxaca Zapote (A) 4

Entronque 15°43"33.58" N

Oaxaca !
Pochutla-Huatulco (B) 96°27° 58.75"° O

15° 45’ 43.05"” N
Oaxaca Pochutla (C) 2
96°27'51.15” 0

16° 01’ 43.30” N
Oaxaca Morro Ayuta (D) 7
95° 40’ 02.45” O

16° 33’ 08.96” N
Oaxaca La Ventosa (E) 8
94° 56’ 08.96" O

* Las letras corresponden a las marcas de la Figura 2.
**El nimero de individuos representa al nimero de plantas que se encontraban dentro de cada localidad.

16



Al
g New,Mexico
: Mississippi
Alabama

Baja
X -
California
Louisiana
A S

C;)B"L.Ilﬂ de

agoza \
. 1

Nuevo Leon
e ¥
Baja. :
A Sinaloa *i. .
California,Sur . BRI

I‘A.<
Mexico, ¥ »Im“ﬂuhpnﬁ

Mexico
i

SSan Luis
. Potosi

Guanajuato
Yucatan
Quintana

Campeche Roo

Michoacan
ma
Tabasco

Puebla Veracruz-
% Llave
Guerrero ) ]

Daxaca Chiapas Belize
. 5
’/ Guatemala’
{  Honduras
4[‘" ~
‘El Salvador r 3

Nicaragua

Figura 2. Mapa con las localidades trabajadas en Oaxaca, México. (A= Zapote, B=Entronque Pochutla-Huatulco,

C=Pochutla, D= Morro Ayuta, E= La Ventosa)

Plantas domesticadas (cultivadas)

Los individuos domesticados que se usaron en este estudio fueron adquiridos en el
mercado de plantas de Nativitas llamado “Madreselva”, ubicado en Xochimilco, DF.
Segun lo explicado por el vendedor fueron traidas de Cuernavaca, Morelos, siendo
cultivadas en un vivero de esa localidad. Se utilizaron 30 individuos de

aproximadamente 80 cm de alto, con hojas de 8 a 20 cm, en etapa reproductiva.

Las plantas se colocaron en un invernadero de estructura metdlica, recubierto de
polietileno con un drea de 7 m?. Las caracteristicas con las que se mantuvieron fueron:
riego fue por goteo cada tercer dia, temperatura controlada con calentador de aceite
durante los meses de diciembre-febrero a 26°C, y un tratamiento con el insecticida
orgdnico “Contracar” para controlar la presencia de afidos. En esta investigacion la
clave de los individuos domesticados fue Cult_XX, en donde “Cult” hace referencia a

los organismos cultivados y XX al numero distintivo de cada individuo.
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Figura 3. Plantas cultivadas ubicadas dentro del invernadero. Algunas presentan flores embolsadas y cinchos que

indican el color de los tratamientos.

3.2. Biologia Reproductiva

La determinacion del sistema de apareamiento de la especie G. hirsutum se llevo a
cabo de forma experimental aplicando cinco tratamientos los cuales tienen el objetivo
de direccionar el tipo de sistema reproductivo de la planta. Ademas de un grupo
control (Kearns e Inouye, 2003), completando minimo 20 flores por tratamiento

(Figura 4).
Tratamientos:

a) Agamospermia. Consiste en la emasculacién (quitar las anteras) de botones
maduros antes de la antesis (apertura de la flor). Posteriormente, las flores se
embolsaron hasta la senescencia (cuando la flor se marchita). Este tratamiento evalla

si la especie es capaz de producir semillas en ausencia de polen.

b) Autopolinizacién manual. Los botones fueron embolsados antes de la antesis con la

finalidad de evitar la visita de polinizadores; una vez expuesto el polen, se depositd
18



abundante polen en el estigma de la misma flor con ayuda de un pincel.
Posteriormente las flores se embolsaron nuevamente. Este tratamiento determina si

existe un mecanismo de incompatibilidad en la especie.

c) Autopolinizacion automatica. Las flores se mantuvieron embolsadas hasta la
senescencia, sin manipulacion. Este tratamiento ayuda a comprobar si la planta es

capaz de autopolinizarse de manera espontdnea en ausencia de los polinizadores.

d) Polinizacion cruzada. Los botones fueron embolsados antes de la antesis con la
finalidad de evitar la visita de polinizadores; posteriormente cuando las flores abrian se
emasculaban antes de que las anteras expusieran el polen. Se hizo una mezcla de
polen proveniente de flores de diferentes individuos que hayan abierto el mismo dia y
con estos gametos se polinizaba la flor, finalmente se volvian a embolsar. Este

tratamiento determina la capacidad para producir semillas con polen de otras plantas.

e) Control emasculado. Las flores se emascularon y se dejaran expuestas. Este control
ayuda a comprobar si el proceso de emasculacion afecta a la capacidad de la planta

para producir semillas.

f) Control. Flores sin manipulacién

i 1237 )
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~N\ & =\ ;,‘,0’ f
5. F I AT
Y \\_é\
Agamospermia Autopolinizacion
inducida

F 4 \ kX 71‘ 'ﬁ

," \ 7/ W\ A \\_ /., .Y
N &5 N2, NS

Control

Figura 4. Diagrama de los 5 tratamientos y el control para estudiar la biologia reproductiva de la especie G. hirsutum

domesticada y silvestre.
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Figura 5. Fotos de flores de Gossypium hirsutum. lzquierda sin emascular, Derecha emasculada.

Para evitar efectos de la manipulacion durante el emasculado de las flores, se
utilizaron botones maduros con anteras cerradas (estado de white Bloom) (Ritchie et
al. 2007). La emasculacién se realizd retirando las anteras con pinzas entomoldgicas
del nimero 0.5 mm. Para el marcaje de cada tratamiento se colocaron cinchos de
diferentes colores en el pedicelo. Para el aislamiento de las flores se usaron bolsas de
tul de 10 x 10 cm color beige, procurando similar el tono de la flor; a dichas bolsas se
les engraparon etiquetas de acetato indicando la fecha y tipo de tratamiento, asi como
el numero de individuo al que pertenecia la flor. Las bolsas de tul con los tratamientos

fueron colectados hasta la madurez de los frutos.

Posterior a la colecta, los datos registrados fueron: Numero total de semillas, nimero
de semillas vanas (semillas abortadas), nimero de semillas sembradas, peso de
semillas, peso del fruto y peso de la fibra.

Finalmente, se germinaron las semillas por lo cual se llevé a cabo un proceso de

desinfeccién (Tabla 3) (Fuente personal).
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Tabla 3. Proceso de lavado para germinacién de semillas.

Hidratacion Agua potable 3 minutos
Desinfeccion Captan 5 minutos
Enjuague Agua potable 3 veces x 1 minuto
Desinfeccion Hipoclorito de Sodio 70% | 15 minutos
Enjuague Agua potable 5 veces x 1 minuto

Para el proceso de germinacién, las semillas se colocaron en domos de plastico con
una base de fieltro hiumedo en un cuarto de cultivo con la temperatura controlada a

26°Cy con iluminacion 12 x 12. Se puso un maximo de 35 semillas por caja (Figura 6).

Posterior al surgimiento de las primeras hojas foliares, las plantulas se trasplantaron a

sustrato sélido compuesto de arena, perlita y peatmoss en proporcion 1:1:6

Figura 6. Fotografias de domos de plastico en donde se germinaron las semillas.
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Analisis estadisticos

Los andlisis se reportan en tres partes: comparacion entre tratamientos de las plantas
silvestres, comparacion entre tratamientos de las plantas cultivadas y comparacién por

tratamientos entre ambos grupos.

Se calcularon diferentes indicadores para determinar el éxito reproductivo. Los indices
base fueron el Fruit-set (relacion del numero de frutos producidos sobre el nUmero de
flores tratadas por cien (n frutos/n flores*100)) y el Seed-set (total de semillas
sembradas entre el nimero promedio de évulos por el total de flores tratadas por cien
(n semillas / (promedio de évulos * n flores)* 100)) (Musicante, 2008). Para obtener el
numero promedio de évulos por flor, fueron seccionados 20 ovarios bajo una lupa

esteroscopica Zeiss (40 x), los cuales fueron tomados al azar de distintos individuos.

Porcentaje de germinacion: (nimero de semillas germinadas/nimero de semillas

sembradas) x 100

Germinacion acumulada: Este factor se obtuvo de manera acumulada por
tratamiento, con la finalidad de obtener comparaciones entre los diferentes sistemas

de reproduccion.
Exito Reproductivo: [(nimero de frutos obtenidos / nimero de flores tratadas) x

(nimero promedio de semillas obtenidas por fruto / nimero promedio de dvulos por

flor)], Dafni, 1992
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Indice de autoincompatibilidad (IS!) y el indice de autogamia (IAS):

E?. PF Af’i N _'_.-.
[AS = 27 A4 qp= NSAM

% PF AM NsPC

Donde: Ns = numero de semillas por fruto promedio para el tratamiento indicado
como subindice (AA: Autopolinizacion Automatica, AM: Autopolinizacion Manual y PC:
Polinizacién Cruzada) y % PF = Porcentaje de formacién de frutos.

Los valores de ISl iguales a 1 indican autocompatibilidad; valores entre 0.2 y 1 indican
autoincompatibilidad  incompleta 'y valores menores a 0.2 indican

autoincompatibilidad.

Los valores de IAS iguales a 1 indican autogamia completa mientras que valores entre 0

y 1 indican autogamia parcial (Suarez, et. al., 2004).
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3.3 Biologia floral (Morfologia)

Para el estudio de morfologia se tomaron medidas tanto en campo de flores frescas
(Tabla 4) como en el laboratorio de flores colectadas (Tabla 5) y conservadas en

alcohol, ambas mediciones se llevaron a cabo utilizando un vernier digital.

3.3.1 Medidas obtenidas de flores frescas en campo

Las flores medidas en fresco, fueron utilizadas posteriormente para los tratamientos
de biologia reproductiva, por lo que es importante resaltar que muchas de ellas
estaban cerradas, lo cual evitd alterar la disposicién natural y organizacién de los

o6rganos florales:

Tabla 4. Ejemplos y descripcion de caracteres medidos en flores frescas de ambas poblaciones.

Caracter largo del ) ) .
Distancia de la base del caliz

peddnculo _ _ -
hasta la primer interseccion

(LP)
de un tallo secundario

Caracter sujecion ) ) .
Distancia del ultimo extremo

al tallo

(ST)

del pedunculo al tallo de la

rama principal

Caracter Largo de la flor
Distancia desde la base del

(LF) ]
ovario hasta el extremo mas

alto del pétalo
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3.2.2 Medidas obtenidas en laboratorio de flores conservadas en alcohol

Estas medidas se tomaron de flores que fueron colectadas y conservadas en etanol al

70%. Es importante mencionar que las flores colectadas ya habian abierto.

Tabla 5. Ejemplos y descripcidn de caracteres medidos en flores colectadas y conservadas en
alcohol.

Caracter largo de
las Bracteas

(LBr)

Caracter largo
de los Pétalo

(LPet)

Caracter tamafo
del Gineceo

(TG)

Caracter tamano del

estigma (TE)

Caracter largo
de la antera

(LA)
Caracter Hecogamia

(Her)

Distancia de la base hasta
la punta de la bractea mas

larga

Distancia de la base del
pétalo hasta su punto mas

alto

Distancia de la base del
ovario hasta la punta del

estigma

Distancia de la base del

estigma hasta su punta

Distancia del primer
filamento a la Ultima

antera.

Distancia de la antera mas

alta a la punta del estigma
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Analisis de estadisticos

Para el reagrupamiento de los datos se utilizé un indice de disimilitud para agrupar las
variables: Caracter largo del pedunculo (LP), Caracter sujecion al tallo (ST) y Largo de la
flor (LF) para los caracteres medidos en campo, con las variables: Caracter largo de las
Bracteas (LBr), Caracter largo de los Pétalo (LPet), Caracter tamafio del Gineceo (TG),
Caracter tamano del estigma (TE), Caracter largo de la antera (LA) y Caracter

Hecogamia (Her) para obtenidas en laboratorio de flores conservadas en alcohol .

Se determinaron las K-medias para obtener el nUmero 6ptimo de reagrupamiento con
el indice de Calinski y Harabasz (Gordon, 1999) en la funcién ‘cascadeKM’ del paquete
‘vegan’ (Oksanen et al., 2015) en R (R Development Core Team, 2014). Se evalué si se
tiene diferencia significativa entre los grupos creados, entre el sitio y el lugar con una
prueba de MANOVA con la funcidn ‘adonis’ del paquete ‘vegan’ (Oksanen, et al., 2015)
en R (R Core Team, 2014).

Las variables de las flores en campo y en laboratorio fueron estudiados con un analisis
de varianza (Anova) con la funcién ‘aov’ y la prueba post-hoc Tukey con la funcién
TukeyHSD en R (R Core Team, 2014). Se realizé un andlisis de Tukey post-hoc para ver
si habia diferencias significativas entre los individuos de poblaciones cultivadas vy

silvestres, y los grupos formados por el cluster.

Finalmente, se realizé un analisis de varianza para la estimacion de la diferencia de

dos medias las cuales establecieron criterios basicos en la identificacion de los dos

grupos (cultivadas y silvestres) (Araméndiz, 2009)
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4. RESULTADOS

4.1 Biologia Reproductiva

Plantas Silvestres

El resultado del Fruit-set tuvo gran variacién en los diferentes tratamientos, siendo el
menor de 13.6% para Agamospermia y el mayor de 91.3% en el control (Tabla 6). A
pesar de estas variaciones, no se encontrd una diferencia significativa (P=0.1253 F=
1.84). Se registraron 18.6 *+ 1.30 évulos por flor (n= 21), cantidad con la cual se obtuvo
el Seed-set por tratamiento (Tabla 6); en esta variable si se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (P=0.0021 F=4.56), de igual manera Agamospermia

obtuvo el menor porcentaje con 16.9% y el control el mas alto con el 70.3% (Figura 7)

Tabla 6. Fruit-set y Seed-set registrado en cada tratamiento de reproduccidn sobre Gossypium
hirsutum en poblaciones silvestres.

Tratamiento Fruit-set% Seed-set% Media No. de
Media t e.e Mediate.e semillasno tratamientos
viables colocados
Autopolinizacion 43.1849.38 24.42+8.29 0.78 44
automatica
(AA)
Autopolinizacion  55.00+ 19.04 38.15+11.70 2.4 20
manual
(AM)
Polinizacion 38.10+ 15.20 11.7749.31 0 21
cruzada
(PC)
Agamospermia 13.64+ 15.27 16.8516.24 0.33 22
(Ag)
Control 45.00+ 18.33 38.42+17.54 1 20
emasculado
(CE)
Control (C) 91.30+ 4.78 70.3249.17 0.7 23

* e.e. presenta el error estandar
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Figura 7. Comparacion de Fruit-set y Seed-set entre cada tratamiento (barras y puntos respectivamente). Letras
diferentes denotan diferencias significativas para el Seed-set con P<0.05 obtenida por prueba de Tukey. (Ag-
Agamospermia, PC- Polinizacién Cruzada, AA- Autopolinizacidn Automdtica, AM- Autopolinizacion Manual, CE-
Control Emasculado, C- Control).

Por otra parte, se obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion
de las semillas provenientes de los diferentes tipos de polinizacién (F= 5.007: P=0.001)
(Figura 8). Las flores sometidas a los tratamientos de Agamospermia (Ag) y Polinizacién
Cruzada (PC) produjeron semillas que tuvieron un porcentaje de germinacién

significativamente mds baja que el que obtenido por el Control (C).
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Tratamientos
Figura 8. Grafica del porcentaje de germinacion de plantas silvestres sometidas a 5 sistemas de polinizacién y un
control. Letras diferentes denotan diferencias significativas con P < 0.05 (prueba de Tukey). (PC- Polinizacién

Cruzada, Ag- Agamospermia, AA- Autopolinizacion Automatica, AM- Autopolinizacién Manual, CE- Control
Emasculado, C- Control).
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Durante el periodo de germinacion de 42 dias, se denotd un alto indice de brotes los

primeros 15 dias, el cual aumentdé de manera constante. Los tratamientos que

obtuvieron los valores mas altos fueron Autopolinizacién Manual y Autopolinizacidon

Automatica (Figura 9). A través de la prueba de Kruskal-Wallis se evalud la diferencia

entre cada tratamiento, puesto que el valor-P es menor que 0.05, se determind que

existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del

95,0% de confianza, para discriminar entre las medias se la prueba Anova Poisson,

identificando 4 grupos (Figura 9).
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Figura 9. Germinacion acumulada de semillas germinadas al dia 42 provenientes de plantas silvestres sometidas a 5
tratamientos y un control para evaluar sistemas de polinizacion, letras distintas denotan diferencia significativa

(p<0.05).
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Plantas Cultivadas

En la poblacién de plantas cultivadas, la variable de Fruit-set presentd diferencias
significativas entre tratamientos con (P= 0.0001 y F=5.24), siendo el menor de 3% para
Agamospermia y el mayor de 36.2% en la Autopolinizacion Manual (Tabla 7). Se
registraron 28.84 = 1.06 évulos por flor (n= 25), con el cual se obtuvo el Seed-set por
tratamiento (Tabla 7). En esta variable también se encontraron diferencias
significativas (P=0.0001 F=5.148); siendo Agamospermia el de menor porcentaje 2.2%
y la Autopolinizacion Manual con el mayor 29.4%. A través de la prueba de Tukey se

obtuvieron las diferencias entre tratamientos (Figura. 10).

Tabla 7. Fruit-set y Seed-set registrado en cada tratamiento de polinizacién sobre
Gossypium hirsutum en poblaciones cultivadas.

Tratamiento Fruit-set% Seed-set% Media No. de
Media t e.e Mediate.e semillasno tratamientos
viables colocados
Autopolinizacion 32.00+7.78 20.53+4.27 33 50
automatica
(AA)
Autopolinizacion 36.17+9.09 29.36%4.73 9.7 47
manual
(AM)
Polinizacion 10.71+ 5.11 5.94+1.86 3 28
cruzada
(PC)
Agamospermia 3.03+2.26 2.21+3.46 2 33
(Ag)
Control 8.00+8.33 3.19+1.61 4 25
emasculado
(CE)
Control (C) 17.91+ 6.05 9.57+1.73 7.5 67

*e.e. presenta el error estandar.
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Figura 10. Comparacidn de Fruit-set y Seed-set entre cada tratamiento (barras y puntos respectivamente). Letras
diferentes denotan diferencias significativas con P<0.05 para Seed-set obtenido por la prueba de Tukey. (Ag-
Agamospermia, PC- Polinizacién Cruzada, AA- Autopolinizacidn Automdtica, AM- Autopolinizacion Manual, CE-
Control Emasculado, C- Control).

Se obtuvieron diferencias significativas en la capacidad de germinacién de las semillas
provenientes de los diferentes tipos de polinizaciéon (P=0.038 F= 2.746) (Figura 11). Las
flores sometidas a los tratamientos de Agamospermia y Polinizacién Cruzada al igual
qgue en las poblaciones silvestres produjeron semillas que tuvieron un porcentaje de

germinacion significativamente mds bajo que los demas.
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Figura 11. Porcentaje de semillas germinadas al dia 6 provenientes de flores de Gossypium hirsutum cultivadas
sometidas a 5 tratamientos y un control para evaluar sistemas de polinizacidn. Letras diferentes denotan diferencias
significativas con P < 0.05 (prueba de Tukey). (Ag- Agamospermia, PC- Polinizacién Cruzada, AA- Autopolinizacién
Automdtica, AM- Autopolinizaciéon Manual, CE- Control Emasculado, C- Control).
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El periodo de germinacidén para la poblacion cultivadas fue de 6 dias, debido a la
presencia de un hongo patdgeno que afecté a las semillas, a pesar del proceso de
esterilizacién; durante este lapso, el tratamiento de Autopolinizacion Automatica fue
el que alcanzé un mayor porcentaje de germinacién, mientras que el tratamiento de
Agamospermia obtuvo el menor porcentaje de germinacién. A través de la prueba de
Kruskal-Wallis se evalud la hipétesis nula de que las medianas dentro de cada una de
las 6 columnas es la misma. Puesto que el valor-P es menor que 0,05 (Valor-P =
0,00819653), se determind que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las medianas con un nivel del 95% de confianza, para discriminar entre las

medias se utilizd la prueba paramétrica Anova Poisson, identificando 4 grupos.
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Figura 12. Germinacion acumulada de semillas germinadas al dia 6 provenientes de plantas cultivadas sometidas a 5
tratamientos y un control para evaluar sistemas de polinizacion, letras distintas denotan diferencia significativa
(p<0.05).
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Comparacién entre poblaciones

Se compararon los indices mostrados en la Tabla 8 entre poblaciones y entre
tratamientos, los cuales se realizaron con la finalidad de conocer si existen diferencias

en el éxito reproductivo a partir de los distintos sistemas de reproduccion.

El control y control emasculado no se toman en cuenta para las comparaciones debido
a que las poblaciones se encontraban en ambientes totalmente diferentes por lo que
exclusivamente sirven como control de su propia poblacién. Para el tratamiento
Agamospermia Unicamente se obtuvo un fruto en poblaciones cultivadas, por lo tanto,
al no tener datos suficientes para realizar los analisis estadisticos se aplic6 NA (No

Aplica).

Se identificd una diferencia significativa entre plantas cultivadas y silvestres en los
indices Peso de Semillas y Peso de Fibra para los tratamientos Autopolinizacion Manual

y Autopolinizacion Automatica (Tabla 8).

Tabla 8. indices para comparar éxito de reproduccién entre poblaciones.

Tratamiento Peso de Peso de Fibra Exito Seed set Fruit set
Semillas (g) Reproductivo
(8)
Poblacion Silv. | Cult. | Silv. Cult. Silv. Cult. | Silv. | Cult. | Silv. | Cult.

Agamospermia | 0.99 NA | 0.3325 NA 0.17 0.02 | 16.85 | 2.21 | 13.64 | 3.03

Polinizacion 1.36 | 0.96 | 0.398* | 0.627* 0.12 0.04 11.77 | 5.94 | 38.10 | 10.71
Cruzada

Autopolinizacién 1.17 | 1.15 | 0.392* | 0.759* 0.24 0.16 24.42 | 20.53 | 43.18 | 32.00
Automatica

Autopolinizacion | 1.43 | 1.28 | 0.7627 | 0.7430 | 0.38 0.16 | 38.15 | 29.36 | 55.0 | 36.17

manual
Control 1.36 | 1.05 | 0.3792 | 0.8884 | 0.38 0.02 38.42 | 3.19 45.0 8.00
emasculado
Control 1.38 | 0.93 | 0.4174 | 0.6035 0.70 0.05 70.32 | 9.57 | 91.30 | 17.91

*Significa diferencia significativa entre plantas silvestres y cultivadas, puesto que el valor-P calculado es menor que 0,05 obtenido
a través de una comparacién de medias (prueba t) con un intervalo del 95%: (Peso semillas: AA, P= 0,562285; AM, P= 0,29887; PC,
P=0,150935, Peso Fibra: AA, P= 0,003023; PC, P= 0,039796; AM, P=0,883269)




Tabla 9. Gréficas de indices para determinar éxito reproductivo. Se comparan poblaciones

silvestres y cultivadas por tratamiento
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AA- Autopolinizaciéon Automatica, Ag- Agamospermia, AM- Autopolinizacion Manual, PC- Polinizacién Cruzada, C —-

Control, CE —Control Emasculado.
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Los indices de autoincompatibilidad (ISI) y el indice de autogamia (IAS) obtenidos

fueron los siguientes:

IAS _ G:E— PF AA ]SI 2 J"“F‘r ST-"l_"i"f
% PF AM NsPC

Silvestres IAS=43.18/55.0 = 0.78 Silvestres ISI=14.17/11.62 =1.21

Cultivadas 1AS=32/36.17 = 0.88 Cultivadas ISI=21/12 = 1.75
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4.2 Biologia floral (Morfologia)

Medidas obtenidas de flores frescas en campo

Los caracteres medidos en flores frescas (Caracter largo del pedunculo (LP), Caracter
sujecion al tallo (ST) y Caracter Largo de la flor (LF)) se dividieron en cuatro grupos
significativos (p<0.001). El grupo 1 se conformé Unicamente con cultivadas, mientras
gue el grupo 4 se agruparon Unicamente las silvestres, los grupos 2 y 3 mostraron una

mezcla de ambas poblaciones guardando una proporcién de 75% para ambos. (Figura

13).

Flores Frescas
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Figura 13. Andlisis de agrupamiento jerdrquico para caracteres medidos en campo. La clave en la parte inferior
corresponde a los individuos culti son lo cultivados y silv son los de Pacifico Sur. Los cuadros en rojo representan el
mejor agrupamiento de acuerdo a la prueba de Calinski. Los nimeros en medio del cluster significan los grupos
formados.
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Tabla 10. Variables morfométricas obtenidas en flores frescas.

Factor

Cultivadas

Silvestres

Grupos?

G-1
G-2
G-3
G-4

Relacion Sujecion al Tallo Pedunculo Largo de flor
Cultivado/Silv 3 (sT) (LP) (LF)

100/0 1.48 (1.08)B! 5.03 (2.65)A 3.56 (0.63)A
0/100 15.34 (10.2)A 5.08 (3.74)A 3.22 (1.43)A
100/0 1.26 (0.539) C 6.72 (1.82) A 3.59 (0.640) A
75/25 1.06 (0.345) C 2.08 (1.09) B 2.57 (1.421)8B
25/75 7.52 (2.15) B 3.54 (3.099) B 3.72 (0.591) A
0/100 23.07 (6.99) A 6.66 (3.49) A 3.75(1.069) A

! Letra distinta significa diferencia significativa entre sitios o grupos para cada variable con una prueba de Tukey (p

< 0.05);

2 Grupos creados a partir de las K-medias (Gordon, 1999), también se pueden observare en la Figura 14

3 Valores en porciento

La Tabla 10 presenta la media de los caracteres medios en ambas poblaciones, la cual

sirve para conocer si existen diferencias significativas entre ellos, a partir de una

prueba de Tukey en donde letras diferentes denotan diferencias significativas. Cabe

sefialar que la variable sujecién al tallo fue 10.35 veces mayor en los individuos

silvestres en comparacién con los cultivados.

Asi mismo, dicha la Tabla 10 muestra la relacién entre plantas cultivadas y silvestres

obtenidas a partir de los 4 grupos formados por

proporcién equitativa entre todos los grupos.

las K-medias, mostrando una
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Medidas obtenidas en laboratorio de flores conservadas en alcohol

Los caracteres medidos de las flores conservadas en etanol fueron: Caracter largo de
las Bracteas (LBr), Caracter largo de los Pétalo (LPet), Caracter Hecogamia (Her),
Caracter tamano del Gineceo (TG), Caracter tamafio del estigma (TE) y Caracter largo
de la antera (LA), los cuales se dividieron en tres grupos (Figura 14) de acuerdo al
criterio de Calinski y Harabasz (Gordon, 1999). Se logran observar tres grupos
significativamente distintos (P <0.001), en donde se concentran de manera separada

las flores silvestres de las cultivadas (P < 0.05).
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Figura 14 Andlisis de agrupamiento jerdrquico para caracteres medidos en flores colectadas en alcohol. La clave en
la parte inferior corresponde a los individuos. Los cuadros en rojo representan el mejor agrupamiento de acuerdo a
la prueba de calinski. Los numeros en medio del clister significan los grupos formados.
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Tabla 11. Variables morfométricas obtenidas de flores colectadas y conservadas en alcohol.

Factor Relacion Bracteas Pétalo Columna  Gineceo  Hercogamia Antera
Cultivado/Silv® (LBr) (Lpet) Estaminal (TG) (Her) (LA)
(TE)
Cultivadas 100/0 31.27 37.28 24.10 15.97 2.48 13.77
(7.27)A (3.81)A (3.02)A (1.91)A (1.33)B (1.60)A
Silvestres  0/100 24.87 29.80 21.24 16.44 4.07 10.68
(5.34)B*  (4.15)B  (1.67)B (1.52)A (1.99)A
(3.64)B
Grupos 2
G-1 85/15 (14)* 28.50 36.35 24.93 16.37 3.23 13.79
(24.43)B  (43.5)A (21.83)A  (19.50)A  (14.77) A (14.90)A
22.53 30.48 21.56 16.06 3.39 10.88
G-3 19/81 (21) (30.07)C  (50.13)B (35.12)B  (20.30)A  (24.09) A (20.66)B
39.28 37.16 22.44 16.21 2.84 13.40
G-2 82/18 (11) (24.09) A  (44.1)A (20.70) B (15.11)A  (17.67) A (37.35)A

1 Letra distinta significa diferencia significativa entre sitios o grupos para cada variable con una prueba de Tukey (p <
0.05)

2 Grupos creados a partir de las K-medias y el criterio de Calinski y Harabasz (Gordon, 1999)

3 Valores en porciento

4 Numero de flores totales en el grupo

La Tabla 11 presenta la media de los caracteres medios en ambas poblaciones, en
donde las variables Bracteas, Pétalo, Columna estaminal y Anteras fueron 1.25, 1.25,
1.13 y 1.28 veces mayores en las poblaciones cultivadas en comparacién con las

silvestres (P < 0.05

Asi mismo, muestra la relacién entre plantas cultivadas vy silvestres obtenidas a partir
de los 3 grupos formados por las K-medias. El Unico caracter que no presento

diferencia significativa fue el caracter gineceo.
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Andlisis de varianza

Los anadlisis de varianza entre las dos poblaciones estudiadas muestran que 6 de los 9
caracteres analizados si tienen diferencias significativas obtenidas a partir de una
prueba W de Mann-Whitney: Sujecidn al tallo=W =1813,0 P =.0001; Largo Bracea=
W =112,0 P=0,001: Largo Pétalo=W =31,5 P =5,58049E-7; Tamaio Estigma= W
=80,5 P =0,0001; Hercogamia= W =504,0 P =1,04529E-8; Largo Antera=W =95, P
=0,0003 (Figura 15).

Los caracteres que no muestran diferencia significativa son: Largo Pedunculo=W =

1002,0 P =0,40; Largo Flor=W =904,5 P =0,98; Tamaio Gineceo= W =283,0 P =

0,48.
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Figura 15. Andlisis de varianza por caracter de poblaciones silvestres y cultivadas. LP Caracter largo del pedunculo,
ST Caracter sujecion al tallo, LF Caracter largo de la flor, LBr Caracter largo de las bracteas, LPet Caracter largo de los

pétalos, TG Caracter tamano del gineceo, TE Caracter tamafio del estigma, LA Caracter largo de la antera, Her
Caracter hercogamia. * Indica medidas de caracteres tomadas en flores frescas en el sitio.
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5. DISCUSION

Biologia Reproductiva

Los resultados obtenidos sugieren que la especie G. hirsutum presenta un sistema de
apareamiento mixto, derivado de la obtencion de frutos y semillas viables en todos los
tratamientos trabajados (Tabla 6 y 7). Se sabe que tanto la autopolinizacién como la
polinizacién cruzada pueden ser puntos estables y alternativos en la evolucién de los
sistemas de apareamiento (Barret et al., 1990), sin embargo varias combinaciones
espacio-temporales de las estructuras reproductivas, permiten que una proporcion de
la progenie sea producto de la polinizacidon cruzada y otra de la autopolinizacién,
presentando ventajas selectivas en ambas estrategias al permitir mas combinaciones

genotipicas para propagarse en diversas circunstancias ecolégicas (Holsinger, 1996).

A pesar de contar este sistema de apareamiento mixto, los resultados muestran que
hay una preferencia por la estrategia reproductiva de autopolinizacion en ambas
poblaciones, seguida de la polinizacion cruzada, las cuales fueron medidas a través del

fruit-set y el seed-set.

En este trabajo se reporta por primera vez la estrategia reproductiva de
agamospermia, en donde a pesar de que los datos obtenidos de este tratamiento
fueron los mas bajos en todos los indices de éxito reproductivo, se obtuvo un 16% de
porcentaje de germinacion en plantas silvestres; esta estrategia puede derivar de
mecanismos hormonales a través de los cuales se puede producir semillas en ausencia
de polen (Richards, 1990), lo cual representa una ventaja evolutiva al poder
desarrollar plantas adaptadas a ambientes particulares como zonas perturbadas,
sustratos pobres en nutrientes y poblaciones caracterizadas por una baja densidad

poblacional (Richards, 1990).

Referente a la comparacidon de los tratamientos entre poblaciones, el indice de
autoincompatibilidad ISI demuestra que la especie es totalmente autocompatible con

valores de 1.21 para silvestres y 1.75 para cultivadas, respecto al indice de autogamia,
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G. hirsutum presenta autogamia parcial, demostrando que la autopolinizacidon no es
una estrategia exclusiva de las plantas domesticadas, sino que ha sido un sistema de
apareamiento utilizado por la especie desde sus parientes silvestres. La parcialidad se
puede explicar con la estructura morfolégica de la flor, G. hirsutum presenta
hercogamia como mecanismo para promover la polinizacion cruzada, lo cual podria ser
ventajoso por la posibilidad de mayor diversidad genética que a su vez se traduce en

una plasticidad mds amplia para adaptarse a cualquier cambio en el medio.

En cuanto a las caracteristicas de las semillas, el peso resultd mayor en poblaciones
silvestres en todos los tratamientos trabajados (Tabla 9); el tiempo de germinacion fue
de 42 dias para poblaciones silvestres y 6 dias para poblaciones cultivadas (Figura 9y
12), durante este periodo, se logré observar que en plantas silvestres existe una
tendencia similar de germinacidon entre el grupo control y la polinizacién cruzada
(Figura 9), sugiriendo el importante papel que juegan los polinizadores dentro de esta
poblacidn. Mientras que en plantas cultivadas se observé una tendencia del grupo
control muy similar a los tratamientos de autopolinizacion (Figura 12), lo que sugiere
gue al no existir polinizadores dentro del invernadero, ningun fruto del grupo control
se desarrolld a partir de polinizaciéon cruzada, demostrando asi que G. hirsutum no

presenta sistemas de autoincompatibilidad.

La diferencia del tiempo de germinacion entre poblaciones se debié a un hongo
patégeno que atacd y elimind a gran parte las semillas cultivadas. Este hecho es
importante ya que ambas poblaciones tuvieron el mismo proceso de desinfeccién, lo
gue podria demostrar que la pérdida o reduccién de mecanismos de defensa contra
enemigos naturales puede ser una caracteristica que estd siendo modificada por el
sindrome de domesticacion (Diaz, 2010). Del mismo modo, el periodo de latencia que
mostraron las semillas silvestres puede ser otra caracteristica no especifica modificada

por dicho sindrome.

Las plantas cultivadas produjeron altos indices de semillas no viables (Tabla 7),

pudiéndose deber a una depresién por endogamia lo que contribuye a una pérdida de
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la heterocigosidad, y favorece el deterioro genético futuro de las poblaciones (Hartl &

Clark 1997).

Con respecto a las caracteristicas del fruto, se ha reportado que las propiedades de la
fibra se ven fuertemente afectadas por la calidad del sustrato, enfermedades y plagas
en las plantas, lo cual en ocasiones resulta mas relevante que el potencial genético de
los cultivares (Booth, 1968, Taliercio y Haigler, 2011). Asi mismo, se sabe que la
cantidad y calidad de fibra son las principales caracteristicas seleccionadas que han
diferenciado a las plantas silvestres de las domesticadas, sin embargo, no se ha

descrito qué tanta variacion habria si se manipulara el sistema de apareamiento.

En este estudio se compard el peso de la fibra derivada de diversos sistemas de
apareamiento en plantas silvestres y domesticadas. Los resultados mostraron que la
fibra de las plantas cultivadas es mas pesada que en las plantas silvestres (Tabla 9)
independientemente del sistema de cruza, aunque no existe diferencia significativa
entre poblaciones. El tratamiento de reproducciéon en donde se obtuvo el mayor peso
de este caracter fue la autopolinizacién en plantas cultivadas, lo que se puede deber al
conjunto de factores que conllevan al sindrome de domesticacion (potencial genético,
sistema de reproduccion y factores externos en donde se encontraba), asi como a los

factores ambientales y estrategias de establecimiento.
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Biologia floral (morfologia)

La seleccion artificial durante el proceso de domesticacion de las plantas de algodon
pudo haber modificado los patrones de variacion morfoldgicos, funcionales y genéticos
gue no son el objeto principal del mejoramiento, al conjunto de esas modificaciones se

le llama sindrome de domesticacion (Diaz, 2010).

El analisis de variacion de los 9 caracteres morfoldgicos trabajados, muestra
diferencias significativas derivadas de las pruebas de ordenamiento y andlisis de
varianza. Se obtuvieron seis caracteres con diferencias significativas para ambas
poblaciones en donde los valores mas altos se presentaron en la poblacién cultivada;
los caracteres con diferencias son: Largo de Bracteas, Largo de Pétalo, Sujecién al Tallo,
Tamafio del Estigma, Hercogamia y Largo de Anteras (Figura 15). Ambas poblaciones
difirieron significativamente entre si, por lo que se puede afirmar que hay variacién en

la morfologia floral de plantas silvestres y domesticadas.

En general, los valores mas altos en las dimensiones de las estructuras analizadas se
presentaron en las poblaciones cultivadas (plantas domesticadas); éste es un patron
similar al de otros procesos de domesticacion como en el frijol (Phaseolus vulgaris L.),
el maiz (Zea mays L.), el tomate de arbol (Cyphomandra betacea S.), la calabaza y hasta

algunas cactdceas columnares (Lépiz, 2010; Luna Morales, 2004).

La hercogamia, mostré un promedio de 4.07 mm en poblaciones silvestres y 2.48 mm
para plantas cultivadas; esta diferencia puede ser una razén por la cual la
autopolinizacién en las plantas cultivadas resultd6 mas exitosa que los demas
tratamientos (Umbeck et al, 1991; Llewellyn et al, 1996). Esta caracteristica puede
estar ligada al sistema de apareamiento (a menor distancia entre el estigma y las
anteras existe mayor probabilidad de autopolinizacién). Aunque estos datos parecen
ser contundentes y demuestran una diferencia significativa, no se omite mencionar

gue la desviacion estandar en los datos fue 1.99 en silvestres y 1.33 en cultivados.
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De acuerdo con el cluster, la clasificacion de los individuos presentd un patrén de
distribucién continuo pero con algunos traslapes entre poblaciones. Lo anterior se
puede deber a que existe variacibn morfoldgica probablemente por factores
ambientales y genéticos o al flujo génico reportado de plantas domesticadas a plantas
silvestres en Oaxaca (Wegier et al, 2011). Asi mismo, no se puede asegurar que las
poblaciones en donde no ha habido flujo génico tengan otras caracteristicas silvestres
mas acentuadas o que existe una morfologia hibrida entre silvestres y cultivados en

Oaxaca.

La informacién que aporta el andlisis de agrupamiento jerarquico (Figura 13 y 14),
confirma la importancia de medir el mayor nimero de variables posibles en estudios
cuyo objetivo esta relacionado con la variacién y la domesticacidn; sin embargo ahora
sabemos que para la comparacion de flores de plantas silvestres de la metapoblacién
Pacifico Sur y cultivadas es relevante medir: la hercogamia, la sujecion al tallo y el largo
de la flor, ya que la medida de sujecién al tallo tiene una gran variacion en plantas
cultivadas pero no en silvestres y la medida de hercogamia tiene variacién en ambas

poblaciones.

Es importante destacar que la domesticacion como proceso evolutivo implica que los
cambios en las caracteristicas morfolégicas pueden ser heredados, esto es posible
cuando estas caracteristicas poseen bases genéticas y no solo constituyen una
expresion fenotipica del ambiente en el que se encuentran. Sin duda, el conocimiento
de los aspectos genéticos de las caracteristicas de G. hirsutum, en relacién al proceso
de domesticacion, resulta de gran importancia porque permite conocer si la seleccién

artificial ha modificado patrones de variacidn genética funcional.

45



6. CONCLUSIONES

e Se determind que Gossypium hirsutum cuenta con un sistema de apareamiento
mixto tanto en plantas silvestres como en cultivadas en México. Esto es
importante para los analisis de riesgo, estrategias de conservacion y medidas

de bioseguridad que se puedan implementar en el pais.

e La evaluacion sobre el periodo de germinacién resultd determinante entre
poblaciones ya que se obtuvo un periodo significativamente mas largo en
plantas silvestres que en plantas cultivadas; asi mismo, se identificaron
diferencias entre tratamientos tanto el periodo como el porcentaje de

germinacién en ambas poblaciones.

e El peso de la fibra fue mayor en plantas cultivadas, confirmando el sindrome de
domesticacion por la presién de seleccidon de este caracter. Sin embargo no

existieron diferencias entre tratamientos para esta caracteristica.

e Los analisis de varianza del tamafio de los caracteres entre las dos poblaciones
estudiadas muestran que seis de los nueve caracteres analizados tienen
diferencias significativas; lo anterior demuestra que la seleccion artificial en G.
hirsutum ha propiciado cambios morfoldgicos que han permitido diferenciar las

poblaciones estudiadas.

e La diferencia significativa encontrada en el caracter hercogamia, muestra una
posible relacién entre esta distancia y el tipo de polinizaciéon que realiza la
especie, lo cual podria representar una caracteristica del sindrome de

domesticacion.
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7. PERSPECTIVAS DE ESTUDIO

El presente trabajo representa un punto de partida para futuras investigaciones
relacionadas con la ecologia, reproduccién y biologia floral de Gossypium hirsutum,
sugiriendo la atencién en otros aspectos no considerados en el presente trabajo, tales
como: toma de datos relacionados con los factores abidticos presentes a la hora de
realizar los tratamientos, analizar y relacionar los nutrientes del suelo con la

produccidn de fibra, peso, numero y viabilidad de semillas.

Se propone un estudio posterior en el cual ambas poblaciones (silvestres y cultivadas)
se encuentren bajo los mismos factores, en condiciones controladas, esto a partir de

las semillas generadas en el presente estudio con el fin de reducir el efecto materno.

En relacion a la morfometria se recomienda medir la apertura floral a lo largo del dia,
considerando periodos cortos de tiempo, con el objeto de relacionarlo con el nimeroy
tipo de visitantes florales y de encontrar otras caracteristicas relacionadas con los
sindromes de domesticacion. Asimismo se propone que se amplie el nimero de

muestras.

Durante el proceso de germinacion, se observd que cuando algunas semillas de un
domo comenzaban a germinar, las demas iniciaban este proceso también,
independientemente del tratamiento del que procedian, este fendmeno podria sugerir
gue existe algun tipo de factor que induce este proceso; por lo que se propone realizar
un estudio para demostrar este efecto. Se recomienda realizar el proceso de
germinacioén en recipientes independientes para cada semilla, a fin de evitar el efecto

antes mencionado.

Es necesario continuar con investigaciones enfocadas a la evolucion y ecologia de esta
especie para asi poder crear proyectos de manejo, uso y conservaciéon de centros de

origen y diversidad realizando estudios a corto y largo plazo.
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Derivado de las experiencias adquiridas durante el trabajo de campo, considero que es
importante transmitir a los habitantes de las comunidades en donde hay algoddn
silvestre, la importancia que tiene conservar estas plantas, ya que muchas personas
cambian los cultivos por otros que les generen mayor ventaja econémica (algoddn por
maiz) o simplemente las eliminan para dar una mejor vista a sus terrenos. Esta difusidn
seria con el fin involucrar a las comunidades en el cuidado y conservacién de éste
recurso con tan alto valor ecolégico y hacerlos parte de las medidas de conservacion

de los centros de origen.
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respectivamente). Letras diferentes denotan diferencias significativas con P<0.05 para Seed-set
obtenido por la prueba de Tukey. (Ag- Agamospermia, PC- Polinizacion Cruzada, AA-
Autopolinizacién Automatica, AM- Autopolinizacion Manual, CE- Control Emasculado, C-
Control).

Figura 11. Porcentaje de semillas germinadas al dia 6 provenientes de flores de Gossypium
hirsutum cultivadas sometidas a 5 tratamientos y un control para evaluar sistemas de
polinizaciéon. Letras diferentes denotan diferencias significativas con P < 0.05 (prueba de
Tukey). (Ag- Agamospermia, PC- Polinizacion Cruzada, AA- Autopolinizacién Automatica, AM-
Autopolinizacién Manual, CE- Control Emasculado, C- Control).

Figura 12. Germinacidon acumulada de semillas germinadas al dia 6 provenientes de plantas
cultivadas sometidas a 5 tratamientos y un control para evaluar sistemas de polinizacién, letras
significativas denotan diferencia significativa

Figura 13 Analisis de agrupamiento jerarquico para caracteres medidos en campo. La clave en
la parte inferior corresponde a los individuos culti son lo cultivados y silv son los de Pacifico
Sur. Los cuadros en rojo representan el mejor agrupamiento de acuerdo a la prueba de
Calinski. Los nimeros en medio del cluster significan los grupos formados.

Figura 14 Anadlisis de agrupamiento jerarquico para caracteres medidos en flores colectadas en
alcohol. La clave en la parte inferior corresponde a los individuos. Los cuadros en rojo
representan el mejor agrupamiento de acuerdo a la prueba de calinski. Los nimeros en medio
del cluster significan los grupos formados.

Figura 15. Analisis de varianza por caracter de poblaciones silvestres y cultivadas. LP Caracter
largo del pedunculo, ST Caracter sujecion al tallo, LF Caracter largo de la flor, LBr Caracter largo
de las bracteas, LPet Caracter largo de los pétalos, TG Caracter tamafio del gineceo, TE
Caracter tamafio del estigma, LA Caracter largo de la antera, Her Caracter hercogamia. * Indica
medidas de caracteres tomadas en flores frescas en el sitio.
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