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Resumen 

La especie Gossypium h.iI'sutum tuvo· su centro de origen en México y en 

la actualidad se considera endémica de Mesoamérica. Los objetivos de 

esta investigación incluyeron el conocer la diversidad genética de las 

poblaciones de México. Con esta información se planteó comparar los 

datos sobre distancias genéticas y distancias geográficas, y de esa 

manera, poder sugerir la distancia ala que se interrumpe el flujo 

genético. Esto ayudará a proponer medidas de bioseguridad para el 

cultivo de plantas transgénicas. Se analizaron 141 individuos 

pertenecientes a 13 poblaciones, utilizando cinco loci polimórficos de 

microsatélites de cloroplasto.La diversidad genética encontrada fue 

alta (He = 0.98+/-0.004), e identificamos 40 haplotipos. Las poblaciones 

de Gossypium h.irsutUID, están moderadamente estructuradas. Aún así, 

hay cuatro regiones altamente diferenciadas (Nayarit, Campeche, 

Penín.sula de YucatánNorestey Península de Yucatán Noroeste). Esta 

fuerte estructura fue probablemente producto de dos fenómenos que 

ocurrieron en diferentes áreas y distinta intensidad, ampliaciones del 

rango de distribución de la especie y por el otro .aJ.slamiento por 

distancia entre las poblaciones. Estos patrones sugieren que a 

distancias menores de 265 Km existen poblaciones muy parecidas 

mientras que a distancias mayores existe una razonable estructuraCión 

genética. Por ello, también podemos concluir que la dispersión de las 

semillas es mayor a laque pudiesen aportar los polinízadores (8 Km). 

Con estos resultados, las precauciones necesarias para el cultivo de 

plantas transgénicas de algodón son: la distancia mínima de 265 Km de 

poblaciones naturales, utilizando en todos los casos trampas para 

semillas y alejados de cuerpos de agua. FinaJmente,.es necesario 

analizar profundamente la desaparición de las poblaciones en el Golfo ·de 

México, e inferir las medidas necesarias para la conservación de esta 

especie. 
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Abstract 

The species Gossypium hirsutum has its center of origin in MeXicoand 

nowadaysit ÍS considered endemic to Mesoamerica. 

Themain ol;:>jective ofthis research included theknowledge ofthe genetic 

dlversity on MeXican populations. With thisinformation, we compared the 

genetic.and the geographic distances to suggest limits to geneticflow. 

This information will be usefulto establish biosecurity proceduresfor 

transgenic. plants management. We ana.lyzed 141 individuals from 13· 

populatioIls with five polymorphicchloroplastmicrosatellite locLThe 

ge4etic diverEitywashigh (HE=O.98±O.004) and we identified 40 

Mplotypes. The populations ofGossypium hirsutumthat we B.n.alyzed 

showed moderategeneticdifferentiatidn, even though thereare four 

highlY structuredregions (Nayarit, Campeche, N orthwestern Yucatan 

peninsulaand northeastern Yucatan península) 

This strong structlWe was probably dueto two ma.in phenomena. tha.t 

oGcurred in cllfferentareas· and withdifferent intensity, range expansion 

eventsandisolationpy distance.These patternssuggest that fordistances 

lessthan 265 Kmthere are verysimilar pOPulations, while ingreater 

dista.nces there ÍS;~ considerable genetic structure. Wecan conclude that 

the seed dispersa.lls higherthan pollinators dispersa! distances reported 

(5 Km). 

With theseresults,we suggest some precautionary procedures forcotton 

transgenic plants management; including cultivated fields ,at· a minimUIIl 

distanoe of 265 Km from natural populations, the employment of seed 

traps and sow1ng far away from body waters. 

FinaUy, it Íqnecessaryto analyze the pop1.Ílatians that disappeared from 

theCoastof MeXico andtake into consideration new strategies forthe 

conservation of this important species. 
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1 Introducción 

La espeoie GO$sypium.hírsutum,unade las especies de plantas de algodón, 

es endémica de Mesoamérioa, zona que incluye alas islas del Caribe, a 

Belice, Guatemala, El Salvador,Honduras,Cost;a. Rica y parte de México 

(FryXell, 1979). En la industria, el algodón debe su importancia a que es el 

cultivo de fibra SUave más utilizado y es de donde se extrae la mayor 

cantidad de aceite de semilla en el mundo (Mei, et 81.2004). 

En el sector científico, el a!godónhadespertado gran interés, ya que· se 

estánobteniendo plantas genéticamente modificadas parala solución de 

los problemas con plagas que tiene su cultivo, Las investigaciones han sido 

muy abundantes en la ultima década, yen consecuencia se han 

desarrolladom.arcadores moleculares de sus organelos y del núcleo. Los 

más utilizados han sido losmicrosatélites (SBRs), desarrollados por Reddy 

y colaboradores en 2001. 

E! objetivo de la genética de poblaciones es comprender la composición 

genética de las poblaciones y los procesos que provocan su cambio. En 

. cualquier especie, la variación genética dentro de una población y entre 

poblaciones se debe a la existencia de varios alelo s .endiferentes loci. La 

medida fundamental es la frecuencia de los alelos de un gen en la 

población. D:ichafrecuenciaalélica puede cambiar debido a una mutación 

. recurrente, selección y migración {Griffiths etaJ. 1996). 

La biolog):ade las pOblaciones consiste en dos partes diSt:intas pero 

interrelacionadas: la estructura demográfica y la estructura genética. La 
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estructura. demog1:'áñcaestá determinada por todos los procesos asociados 

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

.. sistema de apareamiento y la historia de vida. La estructura.genética está 

determinada por la estructura de la población, pero también por procesos 

como la selección, la recombinación y la mutación (Slatkin y Hudson, 

1991). Para determinar la estructura genética, es necesario comprender el 

patrón de variación genética de la especie, lo que significa evaluar los 

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

p"no de los problemas en el análisis de la estructura de las poblaciones es 

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

principal de la estructura poblacional porque determina hasta qué PUIlto 
. . ' 

cada población local de una especie es una unidad evolutiva independiente. 

Si existe un alto flujo génico entre poblaciones locales, entonces todas las 

poblaciones evolucionan juntas; pero si hay poco flujo génico cada 

'poblaCión evoluciona en forma .casi independiente (Slatkin, 1995); 

l.lCaracterización y evolución del género Gossyplum 

El género del algodón (Gossyplum)incluye aproximadamente 45 especies 

distribuidas desde las regiones áridas a semiáridas delos trópicos y 

subtrópicos (Fryxell, 1984). Las especies de Gossypiumexbiben variación 

morfol()gica extraordinaria, pueden ser perennes herbáceas o árboles 

pequeños, presentan diversas características reproductivas y vegetativas: 

A nivel genómico también ha habido un gran aumento en la diversidad 
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durante la Radiación global del género (Endrizzi et al., 1984)conduoiendo 

a la evolución de ocho grupos de especies diploides (n= 13), llamados A, B, 
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Figura l .. Histonia evolutiva del género Gossypium, según la fIlogenia. 

. molecular>múltiple, las especies marcadas con un asterisco han sido 

cultivadas 
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e, D, E,. F, G Y K (Fjgura 1). La historia evolutiva del género incluyó 

episodios múltiples de dispersión transoceánica, de invasiÓn de nuevos 

nichos ecológit;os, y alta frecuencia de hibridación ínter especmcaentre los 

linaJes que están actualmente aislados re productivamente (Wendel, 

2000). 

1.1.1H:istoria evolutiva 

Las investigaciones recientes han esclarecido muchos aspectos de la 

historia evolutiva del genero Gossypium,incluyendo las relaciones dentro 

y entre los ocho grupos de genomas, el origen de los algodones 

alotetraploides (Figura 1) Y la domesticación de cada una de las cuatro 

especies cultivadas. Los datos indican el origen del género hace 12 

millones de .añOs y una rápidadlversificación temprana de los grupos 

principales. Los algodones alopoliploidesparecen haberse formado hace 

uno o dos milloneS .de años, a consecuencia de la dispersión transoceánica 

del ganoma Aal nuevo mundo, seguida por la hibridación con el genoma D. 

Después deformarse los alopoliploides ocurrió una radiación en tres linajes 

modernos, incluyendo esos a GoSsypium hírsutum, la especie 

comercialmente más importante y objeto de esta investigación, ya G. 

barbadense, también económicamente relevante. ya. que entre estas dos 

espeoies cubren el 95% de la producción global de aJgodón{Mei et al. 

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

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

investigaciones más recientes qUe Consideran aspectos taxon6micos 

tradicionales y acercamientos modernos que implican el análisis 

comparativo de las secuencias de DNA (Seelanan et aL, 1997; Wendel y 

Liu, 2002). Estos estudios han conducido aun concepto taxonómico en el 

que un grupo de los géneros se alinean en una tribu pequeña, llarp.ada 

GOssypieae. Esta tribu, que incluye ocho géneros (Fry.x:ell, 1984), se ha 

distinguido tradicionalmente de otros miembros de la familia Malvaceae 

debido a características morfológicas yanaromicas del embrión, la 

. madera, cubierta de la semilla, y por la presencia de glánd1.;1las que 

secretan gossypol, que se distrIbuyen de forma distinta en la planta. 

Recientemente, reallzandoun análisis comparativo entre sitios variables 

del DNA decloroplasto,se ha conflrmado que son ungI'Upo monofIlético 

(Figura 1) (LaI)Uke y Doebley, 1995). Cuatro de los ocho géneros en el 

Gossypieaeson contienen pocas especies, con distribución geográfica 

restringida (Fry.x:ell, 1984). Lebronneoíaes un endémico monotípioo de las 

islas de Marquesas. OephalohíbiSous, de Nueva Guinea y las islas de 

Salomón, también contiene una sola especie. Dos especies de África y del 

este de Madagascarsedesoriben en Gossypioides. Elgénero Ko.lri8i, 

endémioo hawaianoincluye cuatro eSpecies, de las cuales una está extinta. 

Además de estos cuatro géneros pequeños, la tribu incluye cuatro géneros 

con distribuciones más amplías: Hampea con 21 especies que es 
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neo tropical, CienIuegosia. incluye 25 especies y se distribuye en la. franja 

neotropical y en algunos lugares de África, y 17 especies se reconocen en 

Tbespesia., que espantropical. 

Los linaJes más cercanos de Gossypium, son los del género Gossyploides de 

África y el género endémico hawaiano Kokia.. Después de su probable 

origen mioceno,Gossypium se dividió en tres linajes importantes: los 

diploides del nuevo mundo CD); los dipl6idesde África y Asia CA, B, E yF); 

yel grupo australiano (O, G yK). Esta radiación global fue mediada por 

varios acontecimientos de transporte oceánico y acompañada por la 

diferenciación morfológica, ecológica, ycitogenética. El algodón poliploide 

originado probablemente durante el pleistoceno, conlas cinco especies 

modernas representando a los descendientes de una colonización 

temprana y rápida de las zonas tropicales ysubtropicales de América. 
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1.1.2 Distribuci6nactual 

Figura 2. Mapa de la distribución geográfica de las especies poliploides 

delgénero Gossypium en América (Fryxell, 1979). 

La Fi:gura 2 muestra la distribuoión de las espeoiestetraploides según lo 

reportadoporFryXell en 1 984. Gossypium birsutum en endémico de 

Mesoaménca, zona queinoluyea las islas del Caribe, a Belioe, Guatemala y 

la m..a.yoría deltetTitorio mexioano.La.F:igura 3 corresponde a la 

distribución de GoSSYPium birsutum en México, la información fue 

obtenida deloS herba.riosy de las colectas de estaínvestigación. 
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Fi@ra 3: Mapa de la distribución geográfica de la especie Gossypium 

hirsutum, en la República Mexicana. 



1.2 DescripciÓD de la especie 

Gossypium hirsutum presenta una ra.iz principal pivotante o axonomorfa.. 

Las raíces secundarias sigUenuna direooión horizontal. En suelos 

profundos y de buendreD8je, las ra.ices pueden nega.rha.sta.los. dos metros 

de profundidad. Enlos depOoo fondo o maldrenaJe apenasaloanzan los 50 

cm. El taJlo principal es erguido, ylosta.llos secuncla;ctos, que parten del 

prinoipal,püeden ser vegetativosofruotíferos. Las flores sondialipéta.las, 

oon 4 brá.ctea;ay estambres numerosos que envuelven al piStUo. El fruto es 

una cápsulacontresaoinco carpelos, quetíeneseis a.diez semiIla.s cada 

uno. Lasoélula.s epidérmioas de las semillasoonst1tuyen la fibra llamada 

aJgodón. LaloDgitudde la fibra varía. entre 20 y 45 om., y el oalibre, entre 

15 y 25.lllÍcra.s. Después de lamaduraoión.del fruto se produce la 

debiscenoia,abriéndosela cápsula, y dejando la fibra al descubierto 

~ellf1979) 

1.2.1 El algodón cnltivado 

Una fraooión sustancial de los más impOrtantes cultivos del mundo fueron 

dODlestioadosen Amérioa, la lista :incluye maiz, papa, oamote,yuoa, frijol, 

oaoa.huate,girasol, tomate, aJ.godón y tabaoo. Por medio delfeohadocon 

carbono radioactivo, ahora se sabe también que estos cultivos están entre 

los más antigUos (Evans y Libery, 1992). En México la primera región en 

la. que se cree que secu1t1vó el algodón fue en Veraoruz. Se tenía una 
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producción en el siglo XIV de 116 millones de libras (llibr&;::::0.43 kg), pero 

disminuyó al negar los españoles. A partir de 1860 aumentó el interés en 

varias partesdeMé.xicoc:aodriguez, 1982). Las zonas que se dedicaban a 

. su cultivo están. situa.da.sen el norte, cerca de los Estados Unidos. 

El alg'odónesla plantatextfi de fibra suave más importante del mundo ysu 

cultivo es delos mása,ntiguos.La.palabra algodón ProViene de la India en 

dondesigDí1ica.ba. tejido fino. Histórioamente, elaJgodón ha Sido un cultivo 

importan:w paralos pequeños agricultores. India es un ejemplo típico. Allí, 

másde.17 mill.onesde personas dependen del cultivo de algodón, en su 

mayqría.agrioultores pobres que sostienen a sus familias con lo prodUcido 

en manos de 2 hectáreas de tierra.. 

Los ataques depIagasmásincidentes en el cultivo de algodón son: heliotis 

(Heliotbis &r'migera), gusano rosado (Pectinophora gossypieHa), araña roja 

(Tetra.nichus urti.cae), pulgones sobre todo la especie Aphis gossypii. 

Existen otras plagas queataoan a.l cultivo pero en menor medida y son las . 

siguientes: Oruga. espinosa (APiasinSu181la), mosca blanca (RemiSa ta.bacl), 

prodenia. (8podopteralitoraJis), trips (ThI'ips angusticeps y T. ta.baci), 

gusano gris (,Agrotis segetum),ga.rda.na (Spodopteraex:i¡Jua). 
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1.8.8 Algodon transgénico 

De todos los cultivos del mundo,el aIgodón es en el que se aplican más 

pesticidas. En.·él se utiliza más del 1 0% de los pesticidas (inclusoaJ.gunos 

delos más peligrosos) y aproxlmada.mente.e125% de los 1nSecticidasdel. 

mundo~Aun cUBJido elaIgodónes cultivado en tan solo el 6% de la tierra 

agrícola de la India, más de15S% de todos los pIa.gUicidasútilizados en la se 

aplican a suproducci6n . 

.. ElaIgodon fU,e uno de los )lI'imeros cultivasen ser maniPUlados 

genéticamente por la industria y también uno de los . cultivos transgénicos 

más rá.pidamente a.doptado desde su introducción comercial en 1996. 

El algodón BolJ.ga.rd, desarrollado por Monsanto y ensa.yado en campo 

desde 1992, produce una. PfQteína. para el control deinSeotos (CrylAc) 

delivada de labaoteria Bacil1us thuriJlg1ensis subsp. :truJ:.staki (B.t.k.), 

. presente nat1l1'almente en el suelo. La producción de la proteínaCry1Acen 

la planta de aIgodónotorga una protección contra. plaga.sclaves de insectos 

Lepidópteros (Heliothis armigera., Peotinopbora. gossypieJ1a.J EBrias 

i.nSUla.na., yAgrotis segetum). En.numerosos países en todo el mundo·se 

.ha.n rea.uzado formulaciones microbiana.SdeBacillus thur:lngiensiS que 

contienen la proteína inSecticidaCry1Ac, y han sido utilizado largo tiempo 

'sin .daños colaterales registrados (Berberich et aJ., 1996). Lá proteína 

.CrylAcproduciq,aen el aIgodónBollgard es casi idéntiCa en estructuray 

. actividad á la proteína. Ory1Ac ~contra.da en la naturaleza y en 
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formulaciones microbianas B.t.k. comercia.les. Baamus thurJ.ngieD.Si8y las 

formulaciones microbia.nas B.t.k. han demostrado serespeoífi.oas para las 

plagas de insecto a las ouaJ.esestá.n dirigidas (inseotosblanco) y no 

parecen tener efectos nocivos para organismos no-blanoooomo insectos 

benéficos, páJaros, peoesy mamiferos, incluyendo humanos (U.S. E.P.A., 

1989). 

En nuestro territorio podemos encontrar cultivos transgénioos en las 

siguientes regiones: 

Sina.loa, Teo~ Colima, Sonora Norte, Cd. Mante,Sonora Sur, Baja. 

California., Comarca Lagunera, Tampico Tamaulipas, Chihuahua, yPla.niole 

Hua.steoa. 
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1.3 Genética depoblac:lones 

La Ley de Hardy-Weinberg, desoribe una poblaoióndiploideen equi.librio, 

bajo 10sSiguientessupuestos:aparea.miento al azar (pa.nmtxia ), ausenoia 

de muta,oión, sin deriva génioa (tamaño infinito depoblaoi6n), sin 

ID.igraoión y sin seleooión, eS·deoir, una poblaoión que no evoluoiona. La Ley 

de Hardy-Weinbergesta.bleoe un punto de referelioiaa partir del cual 

oomparamos poblaoiones reales (Gri.ftltbsetal. 1996). Dioho equilibrio es 

expresado en unaeouaoi6n, elbinomio (p+q)2, que inoluye las freouenoias 

g'enotipioasesperadas en una población diploide para un solo loous {las 

freouenoiasgenotípioas de los homócigos delosalelos AA (D}y a;a (E), yIa, 

frecuenoia genotípioadel heteróolgo, A1J. (EI). Según la ecua.oión de 

equillbrioenausenoia de fuerzas evolutivas, las fraouenoia.s·genotípioas se 

m&lltienen oonstantes degeneraoión en generación. Esto es: 

pa + 200 + cf ': 1 

¡P= f(AA)=D 

2pq = f(Aa) = H 

q2 = f(a.a.) = R 

Donde,p = f(A) eslafreouenoia del alelo II.A",q = fea), es la frecuenoia del 

alelo "a", dado c¡ue se trata dese trata de una poblaoióndiploide,donde, p + 

q =1 (Hartl Y Clark, 1989). 
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1.3.1 La estructura dalas poblaciones 

De los tres pioneros de la teoría. de la genética de poblaciones, R. Fisher, 

J.B.S. Halda.ne y 8. Wright, el último fue el que más se interesó en la 

estructura de las poblaciones y su rol en la evolución. Haldane y Fisher se 

centraron más en la evolución en las grandes poblaciones con 

apareamientos al azar en las cuales la e.structura poblacional no era un 

temareleV8Jlte. Granpa.rl;e del trabaJo teórico de Wright puede 'ser 

considerado como una demostración de .cómo la estructura demográ.fica.de 

una población determina. su estructura genética. Wright se percató de la 

diverSidad de estruoturas demográ.ficas que puede tener una espeoie, e 

intentó siempre que.fuera poSible reducir esa. complejidad. a ecuaciones 

simples que basta.ranpara predecir los rasgos m.á.s importantes de la 

estructura genética (81atk:in, 1996). 

El trabaJo de Wright sobre la. determinación delooeñciente de endogamia. 

de un pedigrí es un ejemplo excelente de los métodos de Wright. Mostró 

cómo el efecto de cualquier patrón del linaje en la correlación del estado 

genético de un locus puede ser resumido por un valor único, el coeficiente 

de. endogamia, el cual puede ser determinado mediante el trazado de 

caminos en un linade del árbol genealógico (Wright, 1969). Antes del 

método de Wrigb,tno ex:iBtía ninguna razón para a.sum:ir de antemano que 

la endogamia .en distintospedigríea pudiera ser caracteriZada tan 

fácilmente. Diferentes clases de endogamias podrían haber resultado de 
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diferentes clases de a.ncestralidad común. Wright mostró que un sólo 

número era. suficiente. 

La teoría. deWright del taInañoefectivo pobla.cional es un resultado del 

miSmo tipo. Mostró que las complejidades de un sistema de apareamiento 

táJ.e,s como la proporción de los sexos o los efectos de la. variación temporal 

del tamaño pobIacional pueden ser resumidas en un único número -el 

tamaño efectivopoblacional- que determina la fuerza global de la deriva 

genética en una poblaoión. En este caso, trabaJos posteriores de Kimura y 

Orow (1964), entre otros, han demostrado que para diferentes propÓSitos 

se requieren diferentes definiciones delta.maño efectivopoblacional. 

El análisis de Wr:ight acerca de las poblaciones geográficamente 

subdivididas tenía el mismo objetivo. Mostró que en muchos casos el efecto 

de una dispersión restr:ingida podía. ser descrita. por un sólo valor. En su 

"modelo de isla", en elcuaI cada población local reemplazaba una fraoción 

"mn de, sus residentes con indiViduos elegidos al.azar de una gran colección 

de poblaciones locales, mostró que la varianza en las frecuencias aJélicas 

entre las'islas es aprox:ima.damente 

Vp= p(l-p)/l+ Nm 

Donde N es el ta.mañoefectivo poblacional de cadapobla.ción 10ca.I, m es la 

tasa de,in.Z.I:ligración, y p es la frecuencia. promedio del a.l.elo entre los 

illl:Iligrantes (Wright, 1931). La varianza. depende sólo de la combinación 

de lospar4m,etros, Nm, y no de ca.da parámetro separadamente. 
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1.3.2 Ais1amiento por cUstancia 

MAs tarde, Wright consideró. el problema del.aisla.miento.por dista.ncia 

(Wright, } 943) Y modeló una situación en la cuaJ la dispersión de las 

especies que ocupaban un área. geográfica estaba restringida. Procuró 

computar la varianza en las frecuencias alélica.s entre áreas locales y la 

relación de· los coeficientes de endogamia en áreas de diferentes ta.ma.ños. 

Ooncluyó que lo queél.ha.bía definido comota.ma.ñodel vecindario -el 

número de indiVidUaSen un área de la cual fueron muestreados los padres 

de· cada indiViduo- eraeqUivaJ.ente alta.ma.ñoefectivo poblaclonal de una 

sola. población y era sufioiente para. predecir el grado de variación en las 

freouenCias aJ.élicas entre las localidades. 

Otro trabaJo teórico sobre el problema del aislamiento por distancia, en 

particula.r por MaJ.écot (1965) y por Kimuray Orow (1964), mostró que el 

análisiS de Wright (1943) era inCompleto .. Estos autores mostraron que de 

hecho la varianza. entre las frecuencias alélioas deárea.s diferentes no 

puede ser computada, como Wrig'ht había aIll'ID.B.do,solamente a partir del 

tama.ño vecindario. Para. alelas neutros en un locus, la varianza en las 

freeuencias aJ.élioas entre loca.l1dades depende tanto del tama.ño del 

vecindario oomo de la tasa demutaci~nen ese loous. Ademá.s,la 

disminución en la cova.rtan.za. de las freouenciasaJ.élicas con la distancia 

geográ:t;ica depende también de la. tasa de mutacióIl..No es posible, 

entonces, lograr el objetivo de Wri.ght de oaraoterizar el efecto del 

aislamiento por distanoia estrictamente en términos de la estruotura 
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demográ.ñca. de la. pOblación, al menos utilizando va.ria.nZa.S y covarian?,88 

genéticas. El tamaño del vecinda.r1o depende de las dista.ncias de dispersión 

y de las~ensid.a.des de población, las cuales forman pa.rtede la estructu.:ra. 

demográflca., pero la. tasa de mutación depende de procesos genéticos que 

variarán de unlocus a. otro. 

El resul.ta.do de Wrlgh,t para el modelo de la. isla nos habla del equilibrio 

alcanzado entra al flujo génieo y la. deriva genética.. 8i Nmes mucho mayor 

que 1., el tlujogénico sbbrepasalos efectos de·la deriva e mpide la 

. diferenciación loca.1. 8i Nm es mucho manorque 1, la deriva actúa. en forma 

caSi independiente enca.da. población. TrabaJos más recientes (Ta.ka.hata, 

1983) han demoS'tt'a.do que a una población le lleva un tiempo t, el cual es 

a.prox:i.m.a.damente elm.a.yorde 2Ny l/m, aloanzareste equilibrio. Antes de 

tí, la. compoSición genética. será. determ.ina.da. principa.lm.entepor las 

condiciones iniciales, y después de tia composioiónserá. determinada. por 

Nm. Haldane· (l930) consideró el probleínadel equilibrio entre el flujo 

génico y la. selección. Asuntió .que los i nmjg'rantes llegados a una isla. 

portaba.Íl.un alelo a. que en la iSla. esdeletéreo. Si el coeficiente de selección 

en fa.vor del otro alelo "A", en la iSla. es s y la. tasa de i.nmi.gración es m, 

entonces la frecuencia de equilibrio de "A" en la. iSla esp =1 - sjIn,. sis < m, 

y O (cero), si s > m. El tiempo· que lleva alca.nza.r este equilibrio es 

aproximadamente lj(s-m).EBte resultado ha sido extendido por Na.gylaki. 

(19.76) a modelos más generales de selección. Por supuesto, la selección 

que favorece al mismo alelo en diferentes poblaciones en general mpedirá. 
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la diferenciación sin importar la cantidad de ílujo géDico. Estos resultados 

teóricos nos dicen que el íl'UjogéDico podría impedir la diferenciación en 

aJgunos loci, -aquellos que son neutros o que están bajo una selección débil

pero no en los loci que se encuentran baJo una selección fuerte (81atk1n, 

1995). 

1.3.3 :Mi1;odos para la estimación del. flujogénico 

1.3.3.1 Mitodos directos 

¡.os métodos para estimarelílujogéDico en poblaciones naturales se 

diferencian en direct.os e indirectos (Slatkin, 1987). Los métodos 

"directos" son aquellos que implican observaciones detaJladas d.e la especie 

o experimentos que miden el grado de dispersión. Por ejemplo, mediCiones 

de la distancia ala que se dispersan las semillas o el polen, e incLUSO 

seguj,miento de los dispersores, y cuando es pOSible liberación yrecaptura 

de m:dividuos, .estosdatos pueden proveer estimaciones de lad.i.sta.ncia 

promedio entre el punto de liberación y el punto·de recaptura, las 

.estima.oiones de las distancias de dispersión pueden ser convertidas en 

estlmacionesq.el fl'Ujo géDioo si se asume que los individuos que se 

dispersan poseen las miSmas oportunidades de aparea;rse que los 

ret;identes. Ta.mbién es posible seguir el progreso de. alelos distintivos 

dentro de una población quena obntiene dichos alelos, mostrando por tanto 

que el íl'Ujo géDico ha ocurrido y comprendiendo· sus propiedades (Handal, 

1$82). Un método ligeramente diferente es la utilización de métodos 
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genétioosparala determ:ina.oi.ón de la paternidad y computar la. distancia. 

entre loS progenitores y sus descendientes (Ebrlich y Raven, 1969, 

Ellstrand y Marshall, 1986). 

Las estima.ciones directas indican los detalles de 1& dispersión, incluyendo. 

el periodo en la. historia de Vida de la especie en el cual ocurre la. 

dispersión. 

1.8.3 •. 1.1 AntecedfitDtes de métodos directos para la 

estimaci6n del fJ.tIjo géDico en la especie GoflllY1)l:um 

1.tl.r.Summ. 

La especie Gossypi.um birsutum es generaJmente auto polinizada., pero en 

presencia de lospOlinizadores convenientes presenta. poJ.iniza,Cióncru..zt;lda. 

Las abejas Bombusspp,la.s abejas de. Melissodes, y las abejas de la miel 

(ApiSme11ifera.) son los polinizadores primarios (McGregor, 1976). La 

concentracióndepolinizadores varía. por lalocaJ.iza.cióny porla estación,y 

enIos cultivos es considerablemente suprimida por uso de insecticidas. 

Cuando las condicionesson.favorables, la distribución del polen disminuye 

cOÍlSiderableIllenta con el aumento de distancia. McGregor 1976, diVUJgó 

resUltados de un experimento en un campo de aJ.godón.rodeado por una. 

gra.nca.ntidad de colonias de a.b$s y donde el movimiento del polen fue 

medidopormedio departiculasfluorescentes (160 y 200 pies), 1.6%.de las 

flores mostraron presencia de las partículas. La distanc;ia. máxima a la que 

se encontraron partículas del polen marca.do fué 435 m..RegiStrando 
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entonces que el aislamiento comienza después de esta distancia. Aunque 

demuestra que el mov1miento del polen disminuye rá.pidamente después de 

40 pies (12 metros). 

otro experimento fue reaJ.izado por Umbeck en 1991, dondesembr6 9,800 

plantas·transgénicas en el centro de varios cinturones de plantasilo 

. tra.nsgénicas y evaluó las distancias a lasque se había dispersado elpole~ 

yobservando la expresión de la proteína transgénica enlasseII):ilfu.s 

producidas en los.ointurones, conoluyendo que hay un aislamiento a 12.5 

metros de largo, y queJa Siembra de cinturones de plantas no transgénica.s . 

. puede ser un método efectivo para establecer sembramos detransgénioos 

deaJgod6ncon menoreS nesgosde cont.a.mtoa.ción. 

El esoa.pe· de los genes del aJgodónpuedeproducll>se a través del polen o de 

lasemilla,aunque n08etienen registros de las distancias que esta Ultima 

pUede'reoorrel',sinemba.1'go,c.omo Pl'ec$ución.en Estados UDidosse exige 

enlos oultivos transgénioos, utill.za.rtrampas para las semillas que 

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

1.3~3.2Los :métodos indirectos 

Los métodos indirectos son aquellos que utilizan observaciones delas 

freouenciasalélicas 11 otras característioas medíblesde las especies, para 

dedueir qué cantidad defi:l~o génicooourri6 para producir los patrones 

espaciales observados. Los métodos indirectos dependen de modelos 
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matemáticos qué predicen que patrones se observarían con las diferentes 

tasas de flUjo gé~co. 

Las estimaciones indñ>ecta.s tienen la ventaJa de que iricorporanlos efectos 

de todos los tipos de diSPersión y promedian en forma. efectiva las 

Variaciones en.la diSPersión a través del tiempo. Los métodos indirectos 

poseen la desventaja de que dependen de supuestos acerca de los procesos 

que afectan a. las :trecue~aJ.él1cas, y estos supuestos no pueden ser 

probados en formaindepen.(Üente. Por ejemplo, las estjmacionesindlrect&S 

asumen que la especie se encuentra enequih"brio genéticoy demográ.fioo, 

aJ.goque puede.no ser cierto. 

El método indirecto más comúnmente utilizado se basa. en el estadisticoli'BT 

de Wri.ght, el cual es una. medida de la correla.ción entrelos genes en una. 

subpoblaclón enrela.ción conla población entera. El miSmo Wrightl0 

deñniócomo la cantidadde,eonsa.ngu:in1dadcausadapor lasdifereneias en 

las frecuencias génicas entre las poblaciones y encontró que en un solo 
, . . 

locus: 

donde py bp2, sonIa media y la varianza. de las frecuencias alél1cas entre 

poblacioneS, yes equivalente a la siguiente fórmula: 

FST=1/4 Na ro + 1 

Donde la proporción FBTes la variacióna.lél1catotal que es atribm"ble a las 

diferencias entre las poblaciones y predice que la divergenoia. neutral del 

loous, es determinada. por el número de alelos qJ,1ese intercambian entre 
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poblaciones en ca.dageneración (Latta, 2004). Así que representa la 

diferenciación genética entre las poblaciones y es un estimador, en el 

equilibriO, de laIDigración,por lo tanto es un reflejO delaisla.miento que 

existe entre las misma.s(Ouborg ataJ., 1999). 

Slatkin (1993),·encontró mas recientemente que FST puede proveer más 

información si se calcula para cada. par de pOblaciones muestreadas, 

cOnsideradpla tasa deaproximaci.ón al equilibrio deF8'l'en el modelo "paso 

a. paso", ya que á,ún Ctlando el tiempo total que le neva a FST aloanza.r sus 

valores de equilibrio entre pares de poblaciones es bastante largo, el patrón 

de los valores deFST anteade que se alcance el equilibrio es también 

revelador. Es un modelo en elcualhay un conjunto de sitios vacíos que son 

coloniZados todos a un mismo tiempo"t en elpasado por po'bla.cionesque 

descienden de una única pobl.ación ancestral. Este modelo representa 

dispersión rá.pida. de1..lD.a. especie dentro de un área previamente 

desocupada. Entre el tiempo"t y el presente existe flujo génico entre 

poblacionasadyacentes y que el patrón de equilibrio de M CM ... 4Nm.j kt 

donde k es la distancia que separa. a las poblaciones) es una función de la 

dista.n.cia observad.aentre las poblaciones que se encuentran 

suficientemente cerca, y que no habría ninguna. relación entre My la 

distancia. parala.spoblaciones que se encuentran separada.s por distancias 

más grandes. En otras pala.bras, el patrón dea.islamiento por distancia 

aumenta a. medida que crecen los valores de 't. El di.á.m.etro del área en la 
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cua.l el patrón de equilibrio es detectable esaproxima.damente proporcionaJ. 

a,f Nm T. 

NumerosoSeBtudios han aplicado tanto los métodos directos oomo los 

indirectos a poblaciones natura.les. ID utilizar cada método en forma . 

separada. provee de información acerca de la especie estudiada, pero· en 

ausencia. de otros conocimientos acerca. de la especie es diñcU saber qué es 

10 que verdaderamente se está. aprendiendo. Los estudios en los cuales se 

ha.nut~o métodos.directos e indirectos, sugieren que las especiesca.en 

a grandes rasgos en tres categorías (Sla.tkin., 1993). La. primera contiene a 

las especies que los estudios directos indican que poseen una. gran 

capacidad de dispersión:l que los estudiosindirectos:indica.n a.ltos niveles 

de flujo génico.Muchas especies de aves sondeeste.tipo (Barrowolough y 

Johnson, 1988). La segunda categoría contiene alas especies que tanto los 

niétodos directos como indirectos indican que existe una muy baJa 

dispersión. Especies de .saIa.ma.ndras sonde este tipo (8la~ 1987). La 

tercera ca.tegoría.,contiene alas especies en las cuales los estudios directos 

ind.iOa.h que ladispel:'Sióll ocurre sobre distancias muy cortas, pero los 

estudios indirectos indica.nque ocurre un flujo génico suBtancialsobre 

diSta.nciasmucho :más grandes. 

Hay dos explicaciones para la diferencia entre las eBtimaciones directas e 

indirectas del flujo génico (81atltln, 1987). Una es que la dispersión es 

altamente variable en el tiempo. Puede ser que los estudios directos se 

pierdan los eventos raros de dispersión que son los responsables de los 
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altos niveles de flujo génioo hallados en los estudios indirectos. Esto es 

probablemente oierto para aJgunas espeoies debido a que la. disperSión a 

la.rgasd.istanoias puede' ser provooa.dapor oondiciones ecológicas 

inusuales,quefavorecen el flujo genético, como lo serían huraca.nes, o 

cambios .eulas corrientes maritimas, cualquier condición cl:imá.tica que no 

podemos percibirfá.cilmente pero que pueda influir en el flujO genético. 

otra explicación es que estas especies no se encuentran aún en equilibriO 

genético baJo SUS a.ctualescondiciones demográficas. Este sería. elcaso si, 

por ejemplo, la especie hubiera expandido recientemente su distribución 

geográftca.Sabemosque este proceso puede ocurrir muy rápidamente. 

El que una especie se encuentre o no en equilibriO genético es de interés 

para. comprender el potenciaJ. evolutivo de las especies. El flujo génico 

puede re~·la evolución delas poblaciones impidiendola.\a.dapta.cióna 

las condiciones locales, aunque, sí una especie n.o se'encuentra en 

equilibriO. baJo los niv.alesa.ctuales de flujo génico, entonces la. selección no 

estárestringi.da. por.el flujogénico y las adaptaciones locales pueden 

evolucionar (Sla.tkiny HUdson, 1991). 

1.4 Marcadores moleculares 

Los Iílicrosatéliteg. o Simples secuencias repetidas (SSRs) (Litt y Luty, 

1989), son unida.des deDNA formados de 1-10 pares de bases, por ejemplo 

mononucleótidos (TT)n, dínucleótidos (AT)n, otetranucleótidos (AAGG)n. 

Estos looi genéticos se encuentran en regiones codificadora.syno 
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codíticadoras del DNA genómicoy una de las hipótesis más probables sobre 

su origen es que se forman por eventos·de rompimiento durante la. 

replicación de estos sitios los .cuaJes generan polimorfiSmos con valores 

aupe:rioresal90% (Gupta.et &1., 1996). Los microsatélites de DNA nuclear 

han sido detectados en múltiples grupos de plantas y ant rna les, y han Sido 

.utilizados fundamentalmente para estudios sobre la. variaoión genética 

intra e ínterespeCífi.ca, aná.lisiS de ~es y sobre los sistemas: 

reproductivos. Recientemente se han encontrado microsatélit.es en allSunos 

organeloscitoplas;máticos, como elcloroplasto (Vendramin etB1., 1996)y 

la mitocondria..Por no sar recombina.n.ates, ypo:r que losorganelosson 

heredados uniparentaImentebansido exitosamente utilizados. 

En estudios re&lizados con elmtDNA de animales, se han observado altas 

tasas de sustitución queba.n proporcionado información en muchos 

aspeatos de biología evolutiva de las poblaoiones, incluyendo pa.tronesde'la 

:migración y niveles de diferenciación (Hedrick, 1983). 

En plantas, Sin embargo, el genomadelamitocondria es sumamente 

diverso, caracteriZado por un tamaño grande e índices lentos de 

SUbstitución del nucleótidos, además,presenta ·recombinación 

intramolecul.ar, por 10 que ha estado limitado su uso en genética de 

pobla.ciones (Jame y Lagoda, 1996). 

El genomadel clorolllasto, sinemba.rgo, comparte muchas ca.ra.cterístioa.s 

con el DNA mitocondrial de 10sanimaJes, presenta. alto grado de 

conservación, unaoarencia general de heteroplasmia y de recombinación, 
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por ello es el genoma del cloroplastO una. herramienta atractiva pa.ra 

estudios f"Ilogenéticos de las plantas (Jarne y Lagoda, 1996). Ademástla 

hel'e:ne1a IDaterna.l·genera.lmente en angiosperIllas y paternal en 

gimnospermas permite aclarar las contrJ.1luciones relativas del flujo de la 

semilla y del polen ala estructura genética de poblaciones (Goldstein et aJ., 

1995) . 

. En losúltimoSafíos se realizaron investigaciones que de(:Jcrib~nel 

desarrollo de. microsatélites en GosSJ1Pium llirsutum, lascuaJ.es se citan. a 

contiriuación. 

R.eddy, etal(2001), desarrollaron una investlgaoión para obtenertodoslos 

microsatélites poSibles en el genoIDa del algodón, para después poder 

establecer la estructura y como base para pOder reaJizar otros estudios 

posteriormente. Obtuvieron la secuencia de 588 miCl'Osatélites, logrando 

amplificar 307 (305 en el núcleo y 2 en el clol'Oplasto), de los cuales 

rea.liza.ron pruebas de los polimorfismos para 162, resultando polimórfioos 

74. Todos los datos se .en.cuentran en el GenBank, incluyendo alos dOS BBR 

declor()plasto para los .c-uaJ.es no se realizo D.in.guD.aprue ba de 

a.m.plifica.ción ypolimorñsmo. 

Blu, el; al. (2001 ), aseguran que los microsatélites representan. una nueva 

era de marcadoresllloleculares enelaJgodón,ellos asig'D.aJ:'on los 

IOicrosatélites·del núcleo a diferentes lugares. de los cromOsomas, 

caracterizando asi lasdiferentes·regi.ones . del genoIDa, y confirmando q:ue 
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· una región del genoma que es lla.mada subgenoma. A está conservada en la 

evolución del género. 

Gutiérrez, et 81.(2002), estiman las distanciaS genéticas entre las 

diferentes generaciones, para asociar la. .divergenciacon el mejoramiento 
/ 

de las cosechas de algodones, uti.liza.ndo ·m1crosatél1tes del núcleo, y 

correlacionando la descendencia con características fenotípicas· de la fibra. 

producidaaJrededor de las semmas. La dista.nciagenética más elevada. fue 

0.34, resultado de una· cruza. de dos cultivosaustra.liano, mientras que la 

másbeJa fue 0.06. para. los mismos cultivos. Este estudio demostró que los 

SSR son secuenciaS muy útiles pa.ra.la selección de ciertos fenotipos.quese 

presentan en la, Fa. 

Zbou,etaJ.. (2002), utilizan microsatélites nucleares desarrolladospa.rala 

canola en diferentes cultivos como el a.Igodón,eltrigo, el arroz, naranja, col 

y uva, yampliñca.n con las m.ismas tenipera.turas~nel POR, obteniendo 

bandas polimórficas en geles depol1acrila.m1da. 

Lin y Wendel (2002), describen a los microsatélitescomo herra.mientas 

muy útiles en la. identificación de una cara.cteristicaqlle se considera. un 

beneficio en la. cosecha. Las flores .de Gossypium hiPsutumson receptoras 

de pOlen durante un solo día.; sino se logra la polillización, entonces no se 

presentarA la formación de las semillas. Los agricultores se dedican a 

• seleccionar alas flores que abren más tiempo y con los microsatélites se 

pueden detectar cuáles son los mejores padres para. Ia.ssigUientas 

cosechas, a.sícom,o anaU7,a.r la distancia genética entrela nueva. 
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al.(2003), utilizaron seis genes de núoleo y oloroplasto, para evaluar la. 

rá.pida diversificación del genero Gos8J1Pium en América, y analizar la 

posibilidad de una incongruenoia en el origen del género, ya que 

ooncluyeron que se trata de una grupo monofllético parano pueden 

estableoer. que género es el grupo hermano, así como las rutas que 

oonvergieron para la diverBificación, ya que esta,fuemuy rápida para los 

marcadores que litiliza.:ron, resultando ser informativos los del ilúcleo y no 

. los del oloroplasto. Sin embargo, también utilizan los datos anteriores para. 

rea.liza.r· una evaluación sobre la evolución del tamaño de los .ge:Q.omas de 

las pIant;:a.s, y las consecuencias ecológicas que impl1cala formación de las 

polip10idias, a.unque en el caso del algodón no se encuentra. acompañada. 

porrApidos cambios en la diversifioación del genoma,como sucede con el 

trigo y lacanola, y por 10 tanto diferencian dentro delgenoma delaJgodóna 

dossubgenomas el A (que antes ya se .había. descrito) y elsuhgenoma. D,el 

cual está.·menos conservado. 

SehanreaJ.iza.doestudios comparativos de los marcadores moleculares en 

el genomadelaJgodón, LiuyWendel (2001), reportan confianza en el uso 

de 18SR (Inter. SimpleSequence Repaats),comparadas conlos 88R, ya que 

se obtiene resultados. rápidamente y al no ser necesaria. la. secuencia del 

. marcador, resultan más económicos, son polimórficosytienen amplia 

distribución en el genoIDa. La. mayor utilidad que presentara·este estudio 

. en el futuro, es que ante la. baJa. variación genética que se encuentra en las 

planta.scultivaclas. 
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Ulloay Parcey (2002), publicaron un mapa. genético de Gossypium 

birsutum, reaJizado con RFLPs, para el cuaJ. utilizaron únicamente 

variedades cultivadas.· Y aunque trata.ron de probar a.Iguna. característica 

de calidad de la ftbrallga.da. alos marcadores de RFLP, sin encontrarla., el 

maPa es el primero que presenta. marcadores en los 26 cromosomas, 

ademAs, Nguyen en 2004, retoma el mapa. y logra. colocar 466 

microsatélit9s. 
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a El problema 

2.1 Definicl6n delprobIema de estadio 

Gos8J'Pium lliPsutwn es u:na.especieque tuvo su centro de origen en 

MéXico, es en donde esta mayormente distribuida. en la. actuaJidad, 

adquiere más importaneia.por su relevante uso para la hllmanidad. Saber 

en que estado se encuentra. su diversidad genética, es también saber oual 

es la. reserva de genes que pueden tener uso enla. industria, pero también 

es neces&I'iosabarlo, para. poder establecer como preservar la. diverSidad 

de esta espeCie en estado silvestre, aun más por el cultivo da plantas 

genéticamente mod.tficadas, ya que pudiese estar en peligro la .cliverSida.d 

genética de laspl:a.nta.s silvestres si fueranconta:mjnadas. 

Para. poder establecer cual es el riesgo de contaminación es neoe~o 

prim.ero, evaluar la. estructura. dalas poblaciones y estimar el ílujogénieo 

que eXiste entre .esta.s. El análisis del aiSlamiento que brinda la. distancia, 

es lo que ·nosa.yudara a infeI'ir.lasestra.tegia.S de conservación. 
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2.2 Objetivos 

Determinar la estructura genética. de poblaciones de Gossypium 

hirsutum. 

Estimar las distancias genéticas entre las poblaciones. 

Relacionar los datos sobre distancia genética con las distancias 

geográficas entre las poblaciones determinando si existe a.islamiento 

reproductivo por distancia entre ellas. 

Sugerir las precauciones necesarias para el manejo de plantas 

transgénicas en México. 

2.3 Hipótesis 

Las plantas de Gossypium hirsutum, son autógamas, y según las 

estimaciones, sus poliDizadores tienen baJa. dispersión, por lo tanto, 

·esperamos que las poblaciones se encuentren estructuradas debido a la 

ausencia del flujo génico entre las miSmas. 
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3 Material y método 

3.1 Material biol6gico 

Las localidades de las poblaciones fueron obtenidas de la red de 

biodiversidad de CONABIO (REMIB) en la que se encontraron ejemplares 

de Gossypium hirsutum en las siguientes colecciones: 

Herbario XAL del Instituto de Ecología., A.C., México (33 ejemplares). 

Banco Nacional de Germoplasma Vegetal, México (1 ejemplar) 

Herbario lEE del Instituto de Ecología, A.C., México (12 ejemplares) 

Herbario de la Universidad de Texas - Austin TEX, LL, EUA (26 

ejemplares) 

Árboles de la Peninsula de Yucatán, Flora del Distrito de 

Tehuantepec, Oaxaca y la Familia Asteraceae en México (9 

ejemplares) 

Herbario Naciona.1 MEXU (109 ejemplares) 

Todas las referencias fueron revisadas, y descartadas las provenientes de 

cultivos e mtroducidas. Las coordenadas geográficas fueron utilizadas para 

encontrar los sitios de muestreo. Además se revisaron los ejemplares de la 

colección del Herbario Nacional en el Instituto de Biología de la UNAM, en 

la cual se a.prendió a reconocer a las plantas y a utilizar la clave 

taxonómica de Fryxell (1979). 

Con base en información se elaboró un mapa con divisiones de las 

provincias biogeográficas de México. 
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Las localidades en los estados de Ta.ma.ulipas, Veracruz, San Luis Potosí, 

Tabasoo y Chiapas no fueron enoontradas, mientras que en los siguientes 

estados se reaJ.izaron oolectas: SinaJ.oa, Nayarit, üaxaoa, Campeohe, 

Morelos, Dura.ngo, Yucatán y Quintana Roo. 

El t.a:ma:ño de la muestra se definió en función del ta.m.añ.o de las 

poblaoiones, sin embargo,desde el inicio de la investigación se enoontraron 

muy pocas plantas por 10 que todas fueron colectadas, y esa es la razón 

para que el número de ejemplares de cada población sea diferente. En las 

tres colectas del estado de Oaxaca., y en tres de la Península de Yucatán se 

colectaron plantas en locaJid.a.des muy cercanas, qua ...... "', .. !J .... "'.,. fueron 

reunidas en poblaciones. En el Apendioel se encuentran lasooordenadas 

geográficas de las poblaoiones,aBÍ como, las ooordenadas geográficas de las 

localidades que ·integran las poblaciones de Oaxaoa y la Península de 

Yucatán con mapas, las cuales fueron obtenidas.con un GÍ?S.La Tablal, 

muestra la distancia geográ.fioa que separa a las trece po~aciones con las 

se trabajó en esta in\ireS:~1g~:l'.cl1ón. 

La Península de Yucatán.fue dividida en 4 regiones: Península de Yuoatán 

Noreste (YNE), Península de YucatánNoroeste {YNO),. Península de 

Yucatán Sureste (YSE) y Península de Yucatán Suroeste (YSO). 
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Tabla!. Distancia. geogr:>á.flca entre trece pobla.c~ones de Gossypium. 

hirsutum. (donde, OA es Oa.xa.ca. A, OC es Oaxaca 0, OB es Oaxaca B, Na es 

Naya.:rit,8i1 es Binaloal, Bi2 es Bina.loa 2, Ca.m es Oa.mpeche, Mor es 

. Morelos, YNO es Península. de Yucatán Noroeste, YSOes Península. 'de 

Yucatán 8u;roeste, YNE es Peninsula. de Yucatá.n Noreste, YBO es Peninsula. 

de Yucatá.n Sureste y Du es Durango). 

.<.BU Bi2 ca.m.. MOl' ·Y·NO ·Y80 Y'Nl!1 Y.SE., ~IJ; 

1323 1274 377 493 695 586 831 755 1190 
1216 567 445 887 777 1021 937 1148 

OB 1309 420 525 747 632 872 783 1229 
Na. 1162 1427 673 1601 1.5.69 1791 1806 279 
SU 1323 1267 832 1664 1653 1857 1898 157 
Sj2;:, 1274 1216 1309 1611 1817 1856 126 

. (Ja.tti 377 567 420 1427 212 4134 393 1390 
Mol' 493 445 525 673 1170 1156 706 
YNO 887 '('47 1601 1004 1625 294 1508 
YSO 586 777 632 1569 1653 1611 212 1499 
YD 831 1021 872 1791 1857 1817 4.54 1170 
YSl!\' 765 937 783 1806 1898 1856 393 1156 
DU 1190 1148 1229 279 157 126 1390 706 1508 1499 

Cha.udhry ataJ., en 1999yZhang etaJ., en 2001, publicaron métodos para 

exw.'acción DNAen los que hacen Lt.V,.><:»u.u:, el prOblema extraer con 

caJidadeljminando terpenos, POl.im3.cáridos y fenoles' que co~tienenen las 
I 

plantas de G. hirsutum.. Por lo que se utilizó el método OTAB 2%, 

modificado porVázquez-LObo (1996), pero modificándolo para que fuera 

aun ~a.stJ;in:gente,utUiza.ndo unbufferCTAB 2%PVP~ aunque después 

de rea.liza.r extracciones de mala eaJ.idad, tomamos las sugerencias delos 

protocolOS elaborados por Qhaud1lry et a1(1999) Y Zha.ng at aJo (2001) 
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donde utiliza.n. hojasjóve11es provenientes de pla.ntas juveniles, germinada.s 

en cámara.s especiales, de ;manera. que se logró que la cantidad de 

poJisacáridos y fenolesdisxn.inuyera considerablemente, y por lo tanto no 

evitaraIs. amplificación. de losmicrosatélites. 

Se esta.ndariza:ron las condiciones de germina.ción delas semmas 

coleCta.das: ciclo a de luz y oscuridad de 12 horasca.d.a. uno, .se ma.ntuvola 

humeda.da 60% ylatemperaturaa 352C durante la fase luminosa. y 252C 

durante la fase obscura. Posteriormente se reaJizó el siguiente protocolo. 

Comienza. moliendo en un mortero estéril las hojas con ayudada nitrógeno 

liquido,. s.e agrega,lml de bufter de extracción CTAB2% (Tris-H0l1 OOmM 

pH8,NaOll.4M,EDTA20mM, CTAB 2%yb-ME 0.3%)conelobjeto de 

romper l~ pa.redesoelulares yextra.er el DNA. La. mezcla con CTAB2% se 

recupera en un tubo eppendol'f de 1.6 ml Y se centrifuga. a 10,000 rpm 

durante 8 min a 4 2C. Se elimina elsobrenadante y el penet seresuspende 

e111 ml de buffer OTAB2%. Una. vez resuspendido, se incuba. en un baño a 

6020 10 mino se agregan. 600 de 

cloroformo:octa.D.o124:.1 yse agita hasta. homogeneizar para despuéS 

centrifugara. 7000 rpm durante 16 min (ha.sta.que elsobrena.da.ntequede 

transparente). El sobrenadante se recupera (apro:x:iIn.a.da.ro.ente 600Jtl) y 

. tra.s:lad.a. a un tubo nuevo, el DNA aquí se precipita. con aprox:i.m.a.damente 

500 Jtl de iBopropanol ftioy se deja reposar de 24 a .48 horas a -2020. A 

continuación se centri.t'uga &9000 rpm durante 5 min & 4 20 Y se eJ.i.miD.a. el 
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sobrenadante. El DNA (pellet) puede limpiarse agregando 1 mI de· etanol 

70% frío y c~ntrifuga.ndo a 7000 rpm durante 5 min a. 4"0. Por último, tras 

elimin1 elsobrenadante y dejar evaporar el etanol (30 min 

apr0xJn?-a.damente) el pellet se resuspende con 200fll de dd&O. 

Las mutstraB de DNAobteniclas se dividieron en 2, la mitad se almacenó en 

un co~elador a -70"0 y la. otra mitad se mantuvo a. -202C para utilizarla 

collStan,temente en los experimentos. De la muestra a1.nlacenada a -2020 se 
I 

reaJ.iza.Iion diluciones lJAlen 18f.ll de dd&O. 

i 
i 

S.3 AmpUficación y elección de los microsatilites 

3.3.1 Microsatélites obtenidos de . QoSSJI'IJi.um. ~mm 

Reddy t;,t al (2001), . encontraron dos microsatélites decloroplastoen su 

explo~ión detadO elgenoma de G. hirsutum (Ghl Y Gh2), ellos no 
! 

I 

determ~Daron si eran polimórficos o monomórticos,ni·el método de 
i 

amplitica.ción. 
j 

Las reafcciones de POR se llevaron acabo en un termooiolador, en un 

de reaoción de 28 !JI. solución que se prepar6 para 

rea..uza.:r esta reacción, por individuo, fue la siguiente: 2.5 ¡.d de buffer para 
I 

POR 10x {10X poa Buffer minus Mg 1 mI de LifeTechnologies, Invitrogen 
I 

. I 

BRL),t¡.d de MgCl2 50 mM (50 mM MagnesiumCbloride 1 mI de Life 

Techn<i>logies, Invitrogen13BL), O.5J.11 de la mezcla. 20:mM delos 4 dNTPs 
i 

(deoXifucleótidos trifosfa.to) (Ultrapure dNTP Set (dATP, dCTP, dTTP, 
I 

dGTP}:50 mM Invitrogen), 2.5J.11 de Primer .F 10 pM, 2.5J.11 de Primer BIO 
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pM, 0.06 U de Taqpollmerasa. (Taq DNA Polymerase 125 U, 2.6 U/JJl deLire 

Teobnologies,. Invitrogen, o Taq obtenida. en el laboratorio de E. ooh), 25 ng 

deDNAgenómico y el volumen de a,gua,bidestilada estéril necesario para. 

lograr un volumen total de 261J1. 

POR (GhlyGh2) 

desnaturalización inicial a 95120 por 5 mino 

80110 por 5 mm. 

26 ciclos de: 

desnaturaJización·a. 9420 por 1 ro.in. 

alineamiento a 55120 por 1 mm. 

extensión a 7220 por lmin. 

extensión a. 72 120 por 5 mm. 

3.3.2 Microaatélites diseñados para el oloroplastode 

angiospermas dicotiledóneas. 

Las rea.coiones dePCRse llevaron aca.bo en un termooiclador, en un 

voluméntotaJ. rea.coiónde 25IJL solución se preparó 

rea.liza.resta. reacción, por individuo, fue la sigúiente:2.61J1debuffer para. 

POR·10x (10X PCRBufter minus·Mg 1 mI·de Life TecbnoIogies, 

InVitrogen), 1 JJl de MgCl2 50 mM (50 mM Magnesium Chloride 1 ml de Lire 

Teclmologies, InVitrogen),· 0.61Jl de la mezcla. 20 mM de los 4dNTPs 

(deoxinvoleótidos trifosfato) (Ultrapure dNTP Set (dATP, dCTP,dTTP, 

dGTJ;» 100tn.M Invitrogen)~ 2.5 !JI de Primer F 10 pM, 2.51-11 de Primer R. 
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10pM, 0.05 U de Taq polimerasa (Táq DNA Polymerase 125 U, 2.5 U/lJl de 

Life. Technologtes, Invitrogen o sitetizada en el laboratorio con una. cepa de 

E.cOh), 25 ngdeDNA genómicoyelvolumen de agua bid estilada estéril 

necesario . Para lograr un volumen total de 25jJl .. 

POR fOCMP1yOOMP2) 

desnatura.liza.ción inicia.la 94110 por 5 mino 

5820 por 1 mino 

74QC .por 1 mino 

29 ciclos da: 

desnaturaJización a 940.0 por·1 mino 

alineamiento a 58g0 por 1 

extensión a 72º0 por 1 mino 

extensión fi1laJ. a. 7220 por 5 mino 

Los sigUientes POR únicamente ca.mbianen la temperatura de 

aJineamiento 

OOMP 5: 6220 por 1 mm. 

CC1\i1P 10: 56ºC po~_l m.in. 

3.4 Secuencta.ci6n 

Lassecuenoiaciones se llevaron a. cabo para. comprobar que los aná.lisiSSe 

realizaran con los f.ra.gm.entos correctos, y poder cuantificar el ta.ma.ño 

exacto de los fragmentos. 
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Las ft>a,gmentos se extraJeron de geles de a.garosa con el Kit QlAqu:iick de 

Quiagen, posteriormente se clonaron con el plásmido PGEM -TE easy 

Vector Bystemll de Promega, la reacción de secuencia.oi6n se reaJiz6 con 

BigDye 3.1 yfin.aJmente lasecuenciación se llevo a cabo en un ABI 377. 

47 



5.6 Análtsis de resultados 

5.8.1Variaci6n genética 

Los estimadores de va.ria.ción genética se calcularon con el programa 

Arlequín ver. 2.0 (Schneider et &t 2000). Se estimó la. frecuencia. relativa 

de cada alelo yde cada. haplotipo, tanto dentro de laspobla.ciones como en 

el totaJ. de la. muestra. La diversidad genética fue estim8.dacomo la 

heterooigosisesperada para datos diploides (He;NeÍt 1987), lo cual se 

estimó tanto para. el oonjunto de las poblaoiones (Hr) como para cada 

población por separado. 

Se utiliz6el índioe theta [() = 2Mu donde, en esteoasoM es igual al tamaño 

poblacionaJ. (:N) por uti.JJzar un marcador haploide y u es la. tasa de 

mutación (Schneide.ret aJ., 2000)),como unestimadorindtrectodel 

tame.ñoefeotivo·poblacional, asumiendo el modelo de mutación· "alelos 

infinitos" . 

Otra manera de estimar lavaria.ción genética es utíliZando la heterocogosis· 

esperada (I~), la oual se puede estimaJ:'para ca.da una. de las poblaciones o 

para le. especie, utilizando toda la muestra. La heteroclgosis .está. definida 

desde la ecuación por los heterócigos, 2pq o H, éSte valor representa. una 

freouencia y por lo tantosiempreesta.rá. entre O y 1, Y su valor baJo las 

reglas del equilibrio de Hard,y-Weinberg será. 0.5 (Hartl Y Clark, 1989). 
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8.5.8 Estructura de las poblaciones 

El anáJ.isis teórico de poblaciones subdivididas sigUe el razonamiento que f 

cuan;dolas poblaciones son finitas, la deriva genética al azar conducirá. 

eventuaImentea la pérdida de variación genética ancada subpobla.aión, 

siempre que las tasas de ílujogenético y de la mutación sean bajas, y que 

los alelos neutrales ala presión selectiva (Ha.rtl y Clark, 1989). Sin 

embargo, la va.ria.ción genética total puede aumentar entre subpobla.ciones, 

si diversos alelos está.nfijos en las diversas localidades. La evolución en 

poblaciones subdivididas se trata. a través del modelo de iSlas y de "tiro de 

piedra." (Btepping stone model). En el primero la estructura. de la población 

(Wright. 19(9), es un sistema. infinito de islas, con el mismo ta.maño 

efectivo Ny, sin ninguna. estructura. geográfica, que intercambia, una. 

proporción (m) de migrantes cada. generación. BaJoestepanora.ma., la. 

. diferenciación 4~ la población es descrita. por un parámetro FSTr que es la 

probabilidad de que dos alelosencontrados al azar en una subpobla.ción 

sean idénticos por descendencia. En el equilibrio Hardy-Weinberg, con 

"-'-'''' .... v'-,''' bajos m.igra.ción, y sin. selección o J.,U'-k.IIOrl.:iJ..V;u.., 

reducción de heterocigos debido a la.s diferencia.s genéticas entre las 

poblaciones, con relación alo que sería si no hubiese subdiVisión. Estas 

estimaciones se reaJizaron también con el programa. Arlequín ver. 2.0 

(Schneideret &,2000). 

Las relacionese:n.tre individuos de las poblaciones se obtuvieron con el 

programa 8TRUTURE 2.0 (Pritcha.rd si; aJ., 2002), el cual obtiene los da.tos 
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de los individuos de una listar sin asociaciones entre loS miBmos, y prueba la 

pl'Obabilida.d de cada individuo pertenezca. a cada uno de los grupos, así 

establece ta.mbiénen cuantos grupos se distribuyen mejor los datos. Los 

resultados son el numero de grupos que reaJiza.ndo la prueba un millón de 

veoes obtuvieron el menor LN P (D) y laFsT para ca.dauno de estos grupos, 

además de laprobabllida.d de cada uno de los indiViduos a perteneoer a los 

grupos artificiaJmente formados por este prQgPama. 

3.5.3Co~ón entre poblaciones 

Las oomparaciones entre pares depoblaoiones realizadas se basan en la 

propuesta de Slatkin (1993). Esta. &""tllnaoión del flujo genético es una. 

herra.mientaparaencontrar la tasa dem:igra.oión entre los pares de 

poblaoiones. Se utilizó el programa ArleqUin ver. 2.0 (Bchneider et al., . 

2000). 

Existen varias maneras de estimar las .dista.n.cias genéticas entre las 

pobla.ciones, pero todas se encuentran ligadas a la FST. Una. de las medida.s 

dedis""vanciagenética más utilizada. es la Dde l\fei (1987), la cual estima la. 

identidad genética normaJ:iza.da (l),que es la probabilidad de que al esooger 

al a.za:run alelo e:p. 2 poblacionea. diferentes ex y Y), resulten ser idénticos, 

en relación a la probabilidad de hallaralelos idénticos tomados al azar 

dentro de cada una de las poblaoiones (Hartl y CIark., 1989), esto es: 

1= Jxv/ (JxxJyy)l/2 
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Donde: 

Jxx = Spl~ ; probabilidad de hallar 2 alelos idénticos tomándolos al azaren 

la poblaciónX. 

Jyy = 8Q.i2; probabilidad de hallar 2 alelos idénticos tomá.ndolos al azar en 

la población Y. 

Jxy= SPiQ.i ;probabilida.d de hallar 2 alelos idénticos tomando al azar uno 

de la población :x.: y uno de la población Y. 

A partir. de las identidades genéticas, se puede conocer la distancia 

genética. (D), de la. siguiente manera.: 

D=-Ln(l) 

Cuando lasfrecuencías alélicas nosa parecen, la identidad ( 1) es iguala 

cero y Dea.infinito,· mientras qua, si ~n igUales 1 vale uno y Dvale O 

(Hedrick, 1983). También se estimó D con el programa Arlequín ver. 2.0 

(Schneider,etaJ..2000) . 

. Utilizando el prOgI'a.ma. NJBAFD (Naoko Tekezaki, Instituto Nacional. de 

Genética, Japón) se construyó árbol dE;l las 

poblaciones, el soporte de las ramas se e4imó haciendo 1000 replicaciones 

de bootstrap y la aproxnna.ciónfuerea.Uzada utilizando la distancia de 

Shiver (Dsw, Shivereta., 1993), la. cual esegpecÍfica para 10c1 altamente 

pol1mórficos,· con tasas de mutación elevadas como los microsatélites. 
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3.S." .Asociacicmes·entre haplotipos 

Se rea.lizaron tres métodos para establecer las relaoiones entre los 

haplotipos. El primero fue la red dehaplotipos, el oual interconecta alos 

mismos por una. serie de eventos mutaoionales utilizando parsilnonia 

estadística (Templeton, 1998, Carbone y Khon, 2001, Templeton 2004), el 

resultado es una. red deoonexiones igua,lmente parsimoniosas, donde los 

haplotipos se enouentranubica.dos como nodos o como puntas de una. 

rama. Este anáUsis se llevóa cabo con el programa.TCS:8StilnatiDg gene 

genealogíes (Clements. et aJ., 2000). El oual utiliza para estaestimaoión 

una matriz que oontiene el número de diferenoias en tamafio entre los 

distintos haplotipos, que a su ves es el número de mutaciones que separan 

a los haplotipos. 

Posteriormente utiliza.n.do las reglas dea.nidaJniento de Templeton 2004, 

se estiman los olados anidados. Cada haplotipo punta que este separado por 

un solo evento mutaoional se enlazará. en el nivel uno, yasíoontinuara.n . 

enla.zándose en los niveles superiores (dos eventos en el nivel 2, etc. ) por 

esta razón el programa. también inventa los pasos mutacionales faltantes 

en la red, dibujando ha.plotiposque enlazaría.n losolados. 

La segunda herramienta necesita al método anterior para introducir los 

datos" fue propuesto por los mismos autores debido a que realizar 

inferenoias sobre la red de haplotipos puede ser muy oonfuso. además oa.da 

suposioión al respecto carec.e de peso . estadístico. Es necesario para ello. 
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establecer dos tipos dedista.noias. La. primera: Do (olade distance), mide la. 

distribución gaográ.fica dentro del cIado específico; y para esto estim.a.la 

dispersióndeca.da. haplotipo con un centro geografito respecto a todos los 

haplotlpos que integJ?anel mismocla.do anidado. La. segunda.: Dn (nestad 

. cIada distance), mide como se distribuye geográficamente un cIado con 

respecto a sus cladosb,ermanOS,estimando la d1sta.ncia.entre que un 

haplotipo perteneciente aun clado de anidado, yel centro detados los 

haplotipos d~ mismo nivel da ese clado, .fiD,a.lmente tambiénreaJiza. una 

estimaci(>n entre las distancias de los nodos y las puntas., estas 

comparaciones deben ser significa.tivas para. poderse a.na.li.zar y rechazar la. 

hipótesis nUla. de asociación geográfica. entre los haplotipos.El 

programa GeoDis 2.0 fue diseñado por Posada y Templeton 2004 para. 

reaJiza.r esta prueba., asioomo la clave de IDferencia. biológica publicada. en 

julio de 2004 con la se interpretaron los resultados significativos. 

El tercer método fue, rea.liza.r un árbol de haplotipos utilizando el 

programa 3 (Kumar,2004), el cual aplica e! método de neighbor-

joining, a partir de unama.triz de estados de carácter de cada. alelo en los 

diferentes loci 
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4 B.esultados 

8eoolecta.ron, geI'minaron, extraJeron y anaJizaron 141 individuos de 

Gossypiumhirsutum, oolectados en 13 poblaciones de la República 

Mex1oa.n.a.. 

Durante está. investigación se utilizaron 6 miorosatélites de clóroplasto, 

dos desarrollados oonGossypium .htrsutum, que no habían sido 

amplificadOS, y que dura.:nte está. investigación se estand.a.riza.ron, y 

amplificaron, pero solo se.utllizó uno para el análisis de resultados, ya que 

el otro resultó monomórfico y por lo tanto, no era informativo. 

Los otros cuatro miorosatélites de oloroplasto utiliZados,se obtuvieron de 

los publicados para angiospermas. dicotiledóneas (Vieising Gardner, 

1999). Los mierosatélites fueron secuenoiados para ·oorroborar la. 

existencia de la.srepetioiones en·el fragmento que se estaba ampliftoandoy 

eltama.ño del.miSmo, dichas secuenciaS se muestran en el Apéndice 2. 

4.1 Varia.cióngenética 

La. Tabla. 2 muestra los índices estándar de diversidad genética obtenidos 

con el progpama. Arlequín. ver. 2.0 (8chneider el; aJ. 2000), en donde las 

colectas de uno y dos individuos carecen de theta, ya que no es poSible 

realizar dichaestimaoión, y por la m.ism.a. razón la heterooigosis esperada 

(He) no. resulta informativa., así: oomó aJ.guna.s FST de la. Tabla.. 3 no son 

si.gn1fi.ca.tivas (marcadas oon asterisoo). 
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La. heteroc1gosiB total es 0.98+/-0.004, lo que indica que la variación 

intraespecifica. en las poblaciones de Gossypium hirsufium es muy alta, 

consecuentemente enla miSma tabla podemos observar que los índices de 

heterocigocidadmás altos los presentan las poblaciones .Nayarit y 

Península de Yucatán Noreste (Y NE), seguidas por Oaxaca. Ay E, Sinaloa 

1, Campeabe, y Península de Yucatán Noroeste (Y NO), estos resUltados 

indican que la mayoría de las poblaciones de Gossypium hirsutum 

presentan alta variación genética.intrapoblacion.a.l. El resultado que 

esperaríamos si estas poblaCiones se encontraran cerca. del equilibrio sería 

0.5 Y celo la población de Oaxaca C, esta cerca de esta probabilidad. 

Tabla 2. Descripción de la va.ria.ción genética encontrada efilas poblaciones 

de Gossypium hirsutum. 

· .. PO~~;,,~().~~,.:c.·'H~~iJos ···· .. tBit;i6s.PÓ~os . 
' .,'~ 

SDThét.á lié aDRe .. 'J.'het;á 

~Ó·· 17 5 3 0.43 0.14 0.56 :±O.33 
, .;. :z,~r" ' 

~~¡ 17 7 3 0.85 :±O.OS 4.75 ±2.l9 

~13 9 4 2 0.83 :±O.08 4.04 ±2,6 

Nay&it 9 7 6 0.94 :±O.07 15.4 ±22.2 

Si..JEloa.l 23 9 3 0.83 :±O.OS 4.06 ±L5 

Binaloa.2 7 4 3 0.71 :±O. 18 un :tI.7 

OaDipooha 7 4 3 0;86 :±O.l 4.93 ±4.52 

MOreloo 2 2 2 

YNO 14 7 4 0.85 :±O.e 4.93 ±2.8 

YSO 3 2 2 
YNE .. 28 14 5 0.94 :±O.l 17.27 ±e.s 

YSE 5 3 2 0.13 :±O. 16 3.17 :1:3.51 

Durango 1 1 o 
TOTAL 141 40 6 0.98 :±O.OO4 46.82 ILS5 
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El análisis realizado con el programa. BTRUCTURE, crea. grupos de 

individuos y asigna. a. cada. uno la. probabilidad de perteneeer a. cada. grupo, 

en este caso enoontraron 12 grupos, de los cuales solo 3 presentan alta. 

afmidaddesus integI'antes al mismo, el resto presentanintegra,ntes con 

. igt1a.les posibilidades, de estar en casi oualquiera de los grupos (entre 10% y 

1$% anoada uno), oonseouentemente los tresg.t>upos determ:i:na.dos por 

individuos oon alta,sprobabilidades también estas definidos 

geográficamente. El primer g.t>upo está. integrado por individuos de la. 

pobla.oión Naya.rit, cuyas probabilidades se encuentran entre e182% yel 

57% . El segundo, esta integrado por individuos de las poblaciones YNO y 

YNE, oon probabilidades del 32% a126%. F'jnalmente·el tercer grupo esta. 

integrado por los individuos dela población Campeche· con e125% y. el 

24% de probabilidad. 

Este resultado indica que no todas las poblaciones están fU.ertemente 

estructuradas, sin embarg'o es el primer indicio de que existen poblaoiones 

. bien diferenciadas, y es probable que esto se deba ala ausencia. del flUjo 

génioo de estas cOn el resto de las poblaciones. 

4.2 Oomparaci6n entre poblaciones 

Las comparaciones entre poblaciones fueron tres, la. primera fue la 

estimación de FST,laSegunda fue la estimaoión de Nm., yla tercera la 

reaJjza.oión de un fenograma de poblaciones. 
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Gossypium hirsutum presenta.FST aJ.tast este resultado indica que existe 

aJ.taprobabilidad de que se fijen alelas alternativos en las poblaciones, así 

como también, que las poblaciones presentan aJ.gún grado de 

estructuración genética, mientras que no es posible determinar si exiSte 

aJguna. estructura geográfica entre las mimas. 

Las estimaciones pareadas entre poblaciones de Gossypium hirsutwuque 

presentan,F'st aJ.tasen las comparaciones, e indican subdivisión poblacionaJ. 

de la especie, son: Nayarit, Campeche, Península. de Yucatán SO, Península. 

de Yucatán SE . 

. La estimación <le Nm.,se reaJ.iza. también para. cada par de poblaCiones e 

indica cuando es cereanoaO que predomina. la deriva génics., y cuando es 

mayor de 1 indica que predomina el flujo génico. Enlas poblaCiones de 

GossypiumhirSUtum podemos observar ambosca.sos, el problema. es 

determjnar si es rea.lInente el flujo génico 10 que esta provocando los 

índices altos deNm,sin embargo este tema.loabordare en la discusión,pór 

ahora. estosda.tosmuestran que predomina el flujO génico entre algunas 

poblaciones, sin embargo antes de cOIDp'arar es importante darnos cuenta 

que Morelos presenta 
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Ta.bla3. Va.1.ores de .Mñi, encontrados en las pobla.ciones de Gossypiu.m 

bir'sutu.m(presentan a.s+..eriseo ouando no son significa.tivos). 

o 
0.14 o 
0.44 0.27 o 
0.36 0.26 0.52 o 

0.55 0.55 o 

dos individuos y Durango uno, y por esta. razóncua.1.quier individuo que .se 

le parezca. ha.cesuponer queha.yílujo génico, por ahora no los vamos ,a.' 

mencionar, ya que si Nm es igual a ínñnito, quiere decir que las poblaciones 

tiene tanto flujo génico que no sstán diferenoiadas, así que san idénticas, 

por eso es fá.cilobtener como resultado valores infinitos en Morelosy 

Durango ya que no se compara.n muchos individuos. Las poblaciones 

Oa.xaca.Ay B presentan el más elevado flujo'génico, a su vez presentan 

flujo con Sinaloa.. Todos los valores se pueden observar en la. Ta.bla. 4, dónde 

podemos determina.rque son predominantes las relaciones de Oa.xa.ca., 

Sina.1.oa. y Península. .de Yuca.tá.n Noroeste, sin embargo ha.y poblaciones que 
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podemos ver quepredoro1nan los va..loresbaJos, Nayarit es una. de ellas, 

podríamos decir que se encuentra. a.islada del resto, ya. que comparte Nm 

altas únicamente con Durango yMorelos, por las razones ya. mencionadas. 

Las poblaciones YSO y YNE presenta flujo genético entre sí, pero se 

encuentran aisladas del resto de las poblaciones, excepto YNE·con 

Campeche que a su ves se enouentra ais1ada del resto de laspobla.eiones, 

estos resultados están indioando que aunque no se tenga una estructura 

para todas las·poblaoiones aIgunas de ellassipre~ntan aislamiento por 

distancia. 

El sigUienteanrujsis realizado fuevisua.lizar las relaciones entre la.s 

pobla.ciones con un árbol, construido por el programaNJBAFD (Figura. 4), 

. el cual dibuja aIgunassospechas que ya teníamos, la primera es que las tres 

poblaoionesde Oaxaoa están más relaciona.das entre ellas que con el resto 

de laspobla.ciones. La.s<lospobla.cionesdeSinaloa están rela.cioliadas entre 

sí, pero resulta informativo saber que la población de Nayarit que pareoía· 

aisla.daeBta más cercana alas poblaoionesdeSinaloa, locua! oonouerda 

oon los datos geográfioos. 

F:inalmente Campeche y Yuoatán Sureste están relacionadas entre ellas 

pero olaramente aisladasaotualmente,el problema de este árbol es que es 

el más parsimonioso pero no esta altamente sostenido, únioamente la 

división de Oaxaoa Ay Bpresenta. más de 80% y la. división de Sinaloa.y 

Nayarit oon el resto delas pobla.ciones presenta. 56%. 
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Tabla. 4. Besultadosdelos valores de Mpara trece poblaciones de 

GoSsypiumbirsutl1.1I4 donde M = Nm, ya que se trata de datos haplodides 
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69 
OaxacaA 

37 

OaxacaB 

OaxacaC 

Durango 

y Noreste 

35 
y Noroeste· 

54 
y Suroeste 

Morelos 

Campeche 

37 
y Sureste . 

. r-~---------------------------- Navarit 
56 

Sinaloa2 

Sínaloa 1 

. Fj,ggra ~. Construcción del fenograma. de las poblaciones de Gossypium 

. hirsutum con el programa. NJBAFD,utllizando neigbborjoining. 

4.3 Asociaciones entre haplotipos 
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Las asociaciones entre haplotipos se rea.liza.ron con tres enfoques, el 

primero, la red de haplotipos y ela.ná.1isis de cIados anidados (Figuras 5, 6, 

7y 8), el segundo las asociaciones geográficas de estos, que se realizaron 

con el programa GeoDis 2.0 (Figuras 6, 7 y8) yel tercero elárbol de 

haplotipos rea.lizadocon el programa. Mega 3. 

En la red dehaplotipos (Figura 6) es dificUdeduoir las asociaciones 

geográfioas,yaunqueeBta.s están presentes, inferir el proceso y la 

si.gnifica.ncia. de este, es todavía. más dificil. La Figura 6, muestra los clados 

anidados en el nivell, la. red no se muestra tan interconectada., y podemos 

ver sobre la misma Fi...gura el resultado utilizando la clave de inferenoia. 

biológica. de Templeton (2004). 
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40 

39 

2 

5 

)figura 6 Red mínima de haplotipos, los círculos gr.-andes y numerados son 

los ha.plotipos encontrados en las poblaciones Büvestres de Gossypium 

hirsutum. 
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Continuo 
ra11gode 
expansión 

2.3 p=O.05 

Flujo 
genético 
restringido 
debido al 
aislamiento 
por distancia 

1.3=Cam 
1.5=YNO 
1.13 

~a 6. J;\ed mínima de haplotipos y clados anidados nivel l. Los cIados 

1.7 Y 1.12 son significativosa.l a,gruparseen el sigUiente nivel (p=O.03),de 

la. misma manera 1.3, 1.5 y L13(p=O.05). 
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3~3 p=O.OO 
Flujo 
genético 
restringido 
debido al 

. aislamiento 
. por 
distancia 

2 .~ 

FiguI'a7. Red mínima dehaplotipos y cIados anidados nivel 2. Losclados 

2.3 y2, 7, agrupados en el niveltres son significativos (p=O.OO). 

1.S 

Flujo genético 
restringido debido al 
aislamiento por 
distancia 

3.2::: Na 
YNE 

3.4 = Sil 
Si2 
YNE 

.Fig:y.ra 8. Red mínima de haplotipos y clados anidados nivel 3. Los cIados 

3.2y 3.4, seag'rupanen elnive14 conresulta~do sign.ificativo (p=O.O) 



El cIado 1.7 contiene individuos de las sigUientes poblaciones: OC, OA, Sil, 

YNE Y YSE, mient..na.s que el cIado 1.12 contiene individuos de YNE y Y8E. 

Ambos cla,dos se agrupan en el sigUiente nivel (2.6), yla clave de 

inferencia nos lleva al sigUiente resultado Signiftcativo (p=O.03): los 

individuos de estos clados presentan asociación geográfica porque están en 

contigUo ra.Dgo de expa,nsi6n (Figura. 6). 

El cIado L13 se &grupa. con los cIados 1.3 y LB en el sigUiente nivel (2.3), 

la asooiación geográ.fica.de estos essignifioativa (p=O.OB), Y la. clave indica 

que presenta J1ujo genétioo res'",;rtngido debido aJaJslaJD.i.entopor d.i.stanoia. 

Los indiViduos del cIado 1.13 habitan en Naya.rit (N), los indiViduos del 

cIado 1.3 habitan en Ca.mpeche (O) y los individuos del lo lBen YNO, así 

que el resultado dela clave esta. indica.ndo que no ha,y flujo genético entre 

estas tres poblaciones. 

Los cIados 2.3 y 2. 7 se~pa.n en al clado anidado 3.3, con asociación 

geográfica significativa(p=O.O),aSUlniendoflujo genético restringido 

debido al aisla.to.iento por distancia.. Anteriormente· se estableció que el 

cIado 2.3 presenta fl:U,jo genético restringido, es el mismo resultado de 

estos individuos en dos niveles consecutivos, esto representa que cada. lIDa 

de las poblaciones N, O Y YNO, esta aislada. por la distancia de las 

poblaciones OA, Da, Sil , Si2, YNE, YSO.y M (Figura 7). 

Las relaciones geOgI'Micas que podemos in.fer1ren el árbol de haplotipos, 

pueden estar equivocadas según asegura. Templeton (2004), pero Sirve 
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para ViSuaJiza.r las dista.noias entre los baplotipos, aparentemente los 

amp]1a.mente distribuidos entre las pobla.oionesestán ceroa.nos entre SÍ, 

mientras que los baplotipos únicos de las pOblacioneS Campeobe, Nayarit y 

Peninsula de Yuoa.tán Noroeste! forman grupos monofiléticos con. 

distancias prolonga.das,entre el oentro y los mismo baplotipos, einoluso 

den.tro delos.grupós de ba,plotipos las distanciassonmás grandes, que 

entre los ancestrales. 
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S Discusi6n 

5.l. Variación genética 

La variación genética encontrada de las poblaciones naturales de 

GOSsypiumbirsutum, es alta, ya que encontramos un valor de 

heteroclg'osis esperada de 0.98+/-0.004, y aunque Mel y colaboradores en 

. 2Q04f no mencionan cua.lfue le valor de laheterocigosis por el cua.l 

concluyen que las plantas cultivadas de Gossypium hiPsut;um son poco 

. diversas genéticamente, podemos concluir que las poblaciones silvestres 

sonalta.mente diversas en comparación con sus parientes cultivados, lo 

que resalta la importancia de la conservación de laslllismas. 

5.2l1Jstru.ctura genética de las poblaciones 

Encontra.m.osen las poblaciones naturales de Gossypiumhirsutum, una. 

FST de 0.28, que representa la divergencia entre las poblaciones ana.lizadas. 

Estosugiere flujo genético restríngio,o, lo que ocasiona que alelos 

alternativos se fijen fácilmente·dentro de las poblaciones. Es probable, que 

en el caso particular de Gossypium hirsutum, u.n.a FST elevada.t también 

represente a un. sistema principalmente autóga.mo de poliniza.ción, debido a. 

que estos sistemas reproductivos tienden ala. f'Jjación de alelos alternativos 

como lo planteamos en la hipótesis. 

Las comparaciones paread8.s de las poblaciOnes de Gossypium birsutllm, 

nos muestran. pobla.oiones altamente divergentes y poblaciones 

estrechamente relacionada.s entre sí, la. Ta.bla. 3, muestra los valores 
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encontrados en estas comparaciones, las poblaciones de Oa.x:aca. están pOco 

diferenciadas entre si, lo mismo que las poblaciones de a:inalea, y las 

poblaciones Nayarit, Campeche y PenínsuJ.a de Yuca.tán Suroeste, 

presentan los valores de divergencia más altos, y estos se mantienenenlas 

comparaciones con todas las poblaciones. 

Encontrar cuaJ.esson las asociaciones entre las poblaciones de Gossypium 

hit'sutum es uno de los objetivos de esta investígación.ReaJ.izamos un 

fenograma de poblaCiones (Figura 4) ·enelcual podemos distinguir va.rias 

de las relaciones. Las poblaciones se diViden en dos grandes grupos, las 

poblaciones de S:inaloa y Nayarit, se relacionan enla Figura. 4 como lo 

esperaríamos por su asociación geográfica.. El segundo grupo esta formado 

por el resto de las poblaciones, donde encontramos alaS tres poblaciones 

de Oa.x:aea en eI miSmo clado. La población de Oampeche es berma.na. de la 

pOblación Peninsula de Yucatán Sureste, s:in. emba.r.goladistanciaque las. 

sepa,raes alta., mientras que las poblaciones Península de Yucatán 

Nor~ste y 8u:roeste~ forman el grupo hermano de Pemnsula de Yuca.tá.n 

Noreste. S:inembargo también, observamos que las poblaciones de la costa. 

del Pacífico (Sinaloa, Nayarity Da.xaca), no están tan relacionadas entre si, 

asícomo que las poblaCiones de la Península de Yucatán forman varios 

grupos diferentes. Es necesario para esclarecer. las asociaciones entre las 

poblaciones determjnar siestas, se encuentran estructuradas 

genéticamente, y posteriormente anaJ.iza.r la.s asociaciones 
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esta.díStica.mente sig'niñca.tiva entre la estructura genética y la asociación 

geográfica. 

Para.sustentar estadísticamente los resultados, utmzamos la asociación de 

los iI;ldividuossm identidad geográfica en grupos definidos por la 

probabilidad de asociación, y fue entonces, cuando encontramos a las 

pobla.ciones estructuradas de Gossypium llirsutum,. estas fueron N8¡yarit 

(57%-82%), Campeche (24%-25%) Y Península de Yucatán Noreste con 

Península de YucatánNoroeste (25%-32%), Y demostrando que la 

probabilidad de que los individuos del resto de las poblaciones seagrupa.ra 

con los illd.1viduos de su población o con los de cualquier otra era la misma. 

resultado, sin embargo, es muy favora.ble, debido a. que encontramos 

poblaciones altamente diferenc1a.cIa.s y por lo tanto estadísticamente 

estructuradas, sugiriendo que es pOSible reconocer los procesos bistóricos 

de estas poblaciones. 

5.3 Patrones históricos 

Encontramos patrones históricos en poblaciones de Gossypium 

hirsutum estadísticamentesignifica.tivos. Estos resultados se 10caJ.iza.1'ton 

en varios niveles, los cuales indican el numero de pasos muta.cionalesque 

agrupan a los haplotipos, y por lo tanto cuanto mayor es el nivel agrupa a 

un numeroma.yorde haplotipos y de individuos, los sucesosdetecta.d.osen 

los niveles altos son más antigUos que en los niveles baJos, esto nos permite 

reconstruir la historia. de la especie. 
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8.4 Precauciones necesarias para el manejo de plantas 

transgénicas 

Las.obServaoiones en el oa.so partioular de oa.x:aoa. son las siguientes, una. 

de las pobla,ciones,úaxa.oa. e, presenta. pa.rtioula.ridades; la. heterocigosis 

esperada:es la más pequeña de todas las poblaciones, la Nm es menor a l. 

En el árbol, las poblaciones de Oa.xaoa forman un grupo monofilétioo, sin 

embargo,pareoeestaraislada., y la distanoia que la separa. de las otras dos 

es ·155y 191 Km, mientras que la distanoia. entre Oaxaoa Ay Oa.xa.caB es 

de 71 KIn, existe otro dato importante, Oa.xa.oa. A, está en el Ist.mo de 

Tehuantepec$ mientras que las otra.sas ubican sobre la costa, sm emba.rgo, 

al careoer de elementos para esolarecer las causas que restringen flujo 

gen,étioo,suponemos que los procesos en el Istmo de Tehuantepeo cambian 

re~peoto·ala costa, y esta. pudiese ser laoausa. de la diferenciaoión que 

· encontramos, pero vamos a suponer. que el flujo genétioo se reduce por la 

duplicaoiónde ladista.noia (155 Km) 9.ntrelas poblaoiones. 

La población de ca.mpeohe fue enoontradaen Atasta oerca deLao.dUna de 

Términos, . sobre el Golfo MéXioo, la población más cercana. en el árbol es 

YSE,queesta. a su vez asociada a las poblaciones de la Península de 

· Yuoatán •. E1 aislamiento de esta.poblaoión es posiblemente debido a la 

· distancia, aunque también es pOSible que exiSta.n otros factores 

ambientales y geográfioos.La poblaoión más oercana· es la. de la. Pen1nBula. 

de Yuoa.tán Sureste (212 Km), Y no encontramos asooiaciones entre enas, 

la distancia. u a.Iguna. otra. oondición m.a.nti,ene el flujo genétioo restringido. 
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La. población Península de Yucatán Noroeste., presenta.reBUlta.dos 

significativos, de.aíslamiento por distancia. Sin embargo t también presenta. 

va.loresdeNm mayores a 1 con las poblaciones cercanas, Península de 

Yucatán Noreste y Suroeste, las distancias que las separan son 189 Km y 

136 Km respootivaxnente, a.aí que no podemos sugerir que el flujo genético 

~stá. completamente restringido, además, tenemos el antecedente de 

Oaxaca que a maYor distancia mantiene el flujo genético. Las otras 

poblaciones dela. Peninsu1a de Yucatán, tambiénpresentan flujo genético 

entre las mismas,incluso a 247 Km entre Península. de Yucatán Suroeste 

y Noreste. 

Las consecuencias de los procesos históricos deben poderse diBtingujr 

utilizando marcadores. moleCUlares donde pueda. estimarse la taBa de 

mutación y el reloj molecular, y así dist:iDgu:iremos al flujo genético que 

pueda.presenta.rse .enla.spoblaciones.actuales y el flujO genético que hubo .. 

en.tre las miSmas en el pasado. 

Es necesa.riocontinuar la investigación utilizando otros marcadores en el 

núoleo para poder reg'.tStra.rla dispersión del polen. El flujo genético 

registrado es producido de la. dispersión del cloroplasto, que en el caso de 

GosSJ'Pium. .b.iPSUtU1Il se encuentra. en las semillas, por lo tanto, la primera. 

medida. que recomendamos es la ya. utiliza.da. en Estados Unidos, donde ·en 

los cultivos transgénicos se dabenusartrampa.sde semillas para evitar 

que las semillas se dispersen (U.S. E.P.A., 1999). 
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La. seg'UD.da medida eVitar que los cultivos estén cerca. de grandes cuerpos 

deagtL&, sabemos la. capacidad de la especie de moverse a través de estos, 

incluso entre océanos que queda. demostrado por el orígen bicontinentalde 

las especies que al hibridizar formaron las G. hirSUtum.y.BUS parientes 

cerca.nos. 

Así, la sugerencia que haríamos acerca de la distancia a la que se deben 

sembr'a.r cultivos transgénicos de los no modificados g.enéticamente y: de 

las poblaciones naturales, debe de ser mayor a los 265 Km, alejado de 

cU~l'Posde agua. y: utj]jza.ndo trampas para semillas. 

75 



6 Conclusiones 

Las poblaciones silvestres de Gosssypium mrsutum muestran en esta. 

investigación alta variación genética, y podemos concluir que dichas 

poblaoiones son altamente.diversasen comparación con BUS parientes 

cultiva.dos, 10 que resalta la importancia de la conservación de las mismas 

(Mei et al. 2004). 

Las poblaciones silvestres de la República Mexicana mostraron la 

sig'..tiente estructura: 

Campeche, Nayarit, Península de Yucatá.n Noroeste, y Península de 

Yucatán N oroaste presentaron diferenciación respecto a las poblaciones 

OaxaoaA, Oaxaca B, Oaxa.ca. C, Billaloa l, S:ina.loa 2, Morelos, Durango, 

Península. de Yucatán Sureste y Suroeste. Podelnósasegurar que la 

diferenciación de las poblaciones es el resultado de varios sucesos 

históricos diferidos en el tiempo. 

Determinamos .que existe flujo genético restringido debido al 

aislamiento pop distancia entre las poblaciones .de Nayarit, Campeche, 

Penín.sula. de Yucatán Noroeste Y 1\Tn''''Q,,,t-o 

Realizar una. recomendación preciSa. sobre la. distancia. entre los 

cultivos transgénicosy las poblaciones silvestres con los resultados 

obtenidos, sería. un error debido a que las tres poblaCiones que presentan 

• aisla.m..1ento por distancia. se encuentran separadas de la. población más 

cercana entre 136 y 264 Km, mientras que por abajo y por arriba.de estas 

distancias, otras poblaciones aparentan mantener flujo genético. Sin 
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embaJ~go, las medidas precautorias que deben comenzar a utilizarse son las 

siguientes: 

La. dista.nciamínima. que debe separaJ:' a los cultivos genéticamente 

modificados es 265 Km. 

Estriota.mente necasariala. colocación de trampas para. semillas, en 

todos los casos, aunque la. distancia sea. mayor ala sugerida. 

No pueden ser autorizados estos cultivos cerca. de gra.ndescuerpos 

de agua. 

Nuastrahipótesi.S: 

Las plantas de Gossypium hirsutum,sonprincipalmente aut6gamas, 

y según las estimaciones, SUB poliD.iza.dores tienen baJa dispersión, (5 Km), 

por lo tanto, esperamos que las poblaciones se encuentrenestruc~a.d.a.s 

debido alaaUSSncia del flujo génico entre las mismas, es desechada. en esta. 

:investigación debido a que la distancia. ala que se mantiene flujo genético 

en Sina.loaes{51 Km) yOa.xa.ca. (71 y 130 Km), son mayores a la. 

disperSión de los p01ini.zadores (5 Km), Y debido a la. herencia materna del 

cloroplasto, semillas presentan el genético que en esta. 

:investigación hemos confirmado. Encontramos estructura. genética en tres 

poblaCiones de trece localiza.da.s. 

Por ultimo, es muy importante profundizar en el caso del Golfo de 

MéXico, si las poblaciones de Tamaulipas, Veracruz, y Tabascoestan 

extintas, esta especie pudiese estar en peligro y resultar en una gra.ve 

pérdida biolÓgica y económica.. 

71 



7 Bibliografía 

Arumugana.than K., Y EarleE. (1991). Nuclear DNA content of some 

impol'ta,nt specles. Plant Molecular BiologyReport 9:208:-220. 

BatTowclo'l;igh G. y N. K.Johnson. (1988). Geneticstructure ofNorth 

. American b:i.rdB: Proceed:ing:s ofthe Internatíonal Orníthological 

CoD.gress19:1630-1638, 1669-1673 

Berberich S.A., J.E.Rea.m, T .. L. Ja.ckson, R .. Wood, R. stipanovic, P. Harvey, 

S. PatzeryB.L.Fuchs. (1996). 8a.fety Assessment oflnsect

Protected Cotton: The·Composition ofthe Cottonseed ls Equiva.lent to 

Oonventional Cottonseed. JournaJ of Agricultura! and Food 

Gh~mistry. 41:365-371. 

C. L. Y J. F. Wendel. ReevaluatiDg theorigin of 

domesticated ootton (Gossy¡;ium h:lrsutum: Malvaceae) usiDg 

nuclear restriction fragment lengtll polymorpbisms (BFLPs). 

American Journal ofBotany81: 1309-1326. 

Carbone Ly L. M. Kobn (2001) A microbiSJ. popUlation-speciesinterfa.ce: 

nested.cladistic andcoalescent inference witb. multilocus data 

Molecular Ecology 10:947-964 

Chaud!lry B, A. Yasmeen, T. HusnaJn,y S. Bia.zuddin. (1999). M:ini-scale 

genomic DNA ex.traction 

7. 

cotton.PIa.nt Moleoular Biology 17:1-

Clement M., D. Posada y A. Crandal. (2000). TeS: a computar program to 

est:ima.te gene genea.logies. 9, 10:1657~ 

Clements, K.M., C. E. Sorenson, B. M. Wiegmann, y R. M. Boe. (2000). 

Insecticide resista.ncein. fue Uyzus persiaae complex (Homoptera: . 

Aphididae )withemphaSis on tobaoco pest management. Rev. in Tox. 

3:1-23 

78 



Croizat, L. (1981)~ Biogeography: PaBt, PresentandFu.ture. Chapter12, 

pp. 501-523. En: Vica.ria.nce Biogeogr>aphy: A Critique: SympoSium oí 

the Systematics DiscussiónGroup ofilie American Museum of 

J;iaturaJ. History, May 24; 1979. Editores: Gareth Nelsonand Donn 

E.Rosen. Columbia UniversityPress, NewYork, NY. 

C:rann, R.C.,R.L. Small,T. Hase1korn, y J.F. Wendel. (2003).Cryptic 

repeatedgenomic reoombina.tionduring speciation in Gossypium 

gossypioides. Evolution 57:2475':2489. 

Ebrlich, P. n. yP. H. Báven. (1969). Differentiation ofpopulations. 

8cience165:1228-1232 

Ellstrand, N. C., Y D. L. Marshall. (1985). InterpopuJationgene ílow by 

pollen in WUd Ba.dish, Rapha,nus sa.tivus. The American NaturaJist 

126:606-615. 

EndrizZi, J. E., Turcotte, E. L., Y Kohel, R. J. (1984). QuaJ.itative Genetics, 

Cytology, and.Cytogenetics. pp. 82-129. En KOhel, R. J. yLewis,C. F., 

Editora. Cotton. American Soc1ety of Agronomy, CropScience 

Societyof Amerié8., and SoU Smence 8ocietyof Amariea. Madison, 

Wisconsin. 

Evans N. Y B. nbery. (1992). Geographical aspects of farm-based 

acooromodation. JourlliM ·ofthe Royal Agrioultura.l Sooiety of 

EngIand 159:67-80 

Fryxall P.A. (1979).Tha natura.lhistol'Y ofthe cotton tribe.TexasA andM 

Unlversity Presa, Callega Station, Texas. 

Fryxell, P. A. (1984). Taxonomy and Germplasm Resources. pp. 27-57. En 

Kohel, R. J. Y LewiS, C. F., Editors.Cotton.Amarican Society of 

Agronomy,Crop Science Society of Amariea, andSoU ScieneeSoeiety 

of Amariea .. Madison, WisconsiD.. 

Gillespie, J. (1998). Population Genetics A concise guida. Tb.e Johns 

Hopltins UniverBity Press. USA. 

ESTA TESIS NO SAl.," 79 

DE LABIBI..IOTECA 



Goldstein, D.B., A.R., Linares, L.LCavaJli-SforzayM.W. Fledman. (1995) 

An evalUátionof genetic dístanoes for use with microsatellite loci. 

Genetics.139: 463-471. 

Griffiths A.J.F., J.R. Miller, D.T. SUsuld, R.C. LewontinyW.M. Gelbart. 

(1996).An Introduction toGenetic Analysis. W.H. Freemanand 

Company. USA. . 

GuptaM.,Y-S Chy,J. Romero-SeversonyJ. L. 0Wn.(1996). Ampliñoation 

ofDNAm.a.rkers frOIll evolutionary diverse genomes uS1ng s:1ngle 

primers of simple~sequencer~peats. Theoretica.1. AppliadGenetics 

89: 998-1006. 

Gutierrez O. A., S. Basu, S. Ba.b.a., J. N.Jenkins, D. B. Shoema.ker, C. 

Chea.tha.ID., yJr. J.C. Moca.rty. (2002). Genetio dista.n.ce of cotton 

cultivarsand germ.plasm lines basad on SSR.markersand its 

a.ssociation With &gronomicand fiber traitsoftheir F2 hybrids. Orop 

Science 42:1641-1847. 

Haldane J.B. 8. (1930). A mathematioal theory ofnatural and, artifioial 

selection. Proc. Ce.m.bridge Phil. Soco 23,19-41,168-163,363-372, 

607 -615, 838-844 

Randel, S. N. (1982). Dy:na.m:1cs ofGene Flow in anExperimental 

Population ofCucumis m.elo (Cucurbitaceae). American Journal of 

Botany 69:1638,.1546 

Hartl, D.L. Y A.G. Olark.(1989). PrincipIes ofPopu1a.tion Genetics. Smauer. 

USA. 

Hedrick, P.W. (1983). Genetics ofPopulations. Science Books Int. USA. 

Jarne, P. y P.J.L.Lagoda. (1996). Microsatallites, from molecules ta 

populations and back. Tree 11: 424-429 

Kimura, M.yJ.F. Crow. (1964). Thenumber ofalleles tha.t can be 

ma.iJ;ltained in a finita· popUlation. Genetios 49: 726-738 

80 



Kumar S., Tamura K., y M.Nei (2004).MEGA3: Integrated software for 

Molecular Evolutionary Genetics AnaJySis and sequence aJ.igNment. 

Briefingsin Bioinforma.tics 5:2 (In press). 

La.Duke, J.C. yJ.F. Doebley, (1995). A cb1oroplastDNA based phylogeny of 

the Malvacea.e. Systematic Botany 20: 259-271. 

Latta R. (2004) Gene ílow, adaptive population divergence and 

comparative popul&tion structure a.cross loci New PhytologiSt 161 

1: 51-60 

. Litt, M. Y J. A. Luty. (1989). A hypervariable microsatellite revealedby in 

vitre amplifleation of a dinucleotide repeat within the cardiac musele 

actin gene. American JournalHuman Genetics. 44:397-401 

Liu L., Guo W., Zhu X., y T. Zhang (2003) Inheritance andílne ma.ppingof 

fertility restoration for cytopla.sm1c maJe sterUity in Gossypium. 

hirsutu:m. Theoretical Applied Genetios 106:461-469. 

LinS, S~ S~ D~ SteUy~ B.BuF.r, R.G. CantreU. (2000). GbromosomaJ 

assigNment of microsatellite 1001 incotton .. Journal ofHeredity, 

91:326,.332 

Liu., B. Y J. F. Wendel, (2002). Non-Mendelian phenomenain allopoJ.yploid 

genome evolution.CUrrent Genomics Vol, 3, No. 6. 

Liu,B. yJ.F.Wendel. (2001). Intersimple sequence repeat (ISSR) 

polymorphisms asa. genetic IDaJ:'ker system in cotton. Molecular 

Ecology Notes 1 :205-208. 

MaJecot, G. (1965). Evolution continue des frequences d'un g' ene 

mendelien (da.ns le cas demigration homogene entre groupes 

d'effectif fini constánt). Ann.. Inst. Renri Poineare 137-150. 

McGregor, 8. E. (l976).Insect Pollination of Cultivated Crop Plants. 

Agriculture Handbook No. 4gB. Agricultura! ReseaJ:'ch Service, U. S. 

Department ofAgriculture, Wa.shington, D. C. 

81 



MeiM, N. Syed, W. Gao, M. 'I'b.axton, C. Smith, D. Stelly, yZ. Chen. (2004). 

Genetio :Ql8.pping and QTL ana.lysis offiber-related traitsin cotton 

(Gassypium). Theoretical AppliedGenetios 108:280..,.291. 

Nei, M. (1987). Molecular Evolutionary Genetios. Columbia University 

Press. USA. 

Na.gyla.ki, T. (1976).The decay ofgenetic variability ingeographicaJly 

struotured populations. II.Theoretical Populations Biology 10:70-82 

l\fguyen T.E., M. Giband, P. Brottier, A.M. Risterucci, y J.M. Lacape. 

(2004). Widecoverage ofthetetraploid cotton genome usmg new1..V 

developed.microsatellite II1.&Pkers. TheoreticaJ. and AppliedGenetics. 

2: 14997301. 

Nordborg M (2001) Coalescent theory. In: Handbook of Sta.tistical Genetics 

Editores: Balding D, Bishop M, cannings C,pp. 179-212. Wiley, 

Chichester, UK. 

OuborgNJ, y~ Piquot, yJM. van Groenendael(1999). Population genetics, 

molecuIarmarkers, and the stuc1y of dispersa.l in plants. Journal of 

Ecology87: 551-569 

Pillay M. Y G.O. Myers (1999). Genetic diversity in cottonassessed by 

variation in ribosomal RNAgenes and..A,FLf markers. Crop Science 

39:1881-1888 

Posada. D, KA. CrandaJI, y A.R. Templeton. (2000). GeoDis: aprogra.m fOl" 

thecladistic nested a.nalysis ofthe geographicaldistribution of 

genetio haplotypes. Molecular Ecology. 94:487-8. 

]?rovan J, W. Powell, y P.M. Hollingsworth. (2001)~ Chloroplast 

miorosatellites:new tools fórstudies in plantecology and evolution. 

Trends in Eoology and Evolution, 16:142-147. 

82 



Pritchard K.,'M. Stephens y P. Donnelly (2002) Inference ofPopulation 

Structure UsingMultilocusGenotype Data. Geneties 5: 94&959. 

Reddy O., E. Pepper,l. Abd'ura.khmonov, 8. Saha, N. JeDkins, T. Brooks,Y. 

Bolek ,yM. El-Zik. (2001). NewDinucleotideand T.rinncleotide 

Microsa.tellite Marker Resources for Ootton Ganoroe Rasearen The 

Journal of Ootton Sorenes 6: 1 03-113 

REMIB, CONABIO (http://]1WW.conabio.gob.~). 

Rodríguez J. (1982). Ixca.tl, el aJ.godón mexicano. Fondo de Cultura. 

Eoonómica.. México. 

Rong, J., RS. Sma.ll, RO. Cronn, y J. F.WendeL (2004). A 3347-Locus 

genetio recombination mapof sequence-tagged sites reveaJ.s features 

oí genome orga.niza.tion, transmission and evolution oí cotton 

(Gossypium). Genetics 166: 389-417. 

SchneiderS, D~ Roessll, y L. Excoffier (2000). Arlequin Ver. 2.0: A 

Sofl¡ware for populationGenetics Data Analysis. Switzerland: 

Genetics and Biometry Laboratory, University of Ge;neva. 

Seelanan T, A. Sobnabel y J.F Wendel. (1997). CoD.gruenceand consensus 

in the cotton tribe (Malvaceae ) .. SystematicEotany 22:259-290. 

Senchina., D.S., l. Alvarez, R.O. Cronn, B. Lin,J. Rong, R.n. Noyes, A.R. 

Paterson, R.A. Wing, T.A.Willtins, y J.F. Wendel (2003).Ra.te 

variation among nuclear genes a,nd the age ofpolyploidy in 

Gossypium. Molecular Biology Evolution20:633-643. 

Shiver MoD., L. Jin, R. Oha.krabortyy E. Boerwinkle. (1993). VNTR aJlele 

frequency distribution under the stepwiSe mutation moclel: A 

oomputar simulation. Approach. Genetlcs 134:983-993~ 

Sla.tkin, M. (1987). Gene Flowand the geographic structure ofnaturaJ. 

populations. Science 263: 787-792. 

83 



Slatltin,·M. (1993). Isolation by dista.nca in aqullibrium and non

aquilibrium populatioDS. Evolution47:264-279. 

Slatkin, M. (1995 ).A measura of population subdivision basad on 

.microsatellite allela f.requanoy. Genetics139: 457-462. 

Slatkin M., y R.R. Hudson. (1991). Pa.irw1sa oomparisons of mitochondriaJ. 

DNA saquances in stabla and exPonantiaJly growi.ng populations. 

Genetiós, 129:555-562. 

Small, B.S., R.C. Cronn, y J. F. Wendel (2004). Use ofnuclaar genes for 

phyloge:oy reoonstruction in plants. Aust...ralianSystematio Botany 

17:145-170. 

Ta.kahata, N.(1983). Gene identityand genetiodifferantiationof 

populations in the finita island modal Genetics 104:497-512. 

Takezaki,N. (1997). NJBAFD: Neigbbor joini.ngtraa construction 

allala trequancydata..National Institute ofGenetics, 1997. Japan 

Tatineni, V., R.G.Cantrall, yD.D. Davis. (1996). Genetic divarsityinelite 

cotton germplasmdeterminadby morphologioalchara.cteristics and. 

RAPD.Crop Sciance 36:186-192 

Templeton A.R. (1998) Nastedclade ana.1ySisof phylogeographic da.ta: 

testinghypothesis about .gene ílowand populationhystory. 

Molecular Ecology, 7:381-397. 

TempletonA.R. (2004) BtatisticaJphylogeography: methods oí evaluating 

and mjnimízing inference errors. Molecular Ecology, 13:789-809. 

U.S. EnviroNmental Protection Agency. (1989). Guidelines for EcologicaJ 

Rísk Assessment, EP A/630jR-95¡002F. 

U.S.EnviroNmenta.l Protection Agency~ (1999). Guidelinas for EcologicaJ. 

Risk Assessment, EP A/630jR--95j002F. 

Ulloa,M. Y B.G. Percy. (2002). Comparison of genetic diversitywithin 

improvedgermplasm of cottons Withrflp, ssp, and rapd 

84 



lIl.8.Pkers .. Orop Bcience abstracts, Annual Meeting ASA,OSSA, and 

SSBA. p. 189, 

Umbeck, P. F., K. A Barton,E. V. Nordheim., J. C. McCarty, W. L. Parrotty 

J. N. Jenkins. (1991). Degree ofpollen dispersaJ. by insectsfrom a. 

freId test of genetically engineered cotton. JournaJ. of Economíc 

Entomology 84:1943-1950 

Vá.zquez~ Lobo A (1996). F:ilogeniade hongos endófitosdel género Pinus L.: 

Im.plementaciones de técDicasmoleculares y resultados 

preljminares. Tesis ·de licenciatura.. Facultad de Ciencias. U.N.A.M. 

Vendramin. G.G., L. LeUi, P. RosSi, yMc Morganta. (1996). Aset ofprimers 

for me amplification of 20 cbloroplaBt mi~rosa.tellites in Pinaceae. 

)}..[olecula.r Ecology5: 595-598 

WeisIDg (1999). Asat of conservad POR pri:mersfor tha 

a.nalysis of simple sequence repeat pol.yrn,orphisms·in cb!oroplast 

. genomas ofdicotyledonousangiospen:ns.Genome 42.: 9-19 

Wendel, J.r, (2000). Ganome evolution in poly¡jloids .. Pla.Ilt Molecular. 

Bio10g'y42, 22&-249. 

WendelJF, e.L. Brubakary.A.E. Percival.. (1992). Genetic diversityin 

Gossypium .b.trsutum andthe originofupland cotton. American 

Journal Di ,79:1291-1310. 

Wendel, J. F. Liu, (2002). Non-Mendalian. phenomena in aJlopol:yploid 

ganoroa evolution. Currant Ganomics36.2:489-505 

Wrjght B. (1931). Evolution in ma.mma,1ian populations. Genetics 16:97-

159. 

Wright B.. (1943). Isolation by dista.nce. Genetics 28: 114-138. 

Wright S. (1949). Ad.a.ptation and seleOtion. En: Genatics, Paleontology and 

Evolution. Editores Jepson, G.L.,G.G. Símpson y E. Mayr.Princenton 

University Press. USA. 

85 



W¡:1ght B. (1951). ThegeneticaJ.struoture ofpopulations~ Ann. Eugen. 

15:323-354 . 

Wrigllt B. (1965). The interpretation ofpopulation struoture by F-statistios 

with speoiall'egard tosystems ofmatmg.EvoL 19: 3913-420. 

W¡:1ght B. (1969). Evolution andthe genetiosofpopulations. Vol. 2 The 

theory oí gene fi>equenoies. Univ. of Chicago Presa, Ohicago. 

Zha.ng DX, JA Smith, C. Rico y G.M.Hewitt. (2001). Isolation a.nd 

chara.cteriza.tion of 10 micl'osatellite loci in poOl' cod 'lTisopterus 

minutus (L). Molecula.r Eaology notes, 1:50-52. 

86 



; Apéndice 1 

. Tabla. lA. Coordena.das geográficas de las locaJidades de Gossypium 

hirsutum, y nombre de la pobla.cióna la que pertenecen las colectas. 

Latitud Longitud 
o " 

16 52 95 .2 

15 46 96 27 

16 12 96 4 

17 66 92 97 

23 7 106 3 

22 47 105 41 

18 37 91 56 

18 55 99 13 

21 18 89 31 

21 19 89 27 

21 21 89 11 

21 10 90 o 
20 52 90 23 

19 55 90 23 

20 23 89 32 

21 18 88 9 

21 25 88 8 

21 34 88 9 

20 48 88 11 

19 3 88 10 

18 59 88 13 

23 11 104 31 

16 1 95 36 

16 52 95 4 

16 14 95 4 

16 45 96 28 

15 43 96 28 

15 43 96 30 



1figura 1 A. Poblaoiones ooleotadas de Gossypiumbirsulium en Mé:xioo 

*
penm. ' sula 
de Yucatán 
Noroeste 

". Península .•.. de;Yucatán 
Noreste 

0" 'fe 

Figgra. 2 A. Looalidades ooleotadas de las poblaciones Península de Yuoatán 

. Noreste y Noroeste 
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OaxacaA 

o OaxacaB 

+ OaxacaC 

Figura. 3 A. LOQalida.deseolecta.daS de las pobla.clonesde Oaxaca. . 
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Tabla 2 A. Distancia geográfica (Km) entre las locaJ.idades colecta.das de 

Gossypium hirsutum 

PARTEll 

Da. 1 Oc 2 Ob 3 N 4: 81 5 1326 C 7 M 8 Yl 9Y2 10 
OA 1 O 191 71.1 188 1323 1274 376.8 493 743 750 
OC2 191.28 o 155 379 1267 1216 566.9 445 935 941 
OB3 71.106 155 O 240 1358 1309 419.6 525 793 799 
N 4 188.04 379240 O 1402 1355 191.7. 599 555 562. 
1315 1322.6 1267 1358 1402 O 60.7 1538 832 1711 1718 
/326 1273.6 1216 1309 1355 50.7 o 1493 782 1672 1679 
C 7 376.76 567 400 192 1538 1493 o 767 377 383 
M 8 492.63 445 525 599 832 782 766.9 o 1042 1049 
Y19 743.21 935 793 555 1711 1672 377.2 1042 O 7.11 

Y210 749.73 941 799 562 1718 1679 383,1 1049 7.11 . o 
Y311 773.87 965 823 586 1744 1706 404.9 1077 34.9 27.8 
Y4 12695.47 887 747 508 1664 1625 334.4 990 51.9 59 
Y6 13 644~96 836 697 458 1631 1591 285.8 945 100 107 
Y714 58a38 777 632 399 1653 1611 212.2 932 170 175 
Y9 15 687.42 878732 500 1728 1687 312.2 1025 95.2 97.3 

. Ylll:6 859;79 1051 904 672 1851 1812 484.5 1181 141 135 
Y1217 867.64 1059 913 680 1851 1812 492.8 1185 144 137 
Y1318 874.57 1066 920 686 1847 1809500,7 1186 144 137 
Y1419 830;74 1021 872 644 1857 1817 453.9 1170 148 142 
Y1620 761~66 945 791 586 1902 1859 398.8 1161 274 272 
Y1721 754.65937 783 680 1898 1856 392.9 1156 277 275 
DU22 1189.6 1148 1229 1259 157 126 1390 706 1555 1561 
Ob 3.2 107.9 96.4 58.6 292 1324 1274 475.4 493 847 853 
Oa 1.2 3.5447 188 
Ob 3.3 . 67.554 156 
Oc 2.1 193~78 2.52 

71 
3.56 
157 
158 
162 

191 1320 1271 379.8 
237 1356 1307 417.4 
382 1267 1216 569.4 
384 1269 1218 571.4 
387 1266. 1216 574.3 

489 
524 
445 
448 
445 

746. 752 
791 797 
937 944 
9.39 946 
942 949 

Oc 2.2 196 6.64 
Oc 2.3 198.79 7.56 

OA1 
002 
OB3 
N4 
1315 
.526 
C7 
Me 
Y19 
Y210 
Y311 

PARTES 
Y311 Y412 Y6 13 Y7 14 Y915 Yl116 Y1217 Y1318 Y1419 Y1620 
774 695. 645 586 687 869.8 867.64 874.57 830.74761.66 
965 887 836 777 878 1051 1058.9 1066 1021.2 944.76 
823 747 697 632 732 904.2 912.67 920.44 872.41 '100;62 
586 508 458 399. 500 672 679.71 686.48 644.01 586.27 

.1744 1664 1631 1653 1728 1851 1850.7 1846.6 1856:7. 1901.5 
1706 1625 1591 1611 1687 1812 1812.3 1808.5 1817.2 1859 
405 334 286 212 312 484.5 492.82 500.66 453.94 398.76 
1077 990 945 932 1025 1181 1185.1 1186.4 1169.8 1161.2 
34.9 51.9 100 170 95.2 141.5 143.67 144.03 147;68 273;68 
27.8 59 107 175 97.3 134.6 136.64 136.92 141.86 271.67 
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Y412 o 86.7 134 194 107 107.1 108.86 109.19 118.34 262.24 
Y613 86.7 O 60,6 136 94.7 192.1 194.99 195.87 192.28 292.2 
Y714 134 60.6 O 98.9 102 235.9 240.06 242.44 228.59 299.34 
Y915 194 136 98.9 O 101 273.2 281.15 288.55 246.98 249.33 

YU16 107 94.7 102 101 O 172.3 180.63 188.88 146.96 199.73 
Y1217 107 192 236 273 172 O 12.196 27 .. 583 51.967 234.69 
Y1318 109 195 240 281 181 12.2 O 15.605 64.136 246.78 
Y1419 109 196 242 289 189 27.58 15.605 O 79.51.1 262..27 
Y1620 118 192 229 247 147 51.97 64.136 79.511 O 182.83· 
Y1721 262 292 299 249 200 234.7 246.78 262.27 182.83 O 
DU22 267 294 300 247 201 241.8 253.91 269.36 189.86 8.7546 
Ob3.2. 1588 1608 1475 1499 1573 1694 1694.1 1689.9 1700.7 1748.1 
0a.1.2 877 800 750 687 788 960.1 968.37 975.88 929.02 84;9.04 
Ob3;3 777 698 648 589 690 862.7 870.57 877.46 833.78 765.02 
Oc 2.1 820 744 694 629 730 902.1 910.47 918.21 870.38 789.2 
Oc 2.2 968 889 839 780 881 1063 1061.4 1068.6 1023.6 947.1 
Oc2~3 970 891 841 782 883 1066 1063.5 1070.6 ·1025.6 948.5 

PARTES 
OAl Y1721 DO 22 Ob3.2 Oa.l.2 Ob3.3 002.1 002.2 002.3 
002 754.65 1190 107.9 3.545 67.6 194 196 199 
OB3 937.41 1148 96.4 188.5 156 2.62 5.64 7.56 
N4 783.19 1229 58.527 71.02 3.56 157 168 182 
s15 579.84 1269 291.86 190.9 237 382 384 387 
s26 1898.4 156.8 1324.2 1320 1356 1267 1269 1266 
07 1855.8 126.2 . 1274.2 1271 1307 1216 1218. 1216 
M8 392~86 1390 475.4 379.8 417 569 571 574 
Y19 1156.1 705.6 492.75 489.5 524 445 448 445 
Y210 277.14 1555 846.95 746:9 791 937 939 942 
Y31l 276.32 1561 853.36 752 .. 5 797 944 946 949 
Y412 266.66 1688 876.95 776.7 820 968 970 973 
Y613 294.22 1608 800 698.1 744 889 891 894 
Y714 299.91 1476 749.67 647.6 694 839 841 844 
Y916. 247.19 1499 687.06 689.3 629 780 782 785 
YIl16 201.08 1573 787.62 690.4 730 881 883 88.6 
Y1217 241.78 1694 960.12 862.7 902 1063 1066 1058 
Y1318 263.91 1694 968.37 870.6 910 1061 1064 1066 
Y1419 269.36 1690. 976,88 877.5 918 1068 1071 1073 
Y1620 189~86 1701 929.02 833.8 870 1024 1026 1029 
Y1721 8:7546 1748 849.04 766 789 947 949 ·952 
DU22 O 1745 841.63 758 782 940 941 944 
Ob3.2 1745.2 O 1198.9 1187 1227 1148 1150 1148 
Oa.L2 841.63 1199 O 106 69.8 98.6 99;7 103 
Oq3.3 758.01 1187 . 106.01 O 67.5 191 193 196 
ÚC2.1 781.79 1227 59.807 67.46 O 158 169 163 
Oc 2.2 939.75 1148 98.617 191 158 O 3.67 5.04 
Oc 2.3 941.13 1160 99.713 193.2 159 3.67 O 3.57 
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Apénd.ice2 

Secuencias de los microsatélítes. 

CCMP3 

TGTICCAATATCTTCTTGTCAITTCTGTITGCACITCCTCTCTCTCTC'11TI"l"l'I' 

TTTTAAGTAAAAAAAAAGAGAGACAAGACACCCTGAAATAAATAATTGTTCC 

GATGGAACC 

CCMP5 

TTCGTCGGCGTAGTAAATAGGAGAGATTATTCCTTTCTICGTCTITACAAAAA 

CAAAAAAATATATTTTAAAAGAAAAATGACACGTICACTAAAAAAAAA 

Ghl 

AATGCTGAATOGATGACCTATGTATAAAGGGAGAAGAATTCTTTGAATTTGA 

AGAAAAAAAAGAAACAACTTTGCTGACAAATIACAATTATACATTATACAAT 

TCTAAGTACAATTAGAAATTCCAAATIATATGTAACTITITI"ATTTATTATTTT 

TTTATTATACI"I"I'l"I'AGTITITl"GATATATTTTCTATTTTGGTCAGAAGAGTCCT 

CCGAATATTTTGG 

CCMPIO 

GATCCCOOACGTAATCCTOOACOOGAAGAATAA.AAAA.GGGAGAGTTCCTTG 

CTTCATTTTTAGAAATGGTATTAGGATTTGATCTATTCCACTACCAAAAACC 

GAAACGGAAAGAGAGGGATTCGAACCCTCGGTACGA 
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ApéndiceS 

Tabla. ª-.4 Haplotipos encontrados en las poblaciones de Gossypium 

hirsutum, yel número de individuos en los que fueron identificados en 

cada. una. de las poblaciones. 

1 .2 3 4 5 6 7 8 9 7 11 12 13 

a.. 
::c oc OA 08 

Gh 1 100 174110125 138 13 4 3 
GI12 100174111,125138 1 2 o 
Gil 3 100174110125139 1 o o 
Gil 4 100 176110125138 1 5 2 

f- 5 100176111125138 1 3 o 
"" 16 100 174109 125 138 o 1 o 

7 100J1.§...110 125139 o 1 O 
Gh8 .' ,. 106T76~10 125 137 o 1 2 
GIl9 100 178110125138 O O 2 

Gil 10 ioo 170110129·131 O O o 
Ghn 99 170 110 129 139 o o o 

I.G11121 ".99,1.70 1, 11, 12913, 7 o o o 
100170 110125 138 o o o 

Ghl 100 174 110 129 138" o o o 
Gil 15 100 174111129 139 o o o 
Gh1& 100 170111.129 137 O o o 
Gh.17 100 ;1:76 109125 138 o o O 
Gh .18100 176 110126 138 o o O 
Gb19 100-.!Z1..110127138 o o o 
G1120' 100176110127138 o o o 
GI1:21 100172 110 125 138 o O a 
Gil 22 100 170109 123 138 o o o 
.@4.3 100 170110123,138 O o o 
~4 100 168110123138 o o o 
Gh25 100.1741.11125139 o o o 
Gh 26 100174.110123143 o o o 
Gh 27 100 174110 125143 o a O 
Gil 28 100 174 111125 143 O O O 
Gh 29 100 168110125 137 O o o 
Gh3099 174 110125 138 o 00 
Gh31 99174110125139 ' o o o 
GI132 lÓO 174 111 1.27139 o O o 
Gil 33 ,100 174110 :1;27 139 o O o 
Gh 34' 100 174 109127 139 o o o 
Gh35 l{lO 176110127139 :o o o 
Gh 36 100176 111 127 139 o o o 

, Gh 37 '100176 111127 138 o O o 
Gh 38 100178111125138 o o (} 
Gb 39 100174112125138 o o o 
Gil 40 99174112125138 o o o 

HA SI1 
o 7 
o 1 
(} o 
o 4 
o 1 
o 1 
o o 
o o 
o o 
10 
2 o 
1 o 
1 o 
1 O 
2 o 
1 O 
o 1 
O 1 
O 6 
o 1 
o o 
o o 
O O 
O O 
o o 
o o 
O o 
00 
o o 
o l· o 
()~ o 
o o 
o o 
o o 
() o 
o o 
o o 
o o 
o (} 
(} o 

y y MAL 
SI2 CAM MOR NE· SE Y NO no DU HP 
1 o 1 4 o 2 o 1. 36 
00000310 8 
o o 0403 o 08 
o 00 O o o 0012 
o o 00010 o 6 
100 103 o 07 
o o o 00 o o 01 
o o () 0000 03 
o o o 00 0002 
o 0.000 o o 01 
o o o Ol) 0002 
o o (} 00 o o 01 
O o O. O· o o o o 1 
o 00 o O O O o 1 
o O o 00 o o 02. 
O o o O o 'O o o ,1 
10 o 00 o 002 
o o o 00 O o 01 
o o o 00 O o 06 
40 ,O o o o o o 5 
o 2 o 00 o o 02 
O 2 O 00 o O 02 
o 10 0000 01 
o 2 o 00 () o o 2 
o 0100 o o 01 
o O O 10 0001 

o o o 2 00 0o·~~o· 2
1 O O o 1 '-0-

o O 01 o 0001 
O O o O 1 lo o o 1 
o o o O 11 2. O O. :3 

1"·0 o O o O 1 o O, 1 
o O 0003 O 03 
o O o 003 O 03 
00 o o 0.1 o o 1 
o O 000:2 o O 2 
o "'0 o O o 1 O o 1 
o o 0002: o 02 
O o 00012. 03 
o O o 00 0202 

17 17 9 9 23 7 7 2. 14 2. 28 5 1 141 
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