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Resumen

México es el centro de origen y diversidad genética del algodon, Gossypium hirsutum
L. Es, ademas, donde se encuentra la mayor cantidad de poblaciones silvestres y
donde también se cultivan plantas genéticamente modificadas (GM) de la especie.
Para sugerir estrategias a largo plazo para la conservacién y el manejo del algodén en
México, fue necesario realizar un andlisis integral para conocer tanto la historia
evolutiva, como la estructura genética y geografica de la especie. Se hizo especial
énfasis en el flujo génico ancestral y actual, se porpuso una estrategia para delimitar
los centros de diversidad genética, asi como las medidas de bioseguridad necesarias
para evitar la introgresion entre algodones GM y las poblaciones silvestres y otros
parientes.

La diversidad genética de las poblaciones silvestres encontrada utilizando
microsatélites de cloroplasto fue alta (He = 0.894 + 0.01), mientras que en plantas
cultivadas no se encontrd variacion. Se observd una estructura genética que consiste
de ocho grupos (usando un analisis bayesiano BAPS, Bayesian Analysis of Population
Structure) que coincide con la estructura geografica (obtenida con un analisis
genético, GARP, Genetic Algorithm for Rule-set Production) y ecoldgica de ocho
metapoblaciones. El flujo génico historico tiene un patrén de flujo a larga distancia, el
cual continGa hasta la actualidad de acuerdo a los datos de flujo de transgenes
liberados desde 1996 en el norte de México. Los andlisis sobre los centros de
diversidad genética indican que es necesaria la conservacion de seis unidades, las
cuales comprenden a ocho metapoblaciones. Esto se debe a que los fendbmenos que las
afectan pueden afectar a las demas debido, por un lado, al bajo nimero de individuos
encontrados y por el otro a la alta tasa de migracion reportada. Por lo anterior es
necesario evitar el flujo génico con los parientes cultivados, debido a que son
genéticamente homogéneos, pueden contener transgenes (los cuales ya se encuentran
en cuatro de las ocho metapoblaciones) y aun desconocemos las consecuencias que
pudieran tener sobre la especie y las interacciones que ésta sostiene en los ecosistemas

en que habita (dunas costeras y selva baja caducifolia).



Abstract

Mexico is the center of origin and genetic diversity of cotton, Gossypium hirsutum L.
It is also home to the largest number of wild populations of the species and one of the
countries where genetically modified (GM) plants are cultivated. To suggest
conservation and long-term management strategies for G. hirsutum, it was necessary
to perform a comprehensive analysis to learn about the evolutionary history of the
species, as well as about its genetic and geographic structure. Special emphasis was
made on current and ancestral gene flow, on strategies for defining centers of genetic
diversity and on biosafety measures required to prevent introgression between GM
cotton and its wild relatives.

The genetic diversity found in wild plants using chloroplast microsatellites was high
(He = 0.894 + 0.01), while in cultivated plants variation was not found. We observed
a genetic structure that consisted in eight groups (using Bayesian analysis, BAPS,
Bayesian Analysis of Population Structure) that agreed with the geographical
structure (obtained with a genetic analysis, GARP, Genetic Algorithm for Rule-set

Production) and with the ecological approach that resulted in eight metapopulations.

Historical gene flow presents a long-distance pattern, which continues to this day
according to transgene flow data and given that GMOs were released since 1996 in
northern Mexico. Analyses of centers of genetic diversity indicate that conservation
of six units, which comprise all eight metapopulations, is necessary since the
phenomena that could affect one of them may affect the others. This is due, on one
hand, to the low number of individuals encountered and, on the other, to the high
migration rate reported. Therefore, it is necessary to prevent gene flow with cultivated
relatives, because they are genetically homogeneous, may contain transgenes (which
are already in four of the eight metapopulations) and the consequences they might
have on G. hirsutum and the interactions that this species sustains in the ecosystems in
which it inhabits (coastal dunes and tropical deciduous forest) are not yet fully
understood.



1. Introduccion

Los procesos evolutivos y antropogénicos que dieron origen a cientos de
cultivos importantes para la humanidad ocurrieron en areas megadiversas bioldgica y
culturalmente como Mesoamérica (Gepts 2004). En esta region aln encontramos
poblaciones silvestres, semidomesticadas y distintas variedades domesticadas de estos
cultivos. Las poblaciones silvestres forman parte de la dindmica ecolégica y de los
procesos evolutivos de los ecosistemas en los que viven. Conocer las caracteristicas
evolutivas en las que se originaron el género y la especie, determinar la diversidad y
estructura genética, asi como los procesos que la mantienen y entender la dindmica
ecologica, ayudara a generar estrategias integrales para su adecuado aprovechamiento
y conservacion a largo plazo. Son datos que deben ser considerados en los andlisis de
riesgo y medidas de bioseguridad (Engels et al., 2006). Asimismo deben de
incorporarse en estos estudios los contextos culturales, sociales y econémicos que los
rodean (Brush 2001; Altieri 2004).

Este trabajo pretende aportar informacion que permita realizar estrategias para
conservacion y manejo a largo plazo de la especie Gossypium hirsutum L., la especie
de algod6on de la cual México es el centro de origen y de diversidad genética
(Brubaker y Wendel 1994), donde actualmente se encuentra la mayor cantidad de
poblaciones silvestres y donde también se cultivan plantas genéticamente modificadas
(GM) de la especie. El objetivo general, es inferir la diversidad y estructura genética
de las poblaciones silvestres de algodén para conocer los patrones historicos que la
moldearon e influencian en la actualidad. Los objetivos particulares son: i) Revisar la
biologia evolutiva del género Gossypium con énfasis en la dispersion y especiacion;
i) Modelar el nicho ecoldgico e inferir la estructura geografica y ecoldgica de las
poblaciones de Gossypium hirsutum L. en México; iii) Analizar el flujo génico
interpoblacional y con sus parientes GM cultivados; y iv) Utilizar las herramientas de
la genética de la conservacion para delimitar las areas de diversidad genética que
pueden ser consideradas como centros de diversidad genética, asi como sugerir las

estrategias para su conservacion.

1.1 El flujo génico
Las poblaciones de una especie, generalmente intercambian genes entre ellas en

mayor o menor medida. En este proceso, que se denomina flujo génico, los genes



pueden ser transportados por individuos (como en la mayoria de los animales) o por
gametos (como el polen o las gametas de muchos organismos marinos). Los
migrantes que tienen éxito en reproducirse en su nueva poblacion y dejan
descendencia en la siguiente generacion son aquellos que contribuyen al flujo génico
(Futuyma, 2009).

El flujo génico es un componente principal de la estructura poblacional, ya que
determina hasta qué punto cada poblacion local de una especie es una unidad
evolutiva independiente. Si existe una gran cantidad de flujo génico entre poblaciones
locales, entonces todas ellas evolucionan juntas; pero si hay poco flujo génico, cada
poblacion evoluciona en forma casi independiente (Slatkin, 1995). Por lo tanto, el
flujo génico homogeniza las poblaciones de una especie, es decir, las conduce a tener
las mismas frecuencias alélicas, a menos que exista suficiente oposicion de otras
fuerzas divergentes como la deriva génica y la seleccion natural (Futuyma, 2009).

Las caracteristicas de una especie afectan mayormente su capacidad de
dispersion y flujo génico, razén por la cual es muy importante conocer a fondo su
biologia y estructura genética cuando se quieren realizar estrategias para la
conservacion de las especies o estudios de analisis de riesgo y/o disefiar medidas de
bioseguridad (Bao-Rong y Snow, 2005, Meyer 2011).

El proceso de hibridacion se puede definir, desde un punto de vista evolutivo,
como la cruza entre individuos pertenecientes a poblaciones genéticamente diferentes.
La hibridacion frecuentemente conduce a un proceso conocido como introgresion, el
cual consiste en la incorporacién de genes de un taxén a otro 0 a mas poblaciones
(Ellstrand, 2003). La hibridacion y la introgresion entre diferentes especies son
subconjuntos del flujo génico, definido por Futuyma (2009) como “la incorporacion
de genes al pool genético de una poblacién a partir de otra poblacién u otras mas”.
Las consecuencias evolutivas de la hibridacion entre cultivos y sus parientes silvestres
pueden ser profundas, por ejemplo, las plantas cultivadas suelen tener poca diversidad
genética debido a los cuellos de botella que pasaron durante la domesticacion (Gepts
2004). En estos casos, el “genotipo cultivado” tiene una mayor probabilidad de estar
presente en la siguiente generacion simplemente por estar mas representado que los
silvestres que pueden ser todos distintos. Si hay una alta tasa de flujo génico y
transcurren varias generaciones, entonces habra perdida de la diversidad genética de
las poblaciones silvestres (Slatkin, 1987). Otra consecuencia del flujo génico es que

se restrinja la adaptacion de las poblaciones a las condiciones locales (Slatkin y



Hudson, 1991). La velocidad a la que ocurra dependera principalmente de la variacién
genética inicial de las poblaciones, el nimero de individuos y la tasa de migracion,
aunque la seleccion natural y la deriva geénica estan siempre presentes vy
desconocemos como afectaran el resultado. Otros problemas potenciales son la
evolucion de supermalezas (Ellstrand et al., 1999; Ellstrand, 2003) y la introgresion
de transgenes a las poblaciones naturales, que es el impacto ambiental potencial mas
frecuentemente discutido en el ambito de la biotecnologia de plantas y que no solo
debe ser medido sobre la diversidad de las plantas si no en todo el ecosistema (Wegier

et al, en preparacion).

1.2 Genética del paisaje

Las herramientas de la genética del paisaje ofrecen en la actualidad la posibilidad de
observar la influencia de los procesos ecoldgicos que modelaron la variacion genética
en relacion a la distribucién espacial (Manel et al. 2003; Storfer et al. 2007; Sork y
Waits. 2010). Por lo tanto, se puede hacer explicita la variacion genética respecto al
ambiente y podemos utilizar entonces aproximaciones de esta disciplina para
comprender procesos evolutivos historicos y contemporaneos (Manel et al. 2003).
Entender como el paisaje geogréfico influencia la conectividad de las poblaciones es
un tema ampliamente discutido (Spielman & Smouse 1976; Sokal et al. 1991; Taylor
et al. 1993; Baer 1998; en Dyer et al. 2010), pero la forma en la que se entiende y se
mide la magnitud del flujo génico ha cambiado con el uso de marcadores moleculares
neutrales (Dyer et al. 2010), que pueden mutar rapidamente, como los microsatélites
del cloroplasto de las angiospermas dicotiledoneas (como el algodén).

Las redes graficas de poblaciones permiten realizar comparaciones entre las
varianzas y covarianzas intra e interpoblacionales. Ademas, podemos saber si las
distancias genéticas corresponden con lo esperado por la distancia geogréafica que
separa a las poblaciones, asi discriminar si las poblaciones mas cercanas
geograficamente son mas parecidas genéticamente y si la diferenciacion entre ellas
aumenta con la distancia (modelo tradicional de aislamiento por distancia o IBD por
sus siglas en inglés) o si el patron observado es independiente de la distancia y por lo
tanto podemos tener, tanto poblaciones cercanas muy diferentes, como también,
poblaciones lejanas con y sin diferenciacién genética entre ellas (modelo de flujo a
larga distancia). Esto es muy importante en términos de genética de la conservacion
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ya que permite tomar decisiones adecuadas respecto a la distribucién genética y
geogréfica de las poblaciones (Dyer et al., 2010).

1.3 Genética de la conservacion
El objetivo principal de la genética de la conservacion es proteger a la diversidad
bioldgica entendiendo a los procesos evolutivos que la mantienen (Moritz, 2002), y
por lo tanto ayudando a minimizar las extinciones, evitando los problemas
relacionados con tamafios efectivos pequefios, como el efecto deletéreo de la
endogamia, la pérdida de diversidad y la habilidad para evolucionar en respuesta a los
cambios ambientales, asi como los efectos deletéreos que ocurren por la cruza entre
individuos muy distintos (depresién por exogamia; Amos y Balmford, 2001,
Frankham et al., 2002). Los analisis genéticos también permiten estudiar el efecto de
la fragmentacion y la reduccién del flujo génico en poblaciones estructuradas y el
efecto de la acumulacién y pérdida de mutaciones deletéreas (Rocha y Gasca 2007).
Un concepto ampliamente utilizado en el area de la Genética de la
conservacion es el de las unidades de conservacion (Geist y Kuehn, 2005). Una vez
que las unidades son delimitadas se puede discernir entre diferentes estrategias para la
conservacion de las poblaciones, asi como identificar los procesos que las vulneran.
Las unidades de conservacion pueden dividirse en unidades evolutivamente
significativas y en unidades de manejo. Las unidades evolutivamente significativas
sirven para separar grupos de poblaciones que han divergido hace mucho tiempo,
mientras que las unidades de manejo sirven para dividir grupos de poblaciones que
han divergido mas recientemente y donde la tasa de dispersion entre grupos es menor
al 10%, que representa la proporcion de individuos que van de una poblacion a otra
(Moritz, 1994; Palsbgll et al., 2007). En este trabajo definimos a las unidades de
manejo como centros de diversidad genética, ya que el aislamiento entre poblaciones
es el que nos permite diferenciar grupos que evolucionan independientemente. De
acuerdo a Palsbgll et al. 2007, lo mas importante para definir unidades de manejo es
la tasa de dispersion y no el flujo génico. La diferencia entre la tasa de dispersion y el
flujo génico es que en la tasa de dispersion lo Gnico que importa es el movimiento de
los individuos entre poblaciones. Mientras que en el flujo génico (a diferencia de la
tasa de dispersidn) se requiere que haya una contribucion a la poza genética de otra
poblacién.
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1.4 Modelo de estudio: Gossypium hirsutum

El algodén ha sido fundamental desde el origen de varias civilizaciones y
continlia siendo una de las especies mas importantes para la humanidad en nuestros
dias (Fryxel 1979; Wendel et al., 2010). Es la fibra natural més utilizada y la tercera
fuente de aceite vegetal (FAOSTAT 2010). Ocupa el sexto lugar mundial en
superficie cultivada y el algodén genéticamente modificado se coloca en el tercer
lugar de los cultivos biotecnoldgicos mas sembrados. Es importante hacer notar, que
dentro de los quince cultivos mas importantes del mundo, el algodén es el Gnico que
no adquirié su valor por formar parte de la base de la alimentacion (Wendel et al.,
2010).

De las cuatro especies de algoddn domesticadas, Gossypium hirsutum ocupa el
95% de la produccion actual y la mayoria de las poblaciones silvestres de esta especie
habitan en México. Aunque se han realizado vastas investigaciones sobre la biologia,
ecologia y genética de la especie, la mayoria se han basado en plantas domesticadas y
fuera de su distribucion natural por lo que en realidad se conoce poco de la especie, ya
que después del proceso de domesticacidn, se conserva solo una parte de la variacion
que pudiera encontrarse en las poblaciones silvestres y por lo tanto las investigaciones
sobre las plantas domesticadas deben utilizarse con precaucion y sin extrapolar al
resto de la especie.

Debido a que el algodon (Gossypium L.) es un género tan importante en la
economia mundial, ha capturado la atencion de cientificos agricolas, taxénomos y
bidlogos evolutivos. Especialmente en las Ultimas décadas, las tecnologias
moleculares se han aplicado para contestar las preguntas clasicas como el origen de la
poliploidia de las especies, las relaciones filogéneticas entre las especies del género y
los origenes de las plantas domesticadas a partir de sus progenitores silvestres
(Wendel et al., 2011).

Quizas el aspecto méas llamativo de su historia es que debido a su amplia
distribucion geografica, se involucrd con antiguas culturas en distintos continentes, lo
cual dio lugar a un proceso de domesticacién convergente o paralelo a partir de
ancestros silvestres divergentes y geograficamente aislados. Esta domesticacion
paralela involucra a cuatro especies: dos americanas, G. hirsutum y G. barbadense, y
dos africanas y asiaticas, G. arboreum y G. herbaceum. Los habitantes de distintas
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regiones del mundo descubrieron miles de afios atras y de manera independiente, que
las propiedades Unicas de las fibras de las cuatro especies de algoddn las hacian Utiles
para la elaboracién de cuerdas, textiles y otras aplicaciones, por lo tanto, cada una de
éstas especies posee una historia Unica de domesticacion, diversificacion y utilizacion
(Fryxel 1979).

Esta rica historia involucra modelaje de su estructura genética, por manejo y
seleccion artificial de la variacién originada por los procesos evolutivos a lo largo de
millones de afios, incluyendo en los Ultimos afios, la obtencion de plantas
genéticamente modificadas (GM), a través de ingenieria genética.

Actualmente, se han liberado al ambiente plantas genéticamente modificadas
de algoddén en 14 paises, incluido el norte de México desde 1996. En donde se
cultivaron, 190,000 h. en 2011, con dos objetivos principalmente; la resistencia al
ataque de lepiddpteros y la tolerancia a herbicidas (CERA 2011, FAO 2009).
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2. Historia evolutiva del género Gossypium

Resumen

El objetivo general de este capitulo es documentar los patrones historicos de
especiacion y dispersion de los parientes cercanos a la especie Gossypium hirsutum,
para estudiarlo tomando en cuenta su contexto evolutivo. Para ello se revisa el origen
del género Gossypium y su diversidad, en particular sobre el origen y diversidad del
subgénero Houzigenia que contiene a las especies diploides americanas asi como

también las evidencias del origen de las especies tetraploides.

2.1 La tribu Gossypieae

El género del algodon pertenece a una pequefia tribu monofilética de la familia
Malvaceae, originada hace 20 millones de afios, llamada Gossypieae (LaDuke y
Dobley 1995; Seelanan et al., 1997). Esta tribu incluye a ocho géneros que se
caracterizan, entre otras cosas, por presentar glandulas de gossypol en toda la planta.
Cuatro de estos géneros son pequefios con distribuciones geogréaficas restringidas,
incluyendo Lebronnecia (Islas Marquesas), Cephalohibiscus (Nueva Guinea, Islas
Salomoén), Gossypioides (este de Africa, Madagascar) y Kokia (Hawaii). La tribu
también incluye cuatro géneros de tamafio mediano con un intervalo geogréfico
mayor: Hampea, con 21 especies neotropicales; Cienfuegosia, un género diverso con
25 especies de los neotropicos y parte de Africa; Thespesia, con 17 especies
tropicales; y por ultimo Gossypium, el género mas numeroso y ampliamente
distribuido de la tribu con mas de 50 especies (Fryxell 1965, 1968; Wendel et al.,
2010).

Dentro de la tribu, los parientes mas cercanos del género Gossypium, son el
género malgache-africano Gossypioides y el género hawaiano endémico Kokia.
Usando el reloj molecular se sabe que esta divergencia ocurrié hace 12.5 millones de
afios aproximadamente, lo cual se ha confirmado en estudios posteriores (Wendel
2011). La dispersion de la tribu Gossypiae despert6 gran curiosidad en el siglo pasado
(figura 1.1) y la conclusion es que la dispersién a larga distancia es transoceénica en
la mayoria de los casos; esto sumado a los estudios fisioldgicos realizados en los que
se demuestra la tolerancia a la salinidad (Stephens, 1958, 1966; Fryxell, 1979;
Wendel y Percival, 1990; Wendel y Percy, 1990; DeJoode y Wendel, 1992; Wendel y
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Albert, 1992; Gossett et al., 1992, 1994).

Figura 1.1 Relaciones filogenéticas de la tribu Gossypiae. Los tiempos de divergencia
fueron estimados por reloj molecular (Seelanan et al., 1997), el grosor de las ramas
ejemplifica el numero de especies por las que estd representado cada uno de los
géneros en la actualidad y sobre ellas se muestra el mapa de su distribucion (figura
tomada de Wendel et al., 2011).

2.2 El género Gossypium
Gossypium parece haber divergido de sus parientes mas cercanos durante el Mioceno,
expandiéndose subsecuentemente alrededor del mundo por medio de dispersion

transoceanica adquiriendo su distribucién geogréafica actual (Seeleanan et al., 1997).
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La taxonomia del género ha sido bien estudiada. Las especies estan agrupadas
en 4 subgéneros y 8 secciones. Este sistema de clasificacion esta basado
primordialmente en evidencia morfoldgica y geografica, aunque la mayoria de las
clasificaciones infragenéricas son congruentes con los datos citogenéticos vy
moleculares (Wendel et al., 2010). Los centros de diversidad del género estan
definidos por ser ricos en el nimero de especies e incluyen Australia, especialmente
la region de Kimberley al noroeste de ésta; el Cuerno de Africa (Somalia, Yibuti,
Eritrea y Etiopia); el sur de la peninsula Arébiga y la parte occidental del centro y sur
de México. El reconocimiento de estos grupos de especies relacionadas y de sus
atributos individuales refleja un profundo conocimiento acumulado que emergié de la
exploracion basica de las plantas y del estudio taxondmico y evolutivo (Watt, 1907;
Hutchinson et al., 1947; Saunders, 1961; Fryxell, 1979, 1992, Wendel et al., 2011).

Actualmente, Gossypium incluye alrededor de 50 especies pero, notablemente,
nuevas especies contindan siendo descubiertas (Wendel et al., 2010). EIl género es
extraordinariamente diverso; la morfologia de las especies oscila entre adaptaciones al
fuego, herbéceas perennes en el noroeste de Australia a &rboles al suroeste de México
los cuales escapan a la temporada de secas dejando caer sus hojas. Los colores de la
corola abarcan un espectro que va del azul al purpura (G. triphyllum), malvas y rosas
(G. sturtianum, el emblema oficial del Territorio Norte de Australia), blancos y
amarillos palidos (noroeste de Australia, México y Africa-Arabia) e inclusive un
profundo amarillo azufre (G. tomentosum de Hawadi). Las cubiertas de las semillas
van de casi glabro (G. klotzschianum y G. davidsonii), a presentar cerdas cafés,
densas y firmes que ayudan en la dispersion por viento, hasta finas hebras blancas que
caracterizan a formas altamente mejoradas de las cuatro especies cultivadas. Existen
inclusive semillas que producen depdsitos de grasa para facilitar la dispersion por
hormigas (Fryxell, 1979; Wendel et al., 2010).

Conforme el género se diversificd y se expandio, experimentd una extensa
evolucion cromosdémica. Aunque todas las especies diploides comparten el mismo
numero de cromosomas (n = 13), existe mé&s del triple de variacion en el contenido de
ADN por genoma. La morfologia de los cromosomas es similar entre especies
cercanamente emparentadas, y esto esta reflejado en la habilidad de las especies para
formar hibridos que muestran emparejamiento normal de cromosomas durante la
meiosis y en ocasiones una alta fertilidad en F;. En contraste, las cruzas entre

parientes mas distantes son dificiles de efectuar y aquellas que son exitosas suelen
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presentar anormalidades durante la meiosis. Las observaciones colectivas del
comportamiento de emparejamiento, el tamafio de los cromosomas y la relativa
fertilidad en hibridos interespecificos condujo a la designacion de cada genoma con
simbolos de una sola letra para definir los grupos de especies. Actualmente se
reconocen 8 grupos de genomas diploides (desde el A hasta el G, mas el K, Seelanan
etal., 1997, Figura 1.2).

Multiples trabajos filogenéticos muestran que los linajes genealdgicos de las
especies son consistentes con la designacion de los genomas, por consiguiente, cada
grupo gendémico corresponde a un unico linaje natural y, en la mayoria de los casos,
estos linajes son también geograficamente cohesivos (Cronn et al., 1996; Seelanan et
al., 1997; Wendel et al., 2010).

Existen cuatro linajes principales de especies diploides correspondientes a tres
continentes: Australia (genomas C, G y K), América (genoma D) y Africa-Arabia
(dos linajes: uno incluyendo el genoma A, B y F y otro que contiene el genoma E). El
evento de divergencia mas temprano ocurrié hace 10 millones de afios y separd el
genoma D americano de su ancestro en todos los otros taxa. Los siguientes eventos de
divergencia se pueden observar en la figura 1.3, de la cual cabe resaltar que se trata de
la tltima filogenia publicada (Wendel et al., 2010), ya que en el pasado, algunas de
las tricotomias presentes en la figura actual se mostraban resueltasDel cuadro
evolutivo se infiere que hubo una rapida radiacion global temprana en la historia del

género, con eventos de divergencia temporalmente cercanos.
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Figura 1.2 Esquema de la dispersion geografica del género Gossypium (lo voy a

mejorar).
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Figura 1.3 Historia evolutiva del género Gossypium (tomado de Wendel et al., 2010).

2.2.1 Las especies australianas

Los algodones australianos (subgénero Sturtia) comprenden 16 especies descritas
(Wendel et al., 2010) y un namero de nuevas especies cuya descripcion esta por
publicarse (Wendel et al., 2010). Colectivamente, estos taxa incluyen los grupos
genémicos C, D y K, con 2, 3 y 12 especies, respectivamente. Estos tres grupos de
especies, de acuerdo a sus secuencias de ADN, son un linaje natural, lo cual es
consistente con alineamientos anteriores definiendo las secciones Sturtia (genoma C),
Hibiscoidea (genoma G) y Grandicalyx (genoma K). No obstante, las relaciones entre
los tres grupos son aun confusas. Algunos datos colocan a G. robinsonii como la base
de las especies australianas (Wendel y Albert, 1992), sugiriendo que la radiacion de
Gossypium sucedié de oeste a este, partiendo de la regidbn mas occidental del
continente pero se mantiene como una pregunta abierta si la posicion basal de G.
robinsonii se mantendra con nuevos datos (Wendel et al., 2010).

En relacion a la taxonomia dentro de los tres grupos de genomas australianos,
existe muy poca incertidumbre sobre los genomas C y G ya que éstos estan muy bien
representados en colecciones y han sido estudiados a detalle. La taxonomia de las
especies genoma K, las cuales se colocan en la seccién Grandicalyx, se mantiene

como una interrogante, ya que es un grupo poco representado en las colecciones,
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aunque colectas realizadas en el area de Kimberley han aumentado el conocimiento
de la diversidad dentro del grupo y han resultado en el descubrimiento de al menos 7
especies (Fryxell et al., 1992). Estas especies inusuales poseen una geografia,
morfologia y ecologia distintivas, y exhiben caracteristicas propias de adaptaciones al
fuego. En particular, son plantas herbaceas, perennes con un patron de crecimiento bi-
temporal donde no hay crecimiento vegetativo durante la temporada seca, cuando
mantienen rizomas subterraneos. Estos comenzaran un nuevo ciclo de crecimiento
con el inicio de una nueva temporada de lluvias o después de un incendio. La especies
de la seccion Grandicalyx poseen flores que se encuentran erectas cuando abren pero
que tras la polinizacion se convierten en péndulas. En la madurez las cdpsulas liberan
semillas que presentan escasas cerdas y poseen cuerpos de grasa que atraen a las

hormigas que favorecen la dispersion (Fryxell et al., 1992; Wendel et al., 2010).

2.2.2 Especies Afro-Asiéticas
Catorce especies africanas y arabes se reconocen en el tratado taxonémico de Fryxell
(1992), que es el mas reciente del género. Ellas se agrupan en el subgénero
Gossypium. La seccion taxondmica Gossypium contiene cuatro subsecciones mientras
que la seccion Serrata contiene Unicamente a G. trifurcatum encontrado en el area
desértica del este de Somalia. La presencia de hojas dentadas eleva la posibilidad de
que éste no pertenezca a Gossypium, pero trabajos moleculares recientes han
establecido claramente esta entidad pobremente conocida como una especie inusual
de algodon (Wendel et al., 2010). Este ultimo ejemplo enfatiza la naturaleza
provisional de mucha de la taxonomia de las especies africanas y arabes de
Gossypium las cuales requieren de exploracién basica y estudios sistematicos. Dentro
de la seccion Pseudopambak, el reconocimiento y definicion de especies esta basada
en limitado material de herbario (por ejemplo G. benadirense, G. bricchettii, G.
vollesenii) y no hay germoplasma colectado (Wendel et al., 2010).

Desde un punto de vista citogenético, las especies de Africa y Arabia exhiben
una diversidad considerable, comprendiendo cuatro de los ocho grupos gendémicos (A,
B, E y F). El genoma A incluye dos algodones cultivados de la subseccion
Gossypium, G. arboreum y G. herbaceum. Tres especies africanas de la subseccion
Anomala (G. anomalum, G. captis-viridis y G. triphyllum) comprenden el genoma B.
Gossypium trifurcatum podria también pertenecer al genoma B. La Unica especie del
genoma F, G. longicalyx, es citogenéticamente distinta (Phillips y Strickland, 1966),
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aislada morfolégicamente (Fryxell, 1971; Vali¢ek, 1978; Vollesen, 1987) y quizas
adaptada a ambientes con una humedad moderada en comparacion con otras especies
diploides de Gossypium (Wendel et al., 2010).

2.2.3 Especies Americanas
Los algodones diploides americanos (Gossypium L., subgénero Houzingenia Fryxell),
forman un grupo monofilético (genoma D; Small y Wendell, 2000) de trece especies,
distribuidas principalmente en México occidental, extendiéndose hasta Arizona y
Baja California, con dos especies disyuntas, una en Per( y otra en las islas Galapagos.
En los estudios del grupo la especie Gossypium gossypioides, es la mas
conflictiva, ya que las evidencias morfolégicas (Fryxell, 1979, 1992), citogenéticas
(Brown y Menzel, 1952) y moleculares (Wendel et al. 1995b) se contraponen acerca
de su afinidad filogenética con otros algodones americanos. Se han evaluado 16.4 kb
de secuencias de ADN (ADN de Cloroplasto, 7.3 kb; de ITS ndcleo-ribosoma, 0.7 kb
y de genes nucleares Unicos, 8.4 kb; Cronn et al., 2002). Estos datos, junto con
algunas evidencias previas de fracciones repetidas del genoma, muestran la compleja
historia de G. gossypioides, que posiblemente incluye algunos eventos separados de
introgresion de algodones divergentes, restringidos hoy a distintos hemisferios. La
reconstruccion mas reciente da como resultado un proceso de especiacion ocasionado
por la introgresion y recombinacion de varios genomas (Cronn et al., 2003, figura
1.4). Esta especie sufrié una introgresion nuclear de una especie africana, poco tiempo
después de la divergencia con el resto del grupo de algodones americanos.
Recientemente, parece que a partir de la hibridacion con una especie mexicana, sufrid
una introgresiéon en ADN de cloroplasto y, posiblemente, otra introgresion nuclear
criptica. La especie G. gossypioides, brinda un ejemplo de la naturaleza quimérica de
los genomas de algunas plantas y de las complicaciones filogenéticas que ésta
produce. Gossypium gossypioides, es también la Unica especie diploide americana que
muestra evidencias de contacto ancestral con el genoma A y por lo tanto, se piensa
gue es un ancestro de los Gossypium tetraploides (Cronn et al. 2003).
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Figura 1.4 Hipotesis de las relaciones filogenéticas del genoma D (subgénero

Houzingenia) propuesto por Cronn et al., 2003.

2.2.4 Los Gossypium alotetraploides (AADD)

Los algodones alotetraploides son resultado de la union de dos genomas, A 'y D, los
cuales surgieron de la division mas temprana del género, evolucionaron en
hemisferios diferentes y divergieron por millones de afios, aislados uno del otro
(Wendel et al., 2010). Los algodones alopoliploides entonces contienen copias
duplicadas y ligeramente divergentes de la mayoria de sus genes. En promedio, la
divergencia de las secuencias entre copias de estos genes es del 3% al 4%, aunque
existe una varianza importante en esta media. Ademas, se ha estimado en algunos
genes del genoma D que la tasa de mutacion es 1.4 veces mayor que en el genoma A
(Liu et al. 2001).

Al considerar la filogenia en un contexto temporal y a la luz de la historia de
las placas tectdnicas, se infieren multiples dispersiones intercontinentales y otros
episodios de trayectoria transoceanica durante la historia evolutiva de Gossypium.
Estas incluyen al menos una dispersion entre Australia y Africa, otra hacia América
(probablemente México) conduciendo a la evolucion de los diploides del genoma D y
una segunda, muy posterior, colonizacion del Nuevo Mundo por un ancestro del
genoma A que dio lugar a los alopoliploides con genoma AD. La dispersion a larga
distancia jugé un papel muy importante, no solo en la diversificacion de las

principales lineas evolutivas sino también en la especiacion dentro de los grupos
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gendmicos de Gossypium. Los ejemplos incluyen las dispersiones del sur de México a
Perl (G. raimondii, Stephens 1966; Alvarez, et al. 2005), del norte de México a las
Islas Galapagos (G. klotzschianum, Stephens 1966; Alvarez, et al. 2005), de América
del Sur a las Islas Galapagos (G. darwinii, Stephens 1966), de Africa a las Islas de
Cabo Verde (G. capitis-viridis, Stephens 1966), y de los geotrdpicos a las Islas
Hawaianas (G. tomentosum, DeJoode y Wendel 1992).

Un misterio clasico de la botanica durante medio siglo fue el origen de la

alopoliploidia de los Gossypium americanos, pero ahora se ha podido responder
gracias al uso de herramientas moleculares. Con respecto a cuando se generd la
alopoliploidia, datos de secuencias genéticas demuestran convincentemente que se
origind en el Pleistoceno Medio, entre uno y dos millones de afios antes de los
primeros registros de Homo sapiens, y que por lo tanto, es poco probable que Homo
sapiens interviniera en el proceso de hibridacion. Por otra parte, ahora se conoce que
ambas especies existentes del genoma A (G. arboreum y G. herbaceum) son
igualmente divergentes del genoma A de las especies alopoliploides; ambas especies
pasaron por un proceso de domesticacion y no se conocen poblaciones silvestres de
ellas. A nivel gendmico, difieren de los genomas alotetraploides A, translocaciones
reciprocas de los brazos cromosémicos (Brown y Menzel, 1950; Gerstel, 1953,
Menzel y Brown, 1954), aunque por mucho tiempo se pensd que G. herbaceum se
asemejaba mas al genoma A donador que G. arboreum.
El pariente vivo mas cercano del donador del genoma D progenitor es G. gossypioides
(Wendel et al., 1995a, Cronn et al., 2003, Wendel et al., 2010), aunque se tuvo otro
candidato: G. raimondii (Endrizzi et al., 1985). Un aspecto de la historia de los
algodones poliploides que se ha aclarado es que todos contienen un citoplasma del
genoma A y muy probablemente de una Unica fuente. Los estudios que emplean genes
nucleares (heredados biparentalmente) conducen a la misma conclusion. Asi, la
evidencia indica que todos los algodones alopoliploides provienen del mismo ancestro
(Wendel et al., 2010).

Considerando un origen pleistocénico de las especies de algodones
alopoliploides, se podria inferir que su diversificacion morfolégica y su expansion
debieron de haber sucedido rapidamente. Actualmente se reconocen cinco especies
alopoliploides: G. darwinii es nativa de las Islas Galapagos, donde forma poblaciones
extensas y abundantes en algunas areas. G. tomentosum, de las Islas Hawaianas

presenta una estructura poblacional mucho mas difusa, encontrandose en su mayoria
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como individuos dispersos y poblaciones pequefias en varias islas. Un tercer
alopoliploide, G. mustelinum, es una especie poco comun restringida a una region
relativamente pequefia al norte de Brasil (Wendel et al. 1994). G. barbadense, por su
parte, presenta una distribucion natural surefia, concentrada en el tercio septentrional
de América del Sur pero con una amplia regién de superposicion con G. hirsutum en
el Caribe. Finalmente, G. hirsutum, posee una amplia distribucién natural,
colectivamente abarcando una riqueza morfoldgica que cubre el continuo de silvestre
a domesticado. G. hirsutum se distribuye silvestre en las dunas y selvas bajas de
Mesoameérica e inclusive se ha reportado en islas distantes del Pacifico como las Islas
Salomon o las Marquesas. Estas dos ultimas especies fueron domesticadas de forma
independiente por culturas prehispanicas (Fryxel, 1979).

La distribucién de las especies alopoliploides sugiere que la poiploidia
condujo a la invasion de un nuevo nicho ecoldgico. Fryxell (1979) noté que, en
contraste con la mayoria de las especies diploides, las especies alopoliploides se
localizan en habitats costeros, al menos aquellas formas que posiblemente son en
verdad silvestres. Dos especies, ambas endémicas de islas (G. darwinii y G.
tomentosum), se encuentran restringidas a zonas cercanas a la linea costera y otras dos
especies (G. barbadense y G. hirsutum) se encuentran en habitats litorales, por lo que
pensaba en que la adaptacion a los ambientes litorales de los nuevos alopoliploides les
permitié sobrevivir a los fluctuantes niveles oceanicos que caracterizaron el
Pleistoceno, facilitando el establecimiento del nuevo linaje poliploide, que ademas
facilitaba la rapida dispersion de las semillas tolerantes al agua salada. Por los
tiempos de divergencia ahora sabemos que esto ocurrié en poco tiempo, lo cual
explica por qué hay pocas diferencias en 5000 pares de bases del ADN del cloroplasto
entre los alopoliploides (Wendel, 1989; Wendel and Albert, 1992; Wendel et al.,
2010).

Wendel y Albert (1992) plantearon la posibilidad de una radiacion previa a la
domesticacion del genoma A en Asia, seguida por una migracion transpacifica, en
lugar de transatlantica. Esta posibilidad es apoyada por la biogeografia de las especies
de D-genoma, siguiendo la hipotesis de que se originaron en el oeste de México.

2.3 Tricomas de las semillas
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Las semillas y las fibras de su cubierta son extraordinariamente diversas en
Gossypium por lo que se han realizado varias revisiones al respecto (Basra y Malik,
1984; Ryser, 1985; Delanghe, 1986; Kosmidou-Dimitropoulou, 1986). Algunos
datos relevantes se mencionan a continuacion.

Algunas especies diploides con genoma D (G. thurberi, G. trilobum, G.
davidsonii y G. klotzschianum) no poseen fibras aparentes, no obstante si estan
presentes aungue como estructuras reprimidas durante el desarrollo. De manera
similar, tres especies diploides del genoma D de la subseccion Cauducibracteolata
parecen carecer de fibras, pero de hecho poseen estos filamentos firmemente
presionados contra la semilla.

Anadlisis filogenéticos de las tasas de crecimiento muestran que la innovacion
genética de “prolongar la elongacion de la fibra” surgié en el linaje de los genomas F
y A, lo cual pudo haber fomentado la domesticacion original de los algodones del
genoma A. Este rasgo de elongacion prolongada fue heredada a los algodones
alopoliploides, lo cual fue un atributo clave para su eventual domesticacion (Wendel
et al., 2010). Sobre las bases genéticas y del desarrollo que dieron lugar a tan diversas
morfologias se sabe relativamente poco. Aumentar el conocimiento sobre los cambios
ocurridos durante la evolucion y la domesticacion del género puede contribuir al
mejoramiento de este y otros cultivos (Wendel et al., 2010).

En la naturaleza, la dispersion de semillas de Gossypium a menudo sigue un
modelo de “sacudido”, donde las capsulas maduras y erectas abren a lo largo de las
suturas y las semillas se distribuyen cerca de la planta parental mientras el viento
sacude sus ramas (Fryxel, 1979). Este es posiblemente el método ancestral de
dispersion de semillas del género, ya que ocurre en todas las especies de los genomas
B, C, E, Fy parte del D y en una especie del genoma G (G. bickii). Las especies de
los genomas A, AD, G, Ky algunas del genoma D, han evolucionado otro mecanismo
de dispersion de semillas, que es tal vez una de las innovaciones mas significativas:
los cuerpos de grasa para que las hormigas atraidas por éstos dispersen las semillas. El
desarrollo de “fibras trenzables” aparentemente ocurri6é una Unica vez en la historia de
Gossypium, en el ancestro de las dos especies del genoma A que se convirtieron en
progenitor del subgenoma A de los algodones tetraploides (Hovav et al., 2008,
Chaudhary et al., 2009).

La mayoria de los estudios sobre fisiologia del algodon se han llevado a cabo

comparando a uno o pocos individuos silvestres tomados de la Peninsula de Yucatan
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o lineas cultivadas con poco mejoramiento, por lo que los datos que se describen a
continuacion deben ser tomados con reserva, ya que la diversidad contenida en los
silvestres es mucho mayor que en los cultivados. Nosotros hemos observado gran
variedad de formas y colores de fibra en la poblacion de la que provienen las semillas
con las que se compara por lo general a los cultivados. Sin embargo, después de hacer
la aclaracion precautoria, es relevante revisar la informacion que se ha generado sobre
la diversidad de las fibras y es claro que estudios futuros debiesen enfocarse al estudio
morfoldgico de las poblaciones silvestres.

Las fibras de las plantas cultivadas son compuestas por una Unica célula de
casi pura celulosa, la cual se alarga durante el desarrollo hasta alcanzar de dos a seis
centimetros, dependiendo de la especie. En un estudio comparado entre silvestres y
domesticados se encontr6 que semillas provenientes de la Peninsula de Yucatan estan
compuestas principalmente de celulosa y suberina, y se alargan, como maximo,
menos de un centimetro debido a un retardo en el tiempo de inicio de la sintesis de la
pared secundaria (Booth, 1968). Estos datos se contraponen a otros realizados
principalmente con intereses agronémicos en los que se explica la importancia de la
temperatura tropical durante las noches, ya que eso favorece la sintesis de celulosa y
aumenta los rendimientos en los cultivares, y otros en donde se explica que las
propiedades de la fibra se ven fuertemente afectadas por la calidad del sustrato,
enfermedades y plagas en las plantas, lo cual al final es més importante que el
potencial genético de los cultivares (Booth, 1968, Taliercio y Haigler, 2011). Esta
informacion resulta muy relevante para comprender por qué es importante realizar
nuevos estudios sobre el sindrome de domesticacién de G. hirsutum, comparando
poblaciones silvestres, plantas escapadas de cultivo y domesticadas, ya que se ha
descrito el porcentaje de fibra en los frutos como las principales caracteristicas para
diferenciar a los silvestres de los domesticados, pero no se ha descrito cémo
cambiarian al crecer sin los cuidados de los cultivares o en las condiciones
ambientales que habitan las plantas silvestres, tales como menor cantidad de agua,
suelos altos en sales y con pocos nutrimentos, con competencia con otras plantas y en
interaccion con muchos otros organismos, etcétera. Se ha propuesto que las plantas
que viven asociadas a entornos modificados por el humano son semi-domesticadas,
mientras las que tienen menor influencia son las verdaderas silvestres, sin embargo
este argumento es poco convincente si se considera que, por un lado, los ecosistemas

de las silvestres son habitados por comunidades humanas (Rapp et al., 2010) y por otro,
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las dindmicas ecoldgicas desde su especiacion parecen indicar alta capacidad de
adaptarse a vivir en ambientes dinamicos, donde producen menos fibra bajo
condiciones de estrés.

Se ha especulado sobre las presiones selectivas que propiciaron la fijacion de
las fibras epidérmicas de las semillas o tricomas. Fryxell (1979), sugiri6 que las fibras
alargadas fomentaban la dispersion por aves o Pterodactilos (aunque ahora sabemos
que estos dltimos eran carnivoros y se extinguieron 50 millones de afios antes,
aproximadamente). La dispersion por aves gana credibilidad por la observacion de un
nido de ave al noroeste de Puerto Rico que contenia numerosas semillas de G.
hirsutum silvestre, asi como una coleccion de G. darwinii en un nido de pinzén en las
Islas Galdpagos. En México hemos observado en varias poblaciones, aves jalando
fibras con semillas y después volar grandes distancias. Se puede también especular
que las fibras sirven para inhibir la germinacion mientras no haya suficiente humedad
para saturar las fibras, ya que si la germinacion ocurriera despues de una lluvia ligera
podria no haber suficiente agua para la supervivencia de las plantulas. A este respecto,
la cubierta grasosa de las fibras podria repeler el agua en cierta medida y por lo tanto
prevenir la germinacion prematura. Otra posibilidad relacionada es que las fibras
funcionan como “incubadoras bioldgicas” para facilitar la germinacion sélo cuando
las condiciones ecoldgicas son adecuadas por medio del reclutamiento de
comunidades microbianas bajo regimenes de humedad apropiadas (Fryxel, 1979).
Finalmente, dos especies del genoma G (G. austral y G. nelsonii) presentan fibras
erectas y rigidas que facilitan la dispersién por el viento ya que la firmeza de los
tricomas ayuda a forzar la salida de las semillas de los I6culos de las capsulas (Fryxel,
1979, Wendel et al., 2011). Sin lugar a dudas, las fibras permiten que las semillas
sean dispersadas grandes distancias por viento y agua, pero sigue siendo necesario
estudiar si las diferencias en porcentajes de fibra son hereditarias y confieren ventajas

en su reproduccion.
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3. Origen y distribucién del subgénero Houzingenia Fryxell,

del género Gossypium L. en México

Resumen

Las especies diploides americanas del género Gossypium L., comprenden un
ensamble monofilético y citogenético, conocido taxondmicamente como el subgénero
Houzingenia Fryxell. Este grupo incluye 11 especies distribuidas en México, una en
Perl y otra en las Islas Galapagos. Dentro de este grupo podemos encontrar a uno de
los linajes parentales de los algodones alotetraploides cultivados, Gossypium hirsutum
y G. barbadense (Alvarez et al., 2005).

El objetivo de este capitulo es documentar el origen y distribucion de los
parientes cercanos a Gossypium hirsutum que habitan en México. Para ello se realizé
una revisién de sus relaciones filogenéticas, posteriormente se revisaron los
ejemplares del herbario nacional MEXU y se seleccionaron los registros para
utilizarlos en la modelacion del nicho ecoldgico utilizando los siguientes criterios:
identificado o colectado por las autoridades taxondmicas del grupo y con coordenadas
geograficas consistentes con la descripcion de la localidad. Los resultados de la
modelacién del area de distribucion potencial de nueve de las once especies (dos no
tuvieron registros suficientes) se presentan graficamente y aportan evidencia para
sostener a México como el centro de origen y diversidad subgénero Houzingenia. La
mayoria de las especies muestra una distribucion restringida y bajas densidades
poblacionales, ademés de habitar en regiones donde las actividades antropogénicas
pudieran tener un alto impacto sobre la vegetacion. Se recomienda verificar en campo
la presencia de las especies en las areas predichas e incluirlas en la revision de la
Norma Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010, asi como iniciar un programa
activo para la conservacion de las especies del género Gossypium en México.
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3.1 Origen y distribucion de especies diploides del género Gossypium
El género del algodon (Gossypium), incluye aproximadamente 52 especies
distribuidas en regiones aridas y semiaridas de los trépicos y subtrdpicos (Fryxell,
1979, nueva especie Ulloa et al., 2006, Wendel et al., 2009). Las especies de este
género presentan una gran variedad morfoldgica, citogenética y gendmica, debida a la
radiacion global del género que llevd a la evolucion de ocho grupos de especies
diploides (genomas A-G y K). La historia evolutiva del género (ver detalles en el
capitulo 2) incluye eventos consecutivos de dispersiones trans-oceanicas, invasion de
nichos ecoldgicos, y una frecuencia sorprendentemente alta de hibridacion entre los
linajes. Los datos indican que el origen del género Gossypium se remonta a hace 10-
15 millones de afios y que tuvo una diversificacion temprana y rapida de la mayoria
de los grupos gendmicos (Wendel y Cronn, 2003).

Existen cuatro linajes dentro del género, presentes en tres continentes:
Australia (los del genoma C, G y K), América (genoma D) y Africa-Arabia (los del
genoma A, B, Fy E). Las especies con genoma D son trece: 11 especies distribuidas
en México, una en Per( y otra en las Islas Galapagos. El centro de diversidad de este
grupo es México y se sugiere que en esta region se originé y diversifico el subgénero
Houzingenia (Wendel y Cronn, 2003), asi como el linaje de los algodones
alotetraploides (genoma AD; Alvarez et al., 2005).
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Figura 3.1. Tomada de Alvarez et al. (2005), arbol consenso estricto usando AdhC,
(valores de boostrap bajo las ramas), que muestra las especies incluidas en las
secciones y subsecciones del grupo. Aungue trabajos posteriores con diferentes
marcadores muestran mas cercana la relacion entre Gossypium gossypioides y

Gossypium raimondii (Wendel et al., 2011), los grupos se mantienen definidos.
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Alvarez y colaboradores (2005), resolvieron las relaciones filogenéticas de este grupo
usando tres genes nucleares: A1341, CesAlb y AdhC, misma que muestra que estas
especies pertenecen a un clado Unico, que se agrupa en varias subsecciones (Fig. 3.1;
AdhC). Los resultados del &rbol consenso y la distribucion conocida hasta el momento
sugieren un escenario biogeografico complejo, donde la divergencia inicial de la
subseccion Selera (Ulbrich) Fryxell, que se encuentra restringida o limitada a las
zonas continentales de México (Oaxaca y Guerrero). Mientras que los miembros de la
subseccion Erioxylum (Rose & Standley) Prokhanov, cubren mayor area del oeste y
suroeste de México (Sinaloa, Puebla, Guerrero, Michoacan, Colima y Jalisco), los
miembros de la subseccion Caducibracteolata Mauer, habitan en Sonora y Baja
California (Alvarez et al., 2005).

El patron geogréfico junto con la evidencia filogenética, sugieren una
radiacion rapida de este linaje diploide. Esta radiacion pudo tener lugar en alguna
region de Mexico hace aproximadamente 6.7 millones de afios (Senchina et al., 2003;
Alvarez et al., 2005).

La historia evolutiva del género Gossypium, sugiere que los algodones
alotetraploides se formaron hace 1.5 millones de afios aproximadamente, luego de la
divergencia de los progenitores diploides. Entre las especies existentes, G. herbaceum
y G. arboreum son los parientes mas cercanos al progenitor del genoma A, mientras
gue un ancestro de G. raimondii y G. gossypioides se ha propuesto como progenitor
del genoma D (Liu et al., 2001; Senchina et al., 2003; Wendel y Cronn, 2003;
Alvarez et al., 2005), ya que aunque las investigaciones anteriores presentaban
conclusiones opuestas, los trabajos mas recientes parecen concluir que se tratdé de un
ancestro de ambas especies (figura 2.3; Capitulo 2).

La taxonomia e historia evolutiva de las especies del subgénero Houzingenia
esta bien documentada (Fryxell, 1965b, 1967, 1979; Fryxell y Koch, 1987; Endrizzi et
al., 1985; DeJoode, 1992; Wendel y Albert, 1992; Wendel et al., 1992, 2011; Liu et
al., 2001; Senchina et al., 2003; Wendel y Cronn, 2003; Cronn et al., 2002; Alvarez et
al., 2005). Sin embargo, aun es necesario conocer la distribucion y el nicho ecolégico
que ocupan estas especies para que la necesidad de estrategias de conservacion y
manejo de sus poblaciones pueda ser analizada. La modelacion del area de

distribucion potencial permitird a su vez, ubicar a las especies en campo y realizar
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estudios futuros sobre la diversidad genética y dindmicas ecoldgicas, que también son
necesarios para proponer las unidades de manejo (ver capitulo 1).

3.2 Distribucion actual y areas de distribucién potencial de

Gossypium diploides que habitan en México

3.2.2 Métodos y resultados

Para conocer la distribucion puntual y potencial de las especies diploides mexicanas,
se reviso la base de datos de CONABIO (registros de la Red Mundial de Informacion
sobre Biodiversidad (REMIB) y del Sistema de informacion de organismos vivos
modificados (SIOVM), los archivos digitales de los ejemplares de la especie de los
Herbarios de la Universidad de Arizona (ARIZ) y Nueva York (NYBG), ademas de
los ejemplares del Herbario Nacional (MEXU) y Herbario del Instituto de Ecologia
A.C. (XAL). Los ejemplares de MEXU se analizaron y seleccionaron siguiendo los
siguientes criterios: colectados o identificados por una autoridad taxondmica
(principalmente P.A. Fryxell), presencia de coordenadas geogréficas y concordancia
de estas ultimas con la descripcién de la localidad.

Las predicciones de nicho ecoldgico se realizaron con GARP (por sus siglas en inglés
Genetic Algorithm for Rule-set Production, algoritmo genético basado en reglas).
GARP crea un modelo de nicho ecolégico para una especie que representa las
condiciones ambientales donde dicha especie seria capaz de mantener sus poblaciones
(manual GarpDesktop: http://www.nhm.ku.edu/ desktopgarp/UsersManual.html).

Como resultado se obtuvieron los mapas de distribucion potencial de 9 de las once
especies que habitan en México, los cuales se muestran en las figuras 3.2 a 3.11. (en
ArcGis.9.3, referencia espacial WGS 1984 y sobre el mapa CONABIO 2003). Los
registros obtenidos para G. trilobum (DC.) Skovsted y G. turneri Fryxell son
insuficientes para modelar el area de distribucion potencial, por ello la figura (3.11)
contiene Unicamente las localidades puntuales encontradas (en el caso de G. triloum

los ejemplares pertenecen a ARIZ).
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Area de distribucion potencial de Gossypium aridum (Rose y Standl.) Skovst.
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Figura 3.2. Distribucion puntual y &rea de distribucion potencial de G. aridum.

Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican

los registros del MEXU seleccionados para el anélisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium armourianum Kearney

112°0'0"W 111°30'0"W 111°0'0"W
1 1 1

+* N

26°30'0"N
1
]
26°30'0"N

26°0'0"N
1
1
26°0'0"N

———— Kilometros
0 5 10 20

1 ) T
112°00"W 111°30'0"W 111°0'0"W

Y% G. armourianum
B Distribucion potencial

Figura 3.3. Distribucion puntual y area de distribucion potencial de G. armorianum.
Abajo izquierda: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de la derecha. Abajo
derecha: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas
indican los registros del MEXU seleccionados para el anélisis.

34



Area de distribucion potencial de Gossypium davidsonii Kellogg
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Figura 3.4. Distribucién puntual y area de distribucion potencial de G. davidsonii.
Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican
los registros del MEXU seleccionados para el analisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium gossypioides (Ulbr.) Standl.
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Figura 3.5. Distribucién puntual y area de distribucién potencial de G. gossypioides.

Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican

los registros del MEXU seleccionados para el anélisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium harknessii Brandegee

114“(:‘0"W 112“(:'0"W 110"(:‘0"W
N ) .
A
Jﬁ h
. d AN .
E /&5 OO\ -5
& 3 AT &
N KQ(& o £
"\\Q\ N y\,/ éﬁ
- 5
~ B 8
%
N\ (Y
1\ "o \\t\
S iy -
N C N
N -
AN o
p
iy /[
z z
\ ® T
‘”% \\; 7% \X e
¢ R
/ %
) ANEN
/ S% S
e (ﬁ’f & \E
YN /
N {
< N N 3
DR y
= U
IS g "
z N L g
=T \ 0 -2
& N . &
\\ N
e \7
AN ™~
\ j
L \ S
T Kil0metros \ B
0 20 40 80 N
1 1 1
114°00"W 112°00"W 110°0'0"W
Y% G. harknessii
[ | Division politica
B Distribucion potencial
% .

Figura 3.6. Distribuciéon puntual y area de distribucion potencial de G. harknesii.

Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican

los registros del MEXU seleccionados para el anélisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium laxum L.LI. Phillips
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Figura 3.7. Distribucion puntual y area de distribucion potencial de G. laxum. Abajo:

el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican los

registros del MEXU seleccionados para el anélisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium lobatum Gentry
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Figura 3.8. Distribuciéon puntual y &rea de distribucion potencial de G. lobatum.

Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican

los registros del MEXU seleccionados para el anélisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium schwendimanii Fryxell
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de G.

schwendimanii. Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba, las

estrellas indican los registros del MEXU seleccionados para el anélisis.
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Area de distribucion potencial de Gossypium thurberi Tod.
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Figura 3.10. Distribucion puntual y area de distribucion potencial de G. thurberi.
Abajo: el recuadro indica el area ampliada en el mapa de arriba. Las estrellas indican
los registros del MEXU seleccionados para el analisis.
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Registros puntuales de las especies Gossypium turneri Fryxell y Gossypium trilobum Skovst.
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Figura 3.11. Registros seleccionados de G. trilobum y G. turneri. Arriba: los

recuadros indican el area ampliada en los mapas de abajo. Los cuadros indican los

registros de ARIZ seleccionados y la cruz indica el registro de MEXU seleccionado.
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3.3 Discusién y conclusiones

Las areas de distribucién potencial de las especies mostraron en todos los casos areas
en donde existen las condiciones ambientales adecuadas para su existencia pero no se
encontraron registros en los herbarios que documentaran su presencia. La modelacion
del nicho ecoldgico es una herramienta para conocer la distribucion de las especies,
pero ésta debe verificarse en campo (ver capitulo 4).

La informacién actual permite asegurar que el subgénero Houzingenia presenta
distribuciones restringidas (a excepcién de G. aridum, que incluso esta presente en el
Golfo de México al igual que Gossypium hirsutum). EI namero de registros en los
herbarios y las descripciones de los ejemplares nos indican que las especies pueden
ser poco abundantes ademas de restringidas, y las fechas de colecta nos muestran que
es necesario realizar nuevas busquedas de estas especies en campo, ya que algunas se
localizan en areas con alto impacto antropogénico.

Las subsecciones del subgénero fueron descritas originalmente con observaciones
morfoldgicas y ecoldgicas, pero se agrupan en los estudios filogenéticos (aunque
entre grupos si ha cambiado la posicion a medida que se obtiene mas informacion;
Alvarez et al.; 2005, Wendel et al., 2011) y concuerdan con las distribuciones
obtenidas en los modelos de prediccidn de nicho utilizados.

En el capitulo 2, se documentd la historia evolutiva del género la cual muestra una
fuerte estructura genética y geogréfica. Podemos inferir con los resultados del
presente capitulo, que las condiciones ambientales también tienen una gran influencia
sobre la estructura genética del subgénero Houzingenia, y como veremos en el
capitulo siguiente, Gossypium hirsutum, también presenta una estructura genética que
es consistente con la estructura geografica y ecologica (Wegier et al., 2011),
generalidad importante para comprender el contexto evolutivo del grupo y disefiar una
estrategia integral del mismo en México.

Legalmente, se recomienda incluir a estas especies en la siguiente revision de la
Norma Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010. Asi como iniciar un programa
activo para la conservacion de las especies del género Gossypium en México. La ley
de bioseguridad de organismos genéticamente modificados, en el articulo 87, indica
que uno de los criterios que se debe tomar en cuenta “para la determinacion de los
centros de origen y de diversidad” (en particular los centros de diversidad genética),
son las regiones gque actualmente albergan poblaciones de los parientes silvestres del
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OGM de que se trate (en este caso es Gossypium hirsutum), incluyendo diferentes

razas o variedades del mismo, porque constituyen una reserva genética del material.
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4. Recent long-distance transgene flow into wild populations
conforms to historical patterns of gene flow in cotton

(Gossypium hirsutum) at its centre of origin

Resumen

Este capitulo engloba la historia desde la publicacion del articulo “Recent long-
distance transgene flow into wild populations conforms to historical patterns of gene
flow in cotton (Gossypium hirsutum) at its centre of origin”, publicado en la revista
Molecular Ecology, en donde se concentran los resultados mas relevantes de la tesis:
la descripcién geogréafica y ecoldgica de las poblaciones de Gossypium hirsutum L.;
los analisis sobre la diversidad y estructura genética de las poblaciones, asi como los
patrones histéricos que la formaron; la confirmacion de los resultados historicos
usando a los transgenes de las plantas genéticamente modificadas como marcadores
moleculares recientes; la discusion sobre las implicaciones de los resultados para la
conservacion de la especie; y finalmente, las conclusiones y perspectivas para

continuar la linea de investigacion.

4.1 Semblanza

El articulo “Recent long-distance transgene flow into wild populations conforms to
historical patterns of gene flow in cotton (Gossypium hirsutum) at its centre of
origin”, fue publicado el linea el 8 de septiembre de 2011 e impreso en octubre del
mismo afio en la revista Molecular Ecology (20(19):4182-94). Esta revista esta
catalogada como la quinta mejor revista de cuarenta y cinco en el area de biologia
evolutiva) y su factor de impacto es 5.52 (http://onlinelibrary.wiley.com
/journal/10.1111/(1SSN)1365-294X).

Los resultados del trabajo han sido presentados en los siguientes foros: Ill
Congreso Mexicano de Ecologia organizado por la Sociedad Cientifica Mexicana de
Ecologia, AC, en Boca del Rio Veracruz, en abril de 2011; Curso Organismos
genéticamente modificados y bioseguridad en Santiago de Cali, Colombia, en marzo
de 2012 organizado por la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(CORPOICA), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), el

Instituto Alexander Von Humboldt y la Universidad de Cali y financiado por el
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proyecto GEF Lac Biosafety; en el Congreso Evolution 2012 organizado por the
American Society of Naturalists (ASN), the Canadian Society for Ecology and
Evolution (CSEE), the European Society for Evolutionary Biology (ESEB), the
Society for the Study of Evolution (SSE), y the Society of Systematic Biologists (SSB)
realizado en julio de 2012 en Ottawa, Canada; y durante la COP/MOP 6 (Sexta
reunion de la Conferencia de las partes en el convenio sobre la diversidad bioldgica
que actia como reunion de las partes en el protocolo de Cartagena sobre seguridad de
la biotecnologia) en el evento paralelo organizado por ENSSER realizado en octubre
del 2012 en Hyderabad, India; ademas de seminarios en el departamento de Ecologia
de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN, Facultad de Ciencias de la
UNAM vy talleres organizados por la CONABIO, CIBIOGEM, INIFAP y otras
instancias.

Hasta la fecha el trabajo se ha citado en publicaciones cientificas (Cerritos et
al., 2012; Weiss 2012; Zhang 2013; Pan 2013), documentos de agencias
gubernamentales (SEMARNAT 2012; Pérez et al.,, 2012) y de organizaciones no
gubernamentales.

A raiz de su publicacion, la prensa retomd algunas ideas en reportajes
realizados por Inter Press Service, el sitio SciDeb.Net, entre otros, las cuales fueron
posteriormente difundidas en maultiples medios electronicos nacionales e
internacionales. También se realizaron entrevistas en radio (pueden consultarse por
internet) en el programa La esencia de la ciencia con Javier Mena (http:/
radiomexicointernacional.imer.gob.mx/) del Instituto Mexicano de la radio, en el

programa Aqua de Radio Educacion (http://www.e-radio.edu.mx/) y el podcast del

grupo editorial Reforma (www.reforma.com).

4.2 Sintesis del articulo “Recent long-distance transgene flow into wild
populations conforms to historical patterns of gene flow in cotton

(Gossypium hirsutum) at its centre of origin” (omitiendo las figuras,

metodologia, resultados y materiales suplementarios)

Los complejos entre las plantas cultivadas y sus parientes silvestres en sus centros de
origen de cultivos y/o diversidad son buenos modelos biolégicos para comprender
diversas preguntas sobre las din ecoldgicas y evolutivas que los afectan, en concreto
la dindmica del flujo de genes (por ejemplo, del maiz al teocintle, Baltazar et al.,
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2005; Ellstrand et al., 2007; en la familia del betabel, Bartsch et al., 1999; Viard et
al., 2004; Fénart et al., 2007; Arnaud et al., 2009; o las especies del género Brassica,
Jargensen y Andersen, 1994; Snow et al., 1999).

El flujo genético puede tener un impacto dramético en la estructura genética
de las poblaciones (Ehrlich y Raven 1969) ya sea histdrico o reciente, con transgenes
u otros elementos genéticos, puede limitar la diferenciacion de la poblacion por
homogeneizacion de la reserva genética (Slatkin 1987).

Las estimacién del flujo de genes se han basado histéricamente en Nm
(nimero de migrantes por generacion), asi como en Fg (indice de fijacion, una medida
de la diferenciacion de la poblacion), pero ambos pardmetros se han desarrollado
sobre modelos de poblaciones poco realistas (Whitlock y McCauley 1999; Paetkau et
al., 2004) suponiendo, por ejemplo, las poblaciones se encuentran en equilibrio
(Broquet y Petit 2009). En contraste, el uso de redes de haplotipos y la covarianza
genética, asi como el andlisis de redes de poblaciones (Popgraph), pueden
proporcionar informacion sobre la relacion histérica y espacial entre los genotipos
(Dyer 2009). Por ejemplo, los patrones histdricos de flujo de genes puede deducirse
de redes que conectan los haplotipos a través de pasos mutacionales, correlacionando
su origen con su distribucion actual y contribuir a la diferenciacién entre
polimorfismos ancestrales y migracion. Esta distincion es particularmente atil en el
andlisis de especies que han diversificado o divergido muy recientemente (Londo et
al., 2006). Por otro lado, Popgraph aplica herramientas generadas en la genética del
paisaje (ver capitulo 1) que permiten la diferenciacion entre fenémenos que subyacen
la diferenciacion genética entre las poblaciones (Dyer y Nason 2004), el aislamiento
por distancia (cuando las poblaciones mas cercanas genéticamente también los son
geograficamente y la diferenciacién va creciendo al aumentar la distancia) y las
migraciones a larga distancia (cuando la dispersion esta limitada por barreras fisicas o
biolégicas, no por la distancia misma, y por lo tanto, no hay una correlacion entre la
distancia genética y la geogréafica). Estos enfoques incorporan informacion geogréfica
para evaluar la contribucion del espacio fisico en la estructuracion de la diversidad
genética (Dyer 2009; Manel et al., 2003).

Si bien la estimacion del flujo de genes es fundamental para analizar la
estructura genética de las poblaciones, esto debe ser complementado con una
evaluacion de las dindmicas ecoldgicas que afectan a los patrones naturales de flujo
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de genes y, por tanto, la evolucion de una especie determinada (por ejemplo, Paetkau
1999; Palstra et al., 2007).

Las metapoblaciones son ensamblajes de las poblaciones existentes en un
equilibrio entre extincion, colonizacién y recolonizacion (Levins 1969; Hanski y
Gaggiotti 2004 y sus referencias). El concepto de metapoblacién en plantas es
restrictivo a los siguientes criterios (Hanski 1998; Freckleton y Watkinson 2002): 1)
los habitats adecuados de la metapoblacién son parches separados espacialmente; 2)
todos los parches pueden extinguirse, pero no al mismo tiempo; y 3) la recolonizacion
de cada parche después de la extincion local es posible (Honnay et al., 2009). En este
trabajo se ha documentado la estructura metapoblacional del algodon (Gossypium
hirsutum) en Meéxico, lo que tiene amplias repercusiones en su manejo y
conservacion.

Dada la distribucion de las poblaciones silvestres y cultivadas de Gossypium
hirsutum en su centro de origen y diversidad (México), asi como la reciente liberacion
de variedades de algodon transgénico, nos encontramos con un sistema modelo
apropiado para abordar el papel de la dindmica metapoblacional sobre la estructura
genética con flujo genético historico y reciente.

El germoplasma de algoddén cultivado actual se origin6 en Mesoamérica,
donde fue semi-domesticado en tiempos prehispanicos (Valle de Tehuacan, México,
fechado en torno a 5500-4300 AP, Smith y Stephens 1971). En varios estudios se
utilizaron datos aloenzimas y RFLP para identificar posibles lugares de domesticacion
del algodén y para evaluar la diversidad genética (Wendel y Albert 1992; Brubaker y
Wendel, 1994), pero necesitamos mas informacion en la que se analice la variacién en
toda la distribucion de algodon silvestre y conocer la contribucion del flujo de genes
sobre la estructura genética. Estas cuestiones son de especial importancia si tenemos
en cuenta la importancia econdmica de las actuales variedades de algoddn cultivadas,
que son la fuente mas importante de fibra natural y la tercera fuente de aceite vegetal
en el mundo (FAOSTAT, 2009). Por otra parte, los estudios disponibles que abordan
la fisiologia y la adaptabilidad de algodon a las cambiantes condiciones ambientales
se han llevado a cabo con un solo genotipo silvestre de algodon (G. hirsutum var.
Yucatanense, Llamado TX2094), o utilizando el cultivar comercial obsoleto Deltapine
14 (Delta and Pine Land Co; Applequist et al., 2001). La resolucién de la diversidad

genética en las poblaciones silvestres de G. hirsutum también podria aumentar el éxito
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de las estrategias de mejoramiento enfocadas en la generacion de variedades
adaptadas a diferentes ambientes.

El algodon es una especie que puede auto-polinizarse (McGregor 1976), por lo
tanto, el flujo de genes se produce principalmente a través de la dispersion de
semillas, que puede tener lugar en distancias largas, dado que sus semillas tienen la
capacidad de resistir el agua salina (Stephens 1966) y también puede ser dispersadas
por las aves, el agua dulce y el viento (observaciones personales). Sin embargo, la
polinizacién cruzada puede ser mas comin de lo que se pensaba y depende de las
condiciones ambientales (Stephens & Finkner 1953, Simpson 1954, McGregor 1976).
Estos fendmenos deben tratarse con mayor atencion, en particular, la dispersion de
semillas a través del viento y de los medios antropogénicos, ya que pueden
representar un medio importante para el del flujo de genes, sobre todo en los paises
que albergan poblaciones silvestres, variedades no GM y GM. En México, el algodon
transgénico ha sido sembrado en un creciente nimero de hectareas desde su
aprobacion (1996), y para 2009, sumaban ya 172.000 (SAGARPA, 2010). A pesar de
la gran extension del cultivo de algoddn transgénico, la dispersion de transgenes no
habia sido evaluada hasta esta investigacion.

Dada la compleja historia del género Gossypium y su capacidad para la
migracion a larga distancia, en este trabajo se estudia si las barreras geogréaficas han
afectado el flujo de genes entre poblaciones silvestres de G. hirsutum, lo que resulta
en una estructura genética que no se ajusta al modelo de aislamiento por distancia.
Como un medio para estudiar la cuestion anterior, se evalla la estructuracion
geografica de las poblaciones de G. hirsutum en México, se presenta el area de
distribucion potencial y se propone una estructura de metapoblacion. Con el fin de
complementar el analisis anterior, documentamos el flujo de genes a partir de datos
histéricos con microsatélites de cloroplasto en una red de haplotipos y en otra de
poblaciones. Por ultimo, para evaluar si los Gltimos modelos de flujo de genes se

ajustan a las inferencias historicas, utilizamos transgenes como marcadores recientes.

4.3 Discusion

En este estudio hemos demostrado que el flujo de genes presenta un modelo de
migracion a larga distancia entre las poblaciones silvestres G. hirsutum, tanto

histéricamente como recientemente. Los analisis sugieren que las barreras geograficas
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pueden ayudar a mantener la estructura genética, pero no lo suficiente para impedir la
migracion entre las poblaciones. Por otra parte, esta estructura podria ser exacerbada
por la dinamica ecoldgica metapoblacional que se propone.

4.4 Metapoblaciones de algoddn: distribuciéon actual, la dinamica

ecoldgica y el cambio de uso del suelo

Basandonos en los estdndares cualitativos y coherentes con los criterios de
delimitacion presentadas por otros estudios (Hanski 1998; Freckleton y Watkinson
2003;. Honnay et al., 2009), en este trabajo se propone la existencia de ocho
metapoblaciones distintas de algoddn silvestre en México: 1) Metapoblacion Baja
California Sur (Sur de Baja California Sur; MBC); 2) Metapoblacion Pacifico Norte
(Centro y Sur de Sinaloa y Norte de Nayarit; MPN); 3) Metapoblacion Golfo Norte
(Norte de Veracruz, Este de San Luis Potosi y Sur de Tamaulipas; MGN); 4)
Metapoblacion Bahia de Banderas (Suroeste de Nayarit y Noroeste de Jalisco; MBB);
5) Metapoblacion Golfo Sur (Centro y Sureste de Veracruz; MGS); 6) Metapoblacion
Pacifico Sur (Sureste de Guerrero, linea costera de Oaxaca, Centro Oeste, Centro y
Sur de Chiapas; MPS); 7) Metapoblacién Pacifico Centro (linea costera del Centro y
Sur de Jalisco, Colima, Michoacan, Noroeste y Centro de Guerrero; MPC) y 8)
Metapoblacion Peninsula de Yucatan (Quintana Roo, Yucatan, Campeche, Noreste y
Este de Tabasco; MPY). Esta dinamica podria verse favorecida por el hecho de que el
55% de las poblaciones viven en areas perturbadas, lo que sugiere, de acuerdo a
Fryxell y colaboradores (1979), en "evaluaciones previas de las poblaciones de
algodén silvestre”, que un proceso de alteracion del habitat debido a las
perturbaciones humanas y otros procesos abidticos (cambios de uso del suelo, asi
como los huracanes y las tormentas tropicales) han ocurrido y dado forma al habitat
de la especie a lo largo de las costas del Pacifico y del Golfo de México. La
supervivencia de estas poblaciones en areas perturbadas probablemente esta
relacionado con la capacidad de la especie a crecer en sitios con baja cobertura
vegetal y alta exposicion solar, habito perenne, madurez sexual durante el primer afio
de vida, poblaciones compuestas de plantas en diferentes etapas de vida, asi como la
dispersion a larga distancia de las semillas. Sin embargo, aungue las perturbaciones
favorecen en algunos casos el crecimiento de las poblaciones, también podrian

conducir a la extincion de las mismas sin posibilidad de re-colonizacion,
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especialmente en escenarios de cambio extremo en el uso del suelo, como la pérdida
del héabitat por la construccion de desarrollos turisticos que abarcan grandes
extensiones de territorio. Este podria ser el caso de la regién costera del Golfo de
México (Metapoblaciones Golfo Norte y Golfo Sur (en el articulo GNM y GSM, por
sus siglas en Inglés), que ha sido objeto de cambios en el uso del suelo debido a la
agricultura, areas de pastoreo y desarrollos urbanos. Lo que puede explicar las pocas
poblaciones e individuos encontradas en esta region.

Mientras que las dinamicas ecoldgicas actualmente son afectadas por las
actividades humanas, la estructura genética encontrada sélo se puede explicar en el
tiempo evolutivo. EI modelado del nicho ecoldgico de poblaciones de G. hirsutum en
México se basé en datos reales obtenidos a partir de poblaciones silvestres de
algodon, lo que confiere una entrada mas precisa para los algoritmos de inferencia de
distribucion como GARP (ver capitulo 3), a diferencia de los estudios anteriores en
los que se infiere la distribucion de esta especie pero utilizando registros de algodén
cultivado (Rogers et al. 2007).

4.5 Flujo de genes entre metapoblaciones y cultivares de algodén

Para evaluar el flujo de genes histdrico, se utilizaron microsatélites del
cloroplasto (alelos heredados via materna) para detectar el flujo de genes a través de
la migracion histérica de las semillas. Nuestros datos sugieren migracion a larga
distancia y son consistentes con las observaciones anteriores (Stephens 1958, Wendel
1989, Wendel y Albert de 1992, Andersson y de Vicente 2010). Curiosamente, al
evaluar el flujo reciente utilizando transgenes como marcadores en poblaciones
silvestres G. hirsutum, nos encontramos con altas tasas de migracion (m = 66/270 =
0.24), pero esto no parece ser debido a la migracion de semillas, ya que s6lo 15.9 %
de las plantas que fueron positivas para la presencia de las proteinas recombinantes
tiene el haplotipo del algoddon domesticado (haplotipo 2). Esta observacidon podria
implicar una primera migracion a larga distancia de las semillas, su posterior
crecimiento y floracion, y necesariamente el entrecruzamiento o flujo secundario de
estas plantas con las poblaciones silvestres. Posteriormente, los transgenes se
insertados en el genoma nuclear y pueden dispersarse tanto a través del polen o
semillas (explicando que el 84.1 % de las plantas positivas presente haplotipos

exclusivamente silvestres).
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Como el algoddn fue domesticado hace siglos, el flujo de genes entre antiguos
cultivares domesticados y sus parientes silvestres podria haber ocurrido
histéricamente, probablemente a través de la dispersion de semillas, favorecido por
las actividades humanas y los fendmenos ambientales. Asi, algunos de los patrones
genéticos observados podrian ser el producto de tales eventos ancestrales que
conducen el flujo de genes. No obstante, en el supuesto de que la estructura genética
observada se ve afectada por los acontecimientos historicos del flujo de genes entre el
algodon cultivado y silvestre, se repitio el andlisis de haplotipos eliminando al
haplotipo 2 (el Unico haplotipo en las muestras de algodén cultivado) y no se
encontraron cambios significativos con respecto a la estructura reportada aqui (datos
no mostrados).

La red de haplotipos que hemos presentado nos ha ayudado a distinguir
polimorfismos ancestrales de los recientes acontecimientos de flujo génico. Ademas,
todas las aproximaciones se han complementado con la estimacion del flujo reciente
de genes utilizando como marcadores a los transgenes en poblaciones existentes de

algododn silvestre (Fig. 4 del articulo).

4.6 Los transgenes en metapoblaciones de algodon silvestre

Los rasgos que se han introducido mediante ingenieria genética a las
variedades de algodon incluyen la resistencia lepidopteros (CrylAb/Ac, Cry2Ac,
CrylF y vip3A), tolerancia a los herbicidas (CP4-EPSPS), y resistencia a los
antibioticos (PAT / Bar, nptll y aph4). Usando estos rasgos, solos o en diferentes
combinaciones, se han modificado variedades de algodén que han sido liberadas al
medio ambiente desde 1996 (Traxler y Godoy 2004).

Quince afios después de la introduccién de variedades de algodon transgénico
en México, se ha documentado la presencia de proteinas recombinantes en las
poblaciones silvestres de algodon en su centro de origen y diversidad (ver figura 4a).
Analizamos la presencia de las proteina recombinantes con los kits ELISA
disponibles en México. Estos nos han permitido detectar 18 de 21 eventos aprobados
(CERA, 2010) entre los individuos de las poblaciones silvestres de algoddn. Los
eventos restantes indetectables (3) han sido poco sembrados en el pais. Es importante
subrayar que las combinaciones de las proteinas recombinantes detectadas difieren
entre metapoblaciones. Esto sugiere que las combinaciones han sido el resultado de
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maultiples eventos de flujo de forma independiente. En el caso de las semillas positivas
para transgenes que albergan el haplotipo presente en el algodon cultivado (2),
podriamos estar detectando las plantas de algodon GM escapadas que se han
dispersado en habitats adecuados para la sobreviviencia pero que no permiten el
desarrollo morfoldgico “normal” de planta cultivada. Este Gltimo caso podria ser
frecuente en las metapoblaciones Pacifico Norte y Golfo Norte, porque el algodon
GM se cultiva muy cerca o incluso dentro de su area (véase PNM y GNM por sus
siglas en Inglés en la Figura 4 y Tabla 2).

En el articulo se analizan las proteinas recombinantes encontradas en las
poblaciones y los eventos comerciales aprobados para su cultivo en México, asi como
las combinaciones encontradas que no son de venta comercial y sus posibles causas.
Estas combinaciones transgénicas no se pueden explicar como principales eventos de
flujo génico, ya que no estan presentes con esa configuracion en las lineas de algodén
GM actualmente disponibles. Este es el caso de una semilla de la metapoblacion
Golfo Norte que expresa las cuatro proteinas recombinantes analizadas. Este hallazgo
sugiere que la recurrencia de eventos de flujo de genes y apilamiento de genes podria
haber ocurrido en esta metapoblacion. En contraste, algunas semillas de las
metapoblaciones Pacifico Norte y Pacifico Sur s6lo expresan la proteina Cry2Ac, la
cual no se comercializa de forma individual. Este fendbmeno podria implicar la
segregacion independiente de los transgenes o, alternativamente, silenciacion
transcripcional o post-transcripcional de los genes con los que esta disponible
comercialmente (CrylAb/Ac y CP4-EPSPS). A fin de distinguir entre estas hipotesis,
es necesario realizar analisis con ADN de las semillas y de las plantas madre.

Nuestros datos confirman que el flujo génico a larga distancia es posible en su
centro de origen y diversidad. Sin embargo, el flujo de genes se favorece no sélo por
factores bioldgicos como los mencionados anteriormente, sino también, por la
intervencion humana y la dinamica agricola (Dyer et al., 2009). Algunas otras
practicas también pudieran ocasionarlo, como la dispersién accidental de semillas de
algodon destinadas a la alimentacién animal (hemos observado su trasporte en
diversas partes de México y desde los EE.UU. hacia el centro-sur de México).
Tampoco puede descartarse la dispersién de semillas transgénicas de sitios no
autorizados para su cultivo, ya que no hay un marcador visual que permita distinguir
la segregacion de las semillas GM o la diferenciacion de los productores de algodon.
Estos fendmenos se producen porque las semillas que estan separadas de su fibra se
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venden como alimento para animales sin ser previamente trituradas en una "torta".
Este escenario sucede porque se le presta poca atencion a la semilla viable una vez
separada de la fibra.

Dados los patrones documentados, los estudios futuros deben abordar los
posibles escenarios que se pueden esperar en términos del flujo transgénico y la
acumulacién de trasngenes en las poblaciones silvestres, asi como las consecuencias
que su presencia pudiera tener en el centro de origen y diversidad del algodén, como
se ha documentado en el caso del maiz en México (Pifieyro-Nelson et al., 2009; Dyer
y Taylor, 2008).

El flujo de transgenes debe haber ocurrido principalmente a través de una
migracion primaria de las semillas y un evento secundario de polinizacion cruzada.
So6lo en los casos en donde la distancia es muy corta se espera la polinizacion cruzada
entre cultivares y plantas silvestres. En este estudio no encontramos una correlacion
entre la presencia del transgén y la pérdida de diversidad genética. Sin embargo, para
explorar si la presencia de transgenes podria tener consecuencias en las poblaciones
silvestres de algoddn, se requieren estudios a largo plazo.

En general, este estudio demuestra que los andlisis basados en ELISA son
atiles para evaluar la presencia de transgenes en metapoblaciones de algodon
silvestre. Sin embargo, los estudios futuros también deben considerar métodos
basados deteccion de ADN para corroborar los resultados, asi como la determinacion
de los acontecimientos especificos implicados. Este enfoque de multiples técnicas ha
sido sugerido en otros estudios que se ocupan de la deteccion de transgenes en centros
de origen y diversidad (Serratos-Hernandez et al., 2007; Pifieyro-Nelson et al., 2009).

La evidencia de investigaciones anteriores sugiere que G. tomentosum (en
Hawai), G. mustelium (en Brasil) y G. darwinii (en Galapagos), estan en peligro de
extincién por el resultado de la hibridacion con los algodones domesticados (Ellstrand
2003, Andersson & de Vicente 2010). En algunos casos, los hibridos interespecificos
(G. hirsutum x G. barbadense) pueden actuar como puentes genéticos para la
transferencia de genes de algodon domesticado a otros parientes silvestres (G.
darwinii; Ellstrand 2003, Andersson & de Vicente 2010).

4.7 Conclusiones
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La interaccién del flujo génico a larga distancia y las barreras geograficas de México
ha formado la estructura genética de las poblaciones actuales de G. hirsutum,
favorecida por la dindmica ecoldgica que obstaculiza la homogeneizacion genética
dentro y entre poblaciones.

En lo que respecta al flujo de genes reciente, ademas de la importancia del
estudio del flujo de transgenes y la acumulacion en las poblaciones silvestres de
algodon en su centro de origen y diversidad, se requieren esfuerzos de conservacion y
monitoreo permanente de las poblaciones silvestres. Estos esfuerzos se basan en la
preservacion del habitat, tanto el ocupado actualmente por el algodon silvestre, como
del disponible para su colonizacion, teniendo en cuenta una perspectiva de
metapoblacion (Meirmans et al., 2003) donde la "persistencia de la metapoblacion
depende de la existencia de una cierta cantidad de habitat adecuado pero actualmente
desocupado™ (Freckleton y Watkinson 2002, 2003). Se requieren ademas estudios
demogréaficos cuantitativos de las poblaciones silvestres de algodén, documentar los
patrones espacio-temporales de la dispersion de semillas y polen, asi como las tasas
de polinizacion cruzada entre individuos silvestres y cultivados en Meéxico. En
términos generales, la conservacion de zonas costeras puede ser Gtil para ayudar a la

conservacion de las poblaciones silvestres de algodon.
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Abstract

Over 95% of the currently cultivated cotton was domesticated from Gossypium hirsutum,
which originated and diversified in Mexico. Demographic and genetic studies of this
species at its centre of origin and diversification are lacking, although they are critical for
cotton conservation and breeding. We investigated the actual and potential distribution of
wild cotton populations, as well as the contribution of historical and recent gene flow in
shaping cotton genetic diversity and structure. We evaluated historical gene flow using
chloroplast microsatellites and recent gene flow through the assessment of transgene
presence in wild cotton populations, exploiting the fact that genetically modified cotton has
been planted in the North of Mexico since 1996. Assessment of geographic structure
through Bayesian spatial analysis, BAPS and Genetic Algorithm for Rule-set Production
(GARP), suggests that G. hirsutum seems to conform to a metapopulation scheme, with
eight distinct metapopulations. Despite evidence for long-distance gene flow, genetic
variation among the metapopulations of G. hirsutum is high (He = 0.894 = 0.01). We
identified 46 different haplotypes, 78% of which are unique to a particular metapopulation,
in contrast to a single haplotype detected in cotton cultivars. Recent gene flow was also
detected (m = 66/270 = 0.24), with four out of eight metapopulations having transgenes.
We discuss the implications of the data presented here with respect to the conservation and
future breeding of cotton populations and genetic diversity at its centre of crop origin.

Keywords: Gossypium hirsutum, long distance gene flow, metapopulations, Mexico, transgene
flow
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and specifically, gene flow dynamics (e.g. maize to teo-

Introduction sinte; Baltazar et al. 2005; Ellstrand et al. 2007; the beet

The complexes of wild and cultivated varieties of crop
plants at their centres of crop origin and/or diversity
(hereafter, CCO) provide useful systems for addressing
fundamental questions on population structure, genetics,
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family; Bartsch et al. 1999; Viard et al. 2004; Fénart et al.
2007; Arnaud et al. 2009; or Brassica spp. Jorgensen &
Andersen 1994; Snow ef al. 1999). In cases where geneti-
cally modified varieties have been released at the CCO,
transgenes become useful markers for addressing ongo-
ing patterns, dynamics, and pervasiveness of gene flow
(maize, van Heerwaarden et al. 2009; Cucurbita, Sasu
et al. 2009; Sorghum, Sahoo et al. 2010). At the same time,
these cases become particularly relevant for assessing the
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general viability of GMO cultivation when there is poten-
tial for transgene flow into wild relatives at the CCO.

In spite of the effects of recent gene flow involving
transgenes or other genetic elements, historical gene
flow may still have a dramatic impact on population
genetic structure (Ehrlich & Raven 1969). It may coun-
teract the effects on effective population size of drift
and inbreeding (Ebert et al. 2002), but may also con-
strain population differentiation by homogenizing the
gene pool (Slatkin 1987). Gene flow estimation has his-
torically relied on estimates of Nm (number of migrants
per generation) and F; (Fixation index; a measure of
population differentiation). However, both of these
parameters have been developed based on simplified
and typically unrealistic population models (Whitlock
& McCauley 1999; Paetkau et al. 2004) that assume, for
example, that populations are at equilibrium (Broquet
& Petit 2009).

In contrast, the use of haplotype networks and
genetic covariance estimates, such as those used in Pop-
graph analyses, can provide information regarding the
historical and spatial relationships among genotypes
(Dyer 2009). For instance, historical gene flow patterns
can be inferred from haplotype networks that connect
each particular haplotype through mutational steps.
This enables assignment of extant haplotypes to an
ancestral population, while differentiating between
ancestral polymorphisms and migration. This distinc-
tion is particularly useful when analysing species that
have diversified or diverged quite recently, as is the
case for the majority of cultivars (Londo ef al. 2006). On
the other hand, Popgraph draws from tools generated
by landscape genetics that allow for the differentiation
between isolation by distance and long distance migra-
tions, which are phenomena that can underlie genetic
differentiation among populations (Dyer & Nason
2004). These approaches explicitly incorporate geo-
graphical information to assess the contribution of
physical space in structuring genetic diversity (Manel
et al. 2003; Dyer 2009).

In the present study, we complement these types of
historical gene flow analyses with estimates of ongoing
gene flow using transgenes. While gene flow estimation
is instrumental in the analysis of the genetic structure
of populations, it should be complemented with a direct
assessment of pollen and seed dispersal rates that
impact on the natural patterns of gene flow. Otherwise,
the consequences of dispersal-related life history varia-
tion among populations—and, hence, gene flow itself—
will remain poorly quantified (e.g. Palstra et al. 2007).
Therefore, we have also pursued the analysis of land-
scape features that can impact the genetic structure of
populations by documenting the metapopulation struc-
ture of cotton in Mexico.

Metapopulations are assemblages of populations that
exist in a balance between extinction and colonization
(Levins 1969; Hanski & Gaggiotti 2004 and references
therein). For plants, several criteria have been proposed
that further constrain this metapopulation concept
(Hanski 1998; Freckleton & Watkinson 2002), including:
(i) that suitable metapopulation habitats are in spatially
separated patches; (i) that all patches can become
extinct but they cannot do so at the same time; and (iii)
that recolonization of each patch after local extinction is
possible (Honnay et al. 2009).

The complex of wild and cultivated cotton popula-
tions in Mexico is an ideal system with which to
address the role of metapopulation dynamics on recent
and historical gene flow patterns, and on the genetic
structure of populations. These studies are also instru-
mental for breeding and conservation programs for
crops at their CCO. The germplasm of current culti-
vated cotton originated in Mesoamerica, where it was
semi-domesticated in pre-Hispanic times (Tehuacan
Valley, Mexico, dated around 5500-4300 BP; Smith &
Stephens 1971). Previous studies used allozymes and
RFLP data to identify possible venues of cotton domes-
tication and to assess broad range genetic diversity
(Wendel & Albert 1992; Brubaker & Wendel 1994).
However, although cultivated cotton varieties are the
most important source of natural fibre and the third
source of oil in the world (FAOSTAT 2009), only two
varieties (G. hirsutum var. yucatanense; called TX2094
and Deltapine 14; Delta and Pine Land Co; Applequist
et al. 2001) have been used as reference for wild germ-
plasm. Thus, broadening the genetic studies of wild
populations of G. hirsutum will increase the success of
breeding strategies focused on generating varieties
adapted to extreme environments.

The Gossypium genus originated from African rela-
tives between 12.5 (Seelanan et al. 1997) and 25 (Wendel
& Albert 1992; Wendel et al. 2010) million years ago,
and its salt-tolerant seeds enabled its spread around the
world (Stephens 1966; Seelanan et al. 1997). Only four
out of more than fifty Gossypium species have been
domesticated (Wendel et al. 2009): two diploids in Asia
and Africa (G. herbaceum and G. arboreum) and two tet-
raploids in America (G. hirsutum and G. barbadense).
Current diploid and allopolyploid Gossypium species on
the American continent cannot hybridize amongst
themselves (Beasley 1940, 1942). Cotton is mainly self-
pollinated, although cross-pollination may rarely occur
(Stephens & Finkner 1953; Simpson 1954; McGregor
1976), and gene flow occurs via seed dispersal by water
(Stephens 1966), and probably by wind and birds. In
Mexico, GM cotton has been cultivated since 1996 and
172 000 ha were approved for sowing in 2009 (SAGA-
RPA 2010). Despite the extent of GM cotton cultivation,

© 2011 Blackwell Publishing Ltd
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the dispersal of transgenes into non-GM and wild cot-
ton has not yet been evaluated.

Given the complex history of the Gossypium genus
and its capability for long distance migration, we first
evaluated the geographical structuring of G. hirsutum
populations in Mexico by generating a potential distri-
bution based on climatic data. We hypothesized that
geographic barriers have affected long distance gene
flow among wild G. hirsutum populations, rendering a
genetic structure that does not conform to an isolation-
by-distance pattern across the area as a whole. We then
documented historical gene flow using chloroplast mi-
crosatellite data to construct a haplotype network.
Lastly, we wused transgenes as markers to assess
whether recent gene flow has taken place and if its pat-
terns and dynamics conform to our historical infer-
ences.

Materials and methods

Assessment of wild cotton populations and modelling
of a potential distribution map

We selected populations of wild Gossypium hirsutum to
be collected for this work by first performing an analy-
sis of hundreds of historical specimens at the MEXU
National Herbarium and XAL Herbarium. Twenty
accessions were used that were clearly referenced as
wild specimens and whose geographical reference fell
within the formerly established natural habitats of this
species. Concomitantly, we used the collections made
by Paul A. Fryxell between 1968 and 1975 to guide our
field search for wild populations. The specimens col-
lected by Fryxell had clear features of wild cotton, as
well as a precise description of both the habitat and
location. Based on previous reports (Fryxell 1979; Wen-
del & Albert 1992; Applequist et al. 2001), we used the
following objective criteria to classify a cotton plant as
wild: (i) it is present in the expected habitat and distri-
bution for the species’ wild populations; (ii) it is a
perennial shrub or tree, and (iii) its fruits have less than
22% lint content. We also delimited our unit of study,
considering a population as comprised by a set of indi-
viduals that may potentially cross-pollinate among
themselves and that are set at a distance of a maximum
of 14 km among them. This distance criterion was set
as a conservative limit, because this is the maximum
pollinator (honeybee) movement range reported to date
(Beekman & Ratnieks 2000).

We characterized the ecological niche for this species,
based on 185 collection points of wild cotton plants sur-
veyed between 2002 and 2007. We used the niche
model proposed by Wiley (Wiley et al. 2003) and analy-
sed our data using the Garp program (Genetic Algo-

© 2011 Blackwell Publishing Ltd

rithm for Rule-set Production; Scachetti-Pereira 2001),
which incorporated 23 bioclimatic covers from Worldc-
lim, with a convergence limit of 0.01%, a 5% of omis-
sion, and a 10% commission threshold. Models were
selected using the methodology proposed by Anderson
et al. (2003).

The potential distribution map of G. hirsutum wild
populations in Mexico was delimited through compari-
son with cartography from the Biogeographic Regions
of CONABIO (Comision Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad 1997). The predicted areas of
distribution of wild cotton were validated through field
inspections of places diagnosed to contain G. hirsutum
wild populations according to the potential distribution
maps, but where no former collections had been under-
taken or where no entries were available at any data-
base consulted. With these data, we analysed the
population structure using a metapopulation scheme
(see ‘Results’ section).

Cotton seed collection

Cotton seeds were collected between 2002 and 2008 in
the identified wild populations of this species. The size
of surveyed populations varied in number from 4 to 24
plants, with 1 up to <14 km separating individuals
within a population. In total, 336 individual plants dis-
tributed in 36 populations were collected (Fig. 1).

Additionally, seeds from commercial cotton cultivars
from Sonora, Mexicali, Chihuahua (Mexico), Texas, Vir-
ginia (USA), Argentina, Brazil, India and Egypt, were
used to assess genetic diversity. We also collected seed
from populations present outside the potential distribu-
tion area: Cuautla (18.89 N, -99.97 W), Tepoztlan
(18.97 N, =99.09 W), Cuernavaca (18.87 N, —99.205 W;
in the state of Morelos), Durango (23.18 N, —104.52 W)
and Sonora (28.80 N, —110.57 W). All of these were con-
sidered feral populations because they have more than
25% of lint and are far away from potential distribution
areas of wild cotton.

Laboratory procedures

DNA and chloroplast microsatellite analyses. Collected
cotton seeds were germinated in growth chambers with
a 12 h/30 °C light and 12 h/20 °C darkness regime, in
80-90% humidity. Genomic DNA was isolated from
young seedling leaves using a modified CTAB method
from Sul & Korban (1996; see Table S1).

DNA sequences were amplified through PCR using
two specific primer sets for G. hirsutum chloroplast
microsatellites (AF351292 (GAA)y and AF351313 (CA)q»,
from Reddy et al. 2001). Additionally, ten PCR primer
sets were used for the analysis of simple sequence
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A Accesions in MEXU Herbarium
@ Collected sites between 2002-2007
¢ Collected sites in 2008

Fig. 1 Map showing collection sites, potential distribution area and metapopulations of G. hirsutum in Mexico. Symbols: green trian-
gles: cotton collections identified by Fryxell at the MEXU herbarium; blue circles: 2002-2007 cotton collections; yellow stars: 2008 col-
lections discovered with the use of the potential distribution map. Metapopulations are coded as follows: Baja California Sur
(BCSM): fuchsia; North Pacific (NPM): grey; Banderas Bay (BBM): red; Central Pacific (CPM): burgundy; South Pacific (SPM): orange;
Gulf North (GNM): dark green; Gulf South (GSM): purple; and Yucatan Peninsula (YPM): lime.

repeat polymorphisms in chloroplast genomes of dicot-
yledonous angiosperms (CCMP1-CCMP10 from Weis-
ing & Gardner 1999). The PCR procedure and
individual conditions are shown in Table S1. DNA
fragments were sequenced on an ABI Prism 3730xl
Analyzer at the High-Throughput Sequencing and
Genotyping Unit in the University of Illinois.

Immunoassays to detect the presence of transgenes in wild
cotton populations. A total of 270 individual cotton seeds
from 36 populations (N > 20 seeds per population; see
Table 1) were individually analysed for transgene pres-
ence via immunoassays for the most common recombi-
nant proteins present in cultivated cotton for which
ELISA kits were available (CrylAb/Ac, Cry2A, CP4-EP-

Table 1 Presence of recombinant proteins in G. hirsutum metapopulations

Positive Positive Positive

Metapopulation Populations N seeds 1 protein 1 + proteins
BCS (S of BCS) 2 17 0 0 0
North Pacific (Center and S of Sinaloa and N of Nayarit) 3 37 25 19 6
Banderas Bay (SW Nayarit and NW of Jalisco) 2 15 0 0 0
Center Pacific (Coastal line of C and S of Jalisco, Colima, 6 24 0 0 0

Michoacin and NW and C of Guerrero)
South Pacific (SE of Guerrero, Coastal line of Oaxaca, CW, C 8 44 13 13 0

and South tip of Chiapas)

Yucatdin Peninsula (Quintana Roo, Yucatan, Campeche and 11 88 0 0 0

NE and E of Tabasco)
Gulf South (C and SE of Veracruz) 3 21 14 12 2
Gulf North (N of Veracruz, E of San Luis Potosi and S 1 24 14 0 14

of Tamaulipas)
Total 36 270 66 44 22

The region comprised within each metapopulation is described in parentheses; the number of wild cotton populations in each
metapopulation is presented in column two. Symbols: N: total number of seeds analysed per metapopulation; positive: total number
of seeds positive for recombinant protein presence; positive 1 protein: number of seeds positive for only one recombinant protein;
positive 1 + protein: number of seeds positive for more than 1 and up to 4 different recombinant proteins (see text for a complete

description).

© 2011 Blackwell Publishing Ltd
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SPS and PAT/Bar). The embryo of each seed was sepa-
rated from its seed coat and divided into four pieces
with a surgical knife. Each piece was placed in a 2-mL
microcentrifuge tube for separate homogenization with
an appropriate volume of extraction buffer. Each sam-
ple was analysed using duplicate assays in each ELISA
plate. Immunoassays were conducted according to the
manufacturer’s instructions. The ELISA plates were
read in a spectrophotometer at 450 nm for proteins
PAT/bar, Cry2A and CP4-EPSPS-event NK603 (Enviro-
logix™ plates) and at 650 nm for proteins CP4-EPSPS
and CrylAb/Ac (Agdia® plates).

We considered a sample to be positive only when its
absorbance was equal to or above a reading three stan-
dard deviations above the average intensity of all nega-
tive controls and blank samples. At least one duplicate
of a blank (extraction buffer), one negative control, and
one positive control were included in each ELISA plate.

Data analyses

Molecular diversity. We determined the number and
frequency of all unique chloroplast DNA haplotypes
and estimated molecular diversity using Arlequin v3.5
(Excoffier & Lischer 2010). We used the rarefaction
approach (using ADZE; Szpiech et al. 2008) to see if het-
erogeneous population sizes could affect the estimation
of genetic diversity among populations and also to gen-
erate estimates that would be comparable among differ-
ent populations (Petit ef al. 1998; Kalinowsky 2004).

Genetic structure and gene flow analyses. We examined
population structure by performing a Bayesian spatial
analysis using the program Bars 5.1 (Corander et al.
2008), which uses stochastic optimization to find the
optimal partition. Simulations were run from K =2 to
K =10 with 100 replicates for each K.

We sought evidence for isolation by distance and/or
long-distance dispersal events using Population Graph
(GeneticStudio software; Dyer 2009). This is a graph-
theoretic approach that analyses how genetic variation
is distributed across the investigated landscape, by
plotting migration and enabling the assessment of the
dependence or independence of evolutionary trajecto-
ries among populations. Within a graph, populations
are represented as nodes and the genetic covariation
among populations determines the topology. The pat-
tern of connections between populations is estimated
conditional on the entire data set. The pattern can be
used to test for isolation-by-graph-distance, where in an
extreme case, if covariance between two populations
equals zero, no connection is drawn (IBGD; Dyer &
Nason 2004). Plotting the Population Graph onto a

© 2011 Blackwell Publishing Ltd

map also allows the inferred population pairs to have
‘extended edges’, ‘mormal edges’, or ‘compressed
edges’, which imply that genetic distance is either
higher, equal to, or lower, respectively, than the one
expected by geographic data (Dyer 2009).

We investigated the evolutionary history and relation-
ships among the haplotypes found in this study and dif-
ferentiation of the ancestral polymorphism and gene
flow by constructing a minimum-spanning network of
haplotypes using Tcs 1.21 (Clement et al. 2000). We used
the methods described by Templeton & Sing (1993) to
break loops (ambiguous connections) within our net-
work, while using predictions derived from coalescence
theory (reviewed in Rosenberg & Nordborg 2002).

Distances between GM cotton release sites and wild cotton
populations. Mexico was divided into over 80 000 hexa-
gons, 25 km? each, to compare areas against experimen-
tal release centres. Centroids of these hexagons were
used to calculate the distance between the release sites
and the potential distribution model, with an error of
25 km. The sites where permits to release genetically
modified cotton in Mexico have been granted (from
1996 to 2008) were plotted on a map of Mexico, under
the assumption that all plots approved were actually
planted (Fig. 4a). The minimum distance separating a
granted GM cotton release site from all populations of
wild cotton was determined (Table 2).

Results

Wild populations of G. hirsutum in Mexico: potential
distribution and actual metapopulation structure

A potential distribution map was generated using com-
putational and geographic tools (GARP). This map was
based on a comprehensive survey of existing wild G.
hirsutum populations comprising 185 collection points
(recorded between 2002 and 2007) distributed in 36 pop-
ulations (blue points in Fig. 1). The potential distribution
is plotted in Fig. 1 and represents those areas that had
over 75% of confidence of translating into the actual wild
cotton distribution, according to our survey data. Thus,
the actual distribution area for this species may possibly
be even broader than that considered here. Nevertheless,
the fact that all predicted populations were either corrob-
orated or led to the finding of new populations helped us
to validate the precision of the ecological niche predic-
tion model used here. The potential distribution map
identified seven new populations along the Gulf of Mex-
ico in 2008 (yellow stars in Fig. 1). In previous years,
without the guidance of this model, efforts to find wild
populations in this area had proved unsuccessful.
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During the 7-year fieldwork period (2002-2008), we
observed that 85% of wild cotton populations were in
coastal ecosystems and some were in low dry forests.
Cotton plants were in populations of 4 to 20 individuals
(5 was the mode).

The spatial distribution and the ecological setting of
the populations investigated here suggest the existence
of eight discrete bioclimatic areas. These are separated
by intermediate zones that lack adequate climatic and
ecological conditions for G. hirsutum to grow, and that
effectively form geographical barriers to seed and pollen
flow. Each discrete area described here is considered to
be a metapopulation because cotton plant populations
were discontinuous due to the discrete occurrence of
favourable habitats. Furthermore, each metapopulation
was separated from one another by at least 150 km or
was isolated by evident geographical barriers.

The eight metapopulations proposed here are: Baja
California Sur (BCSM), North Pacific (NPM), Banderas
Bay (BBM), Center Pacific (CPM), South Pacific (SPM),
Yucatan Peninsula (YPM), Gulf South (GSM) and Gulf
North (GNM; Fig. 1). Although we lack quantitative
dynamic data for all of the populations surveyed, the
number of plants per population, as well as the num-
ber of populations that form a metapopulation, varied
substantially (Table 1). In the northern part of the
country, the maximum number of populations per
metapopulation is three (BCSM, NPM, BBM and
GSM). In the south of Mexico, three metapopulations

have six, eight, and eleven populations (CPM, SPM
and YPM, respectively). With regard to suitable habi-
tats for cotton growth within metapopulations, the
YPM has the largest contiguous range of suitable habi-
tats and bears the largest populations. It is also the
most genetically diverse.

Genetic variation, historical gene flow, and population
structure of G. hirsutum in Mexico

Overall, genetic variation among wild metapopulations
of G. hirsutum is high (He = 0.894 + 0.01). We found a
total of 46 haplotypes, 78% of which are unique to a
particular metapopulation (Fig. 2). The highest haplo-
type diversity was found in BBM (0.94) and YPM (0.93;
for haplotype diversity between metapopulations, see
Table S2). The remaining metapopulation diversity
ranges between values of 0.6 and 0.8, except for GSM,
which is exceptionally low (0.34). In contrast, the analy-
sed commercial cotton seeds and inferred feral popula-
tions have only one haplotype (number 2; Fig. 2a). The
only exception to this trend is the feral population in
Cuernavaca, Morelos, where two haplotypes were
found (2 and 25; Fig. 2a).

The 46 haplotypes found in this study group into six
distinct lineages, of which those of BBM and YPM are
well differentiated (Fig. 2a). This haplotype network
has a complex topology, where some populations with
unique lineages have haplotypes that are not sampled,

(b)

Fig. 2 Haplotype network and historical gene flow in wild G. hirsutum metapopulations. (a) Haplotype network. Haplotypes docu-
mented in this work are depicted in circles; sizes of nodes show the frequency of a particular haplotype while colours represent the
presence of a particular haplotype within each metapopulation. (b) Historical gene flow patterns among metapopulations, as inferred
from the haplotype network (metapopulation colour-codes and labels are as in Fig. 1).

© 2011 Blackwell Publishing Ltd
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(b)

Fig. 3 Popgraph analysis showing significant connections among wild cotton metapopulations. (a) Three-dimensional Popgraph repre-
senting the genetic covariance among metapopulations of G. hirsutum, based on chloroplast markers. The length of a line between
any two metapopulations is proportional to their covariance; within-metapopulation genetic variance is proportional to sphere size.
(b) Geographic distances among metapopulations and their relation with the Popgraph analysis shown in (a). Edges that are signifi-
cantly longer (- - — - - ), shorter (—) or congruent (—) with the predicted genetic covariance with respect to geographic distance are

plotted. Names are as in Fig. 1.

while shared haplotypes among several populations
appear to be ancestral. Derived haplotypes are generally
unique. The unique haplotype of cultivated cotton (2) is
shared and frequent in almost all metapopulations.
Haplotypes 35, 36, and 37 show ancient gene flow,
while 38 and 5 seem to have recently migrated from the
YPM; lastly, haplotype 13 shows evidence of ancestral
gene flow (Fig. 2b).

We estimated the genetic structure among the sur-
veyed wild cotton populations by modelling our data
using the BAPS approach. We found that the optimal
number of clustered groups was eight; thus, the
description of each cluster by this algorithm is consis-
tent with the metapopulation scheme derived from the
potential distribution analysis used above. Furthermore,
the rarefaction approach was consistent with the Popu-
lation Graph tool, as the diameter representing the
genetic variation is not correlated with the sample size
per population (Fig. 3).

Given the inferences of genetic variation and meta-
population genetic diversity presented above, which are
the result of historical events, we addressed the ques-
tion of whether contemporary long distance gene flow
has taken place, by evaluating transgene flow.

Recent long distance gene flow: presence of transgenes
in wild cotton metapopulations

The potential for long and short-distance ongoing trans-
gene flow that could be occurring from GM cotton
plants to native wild cotton populations was evaluated
through plotting the frequency distribution of the dis-
tance between the GM cotton parcels and the nearest
wild cotton population (Table 2). In this analysis, we

© 2011 Blackwell Publishing Ltd

found that 1.4% of 5985 permits to sow GM cotton
issued by the pertinent Mexican authority between 1996
and the beginning of 2008, fall within the area of distri-
bution of two metapopulations of wild cotton (NPM
and GNM), while 4.2% are within a 300-km radius
from three metapopulations (NPM, GNM and GSM).
The remaining 94.4% of GM field releases approved are
over 300 km apart from all wild cotton metapopulations
(Table 2).

We identified actual transgene flow by assessing the
presence of recombinant proteins in wild cotton popula-
tions through ELISA tests. The immunoassays yielded
66 positive seeds out of 270 seeds tested (24.4%) for at
least one recombinant protein (Table 1). These positive
cases were distributed among four metapopulations
(Fig. 4): NPM (25/37; 67.6%), GNM (14/24; 58.3%),
GSM  (14/21; 66.7%) and surprisingly, SPM (13/44;
29.5%). The latter is at a lineal distance of 755 km from
the southernmost and nearest approved GM cotton plot.
Furthermore, 3 out of 3 populations comprising the
NPM had positive testing plants for transgene presence;
1 out of 1 in GNM; 2 out of 3 in GSM and 3 out of 7 in
the SPM. Interestingly, two-thirds of all positive sam-
ples yielded positive results for a single recombinant
protein, while one-third did so for two and up to four
different transgene-codified proteins (Table 1).

Of the 66 positive seeds, 15.9% had the haplotype
common to the domesticated cultivars (haplotype 2). In
the GNM, 6 out of 14 positive seeds for CrylAb/Ac
have haplotype 2. In the GSM, three out of five individ-
uals positive for CP4-EPSPS had this haplotype. In the
NPM, two seeds positive for CrylAb/1Ac and Cry2A
shared this haplotype. In the SPM, none of the positive
seeds for recombinant proteins had this haplotype.
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(b)

Fig. 4 Contemporary gene flow among cotton metapopulations as inferred by transgene presence. (a) Map of Mexico showing the
regions where GM cotton cultivars have been approved for planting, as well as wild cotton metapopulations and populations posi-
tive for recombinant protein presence. GM cotton cultivation sites are plotted as green circles; metapopulations without recombinant
proteins (BCSM, BBM, CPM, and YPM) are coloured in dark grey; metapopulations with recombinant proteins (NPM, SPM, GNM
and GSM) are in pale grey; wild cotton populations with transgene presence are plotted as red squares while populations without
transgenes are depicted as white squares. Pie charts with the frequency of particular recombinant proteins are set aside each trans-
gene-harbouring metapopulation. (b) Diagram showing possible venues of present gene flow between GM cultivars and some wild
cotton metapopulations. Arrows show the probable trajectories of transgene flow.

Discussion

In this study, we have shown that long distance gene
flow has taken place among G. hirsutum wild popula-
tions, both historically and recently. Evidence from the
population genetic analyses and the metapopulation
scheme suggests that geographical barriers can hinder
population structuring, but not sufficiently to suppress
migration among metapopulations.

Cotton metapopulations: current distribution,
metapopulation dynamics, and changes in land use

In this work, we propose the existence of eight distinct
wild cotton metapopulations in Mexico. While the
standards utilized in this work to define metapopula-
tions are qualitative, they are consistent with the
delimitation criteria put forward by other scholars
(Hanski 1998; Freckleton & Watkinson 2003; Honnay
et al. 2009). In line with metapopulation theory, we
found that 34% of the historically characterized G.
hirsutum populations continue to dwell in their original
geographic zones. Local extinction and recolonization
was also observed in 68 of 171 collection points sur-
veyed for which at least two visits were performed
during this work.

This dynamic turnover could be favoured by the fact
that 55% of surveyed wild populations live in disturbed
areas. This suggests, based on Fryxell's and others’ pre-
vious assessments of wild cotton populations, that a

process of habitat alteration due to human and abiotic
perturbations (changes in land use, as well as hurri-
canes and tropical storms) has taken place. These phe-
nomena have shaped the species’ habitat along the
Pacific and Gulf of Mexico coastal lines. The survival of
these populations in disturbed areas is probably related
to the ability of this species to grow well in places with
low plant cover and high solar exposure, as well as
having a perennial habit, being sexually mature during
the first year of life, having populations composed of
plants at different life stages, and presenting long dis-
tance seed dispersal. Nevertheless, while habitat pertur-
bations have not affected all cotton populations, they
could drive a significant number of them to extinction,
especially in a scenario where extreme changes in land
use would hinder recolonization. This could be the case
for the coastal region of the Gulf of Mexico (GNM and
GSM), which has been subjected to land use changes
due to promotion of agriculture and cattle grazing areas
(GNM) or to the establishment of hotel resorts that
deplete coastal dunes (GSM). This probably accounts
for the smaller number of wild cotton populations doc-
umented in this study for that part of the country.
While the dynamics currently affecting metapopula-
tion structuring are probably significantly influenced by
human activity, the structure unveiled in this work can
only be explained in evolutionary time. The modelling
of the ecological niche for G. hirsutum populations in
Mexico was also based on data obtained from actual
wild cotton populations. This confers a more precise

© 2011 Blackwell Publishing Ltd
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Table 2 Linear distances between GM cotton release-sites and
wild cotton metapopulations

Minimum distance Number
between GM cotton of granted
plot and a wild cotton  permits

Cotton growing region ~ metapopulation (km)  (1996-2008)

Tamaulipas and Sinaloa 0 85
Tamaulipas, Sinaloa and 1-100 152
South Sonora 101-200 42
201-300 56

Comarca Lagunera 301-400 919
401-500 1200

South Chihuahua 501-600 378
601-700 274

North Chihuahua 701-800 1375
North Sonora 801-900 210
901-1000 210

Mexicali, Baja 1001-1100 1084

California Norte

input for distribution inference algorithms such as
GARP, than was obtained by previous studies where
this distribution was inferred using data from cultivated
cotton (Rogers et al. 2007).

Ancestral gene flow among cotton metapopulations and
cotton cultivars

We evaluated historical gene flow using chloroplast
microsatellites (maternally inherited alleles) to detect
historical gene flow through seed migration. Our data
indeed suggest long distance seed migration that is
consistent with previous suggestions of the potential for
seed dispersal through marine currents, given the
viability of seeds subjected to prolonged incubation
periods in salt water (Stephens 1958). This finding is
consistent with the signature of molecular markers
during chromosomal speciation (Wendel 1989; Wendel
& Albert 1992; Andersson & de Vicente 2010). Interest-
ingly, when assessing recent long distance gene flow
through transgene presence in wild G. hirsutum popula-
tions, we find high migration rates (m = 66/270 = 0.24),
but this does not seem to be due to seed migration,
since only 15.9% of the plants that were positive for
transgene presence have the haplotype common to
domesticated cotton used to generate transgenic lines
(haplotype 2). This observation could imply low seed
migration out of GM fields. Nevertheless, once a single
or a few transgenic individuals are dispersed into par-
ticular wild populations, they produce pollen that may
fertilize local wild plants. Since transgenes are inserted
within the nuclear genome, they can be dispersed both
via pollen or seed.

© 2011 Blackwell Publishing Ltd

As cotton was domesticated centuries ago, ancient
gene flow between domesticated cultivars and its wild
relatives could probably have occurred historically via
seed dispersal, favoured by human activities and envi-
ronmental phenomena. Thus, some of the genetic pat-
terns observed could be the product of these types of
ancestral events. Nevertheless, we assumed that the
observed genetic structure is affected by historic gene
flow events among cultivated and wild cotton and we
repeated the haplotype analysis, this time eliminating
haplotype 2 (the only haplotype in cultivated speci-
mens). We did not find significant changes with respect
to the structure reported here (data not shown).

The haplotype network that we have put forward has
helped us to distinguish ancient polymorphisms from
recent gene flow events. Furthermore, these approxima-
tions have been complemented by the estimation of
recent gene flow using transgenes as markers in extant
wild cotton populations (Fig. 4).

Transgenes in wild cotton metapopulations

Fifteen years after the introduction of GM cotton culti-
vars into Mexico, we have documented the presence of
recombinant proteins in wild cotton populations at its
CCO (see Fig. 4a). We assayed recombinant protein
activity using ELISA kits available in Mexico. These
enabled us to detect 18 out of 21 approved events
(CERA 2010) among individuals of wild cotton popula-
tions. The remaining undetectable events (3) have been
scarcely sown. The traits that have been introduced,
alone or in different combinations, into currently sown
cotton varieties through genetic engineering include
Lepidoptera resistance (CrylAb/Ac, Cry2Ac, CrylF and
vip3A), herbicide tolerance (CP4-EPSPS), and antibiotic
resistance (PAT/Bar, nptll and aph4; Traxler & Godoy-
Avila 2004).

The combinations of recombinant proteins detected in
this study differ among metapopulations, which sug-
gests that each combination could have been the result
of independent and multiple transgene flow events into
the Mexican wild cotton populations. This observation
is additionally supported by the fact that 84.1% of
seeds that tested positive for transgene expression had
a haplotype other than the one present in the cultivars
(2). Since cotton is assumed to be self pollinated, trans-
gene flow must also have occurred mostly via seed and
secondary cross-pollination events (Dyer et al. 2009).

The combinations of transgenes found within meta-
populations and the possible transgenic events from
which they could have originated are as follows: in
PNM, plants expressing CrylAb/Ac, could have origi-
nated from event MON531; in GSM, CP4-EPSPS protein
could involve either MON88913 or MON1445/1698; for
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the GNM and GSM metapopulations, the recombinant
protein combinations found -CrylAb/Ac and CP4-EP-
SPS- suggest that the most likely transgenic event could
be MON531 x MON1445. For GNM, the CrylAb/Ac,
Cry2Ac, and CP4-EPSPS proteins could originate from
MON15985 x MON1445 or MON88913. These events
were approved for planting in Mexico between 1996
and 2003. In the case of seeds positive for transgenes
that harbour haplotype 2 and have transgene combina-
tions consistent with a commercial transgenic variety
(15.9%), we could be detecting feral GM cotton plants
that have dispersed into suitable habitats, but, given the
environmental conditions, do not grow to resemble
their cultivated counterparts.

In contrast, we found some transgene combinations
that cannot be explained as primary gene flow events,
given the transgene combinations present in the cur-
rently available GM cotton lines. This is the case of a
seed from GNM that expresses all four recombinant pro-
teins assayed. This finding suggests that recurrent gene
flow events and gene stacking could already have
occurred in this metapopulation. In contrast, some seeds
from NPM and SPM only expressed the Cry2Ac protein,
which is not contained individually in any commercial
event. This phenomenon could involve independent seg-
regation of transgenes from some lines and a later intro-
gression into wild cotton. Alternatively, it could
represent transcriptional or post-transcriptional gene
silencing of either the CP4-EPSPS or CrylAb gene/tran-
scripts that are present in all commercially available
lines expressing Cry2Ac. In order to distinguish between
these hypotheses, DNA-based analyses should be under-
taken using transgene specific primers, both from the
DNA of the seed and that of the mother plant.

Detected transgenes were aggregated in space
(p = 0.001). This type of distribution could be favoured
by the dynamics of plant metapopulations. In the par-
ticular case of wild cotton, populations where recolon-
ization has taken place have few plants, and thus can
be subject to a genetic bottleneck and to genetic drift.
Transgene frequencies and spatial patterns documented
here also suggest that transgene introduction is rela-
tively recent and has not been fixed in all metapopula-
tions. These findings could imply that these new alleles
do not confer a high selective advantage. In the particu-
lar metapopulations where not all populations are posi-
tive for transgene presence (GSM and PSM), but are in
close proximity to some of the positive populations,
three hypotheses would explain the intermixing of posi-
tive and negative populations. Firstly, negative popula-
tions are more recent than positive ones and are the
product of colonization/recolonization from wild (non-
transgenic) seed. Alternatively, these populations did
have transgenes, but the transgenes were eliminated by

genetic drift or selection. Finally, transgenes in these
populations may exist but are silenced or have not
reached some populations simply due to random
events.

Our transgene data confirm that long-distance gene
flow is preeminent in wild cotton at its CCO. Given
present day management practices, some means of
seed movement at long distances include the acciden-
tal dispersal of cotton seed intended for animal feed.
We observed this happening in trucks from the USA
to the centre-south of Mexico. This phenomenon takes
place because seeds that are separated from their fibre
are later sold as animal feed without being previously
mashed into a ‘cake’. This venue for GM seed dis-
persal could very well be occurring for GM seed pro-
cessed in Mexico, because very little attention is paid
to the disposal of this seed once the fibre has been
removed. Given the documented patterns, future stud-
ies should address the possible scenarios to be
expected in terms of transgene flow and accumulation,
as well as the consequences these may have for wild
cotton conservation at its CCO, as has been docu-
mented for maize in Mexico (Dyer & Taylor 2008; Pi-
fieyro-Nelson et al. 2009).

In this study, we found no correlation between trans-
gene presence and loss of genetic diversity. Neverthe-
less, in order to explore whether the presence of
transgenes could have consequences in wild cotton pop-
ulations, sustained and long-term analyses should be
pursued. In particular, biomonitoring studies that assess
the consequences of both transgene and foreign germ-
plasm introduction into wild metapopulations of G.
hirsutum, should be undertaken (see, for example, Meir-
mans et al. 2009).

This study confirms that ELISA-based analyses are
useful when assessing the presence of transgenes in
wild cotton metapopulations. Nevertheless, future stud-
ies should also consider DNA-based detection methods
to corroborate our findings, as well as to determine the
specific events involved. This multiple-technique
approach has been suggested in other studies dealing
with transgene detection at CCO (Serratos-Hernandez
et al. 2007; Pifieyro-Nelson et al. 2009).

Lastly, gene flow from cultivated cotton can put the
wild germplasm of several Gossypium species at risk.
Evidence from previous investigations suggests that G.
tomentosum (in Hawaii), G. mustelium (in Brazil) and G.
darwinii (in Galapagos) are at risk of extinction as a
result of hybridization with domesticated tetraploid cot-
ton (Ellstrand 2003; Andersson & de Vicente 2010). In
some cases, interspecific hybrids (G. hirsutum x G. barba-
dense) may act as genetic bridges for gene transfer from
domesticated cotton to other wild relatives (G. darwinii;
Ellstrand 2003; Andersson & de Vicente 2010). As a con-

© 2011 Blackwell Publishing Ltd
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sequence, conservation programs should include all
Gossypium tetraploid species.

Conclusions

The interplay of historical long distance gene flow and
geographic barriers in Mexico has shaped the genetic
structure of extant populations of G. hirsutum. Extinc-
tion and recolonization events in particular populations
have hindered genetic homogenization among meta-
populations.

Potential distribution analyses and molecular markers
independently show the existence of eight metapopula-
tions. We were able to record intense dynamics of recent
local extinctions and colonizations that go back to the
collections made by Paul Fryxell. In spite of their integ-
rity, these metapopulations are connected through long
distance migration events. In particular, through the
assessment of transgene presence, we were able to detect
recent gene flow, which supports the connectivity of
these metapopulations. This scenario of long distance
colonization, the existence of metapopulations, and the
presence of transgenes at its CCO calls for conservation
efforts both in situ and ex situ. These types of endeavours
rely upon preservation of the habitat currently occupied
by wild cotton plants or on opening up of new habitats
for wild cotton colonization. The metapopulation per-
spective must be kept in mind (Meirmans et al. 2003), as
‘metapopulation persistence relies on the existence of a
certain amount of suitable but currently unoccupied hab-
itat’ (Freckleton & Watkinson 2002, 2003). Coastal dunes
appear to be particularly important areas in this respect.
In addition, demographic studies of wild cotton popula-
tions, documentation of spatio-temporal patterns of seed
and pollen dispersal, and rates of cross-pollination
among wild individuals should also be the basis for
guiding these conservation efforts.
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Supporting information
S1 Description of DNA extraction procedure and PCR conditions

Description of DNA extraction procedure and PCR conditions DNA extraction (modified from Sul and
Korban, 1996). Two grams of leaf tissue from seedlings were frozen in liquid nitrogen, ground with a
mortar and pestle and transferred to a microtube; 600 pL of preheated 2x CTAB/PVP solution was
added, vortexed 15 seconds and incubated at 65°C for 15 minutes; 600 puL of chloroform/isoamyl-
alcohol (24:1) was added, shaken vigorously and centrifuged for 10 minutes at 3,000 rpm. The
supernatant was transferred to a new microtube and 600 pL of fresh chloroform/isoamyl-alcohol (24:1)
was added and the centrifugation step was repeated. The supernatant was transferred to a new
microtube with 1 mL of 100% ethanol; the sample was mixed by inversion, incubated at 4°C for 30
minutes and centrifugated 2 minutes at 13000 rpm. The supernatant was discarded and the DNA pellet
was rinsed twice with 70% (v/v) ethanol and dissolved in 400 pL 0.2 TE bufferDNA concentration was
estimated through visual inspection in an agarose gel stained with ethidium bromide.

PCR amplification conditions

\ CODE PCR program Final volume (25pL)
CCMP2 94°C x 37; 30 cycles of 94°C x 45” + | 20ng DNA, 10mM Tris—-HCI, 1.5mM MgCl,,
Weising et al. 60°C x 15” + 72°C x 30”; 72°C x5’ | 50mM KCI, pH 8.3), 200uM dNTPs,
1999 forward and reverse primer 5 pmol, 0.5U
CCPM3 Weising | 94°C x 37; 30 cycles of 94°C x 45” + | Taq polymerase (Promega GoTagq).
et al. 1999 55°C x 45” + 72°C x 30”; 72°C x 5’
CCMP5 Weising | 94°C x 3”; 30 cycles of 94°C x 15” +
et al. 1999 58°C x 45” + 72°C x 1’; 72°C x 7’
CCMP10 94°C x 3’; 30 cycles of 94°C x 15"+
Weising et al. 52°C x 15” + 72°C x 30”; 72°C x 7’
1999
AF351313 94°C x 3’; 30 cyclesof 94°C x 1” + 40ng DNA, 10mM Tris—HCI, 1.5mM MgCl,,
Reddy et al. 55°C x 1’ +72°Cx 2", 72°Cx 7’ 50mM KClI, pH 8.3), 400uM dNTPs,
2002 forward and reverse primer 10pmol, 1U Taq
polymerase (Promega GoTaq).

S2 Pairwise comparison matrix of genetic distance and genetic diversity among metapopulations

Det /Fs BCSM NPM BBM CPM SPM YPM GSM  GNM dC:\?::stllt(;/
BCSM 0.20 0.84 0.19 0.10 0.83 0.97 0.95 0.7£0.1
NPM 0.08 0.84 0.36 0.22 0.82 0.98 095 | 0.78£0.04
BBM 0.56 0.57 0.88 0.82 0.96 1.00 1.00 | 0.94£0.05
CPM 0.13 0.24 0.66 0.24 0.79 0.80 065  0.902+0.01
SPM 0.03 0.12 0.54 011 0.78 0.96 091 | 0.805£0.04
YPM 0.14 0.17 0.36 0.16 0.14 0.95 056  0.93£0.01
GSM 0.69 0.61 0.60 0.62 0.53 0.23 032 | 0.34:0.17
GNM 0.45 0.46 051 0.39 0.36 0.10 0.12 0.77+0.06

F¢ values are plotted under the diagonal; D¢y values are plotted above. The last column corresponds to
the estimation of haplotypic diversity according to Fst = 1/ (2N.m1+1). All Fstvalues were significant
(p=0.01).
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5. Determinacion de los centros de diversidad genética de

Gossypium hirsutum en México

Resumen

El establecimiento y el monitoreo de los centros de diversidad genética es importante
para establecer politicas que permitan la subsistencia de una especie (Pistorius 1997).
La metodologia para su establecimiento y disefio de medidas de proteccion no es claro
(Gepts 2004). Por ello, se propone por un lado utilizar la teoria de la genética de la
conservacion para establecer los centros de diversidad genética, equiparandolo al
concepto de “unidad de conservacion” y por el otro, la metodologia para medir y
conservar la diversidad genética. Las tres medidas que consideradas para este analisis
son: la riqueza alélica, la heterocigosis y el coeficiente de consanguinidad, F.

Se utilizaron datos de cinco microsatélites ligados del cloroplasto como un
solo locus (Wegier et al., 2011) de poblaciones silvestres de Gossypium hirsutum para
hacer un agrupamiento espacial, permitiendo la inclusion de coordenadas geogréficas
en el andlisis, para obtener mejores inferencias sobre la estructura genética (Corander
et al., 2008) y se encontrd una particion ptima de las poblaciones en 6 grupos. Las
metapoblaciones que mostraban el menor valor de heterocigosis, y por tanto, que
potencialmente podrian tener una peor respuesta inmediata a la seleccion, fueron
Golfo Sur y Pacifico Centro, mientras que Bahia de Banderas y Peninsula de Yucatan
mostraron los valores més elevados y la mayor riqueza alélica.

De acuerdo a Palsbgll et al. (2007), una tasa de dispersion (proporcion de
individuos que van de un grupo a otro) menor al 10% indica que pertenecen a
diferentes unidades de manejo. La alta tasa de migracion encontrada (mayor a 10%)
en G. hirsutum, indica que los sucesos en una poblacion tienen alta probabilidad de
repercutir en el resto, esto justifica una estrategia de conservacion que involucre a las
seis unidades de manejo identificadas, ya que, no son independientes. Las poblaciones
de G. hirsutum tienen una alta capacidad de sobrevivir ante cambios adversos segun
sus tamafios efectivos, sin embargo, el nimero encontrado de plantas adultas es

reducido, por lo que se requiere una estrategia para la conservacion de la especie.
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5.1 Introduccién

La determinacion de los centros de diversidad genética es importante para establecer
politicas que permitan la subsistencia de una especie (Pistorius 1997), sin embargo, la
metodologia para su delimitacion y disefio de las medidas para su proteccién no estan
claras (Gepts 2004). Por ello se propone que se utilice la teoria de la Genética de la
conservacion porque es posible establecer los centros de diversidad genética de una
especie utilizando como referencia el término de “unidad de conservacion”, la cual
consiste en poblaciones 0 grupos que por sus caracteristicas genéticas y ecoldgicas
sean importantes de conservar (Geist y Kuehn, 2005).

Las unidades de conservacién pueden ser unidades evolutivamente
significativas, unidades de manejo o alguna area geografica que los investigadores
consideren importante conservar (Manel et al., 2003). Las unidades evolutivamente
significativas representan grupos de poblaciones que han divergido hace mucho
tiempo, mientras que las unidades de manejo representan grupos de poblaciones que
han divergido recientemente en donde podemos reconocer a los grupos de
poblaciones como independientes debido al bajo flujo génico entre dichos grupos
(Moritz, 1994). Después de encontrar cuales son los centros de diversidad genética se
pueden proponer estrategias para proteger por separado cada uno de éstos, utilizando
la informacidn disponible para ello (Palsbgll et al., 2007).

Después de que se definen los centros de diversidad genética, la diversidad
genética puede ser monitoreada dentro de cada centro utilizando tres medidas: 1) La
heterocigosis, que afecta a la respuesta inmediata a la seleccion, ya sea artificial o
natural (Allendorf, 1986 en Petit et al., 1998); 2) La riqueza alélica, que muestra el
limite de la respuesta a la seleccion (James, 1971 en Petit et al., 1998) y 3) El
coeficiente de consanguinidad, ya que ésta puede causar un descenso en la adecuacion

promedio de una poblacion (Hedrick, 2001).

5.2 Centros de diversidad genética

La identificacion y el mantenimiento de los centros de diversidad genética son
importantes porque estan relacionados con la adecuacion de una poblacion (Reed y
Frankham, 2003) y ligados al potencial evolutivo de una especie (England et al.,
2003). De acuerdo a la ley de bioseguridad de organismos genéticamente modificados

(LBOGM), un centro de diversidad genética es: “Aquella area geografica del
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territorio nacional donde existe diversidad morfoldgica, genética o ambas, de
determinadas especies, que se caracteriza por albergar poblaciones de los parientes
silvestres y que constituye una reserva genética” (Nueva Ley DOF 18-03-2005;
www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/pdf /LBOGM.pdf).

En este capitulo de la tesis se propone primero, equiparar los centros de

diversidad genética con un término ampliamente utilizado en la literatura de la
genética de la conservacion, el de las unidades de conservacion. y segundo, proponer
una estrategia metodoldgica para su determinacion, con el objetivo final de preservar
la diversidad de una especie, que en este caso sera Gossypium hirsutum.

Segiun la LBOGM, también debe tomarse en cuenta que la diversidad
morfoldgica de una poblacion debe protegerse. Esta diversidad depende de los
fenotipos encontrados en la misma y a su vez, los fenotipos son el resultado de la
interaccion entre el genotipo de cada individuo con el ambiente, por lo tanto, la
diversidad morfologica depende de tres factores: 1) La informacion genética, 2) el
ambiente (Gillespie, 2004) y 3) el fenotipo de los padres (Santure y Spencer, 2006;
Wade, 1998; Bayer et al., 2009). Por ello, la proteccion conjunta del ambiente y de la
diversidad geneética permitird la conservacion de la diversidad morfoldgica de una

especie.

5.3 Unidades de conservacion

El establecimiento de las unidades de conservacién puede ayudarnos a tomar mejores
decisiones para la conservacion de la diversidad genética de una especie. Las
unidades de conservacion son: “Unidades evolutivamente significativas, unidades de
manejo o cualquier unidad geografica que los investigadores consideren importante
conservar” (Manel et al., 2003). En este capitulo estableceremos metodologias para
definir tanto “unidades evolutivamente significativas” (ESU, evolutionarily
significant unit) como “unidades de manejo” (MU, management units). Las ESU
sirven para establecer grupos de poblaciones que han divergido hace bastante tiempo
mientras que en las MU se establecen grupos de poblaciones que divergieron hace
menos tiempo y donde hay un flujo génico tan bajo entre los grupos de poblaciones,
gue podemos reconocer a dichos grupos de poblaciones como independientes (Moritz,
1994).
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5.3.1 Unidades evolutivamente significativas (ESU)

Las ESU han sido propuestas para ayudar a la conservacién de los procesos
ecologicos y evolutivos de una especie (Moritz, 1999), no obstante, existen varias
definiciones. El término ESU fue propuesto por Ryder (1986) como: “subconjuntos
del término mas inclusivo de especies, que poseen atributos genéticos significativos
para las generaciones presentes y futuras de la especie en cuestion” (Ryder, 1986 en
Fraser y Bernatchez, 2001). La definicion méas usada sobre ESU fue propuesta por
Moritz (1994), quien define ESU como grupos “reciprocamente monofiléticos para
los alelos de mtADN y que muestran una divergencia significativa de las frecuencias
alélicas de loci nucleares”. El concepto de ESU propuesto por Moritz ha sido debatido
y cuestionado (Crandall et al., 2000; Fraser y Bernatchez, 2001; Hey et al. 2003). Una
de las mayores criticas es que cuando se tiene un proceso de subdivision poblacional
y especiacion, se producen relaciones polifiléticas, que con el tiempo se vuelven
parafiléticas y posteriormente monofiléticas. Por lo tanto, si utilizamos un criterio de
monofilia reciproca en secuencias de mtADN para definir ESU, este criterio puede no
satisfacerse a pesar de que si se tengan ESU en la poblacion, ya que pudo no haber
transcurrido el tiempo suficiente para que se formen relaciones monofiléticas. Por
ello, el criterio de monofilia reciproca puede ser demasiado estricto (Crandall et al.,
2000). Sin embargo, Moritz (2002) ha aclarado que el concepto de ESU sirve como
un complemento al concepto de especie. Otra critica que se ha hecho a la propuesta de
Moritz es que este criterio es Gtil en animales, pero no en los grupos con bajas tasas
de mutacion en el mtADN como las plantas (Palmer, 1992; Fraser y Bernatchez,
2001).

Otra propuesta es definir una ESU como un conjunto de individuos, o
poblaciones, que tienen caracteres hereditarios que pueden ser unidos en un linaje,
utilizando el concepto de especie filogenética (PSC, Phylogenetic species concept;
Vogler y DeSalle, 1994), pero se requiere de una eleccidon correcta de caracteres
homdlogos con suficiente variacion intrapoblacional.

Crandall et al., (2000) propusieron otra forma para determinar la conservacion
de las poblaciones basédndose en el intercambio genético y ecoldgico, tanto reciente
como antiguo (Mastretta et al., 2011). En la siguiente seccion se veran algunas
metodologias para calcular el intercambio genético. El intercambio ecoldgico se
refiere a que los individuos puedan moverse entre poblaciones para poblar el mismo

nicho ecoldgico. Para que haya intercambio ecoldgico, las poblaciones deben
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compartir las mismas adaptaciones fundamentales, como su morfologia vy
caracteristicas similares de su ciclo de vida y de su demografia (Crandall et al., 2000).

Analizando las posibilidades y la falta de consenso, Fraser y Bernatchez
(2001) proponen que la metodologia es dependiente del sistema de estudio. Ellos
proponen el uso de las monofilias reciprocas para animales (como en Moritz 1994),
mientras que en linajes que han experimentado una radiacion adaptativa répida, se
propone delimitar las ESU mediante la investigacion del efecto del intercambio
ecologico (como Crandall et al., 2000) o del uso del PSC (como Vogler y DeSalle,
1994).

5.3.2 Unidades de manejo (MU)

De acuerdo a la definicion original de Moritz (1994), las MU son “poblaciones
con una divergencia significativa de sus frecuencias alélicas en los loci nucleares o
mitocondriales, sin importar la distincion filogenética de los alelos”. Después se ha
precisado que lo mas importante cuando se definen las MU, es encontrar poblaciones
que estén lo suficientemente aisladas para que merezcan ser delimitadas,
monitoreadas y manejadas por separado (Palsbgll et al., 2007). De acuerdo a Palsbgll
et al. (2007), se ha encontrado que cuando existen tasas de dispersion mayores al 10%
(donde la tasa de dispersion representa la proporcion de individuos que van de una
poblacién a otra), las poblaciones deben estar demograficamente correlacionadas
(Hastings, 1993), por ello cuando las tasas de dispersion son menores al 10% entre
dos grupos de poblaciones, podemos definir dichos grupos de poblaciones como dos
MU.

Cabe aclarar que la tasa de dispersion en algunas ocasiones no esta relacionada
con el flujo génico, que estd determinado por el parametro Nem, donde N. es el
tamafio efectivo de la poblaciébn y m es la probabilidad de que un individuo
muestreado sea un migrante. Se han documentado ocasiones donde existe una baja
tasa de dispersion y un alto flujo génico, ya que los machos se aparean con hembras
de otras poblaciones y después regresan a su poblacion nativa (Amos y Balmford,
2001). Tedricamente, también seria posible encontrar casos donde existe una alta tasa
de dispersion y un bajo flujo génico, en caso de que los individuos migrantes no se
reprodujeran con los individuos de una cierta poblacién. Por ello, en el futuro se
requiere el desarrollo de la estimacion de parametros poblacionales de interés bajo
modelos demograficos mas complejos (Palsbgll et al., 2007).
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Para inferir las MU, se ha propuesto el uso de pruebas de asignacion (Pearse y
Crandall, 2004), como STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) o BAPS (Corander y
Tang, 2007). Esto nos permite establecer clusters donde tenemos grupos de
poblaciones. Después de la formacion de clusters, se debe establecer la tasa de
dispersion entre las poblaciones (Palsbgll et al., 2007). La tasa de dispersion puede
ser estimada de varias formas. Pueden utilizarse métodos directos de estimacion del
flujo génico, que a través de la identificacion genética de padres e hijos, permiten una
estimacion directa. También pueden realizarse estimados del flujo génico utilizando
medidas basadas en el estadistico Fst (Wright, 1931). Sin embargo, ambos enfoques
poseen problemas. Los métodos directos pueden hacer una mala estimacion de la tasa
de migracion cuando se tienen poblaciones grandes y un ndmero pequefio de
migrantes, ademdas estdn sujetos a las condiciones espacio-temporales del
experimento, que pueden cambiar a traves del tiempo. Mientras que los métodos
indirectos parten de modelos neutrales que asumen modelos simplificados de
estructura poblacional, como un tamafio poblacional constante y una tasa de
migracion simétrica y constante (Wilson y Rannala, 2003), aungue poseen la ventaja
de que promedian el valor del flujo génico a través de la historia de las poblaciones.
Algunos programas que pueden ayudarnos a estimar las tasas de dispersion, a través
de las tasas de migracion, son: 1) LAMARC (Kuhner, 2006), que puede calcular el
flujo génico entre varias poblaciones pero ignora el tiempo de divergencia entre las
poblaciones. 2) IM (Hey y Nielsen, 2007), que sirve para calcular el flujo génico entre
grupos de poblaciones y 3) BayesAss+ (Wilson y Rannala, 2003), estima tasas de

migracion recientes con informacion genética de loci que no estan ligados.

5.4 Monitoreo de la diversidad genética

Después de que se establecen las unidades de conservacion, es necesario hacer
un monitoreo de la diversidad genética por poblacién para decidir las medidas que
deben utilizarse para la preservacion de la misma. La diversidad genética se define
como la variedad de alelos y genotipos presentes en un grupo bajo estudio, donde éste
puede ser una poblacion, una especie o un grupo de especies (Frankham, 2002). Las
tres medidas que consideramos mas importantes para el analisis de la diversidad
genética son: la riqueza alélica, la heterocigosis y el coeficiente de consanguinidad, F.
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La riqueza alélica es el numero de alelos que encontramos en una poblacion
(Kalinowski, 2004). Tedricamente, se ha mostrado que la riqueza alélica determina el
limite de la respuesta a la seleccion (James, 1971 en Petit et al., 1998) y determina el
potencial evolutivo a largo plazo (James, 1971 en England et al., 2003). Existen
programas que utilizan algoritmos que son capaces de calcular la riqueza alélica de
una poblacidn, la riqueza de los alelos Unicos de cada poblacién (Kalinowski, 2005) y
la riqueza alélica de alelos que no se encuentran compartidos entre todas las
poblaciones (Szpiech et al., 2008). Adicionalmente, aportan informacién si se debe
decidir cuales son las poblaciones prioritarias para la conservacion de la diversidad
genética, tomando en cuenta tanto a la riqueza alélica como a la heterocigosis de las
poblaciones (Castellanos-Morales, 2006).

La heterocigosis es una medida de la diversidad genética (Nei, 1978) que esta
relacionada con la respuesta inmediata a la seleccion, ya sea artificial o natural

(Allendorf, 1986 en Petit et al., 1998). La heterocigosis (H) se calcula como:

n
H=1- ) p?
i=1
Un estimador sin sesgo de la heterocigosis (Hg) en un locus, cuando se tienen
tamafios de muestra pequefios, puede calcularse como (Hedrick, 2004):

n
He = gaee (1= ) p7)
i=1

El pardmetro 8 (que es igual a 4Nu en marcadores provenientes de autosomas

diploides y a 2Nu en marcadores provenientes de organelos haploides, como la
mitocondria o el cloroplasto; donde N es el tamafio efectivo de la poblacion y u es la
tasa de mutacion del marcador) también puede relacionarse con la heterocigosis y por
tanto, con la respuesta inmediata a la seleccion. Si el marcador molecular que estamos
utilizando se comporta de acuerdo a un modelo de evolucién neutral, ambos
parametros pueden relacionarse segun la siguiente ecuacion (Gillespie, 2004):

0

=9
En secuencias, el parametro 8 se puede estimar utilizando el estimador de
Watterson (1975) que relaciona el nimero de sitios segregantes con el valor real de 6.
También se puede estimar utilizando el valor de 8 utilizando el parametro 7, que nos

dice la proporcién de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (Hedrick,
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2004). Para microsatélites existen otras formas de estimar el valor de 8 usando la
homocigosis muestral y suponiendo un modelo de mutacion paso a paso (Xu y Fu,
2004).

Adicionalmente, se ha propuesto una medida de la contribucion de la
heterocigosis y de la riqueza alélica de cada poblacion a la heterocigosis y la riqueza
alélica total de toda la especie (Petit et al., 1998). Esta medida puede ayudarnos a
cuantificar cuales poblaciones tienen mayor diversidad genética dentro de cada
unidad de conservacion.

También es importante medir el valor la consanguineidad dentro de una
poblacién mediante el pardmetro F;s, una medida de la desviacién de la heterocigosis
observada respecto a la heterocigosis esperada bajo equilibrio Hardy-Weinberg
(Keller y Waller, 2002). El valor de Fis puede ser calculado mediante el programa
Arlequin (Excoffier et al., 2005). Un alto nimero de apareamientos consanguineos en
una poblacién pueden ocasionar una depresion por endogamia, y por tanto, un
descenso en la adecuacion promedio de una poblacion (Hedrick, 2001). Existen varias
técnicas para relacionar el efecto del coeficiente de consanguinidad con el descenso
en la adecuacién promedio, por ejemplo, el uso de una recta de regresion lineal entre
el coeficiente de consanguinidad y la adecuaciéon funciona si suponemos que las
mutaciones son independientes (Keller y Waller, 2002), aunque en ocasiones no se
encuentra una relacién lineal (Wang et al., 2002). También se ha propuesto: estimar el
efecto de la depresion por endogamia a partir de la heterocigosis, en los casos donde
la heterocigosis se relaciona con la adecuacion de un individuo (Mitton, 1997 en
Edmands, 2007); relacionar los cambios en el coeficiente de consanguinidad para
inferir seleccion contra los individuos que se aparean de forma consanguinea (Ritland,
1990); y por otra parte, usar el patron de bandas compartidas entre dos individuos y la
adecuacion de su progenie para estimar la depresion por endogamia (Bensch et al.,
1994).

5.5 Métodos

5.5.1 Informacidn genética utilizada

Se utilizaron datos de cinco microsatélites de cloroplasto de Gossypium hirsutum
silvestre tomados de Wegier et al., 2011. que fueron amplificados en 8
metapoblaciones: 1) Metapoblacién Baja California Sur (Sur de Baja California Sur;

7



MBC); 2) Metapoblacion Pacifico Norte (Centro y Sur de Sinaloa y Norte de Nayarit;
MPN); 3) Metapoblacion Golfo Norte (Norte de Veracruz, Este de San Luis Potosi y
Sur de Tamaulipas; MGN); 4) Metapoblacion Bahia de Banderas (Suroeste de Nayarit
y Noroeste de Jalisco; MBB); 5) Metapoblacion Golfo Sur (Centro y Sureste de
Veracruz; MGS); 6) Metapoblacion Pacifico Sur (Sureste de Guerrero, linea costera
de Oaxaca, Centro Oeste, Centro y Sur de Chiapas; MPS); 7) Metapoblacion Pacifico
Centro (linea costera del Centro y Sur de Jalisco, Colima, Michoacan, Noroeste y
Centro de Guerrero; MPC) y 8) Metapoblacion Peninsula de Yucatan (Quintana Roo,
Yucatan, Campeche, Noreste y Este de Tabasco; MPY). Se amplificaron los cinco
microsatélites en 10, 47, 13, 75, 50, 77, 11 y 16 individuos en cada poblacion,

respectivamente.

5.5.2 Establecimiento de los centros de diversidad genética de Gossypium hirsutum

Para establecer las unidades de manejo, primero utilizamos el programa Bayesian
Analysis of Population Structure (BAPS v5.2) desarrollado por Corander et al. (2008)
para establecer la estructura poblacional de G. hirsutum en México. Realizamos un
agrupamiento espacial de individuos mediante la codificacion de la informacién de
los cinco microsatélites ligados del cloroplasto como un solo locus. Este analisis
permite la inclusion de las coordenadas geograficas de donde fueron colectados los
individuos, proporcionando mejores inferencias sobre la estructura genética,
particularmente en evaluaciones donde la informacion genética es poco abundante
(Corander et al., 2008). Para establecer el nimero de grupos K que conforma la
estructura poblacional de G. hirsutum se analizaron valores de K que iban de 2 a 8,
realizando 10 iteraciones para cada valor de K. Después se realizaron 100 repeticiones
para los valores de K que poseian un valor de verosimilitud mas grande y se
selecciono el resultado donde se encontraba la estructura poblacional con el valor del

logaritmo de maxima verosimilitud més alto.

5.5.3 Determinacion de la tasa de dispersion entre grupos de poblaciones

Después de que se determind la estructura poblacional, se estimd el valor de 6 (que
puede interpretarse como el nimero esperado de mutaciones esperadas entre un par de
linajes de acuerdo a Hein et al., 2005) para cada uno de los grupos definidos por
BAPS suponiendo un modelo de alelos infinitos (Kimura 'y Crow, 1964).

78



Alavez (2008) ha demostrado que cuando se tienen 2 0 méas loci de microsatélites
ligados, el valor de @ calculado sumando el valor estimado de 6 de cada locus bajo un
modelo de alelos infinitos (Kimura y Crow, 1964) es mas exacto que cuando se
supone un modelo de mutacion de mutacién stepwise para los microsatélites ligados
(Ohta y Kimura, 1964; Xu y Fu, 2004). Por ello se calculd el valor de € usando un
modelo de alelos infinitos (Kimura y Crow, 1964). Podemos encontrar el valor de N,
a través de la siguiente férmula:
0 =2N,*xl*u

Donde N, es el tamafio efectivo de la poblacién, [ es el nimero de microsatélites y u
es la tasa de mutacion por generacion. u se igualé a8 * 107, que es la tasa de
mutacion por afio estimada para los microsatélites de 11 pares de bases en
Arabidopsis thaliana multiplicada por el tiempo generacional en G. hirsutum, que es
igual a la edad donde la especie alcanza la mayor reproduccion. El calculo de 8 nos
permitira estimar el valor del N,, necesario para calcular el valor de la tasa de
migracion entre poblaciones.

De acuerdo a Palsbgll et al. (2007), una tasa de dispersion (que representa la
proporcién del nimero de individuos que van de una poblacion a otra) menor al 10%
entre dos grupos de poblaciones indica que dichos grupos de poblaciones deben ser
asignadas a diferentes unidades de manejo. Podemos relacionar la tasa de dispersion
con el flujo génico, aungue en ciertas ocasiones esto puede no ser apropiado (Palsbgll
et al., 2007). El flujo génico se mide mediante el parametro N,m, donde m
representa la probabilidad de que un individuo sea un migrante. Si entre dos
poblaciones m es menor al 10%, podemos definir a los dos grupos de poblaciones
como unidades de manejo independientes. En marcadores genéticos provenientes de
organelos haploides, este parametro puede relacionarse con el pardmetro Fg, que
representa la proporcion de la diversidad genética que se debe a diferencias en la
frecuencia alélica entre poblaciones, a partir de la siguiente relacion:

1
2 .m+1)

Se obtuvo el valor del flujo génico entre cada grupo de poblaciones establecidos con

Fgr =

BAPS mediante el célculo del valor de Fgr (Excoffier et al., 1984) entre cada par de

grupos de poblaciones utilizando el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005) y se

79



prob6 la significancia de cada valor de Fg mediante 10,000 permutaciones de
haplotipos entre poblaciones. El valor de N, tomando cada par de grupos de

poblaciones se obtuvo mediante la media armonica del N, de dichos grupos de
poblaciones (Gillespie, 2004):
1 1 1 1

Nedos grupos 2 Negrupo 1 Negrupo 2

A partir del valor de N, promedio entre cada par de grupos de poblaciones se calculd

el valor de m entre cada grupo de poblaciones.

5.5.4 Monitoreo de la diversidad genética

Se midié la diversidad genética dentro de cada poblacion utilizando: i) La
heterocigosis esperada, o diversidad genética (Nei, 1987 en http:/
cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/arlequin31.pdf), mientras que ii) La riqueza alélica
(el nimero de alelos) v iii) la riqueza alélica privada (el nimero de alelos exclusivos
de una poblacion) fueron calculadas con el programa ADZE (Szpiech t al., 2008)
mediante el enrarecimiento, que permite establecer el nimero de alelos que
esperariamos en una muestra de tamafio g de cada poblacién. El valor de g debe ser
menor o igual a la poblacién con el tamafio mas pequefio (en este caso la
metapoblacion Baja California Sur: g = 10). Este es el valor mas grande de g que
podemos utilizar, aunque valores mayores de g dan una mejor estimacion de la

riqueza alélica privada (Szpiech et al., 2008).

5.6 Resultados del analisis bioinformatico: Identificacion de los

centros de diversidad genetica en Gossypium hirsutum

5.6.1 Estructura genética
Se encontrd una particion dptima de las poblaciones en 6 grupos con BAPS (Tabla 1)

con un valor del logaritmo de méaxima verosimilitud igual a -780.5852.

Tabla 1.- Subestructura poblacional inferida con BAPS junto con el valor de N, y el

valor de @, para cada grupo definido por BAPS, suponiendo un modelo de alelos

infinitos.
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Linaje Metapoblaciones (7] N,
1 MBC y MPN 2.191865066 27398.3133
2 MBB 4.698412698 58730.1587
3 MPC 1.463559685 18294.4961
4 MPS 2.395488077 29943.601
5 MPY 4.731835368 59147.9421
6 MGS y MGN 1.862857143 23285.7143

Donde Metapoblacion Baja California Sur (MBC); Metapoblacion Pacifico Norte
(MPN); Metapoblacién Golfo Norte (MGN); Metapoblacion Bahia de Banderas
(MBB); Metapoblacién Golfo Sur (MGS); Metapoblacién Pacifico Sur (MPS);
Metapoblacion Pacifico Centro (MPC) y Metapoblacién Peninsula de Yucatan
(MPY).

5.6.2 Determinacion de las unidades de manejo

Se estimd el valor de 8, suponiendo un modelo de alelos infinitos, y el valor de
N, para cada grupo definido por BAPS (Tabla 1). El valor del N, dentro de cada
grupo es mayor a 10,000. Se estimo el valor del pardmetro Fgt entre todos los grupos
definidos por BAPS (Tabla 2). En todas las comparaciones pareadas se rechazo la
hipbtesis de que no existen diferencias entre los grupos de poblaciones (todos los
resultados fueron significativos), lo que refuerza la estructura poblacional encontrada
por BAPS.

Tabla 2. Valores de Fgt (p-value < 0.001) en comparaciones pareadas entre
grupos de poblaciones (bajo la diagonal). Ver abreviaturas de poblaciones en
Tabla 1.

Linaje MBC y MPN MBB MPC MPS MPY
MBC y MPN 0

MBB 0.513468 0

MPC 0.204102 0.603209 0

MPS 0.093164  0.4734938  0.108256 0

MPY 0.201378  0.33051077  0.183885 0.165162 0
MGSyMGN |  0.52456 0.529885 0.490002 0.443297 0.149363

5.6.3 Monitoreo de la diversidad genética dentro de cada unidad de manejo
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Se calcul6 el valor de la heterocigosis para cada poblacién (Tabla 3), las poblaciones
que mostraron el menor valor de heterocigosis, y por tanto que potencialmente
podrian tener una peor respuesta inmediata a la seleccion, fueron las Metapoblaciones
Golfo Sur y Pacifico Centro. Las metapoblaciones de Bahia de Banderas y Peninsula
de Yucatan mostraron el valor de heterocigosis mas elevado.

En cuanto a la riqueza alélica (Tabla 3), las poblaciones que mostraban un
mayor numero esperado de haplotipos fueron las metapoblaciones de Bahia de
Banderas y Peninsula de Yucatan. Las metapoblaciones de Pacifico Norte y Pacifico
Sur también poseen una cantidad importante de haplotipos Gnicos (en promedio se
pueden encontrar 2 haplotipos Unicos esperados por cada 10 haplotipos muestreados),
y en cuanto a contribucion a la diversidad genética, un poco mas abajo se encuentran
las metapoblaciones de Baja California Sur y Golfo Norte (con un promedio de 1
haplotipo Unico esperado por cada 10 haplotipos muestreados), mientras que las
metapoblaciones de Golfo Sur y Pacifico Centro no tienen una aportacioén importante
de haplotipos Unicos.

Tabla 3.- Heterocigosis esperada en cada poblacion, ademas de la riqueza alélica y
riqueza alélica privada (tomando en cuenta el haplotipo completo) usando el método

del enrarecimiento en una muestra al azar de tamafio de 10 de cada poblacion.

Metapoblacion Heterocigosis Riqueza alélica Riqueza alélica privada
Baja California 0.73333333 4 0.625061
Pacifico Norte 0.78075856 4.81917 2.08928
Bahia de Banderas 0.96153846 8.26923 7.5

Pacifico Centro 0.65801802 3.11305 0.0245746
Pacifico Sur 0.81306122 5.54742 2.42994
Peninsula de Yucatan 0.92173616 7.34237 4.33044

Golfo Sur 0.34545455 2.81818 0.0479558
Golfo Norte 0.775 4.3735 0.72709

5.7 Discusion

Para tomar decisiones sobre la conservacion de la diversidad genética de una
poblacién, primero debemos establecer unidades de conservacion. En cada una de las
unidades de conservacion esta representada una fraccion de la diversidad genética de
una especie y cada una de estas unidades de conservacion representa un centro de

diversidad genética. Las unidades de conservacion pueden dividirse en: unidades
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evolutivamente significativas y unidades de manejo. Las unidades evolutivamente
significativas tratan de dividir linajes que divergieron y se han mantenido aisladas
desde hace mucho tiempo, mientras que las unidades de manejo dividen a las
poblaciones en linajes (grupos o clusters), que contienen grupos de poblaciones,
donde el flujo genético se encuentra restringido.

Por otro lado, se debe tratar de conservar la variabilidad genética de cada una
de estas unidades de conservacion. Para ello, debe mantenerse un monitoreo de la
diversidad genética de cada poblacion dentro de cada unidad de conservacién. Este
monitoreo debe realizarse calculando la riqueza alélica, la heterocigosis y el valor del
coeficiente de consanguinidad. En las decisiones sobre la conservacion de la
diversidad genética que se tomen (por ejemplo, la eleccion de la conservacion de
ciertas poblaciones), se debe de procurar que la riqueza alélica y la heterocigosis
tengan valores altos, pues esto permitird que las poblaciones mantengan un mayor
potencial evolutivo que permita la subsistencia de la especie. Adicionalmente, se debe
procurar la conservacion del ambiente, ya que la conservacién del ambiente junto con
el mantenimiento de la diversidad genética permitiran la conservacion de la
diversidad morfoldgica de la especie bajo estudio.

Para garantizar la conservacién de una especie es indispensable que se
establezcan las medidas de proteccion necesarias. Esto se puede realizar integrando la
informacion disponible, por ejemplo, analisis del modelos de flujo génico, datos de
las dindmicas ecoldgicas e incluso, cuando sea el caso, se debe considerar el analisis
social y econémico que pudiera afectar, reducir o tolerarse para que se conserve la

diversidad genética de las areas.

5.7.1 Estructura genética encontrada en las metapoblaciones de Gossypium
hirsutum

Se encontrd una particion optima en 6 grupos con BAPS (Tabla 1). Las poblaciones
del algodén G. hirsutum en México por lo tanto estan estructuradas, lo cual significa
que distintas regiones de México muestran diferencias importantes en su composicion
genética, ya sea porque cada grupo de poblaciones tiene diferentes alelos, o porque
los grupos de poblaciones poseen los mismos alelos en frecuencias diferentes entre

grupos o una combinacion de ambas.
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El valor del N, dentro de cada grupo es mayor a 10,000. Esto representa un
valor alto ya que se ha sugerido que se necesitan valores de N, de al menos 500 para
que las poblaciones mantengan su potencial evolutivo (Frankham et al., 2002).

Los andlisis publicados en Wegier et al., 2011 prueban la elevada probabilidad
de flujo génico entre las poblaciones de G. hirtutum bajo el modelo de migracién a
larga distancia. Aun con una alta tasa de migracion permanece la diferenciacion
genética entre los grupos y por lo tanto la estructura, lo cual puede deberse a la
dindmica metapoblacional, por lo que estos resultados deben incorporarse al analisis
integral de las medidas de proteccion de las areas. En el mismo trabajo se demuestra
el flujo génico de plantas domesticadas a plantas silvestres (capitulo 4). Las plantas
domesticadas son genéticamente homogéneas por lo que un constante flujo de ellas a
las poblaciones silvestres puede ocasionar un decremento en la diversidad genética.
Ademas, actualmente la diversidad genética parece mantenerse en las poblaciones que
presentan transgenes, sin embargo, hay incertidumbre de las consecuencias que
pudieran presentarse con el tiempo en las interacciones del ecosistema y en las plantas
mismas después de varias generaciones.

Las poblaciones que mostraron un mayor nimero esperado de haplotipos
fueron las metapoblaciones de Bahia de Banderas y Peninsula de Yucatan. Por ello y
por su alta diversidad genética, su monitoreo y conservacion es prioritaria para el
mantenimiento de la diversidad genética en G. hirsutum. Sin embargo, la
conservacion de dichas poblaciones no garantizaria la conservacion de la diversidad
genética en México como refleja la riqueza alélica privada. Las metapoblaciones de
Pacifico Norte y Pacifico Sur también poseen una cantidad importante de haplotipos
inicos (en promedio 2 por cada 10 muestreados), y Baja California Sur y Golfo Norte
(1 por cada 10 muestreados ), mientras que las metapoblaciones Golfo Sur y Pacifico
Centro no tienen una aportacion importante de haplotipos unicos.

No se cuantifico el valor de la tasa de consanguinidad (Fig), porque se necesita
informacion de marcadores genotipicos (Keller y Waller, 2002), con la cual no se
cuenta en este momento. Fig es importante porque se relaciona con la diversidad
genética (Frankham et al., 2002) y la adecuacion promedio de la poblacion (Hedrick,
2001).
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5.7.2 Identificacion de los centros de diversidad genética en Gossypium hirsutum y

medidas necesarias para su conservacion

Las unidades de conservacion de G. hirsutum identificadas en este anélisis fueron
seis, debido a la diferenciacion entre las metapoblaciones ubicadas en Baja California
Sur y Pacifico Norte asi como las de Golfo Norte y Sur, que se comportan como
unidades evolutivas.

Por otro lado el modelo de migracién a larga distancia y los estudios
publicados sobre flujo en el articulo de Wegier et al., 2011 (capitulo 4), indican que
aungue se mantiene la estructura, los niveles de flujo son altos, por lo tanto la
distancia no ejerce una barrera ante el flujo y son otros factores los que limitan la
dispersion entre las poblaciones. Es relevante también para el establecimiento de las
medidas de proteccion, saber que la principal migracién es via semilla con un
posterior contacto via polen entre las poblaciones, y entre plantas cultivadas con sus
parientes silvestres. Esto sumado a que el algodén es una planta importante
econdmicamente, y por lo tanto, las dinamicas sociales también deben ser
consideradas para generar medidas de proteccion para la especie.

La alta tasa de migracion encontrada, indica que lo que suceda en una
poblacidn tiene alta probabilidad de repercutir en el resto de las mismas, esto justifica
que la estrategia de conservacion involucre a las seis unidades de manejo
identificadas, ya que, en otras palabras, no se encuentran aisladas entre ellas.

Las metapoblaciones tienen una alta capacidad actualmente de sobrevivir ante
cambios adversos segun lo reflejado por sus tamafios efectivos, sin embargo el
nimero encontrado de plantas adultas es muy reducido ya que las mismas se ven
afectadas por practicas como cambios de uso de suelo y otras perturbaciones, por lo
gue es necesario iniciar una estrategia activa para la conservacion de la especie.

Se ha demostrado que la capacidad de dispersion de las semillas se debe a
maultiples factores. Los naturales, podemos dividirlos en bioticos y abidticos, y los
artificiales o factores atropogénicos. Los bioticos son las aves que trasportan las fibras
para hacer sus nidos y animales que las consumen por su alto contenido lipidico. Los
abioticos pueden mover las semillas mayores distancias que los bi6ticos, ya que son
las corrientes marinas y de agua dulce, el viento en huracanes y tormentas, y la
combinacion de ambos. Debido a que las semillas son quiescentes (germinan cuando
las condiciones ambientales son adecuadas) no pierden su viabilidad durante la

migracion (esto se encuentra fuertemente sustentado por la historia evolutiva de la
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especie; Wendel et al., 2011). Los factores antropogénicos se encuentran
principalmente ligados a los eslabones de la cadena productiva: en el cultivo, trasporte
cultivo-despepitadora, de la despepitadoras mismas, las semillas sin fibras
trasportadas desde las despepitadora a puntos de concentracion o a su punto final y
del punto final mismo), que pueden ser ranchos vacunos, ya que la semilla se utiliza
como alimento para ganado; pero también, pueden dispersarse semillas de forma
intencional para ornato y otros fines, sin poder identificar si las semillas tienen
transgenes, ya que no se puede identificar su diferencia con las plantas que no los
tienen sin realizar andlisis especificos para ello.

La estrategia para la conservacion de las seis unidades de manejo debe ser integral
con acciones diversas, ya que las vias de migracion y los factores que pudiesen
disminuir la diversidad son complejos y diversos.

1) Para disminuir el riesgo de migracion entre silvestres y cultivados se deben

utilizar barreras fisicas, quimicas y bioldgicas en los cultivares.

2) Para disminuir el riesgo de migracion de semillas cultivadas por medios

antropogeénicos:

a. Todas estas fuentes se pueden evitar con el transporte adecuado y
extrayendo los aceites de la semilla en el mismo sitio donde se localiza
la despepitadora y antes de ser comercializada y trasladada para
alimentar ganado, como sucede en otros paises del mundo.

b. Los puntos 1y 2 podrian dejar de ser un riesgo con los instrumentos
propuestos por la LBOGM.

c. Las semillas genéticamente modificadas importadas de los Estados
Unidos para alimento para ganado deberian entrar al pais no viables o
etiquetadas y bien empaquetadas para evitar su dispersion. Esto se
puede regular con los instrumentos del Protocolo de Cartagena y el
Protocolo de Nagoya-Kuala Lumpur sobre responsabilidad vy
compensacion de la biotecnologia, si se argumenta la probabilidad
suficiente de que puede haber dafios resultantes de organismos vivos
modificados (en el centro de origen y diversidad del algodon a largo
plazo) que tienen su origen transfronterizo.

d. Realizar campafias de informacion efectivas que permitan a la
poblacion tomar decisiones informadas sobre el movimiento de

semillas GM y sus consecuencias.
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3)

4)

5)

6)

Para lograr la conservacion de las plantas dentro de su ecosistema se debe
considerar la dindmica ecoldgica metapoblacional, esto es que el nicho debe
ser conservado cuando las plantas estan presentes y también cuando no lo
estan. En otras palabras, las estrategias de conservacion deben estar orientadas
a la conservacion del habitat mas que a cada una de las plantas que
actualmente podemos encontrar.

Se debe monitorear la frecuencia de los transgenes en las metapoblaciones e
investigar sus consecuencias sobre la diversidad de las plantas pero también en
los ecosistemas (lo anterior ligado al punto tres, es decir, garantizar la
conservacion del habitat).

El disefio de la estrategia de conservacion in situ de las poblaciones debe
integrar las dinamicas sociales, culturales y econdmicas que se presentan en
las localidades donde habitan las plantas.

Las medidas de bioseguridad que se han aplicado durante los 16 afios en los
que se ha cultivado algodén GM en México no han evitado el flujo génico por
lo que se deben reconsiderar y revisar, ademas de verificar su adecuada y
correcta aplicacion. Debe también considerarse si las medidas de bioseguridad
propuestas son viables en nuestro pais dadas las dindmicas sociales, culturales

y econdémicas que se presentan.

5.8 Conclusiones

1) El primer paso para la conservacion de la diversidad genética es determinar
los centros de diversidad genética (unidades de conservacion) y utilizar una

estrategia integral para generar las medidas de proteccion.

2) Se debe monitorear la diversidad genética dentro de cada Unidad de
conservacion mediante la estimacion de la heterocigosis y la riqueza alélica,
ademés del monitoreo periddico de los transgenes (temporalidad que debe
establecerse después de un periodo de monitoreo piloto).

3) A lo largo de su extension, México cuenta con 6 centros de diversidad
genética (o unidades de manejo) que deben ser monitoreados por separado, ya
que entre cada centro existe una distinta composicion genética que es de

interés para la conservacion de la diversidad genética de la especie.
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» 4) El flujo y la migracion encontrado entre ellas, aunado al fenémeno de flujo
a larga distancia, indican que rapidamente lo que afecte a una de las
metapoblaciones puede afectar al resto, por lo que no se puede priorizar la
conservacion de alguna de las areas y por lo tanto, se deben conservar todas.

e 5) Las poblaciones dentro de los centros de diversidad genética de G. hirsutum
en México tienen un aporte diferente a dicha diversidad, y existe variacion
genética que es exclusiva de ciertas poblaciones. Por ello, al momento de
realizar estrategias para la conservacion de la diversidad genética de G.
hirsutum se debe tomar en cuenta que existen poblaciones que tienen una
composicién genética exclusiva que, en caso de que desaparezca la poblacion,

puede ser irrecuperable.

» 6) Es urgente interrumpir el flujo génico constante entre cultivados y silvestres
en México, ya que la diversidad genética encontrada es alta pero el nimero de
individuos adultos es pequefio.
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6. Diversidad genética y conservacion de Gossypium
hirsutum silvestre y cultivado en México: Conclusiones y

perspectivas

Resumen

Este capitulo final retoma las ideas y conclusiones de la investigacién para realizar un
analisis integral, desde el marco conceptual hasta las aplicaciones practicas que se
pueden desprender de los resultados, para la conservacion de la diversidad genética de
la especie a largo plazo.

La aplicacién de conceptos de la genética de poblaciones, de la conservacion y
del paisaje, permiten generar resultados tangibles para comprender los procesos
evolutivos y simplificar la gestion de la diversidad. Sin embargo, las diferentes
actividades humanas deben considerarse con sus contextos sociales, econémicos y
juridicos, en programas a largo plazo. Aqui se plantean estrategias de manejo de las
poblaciones silvestres, se identifican algunas causas del flujo génico entre plantas
cultivadas y silvestres y se proponen medidas de bioseguridad que pueden contribuir a
limitarlo. Finalmente, aln es necesario evaluar las medidas propuestas en campo y

monitorear el efecto de los transgenes en los ecosistemas.

6.1 Conclusiones y perspectivas

6.1.1 Biologia evolutiva

La revisién de la biologia evolutiva del género fue trascendental para la formulacién
de las hipoétesis y ahora sabemos que los patrones de migracion a larga distancia y la
tolerancia al estrés ambiental, como la salinidad, han caracterizado la evolucién de la
especie, el género y la tribu Gossypiae (Capitulo 2). Es importante, por lo tanto,
sefialar que la revision de la historia evolutiva de especies y géneros cercanos puede
aportar informacion (a veces de manera rapida y oportuna) para la toma de decisiones
sobre el uso y manejo de las especies, ademas de ser una las principales herramientas
para el disefio de estrategias para la conservacion de la diversidad genética.
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6.1.1.1 Perspectivas biologia evolutiva. Muchos de los esfuerzos en biologia
evolutiva estan enfocados a la reconstruccion histérica del origen, funcion y efecto de
los genes. Ahora tenemos la posibilidad de estudiar poblaciones silvestres en las que
conocemos el origen del transgén, su funcién y secuencia, por lo que podemos
monitorear su frecuencia. Sin embargo, representa un reto tedrico y practico, el
analisis de su efecto sobre la diversidad genética, especifica y funcional del

ecosistema.

6.1.2 Flujo génico

La diferencia entre el flujo génico ancestral y reciente es a veces imperceptible en
especies que divergieron hace poco tiempo, sin embargo, es muy importante para la
toma de decisiones. La construccion de una red de haplotipos que conecta a los
mismos por pasos mutacionales, permitié reconocer algunos eventos de migracion
mas antiguos que otros, sin embargo, es imposible fecharlos con este método. Los
algodones genéticamente modificados tienen construcciones genéticas nuevas para la
especie, y por lo tanto, pueden ser usados como un marcador molecular del que
conocemos su secuencia, funcion y periodo exacto de aparicion, permitiendo saber
con mayor exactitud cuando ocurre el flujo génico. En esta investigacion se infirio el
flujo génico ancestral (en la especie; capitulo 4) e historico (del género; capitulo 2) y
se comprobd que es un fendmeno continuo utilizando a los transgenes como

marcadores moleculares (capitulo 4).

6.1.3. Genética del paisaje
La aplicacion de conceptos de la genética de poblaciones y la ecologia del paisaje
pueden generar resultados tangibles que permiten comprender los procesos evolutivos
que determinan la evolucion colectiva de las poblaciones pero también simplificar la
gestion de la diversidad (Rieseberg y Burke 2001). En la genética del paisaje se han
generado herramientas para el analisis grafico de las poblaciones, lo cual es
fundamental, para responder preguntas de casos especificos, donde el flujo entre las
poblaciones esta limitado por factores bidticos y abidticos del paisaje que las separa,
mas que por su capacidad de movimiento.

Las redes de poblaciones son herramientas generadas en la genética del paisaje
(ver capitulos 1y 4) que permiten la diferenciacion entre fendmenos que subyacen la

diferenciacion genética entre las poblaciones porque incorporan informacion
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geografica para evaluar la contribucion del espacio fisico en la estructuracion de la
diversidad genética (Manel et al., 2003; Dyer y Nason 2004, Dyer 2009), por
ejemplo, entre los modelos de flujo génico: el aislamiento por distancia (cuando las
poblaciones mas cercanas genéticamente también los son geograficamente y la
diferenciacion va creciendo al aumentar la distancia) y las migraciones a larga
distancia (cuando la dispersion esta limitada por barreras fisicas o bioldgicas, no por
la distancia misma, y por lo tanto, no hay una correlacion entre la distancia genética y
la geografica).

En esta investigacion el analisis de la red de poblaciones y su extrapolacion
espacial, fue crucial para interpretar los resultados y probar las hipotesis (Capitulo 4).
La separacién geografica entre cultivos genéticamente modificados de &reas donde no
se desea su presencia es una practica comdn en muchos paises, sin embargo, como
hemos visto en esta tesis (Capitulos 2, 4 y 5), pretender la separacion (o aislamiento)
por distancia no es una medida funcional para las especies del género Gossypium. Es
entonces necesario que se evalué la eficiencia de esta medida en otros cultivos GM

antes de ser utilizada.

6.1.3.1. Perspectivas genética del paisaje. Las herramientas de genética del paisaje
pueden apoyar en el futuro a comprender el aporte de la migracion del polen y
diferenciarlo de la migracién de las semillas. Ademas, surgen preguntas sobre la
influencia e importancia de los efectos de borde en una dindmica ecoldgica
metapoblacional como la encontrada, que pueden ser utilizados para generar
estrategias de conservacion.

Las perturbacion en las dunas costeras y selvas bajas en donde encontramos al
algodon es constante (principalmente por influencia humana y climéatica, como
huracanes y tormentas tropicales), ademas las condiciones del suelo son poco
favorables para el crecimiento (suelos salinos y arenosos, bajos en nutrientes y alta
insolacién), por lo que el anlisis genético y su correlacion con estos factores de estrés
puede contribuir al fitomejoramiento de cultivos poco tolerantes a estas condiciones e

incluso variedades de algodon.

6.1.4. Genética de la conservacion
Utilizar la teoria y herramientas de la genética de la conservacion para delimitar las

areas de diversidad genética que pueden ser consideradas como centros de diversidad
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genética asi como sugerir las estrategias para su conservacion es viable (Capitulo 5),
ademas, de ser una de las formas relativamente rapidas para arrojar gran cantidad de
informacion, sin estar sujeta a las condiciones espacio temporales en las que se llevé a
cabo el estudio; sin embargo, se debe continuar monitoreando la eficacia de las
medidas sugeridas. Una vez mas nos enfrentamos al reto de integrar la informacion
genética con la ecoldgica; es por ello que hemos propuesto el término “unidad de
conservacion” (grupos que por sus caracteristicas genéticas y ecoldgicas sean
importantes de conservar; Manel et al., 2003), las cuales pueden ser “unidades
evolutivamente significativas, unidades de manejo o cualquier unidad geografica que
los investigadores consideren importante conservar”. La delimitacién de los centros
de diversidad involucra informacion mas alla de lo bioldgico, como la diversidad de
usos Yy linglistica, de la misma forma que las unidades de manejo, en las que se
pueden incluir rutas de transporte y comercio. Se pueden integrar muchos métodos e
informacion para su delimitacién, sin embargo incluir la historia evolutiva de la

especie y sus parientes es crucial para lograr un resultado efectivo a largo plazo.

6.2 Estrategias de bioseguridad y medidas de proteccion para la
conservacion de la diversidad genética de Gossypium hirsutum en

México

6.2.1 Estrategias de bioseguridad

Es indudable que las diferentes actividades humanas tienen gran influencia sobre las
plantas dtiles. Es importante entonces pensar en ellas dentro de los contextos sociales,
econdmicos y juridicos en los que estan inmersas, ademas de las dindmicas ecoldgicas
y evolutivas mencionadas en este trabajo. Las medidas de bioseguridad deben ser
consideradas entonces, dentro de las posibilidades del pais, ademas de monitorear su
cumplimiento y contemplar la mitigacion de consecuencias en caso de presentarse
resultados inesperados. Si lo anterior no puede cumplirse, entonces desde el analisis
de riesgo debera considerarse que se carece de un programa estratégico de monitoreo
y de documentacién de resultados inesperados; sobre todo de aquellos cultivares de
los que somos centro de origen y diversidad, como el maiz, calabaza, chile, frijol,

entre muchos mas, donde los riesgos pueden tener consecuencias mayores.
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Los centros de origen y diversidad albergan a los parientes de la misma
especie 0 a los parientes cercanos, pero también son las areas donde habitan los
organismos con los que estas especies han mantenido interacciones por millones de
afios (en la mayoria de los casos), las cuales a su vez mantienen complejas redes de
interaccion; la posibilidad de dafio ambiental de un organismos GM en un ambiente
en donde se tienen estas posibilidades es mayor, dificil de medir y de mitigar, en
cambio en un area donde el cultivo GM es una especie introducida su impacto puede
ser similar al de la misma especie sin En el caso del algodon hemos identificado
algunas de las posibles causas por cuales se pueden escapar las semillas GM. La
primera es el resultado de esta investigacion y la podemos denominar como la causa
biolégica: la capacidad de dispersion de la especie. Las caracteristicas bioldgicas de la
especie indican que la distancia es una medida que no previene el flujo a larga
distancia como se ha demostrado en este trabajo (Capitulos 2, 4 y 5). Por lo tanto,
generalizar las medidas de bioseguridad para todos los cultivos, areas o paises, es
incorrecto, es necesario que estas se analicen caso por caso, ya que su efectividad
depende tanto de la especie como del ambiente receptor, ademas del contexto social y
cultural en el que se pretende que las medidas sean efectivas.

La segunda causa es la responsabilidad legal: en la cadena productiva, las
semillas viables de algodon GM dejan de estar custodiadas por los responsables
legales en diferentes etapas. La primera en el campo de cultivo por eventos asociados
al clima (viento, tormentas, huracanes), canales de riego y vias de comunicacion
cercanas (al separarse del fruto, facilmente alcanzan canales de riego y caminos, de
donde contindan migrando por el agua o por el movimiento de vehiculos), animales
(las aves recogen las fibras y semillas para hacer nidos; los animales que comen las
semillas y algunas de ellas continGan viables) y humanos (que recogen semillas de
carreteras y cultivos con diversos fines); durante la transportacion, debido a que los
transportes son inadecuados (abiertos, tapados con lonas o tienen cajas con espacios
por donde las semillas se pueden caer), sin registro de sus rutas y limpieza que
permita el control de las semillas. Asi, este fendmeno ocurre del cultivo al acopio
temporal, de éste a la despepitadora y desde ésta a cualquier sitio donde alguien desee
comprar la semilla (en México la mayoria se distribuye ranchos vacunos). Finalmente,
la responsabilidad legal deja de existir cuando la semilla es separada de su fibra, y por
razones comerciales pero no bioldgicas (la semilla es igual de viable con y sin fibra),

se le comienza a llamar *“grano”, debido a que su destino comercial no debiese ser
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germinar en campos de cultivo, pero se carece de justificacidn bioldgica o legal para
ello.

La tercera causa es similar a la anterior, pero tiene un origen distinto, se trata
de la “migracién trasfronteriza”. México importa semilla de algodon GM viable
para alimentar ganado. Esta semilla (mal nombrada “grano”) carece de etiquetas e
informacion para el usuario y estd fuera de los planes de contingencia de las
instituciones reguladoras de GM de México. La informacién que permitiria su uso
responsable como rutas por las que se transporta, destinos y eventos gque contiene, es
inexistente.

La cuarta causa son los “actores desinformados” que manejan semillas
“huérfanas” (semillas GM sin responsable legal); estos actores no utilizan la semillas
GM por su modificacién genética, carecen de la informacion adecuada para su manejo
porque no se les proporciona. La historia de las semillas “huérfanas” es variable,
principalmente son trasladadas a los ranchos vacunos (a veces por medio de varios
intermediarios) donde se utilizardn como alimento para ganado. Para mejorar el
rendimiento de este alimento las semillas son almacenadas en lugares frescos,
aireados con baja probabilidad de incendio (las semillas son inflamables debido al
alto contenido de lipidos). En paises como Argentina donde el “picudo” del algoddn
(Anthonomus grandis) es un gran problema, se han cambiado las préacticas del
transporte y confinamiento de las semillas, por lugares cerrados para evitar la
dispersion de la plaga y con ello se ha demostrado que puede realizarse un manejo
confinado y monitoreado en toda la cadena productiva (ver decretos de ley en:
http://www.programapicudo.com.ar/: Res. Ministerio de Economia, Produccion y
Empleo, Provincia del Chaco N° 340/2009). En México se procura mantener las
semillas en enramados Yy sitios con techo pero abiertos, donde el viento y animales las
dispersan. Ademas, el 3% de las semillas consumidas por las vacas puede continuar
viable al salir del tracto digestivo por lo que se generan plantas voluntarias en las
zonas de pastoreo (los duefios del ganado y terrenos también son actores
desinformados).

La quinta causa es la via “ilegal” que también existe y consiste en cultivo y
uso de la “semilla peluda” sin autorizacion, llamada asi porque se le ha separado de la
fibra en la despepitadora y se utiliza para cultivo sin los permisos requeridos,
registros, programas de para la contencion de plagas, eliminacion de plantas

voluntarias y sin pagar el precio de las patentes y regalias a las empresas.
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Una vez descritas las formas en las que se dispersan las semillas, se proponen

estrategias que podrian resolver algunas de las problematicas:

1) Fomentar la industria del aceite de algoddn y alimentos procesados de
alta calidad para el ganado. Ambos se obtienen en otras partes del mundo y los
importamos porque no los producimos. Este proceso destruye la viabilidad de la
semilla, de la cual en cambio se obtiene el aceite (la semilla de algoddn es la segunda
fuente de aceite vegetal del mundo (FAOSTAT 2010), y en México se desaprovecha).
Una vez extraido el aceite se obtiene “el bagazo”, el cual se puede procesar como
hojuelas para ganado y enriquecer con calcio y vitaminas para generar con producto
con mayor valor. Esto aumentaria ganancias y empleos en la cadena productiva y
productos derivados, los cuales a su vez generarian valor agregado y solventarian la
inversion que se necesita para implementar esta medida de bioseguridad.

2) Las semillas en todos los trayectos deben estar completamente
contenidas. Como se explicd en parrafos anteriores es una medida utilizada para la
prevencion de la expansion de las plagas como el picudo, por lo cual tendria doble
ventaja. La limpieza y desinfeccion de los transportes es también una medida con
doble beneficio. Es contradictorio que durante los trayectos previos a la siembra, la
semilla sea cuidada en empaques herméticos y etiquetados, se realicen avisos a las
autoridades sobre los puertos de entrada, rutas y sitios de establecimiento, mientras
que después de la cosecha las semillas se pueden trasladar sin empaques, en los
vehiculos abiertos (construidos de reja o sin lonas que las tapen) y sin registro o aviso
alguno a las autoridades, que pudieran entre otras cosas, actuar en caso de accidente,
monitorear la presencia de plantas voluntarias en los caminos, etcétera. En paises
como Argentina existe un registro de los vehiculos asi como normas para su
obligatoria inspeccion y desinfeccion entre fronteras, lo cual previene plagas y
enfermedades, pero también que las semillas queden atrapadas en huecos de los
vehiculos o se dispersen, porque la presencia de plantas voluntarias disminuye la
efectividad de algunas de las estrategias regionales para evitar la evolucién de plagas
(organismos blanco (objetivo de la modificacion genética) u otros que son controlados
con agroquimicos como el picudo, que actualmente es el principal problema y para el

cual el transgénico no ofrece resistencia diferente a las plantas son modificacion).
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3) Sin duda una buena e indispensable medida es respetar la ley
principalmente en dos de sus mandatos. Primero, la determinacion de las &reas
gue son centro de origen y diversidad genética a las que se hace referencia en los
articulos 86, 87 y 88 de la LBOGM (DOF 18-03-2005). Segundo, la custodia legal
de las semillas desde el inicio hasta su destruccion o transformacion es
responsabilidad de quien tramita el permiso para su uso.

4) Sin embargo, el problema mas complejo es adoptar sin cuestionar la
informacion generada en paises con dinamicas bioldgicas, sociales, econdémicas y
politicas diferentes al nuestro. México es megadiverso bioldgica y culturalmente,
alberga los procesos ecoldgicos y evolutivos que han dado origen a mas de ciento
cincuenta cultivos importantes para la humanidad y conserva costumbres de
intercambio de semillas, uso tradicional de uso y mejoramiento de plantas en sistemas
de agricultura de conservacion. Los estudios realizados en este escenario dificilmente
son extrapolables para comprender las dinamicas de otros paises y viceversa.

Las observaciones ecoldgicas que realizamos de las especies son producto de
la interaccion de su genotipo con el ambiente, si el ambiente varia, entonces la
observacién puede variar, tal incertidumbre justifica la necesidad de que los estudios
utilizados para los analisis de riesgo de especies para las cuales México sea centro de
origen, domesticacion o de diversidad genética sea realizados en el pais, en las
condiciones mas cercanas posibles al sitio evaluado.

5) Es necesaria una vision integral en dos diferentes niveles. El primero el
contexto donde la nueva tecnologia impactara, comprendiendo lo bioldgico (con
ecologia y genética de poblaciones, del paisaje y de la conservacion) integrada a
disciplinas sociales y econémicas, ademas de investigar los posibles efectos que
pudieran tener los desarrollos biotecnoldgicos sobre la salud (ya que nuestras
costumbres no han sido analizadas), por ejemplo, los cambios en la dieta en las
comunidades. EI segundo nivel es entender y analizar el impacto de la tecnologia
completa ya que la liberacion implica al OGM y a los agrogquimicos del paquete
tecnoldgico. Legalmente son regulados por separado en casi todas las legislaciones
del mundo, pero biolégicamente es necesario integrar el impacto. Es una cuestion
histérica que ha permeado a las investigaciones, sin embargo, no es posible
separarlos. Incluso se piensa que las plantas resistentes a herbicidas tendran menor
impacto en los ecosistemas si se escapan, sin embargo, se debe analizar si el herbicida

para el cual es resistente es ampliamente distribuido en el pais y los usos que se le
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dan, para comprender la probabilidad de seleccidn positiva en poblaciones silvestres,
y de evolucion a plantas en los cultivos resistentes a todos los herbicidas disponibles
(super malezas). De igual forma, la liberacion de algunos OGM implica el uso de
herbicidas se ha generado informacién suficiente para poner en duda los efectos en la
salud, y por lo tanto, es importante investigar y considerarlo. Por ejemplo, en sitios
como la Peninsula de Yucatan (donde el sistema de comunicacion de aguas
subterraneas es unico en el mundo) y donde se libera soya GM resistente a glifosato
desde 2005, se ponen en riesgo la apicultura (por el OGM per se), el turismo y salud
de la poblaciéon local por el herbicida utilizado (principalmente compuesto por
glifosato).

6) En conclusion, las investigaciones requieren tiempo y recursos, sin
embargo, tomar decisiones sin informacion cientifica suficiente puede iniciar
procesos irreversibles y costosos a largo plazo, que requerirdn mas tiempo y recursos.
Utilizar el principio precautorio cuando la incertidumbre es grande implica
responsabilidad en la toma de decisiones y no debe confundirse con temor al

desarrollo.

6.2.2 Medidas de proteccion
Para lograr conservar las poblaciones silvestres de algodon y su diversidad genética,
es necesario implementar una estrategia con medidas de proteccion, ademas de las ya
mencionadas medidas de bioseguridad. Actualmente las poblaciones habitan &reas
fuertemente perturbadas y aunque parecen sobrevivir en condiciones de estrés
extremos, el numero observado de plantas adultas es bajo (336 entre 2002-2007 (ver
Capitulo 4); casi 800 aumentando el esfuerzo de colecta entre 2008- 2012). En los
estados mas afectados observamos cambio de uso de suelo principalmente por areas
ganaderas (Veracruz y Tamaulipas) y crecimiento turistico en las zonas costeras
(Jalisco, Nayarit y Peninsula de Yucatan). En los capitulos 4 y 5 se describen los
resultados sobre la dindmica ecoldgica y la diversidad genética encontrada en las
poblaciones silvestres de Gossypium hirsutum utilizadas para proponer las siguientes
medidas de manejo:
1. Evitar el flujo génico entre Gossypium hirsutum cultivado y sus
parientes silvestres. Las plantas domesticadas son homogéneas
genéticamente (como se demuestra en el Capitulo 4) y el intenso flujo
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10.

11.

génico con las poblaciones silvestres puede disminuir rapidamente la
diversidad genética de las Gltimas.

Determinar legalmente los centros de origen y de diversidad genética,
junto con las estrategias y medidas necesarias para su proteccion.
Identificar y procurar areas para la conservacion de la especie y el
nicho ecoldgico en cada una de las metapoblaciones. Los centros de
ensefianza, instituciones gubernamentales, jardines botanicos entre
otros, pueden servir como refugio de la diversidad genética de cada
una de las metapoblaciones.

Divulgar el conocimiento adquirido entre las comunidades cercanas a
las poblaciones para que sean participes de las actividades y conozcan
la importancia de la conservacion de sus recursos.

Monitorear organismos blanco del algodon GM y especies indicadoras
de la salud ecosistémica en las poblaciones silvestres de Gossypium
hirsutum para identificar las posibles consecuencias de la presencia de
transgenes en las poblaciones.

Realizar un seguimiento demografico de las especies del género
Gossypium que habitan en México para monitorear el tamafio de las
poblaciones, su expansion o disminucion.

Aumentar la informacion que permita diferenciar las plantas silvestres
y las domesticadas, incluyendo cuando se encuentran en condiciones
de estrés ambiental.

Conocer a fondo la biologia reproductiva de las poblaciones silvestres
de Gossypium hirsutum ya que la informacion actual fue obtenida de
plantas domesticadas y el proceso de domesticacion implica en muchos
de los casos modificaciones en el sistema reproductivo.

Monitorear las frecuencias de los transgenes presentes en las
poblaciones silvestres de Gossypium hirsutum peridédicamente.
Analizar integralmente la presencia de los transgenes en los
ecosistemas de selvas bajas y dunas costeras, midiendo las posibles
consecuencias en poblaciones y comunidades.

Ensefar biologia evolutiva a los tomadores de decisiones. Comprender

los procesos evolutivos por los que se genera y se mantiene la
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diversidad, podria sensibilizar sobre la importancia de estrategias de

conservacion largo plazo.

6.2.3 Perspectivas generales

Las nuevas preguntas que se abrieron con esta investigacion son diversas e
interdisciplinarias. Es necesario ampliar la informacién ya publicada; realizar anélisis
con marcadores del nicleo para conocer el flujo de polen y caracterizarlo; profundizar
en la deteccion de los transgenes, usar estrategias evento-especificas (inicialmente,
PCR-punto final, PCR tiempo real para cuantificar el nimero de copias); hacer un
modelo sobre la dispersion de transgenes en una dindmica metapoblacional mediante

monitoreos periodicos y analizar si hay un patron de seleccion.

Otras preguntas estan relacionadas con la determinacion de los centros de
origen y diversidad genética, asi como las estrategias de bioseguridad y conservacion
de las especies. Pero en general, la “receta maestra” que podria resultar acertada para
su estudio y conservacion, inicia con la revision de la biologia evolutiva, las
dindmicas ecoldgicas, caracteristicas de historia de vida de las especies cercanas y la
biologia reproductiva; después puede continuar con la validacion de la distribucion
mediante revisiones de herbarios y sistemas de informacion geografica, para
finalmente localizar las poblaciones y probar hipdtesis sobre los patrones historicos
que modelaron la diversidad genética de la especie e integrar la evolucion y la
ecologia, en el disefio de las estrategias de manejo y conservacién (identificando las
Unidades de manejo).

Las especies con centros de origen mesoamericanos comparten algunos
aspectos de su historia, tales como los procesos continuos de domesticacién, sin
tiempo definido e identificable de principio a fin, e incluso continGan en la actualidad.
Los caracteres distinguibles a los domesticados estan integrados en la variacion de los
silvestres en un continuo de formas dificiles de identificar. Otra caracteristica que
comparten es que los procesos de seleccion se pudieron llevar a cabo en muchos sitios
al mismo tiempo por lo que podriamos decir que, ademas de ser continuos en el
tiempo, son multiples en el espacio. Muchas preguntas en el algodén quedan abiertas
en este sentido, ya que falta caracterizar la variacion morfoldgica, anatomica y

funcional de los algodones silvestres y compararlas con los cultivados para contribuir
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a la determinacion de los centros de diversidad pero también para reconocer a las
plantas escapadas que crecen con pocos recursos y las consecuencias del efecto del
flujo entre éstas y sus parientes silvestres, en las plantas y el ecosistema.

Los retos en Biologia evolutiva son amplios en los sitios donde las especies
han evolucionado (centro de origen de la especie 0 taxdn) ya que habitan otras
especies con las que se mantienen interacciones que forman parte de las dinamicas
ecoldgicas entre poblaciones, comunidades y ecosistemas. Por lo tanto, para conocer
el efecto de los transgenes en el ecosistema se deben realizar investigaciones a corto,
mediano y largo plazo con este objetivo.

Finalmente, uno de los retos urgentes e importantes en bioseguridad es el
desarrollo y validacién de una metodologia que permita la evaluacion de los dafios
ambientales ocasionados por OGM, la cual deberia permitir la comparacion de los
mismos en tiempo y espacio, ponderar entre efectos reversibles e irreversibles y estar

construida sobre la teoria ecoldgica-evolutiva y no sobre la econdémica o social.
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7. Glosario

Adecuacion.- “El éxito de una entidad para reproducirse; por tanto, es la contribucién
promedio de un alelo o genotipo para las siguientes generaciones.” (Futuyma, 2009).

Centro de diversidad genética.- (ver unidad de conservacion)

Deriva génica.- “Cambios al azar en las frecuencias de dos o mas alelos o genotipos
dentro de una poblacion” (Futuyma,2009).

Fenotipo.- “Las propiedades bioquimicas, fisiologicas, morfologicas y de
comportamiento de un organismo manifestadas a través de su vida; o una fraccion de
dichas propiedades, especialmente aquellas afectadas por un alelo particular o una
porcién del genotipo” (Futuyma, 2009).

Flujo génico.- Migracion de genes a una cierta poblacion. “El nimero de migrantes
por generacion se mide por el parametro Nm, donde N es el tamafio efectivo de la
poblacién y m es la probabilidad de que un individuo muestreado sea un migrante”
(Palshgll, 2007).

Heterocigosis.- Es una medida de la diversidad genética (Nei, 1978). Puede
interpretarse como la probabilidad de que dos alelos muestrados sean diferentes.

Consanguineidad.- “Apareamiento entre parientes que sucede mas frecuentemente
de lo que esperariamos si las cruzas se realizaran de forma aleatoria en la poblacion”
(Futuyma, 2009).

Linaje o Cluster.- Grupos de poblaciones donde existe flujo génico dentro de las
poblaciones contenidas en el cluster, pero existe flujo genético restringido entre
clusters
(http://web.abo.fi/fak/mnf//mate/jc/software/IntroductionToBAPSMethods.pdf).
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Monofilia reciproca.- La monofilia es “un taxon, arbol filogenético o arbol génico
donde los miembros derivaron de un taxén ancestral comun” (Futuyma, 2009). La
monofilia reciproca es cuando dos 0 mas grupos de taxones son monofiléticos con un

diferente ancestro comuin mas frecuente.

Potencial evolutivo.- Capacidad de cambio de una poblacion o especie.

Radiacion adaptativa.- “Divergencia evolutiva de miembros de un linaje
filogenético hacia una variedad de diferentes formas adaptativas; usualmente los taxa
difieren en el uso de recursos o habitats y han divergido a lo largo de un intervalo
corto de tiempo geoldgico”. (Futuyma, 2009)

Riqueza alélica.- “El numero de alelos que encontramos en una poblacion”
(Kalinowski, 2004).

Tamafio efectivo de la poblacion.- “El tamafio de una poblacion ideal panmictica
donde observamos la misma pérdida de variacion genética debido a la deriva génica
que en la poblacion observada” (Palsbgll, 2007).

Unidades de conservacion.- “Unidades evolutivamente significativas, unidades de
manejo o cualquier unidad geografica que los investigadores consideren importante

conservar” (Manel et al., 2003).

Unidades de manejo (MU).- “Grupos de poblaciones donde el grado de conectividad
es tan bajo entre dichos grupos que cada grupo debe ser monitoreado y manejado por
separado” (Taylor y Dizon, 1999 en Palsbgll, 2007).

Unidades evolutivamente significativas (ESU).- “Una coleccién de individuos o
poblaciones de una especie con una historia evolutiva y genética Unica donde se

necesita una proteccion por separado para cada ESU” (Manel et al., 2003).

Tasa de dispersion.- La proporcion de individuos que van de una poblacién a otra
(Palshgll, 2007).
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