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RESUMEN

Bixa orellana es una planta tropical utilizada por sus pigmentos naturales presentes en las
semillas y es la Gnica especie cultivada de la familia Bixaceae que se conoce como achiote
en México. Sin embargo, el cultivo dentro de la especie presenta grandes variaciones
morfolégicas y variaciones en el contenido de pigmento entre diferentes sistemas de cultivo
tradicionales: traspatio (solar) y policultivo. Nuestro objetivo principal fue, por lo tanto,
analizar la variabilidad dentro de los diferentes sistemas de cultivo. Los rasgos agronémicos
y genéticos se utilizaron para identificar material genético de importancia agronémica que
esta molecularmente asociado con polimorfismos de regiones de microsatélites para
desarrollar un procedimiento de seleccion mas adecuado en la especie. El andlisis de
componentes principales (PCA) y el analisis de agrupamiento jerarquico (HCA) fueron las
herramientas multivariadas utilizadas para obtener las diferentes variables morfo genéticas
y moleculares. Llegamos a la conclusion de gue el andlisis combinado de los rasgos morfo
genéticos y moleculares representa el enfoque éptimo para caracterizar y evaluar la
variabilidad y correlacionarlo con los rasgos agronémicos que permiten obtener plantas de
élite que sirven como base genética para el estudio de la sintesis de bixina, el principal
compuesto comercial, cuya ruta sigue siendo estudiada, asi como la base para la mejora
genética que se llevara a cabo en el compuesto o rasgo que se busca para las plantas de

élite y las que son Utiles para generar variedades agronémicas comerciales.







ABSTRACT

Bixa orellana is a tropical plant used for its natural pigments present in the seeds and it is
the only cultivated species of the family Bixaceae that known as achiote in México.
Nevertheless, the culture and breeding within the species present large morphological
variations and variations in pigment content between different traditional culture systems:
backyard and polyculture. Our principal aim was therefore to analyze variability within the
different cultivation systems. Agronomic and genetic traits were used to identify genetic
material of agronomic importance that is molecularly associated with polymorphisms of
microsatellite regions in order to develop a more adequate selection procedure in the
species. Principal components analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) were
the multivariate tools used to obtain the different morphogenetic and molecular variables.
We concluded that the combined analysis of morphogenetic and molecular traits represents
the optimal approach for characterizing and evaluating variability and correlating it with
agronomic traits that allow obtain elite plants that serve as a genetic basis for the study of
bixin synthesis, the main commercial compound, whose route is still studied, as well as base
to genetic improvement to be carried out on the compound or trait that it is sought to elite

plants and those that are useful for generating commercial agronomic varieties.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

El achiote (Bixa orellana L.) es una planta tropical caracterizada por la produccién del
agente pigmentante conocido como bixina. Este pigmento se acumula principalmente en el
arilo resinoso de las semillas maduras (Arce, 1999). Este colorante es de gran demanda a
nivel mundial para darle color a muchos productos alimentarios, cosmética, textil y
farmacéutica; asi como su empleo en medicina y salud (Russell et al., 2005; Junior et al.,
2005; Rojas et al., 2006; Rather y Mohammad, 2016). Uno de los pocos aceptados por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) por su nula toxicidad, inocuidad y por no alterar
los alimentos (‘food values’). A la fecha, su uso es estimulado debido a la prohibicion del
empleo de colorantes sintéticos, por lo que el 70% de todos los colorantes naturales
consumidos en todo el mundo se derivan del achiote (De Marco et al., 2013; Vilar et al.,
2014). Por lo tanto, esta planta es considerada una fuente importante del colorante natural
bixina, aunado a este compuesto presenta otros componentes quimicos bio-activos que se

han empleado como fuente potencial terapéutica (Kumar y Periyasamy, 2016).

Lo anterior ha motivado el desarrollo de estrategias para obtener el mayor aprovechamiento
de los metabolitos que son sintetizados por el achiote y que su produccién depende del tipo
de variante (Sharon y D’Souza, 2000; Rivera-Madrid et al., 2006; Parimalan et al., 2007;
Joseph y Siril, 2014). Asi, varios métodos para evaluar la variacion genética son
implementados debido a la heterogeneidad de sus formas botanicas, produccién en sus
pigmentos y variabilidad de sus rendimientos bixina, principalmente y también en otros tipos
de compuestos de interés (Medina et al., 2001; Valdez-Ojeda et al., 2008; Akshatha et al.,
2011; Dias et al., 2017; Dequigiovanni et al., 2018a).

En este sentido, evaluaciones de la variabilidad morfolégica han mostrado caracteres
asociados. Estas asociaciones han facilitado la identificacion de las caracteristicas
morfolégicas con base a la produccion de bixina, y ha permitido la determinacién de
caracteres de rendimiento o agronémicos (Medina et al., 2001; Rivera-Madrid et al., 2006;
Valdez-Ojeda et al., 2008; Akshatha et al., 2011). La caracterizacion actual abarca
accesiones locales de Yucatéan, donde la diversidad genética permanece desconocida y/o

limitada con fines de mejoramiento y conservacion del achiote (Pinzén et al., 2008). En el
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presente trabajo se determind la variabilidad con base a las caracteristicas de interés
agronémico, y la identificacion de parentales potenciales para producir una recombinacién

de caracteres deseadas orientadas a generar variedades agronémicas mejoradas.

Tecnologias basadas en la reaccién de cadena de la polimerasa (PCR), han derivado en
técnicas y generacion de marcadores a nivel de DNA, y han demostrado ser herramientas
Utiles en los estudios de la variacion genética y plataforma en el manejo de los recursos
fitogenéticos (Sajib et al., 2012). La repeticién de secuencia simple (SSR, por sus siglas en
inglés) ha sido una herramienta importante para identificacion de la variacion genética del
germoplasma (Khatab et al., 2016). Alta resolucion y rapidez, expresion co-dominante, rico
polimorfismo, neutrales y estables, el marcador SSR ha sido aplicado en estudios de mapas
genéticos (Romero-Lopéz et al., 2019) y de diversidad genética en poblaciones naturales y
de germoplasma (Dequigiovanni et al., 2018; Dequigiovanni et al., 2017). Dequigiovanni y
colaboradores (2014) identificaron motivos SSR de di, tri- y tetranucle6tidos, de los cuales,
10 loci SSR, y posteriormente, adicionales 12 loci SSR (Dequigiovanni et al., 2018a)
presentaron alto polimorfismo y empleados para estudios de diversidad y estructura
genética entre genotipos cultivados y silvestres de la amazonia brasilefia. Lo anterior, hace
indispensable analizar la variacién genética por dicho sistema de marcacién en genotipos
de México. Los grupos genéticos obtenidos del presente trabajo, muestran estrecha base
genética de los cultivares de achiote, y genéticamente relacionadas entre ellas, resultado
similar previamente descrito por Valdez-Ojeda et al. (2008). Con esta informacién, abre la
posibilidad para usar procedimientos de seleccién mas precisa y adecuada de los genotipos

con mayor potencial a futuros programas de mejoramiento genético.

El papel crucial en la composicién genética de plantas que determina la frecuencia de los
genotipos, y por lo tanto, también determina la variacion de fenotipos es el sistema de
apareamiento; y su conocimiento es esencial para un adecuado programa de mejoramiento
(Ferreira et al., 2000). Sin embargo, cambios genéticos del sistema del apareamiento ha
caracterizado a las plantas que se cultivan en formas mas sistematizadas y altamente
controladas (Dempewolf et al., 2012). Marcadores genéticos moleculares del Polimorfismo
Amplificado de Secuencia Relacionada, SRAP por sus siglas en inglés (Li y Quirés, 2001),
han mostrado alto polimorfismo (Valdez-Ojeda et al., 2008) y adecuado para estimaciones

cuantitativas del sistema de apareamiento mediado por métodos de simulacién (Valdez-
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Ojeda et al., 2010). Estudios previos, por Valdez-Ojeda y colaboradores (2010) han
demostrado que esta especie posee un sistema predominantemente al entrecruzamiento,
resultado confirmado por estudios de polinizacion artificial (Rivera-Madrid et al., 2006). Sin
embargo, datos del comportamiento de dicho sistema entre las diversas formas de cultivo
a la que se encuentra sometida alin permanece desconocida. Con el uso de los marcadores
SRAP y su capacidad para identificar la variabilidad genética en B. orellana, en el presente
trabajo, se obtuvieron estimaciones del sistema de apareamiento en tres sistemas de cultivo
del achiote en Yucatan (solar, milpa y monocultivo), cuyo resultado se demostré que el
achiote presenta de un sistema entrecruzamiento predominante en la milpa, a un sistema

mixto en el monocultivo y solar.

Finalmente, las aportaciones alcanzadas del presente trabajo contribuye a la adicion de
herramientas para identificar genotipos de forma més precisa y objetiva, que permite la
organizacion del material genético y la seleccion adecuada de los genotipos parentales para
el desarrollo de una poblacién seleccionada para diferentes usos, y que, contenga la
combinacién de caracteres de interés comercial que permita llevar a cabo su mejora
genética en el compuesto o caracter que se desee optimizar asi como Utiles para generar

variedades comerciales.
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1.1 Generalidades de la especie

1.1.1 Bixa orellana L.

El nombre taxondmico binomial Bixa orellana corresponde a Bixa, proveniente de su
latinizacion del portugués Bixa; y orellana, nombrado en honor del conquistador espafiol
Francisco de Orellana (Silva et al., 2010). En lengua maya, se le nombra k’uxub (Quintana
R00) o0 ka’an ku-xuub (Yucatan) (Correa-Navarro, 1995).

La principal referencia de su comercializacion son sus semillas; las cuales, se caracterizan
por poseer diversos fito-constituyentes. Entre los mas importantes, se incluyen a los
carotenoides, apocarotenoides, esteroles, compuestos alifaticos, terpenos, y aceites
volatiles, distribuidos en toda la planta (Mercante et al., 1999; Pino y Correa, 2003; Yong et
al., 2013). Estos fitoquimicos presentan una amplia gama de actividades farmacoldgicas
que incluyen actividades antibacterianas, antifiUngicas, antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerosas, motilidad gastrointestinal mejorada, neurofarmacoldgicas,
anticonvulsivantes, analgésicas y antidiarreicas (Agner et al., 2005; Ulbricht et al., 2012;
Venugopalan y Giridhar, 2012; Stohs, 2014; Vilar et al., 2014; de Oliveira Janior et al., 2019).

A pesar del valor antropocéntrico, los principales problemas de esta especie reside en la
alta variabilidad tanto en las formas botanicas como en los rendimientos de sus metabolitos
lo que la hace objeto de estudio para identificar los materiales mas prometedores en cuanto
a sus caracteristicas agronémicas de interés como son mayores rendimientos de bixina,
genranil geraniol, escualeno, entre otros (Valdez-Ojeda, 2008; Leal y De Clavijo, 2010;
Lombello y Pinto-Maglio, 2014; Kumar y Periyasamy, 2016). Asi también lograr una
reproduccion dirigida de morfotipos seleccionados (Joseph et al., 2012), procesos de
seleccién clonal o conservacion mediante acodos (D’Souza y Sharon, 2000; Correa-
Navarro, 1995); todo esto con miras a lograr un cultivo homogéneo que asegure una buena
produccion principalmente de bixina. Sin embargo hay que mencionar que la alta
heterocigosidad ofrece mayores probabilidades de existencia a los distintos ambientes del

tropico para facilitar su adaptacion a diversos tipos de suelo, resistentes a la sequia (da
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Silva et al., 2018). Asi, lo importante es poder combinar la mayor produccién y mejor

adaptacion a las condiciones de la region.
1.1.2 Descripcion botanica

La familia Bixaceae esta representada por cinco especies del género Bixa (Bixa orellana L.,
B. arborea, B. excelsa, B. platycarpa y B. urucurana). Ambrésio-Moreira y colaboradores
(2015) diferencian especies de pequefios frutos con escasas espinas en la base de ésta
descrita como B. platycarpa; similar a esta, B. urucurana, presenta pequefios frutos
esféricos con espinas de base ancha, distribuidas desde Brasil a Nicaragua. Sin embargo,
B. orellana se caracteriza por sus frutos de mayor tamafo con abundante espinas; lo que
la hace la mas importante del género y Unica que se cultiva (Dequigiovanni et al., 2018; fig
1.1).

Figura 1.1 Planta en produccion de Bixa orellana L. en Yucatan.

Bixa orellana es considerada una planta arbustiva perenne, que mide entre 3y 7 metros de
altura, aungque se han encontrado hasta de 10m. Posee una raiz pivotante y larga, copa
baja y extendida. El tallo es pardo, ramifica a poca altura del suelo. La madera es blanca y
suave. Las hojas son simples, alternas enteras, en haz membranoso, verde oscuro, ovado
con bordes dentados, el envés algo plateado cuando maduros, de 10-25 cm de largo y unos
10-20 cm de ancho, con bases redondeadas, cordadas, de largos peciolos, delgados, de 3-
8 (-10) cm de largo, engrosado en los extremos (Leal y Michelangeli de Clavijo, 2010).

Las flores son grandes, vistosas, hermafroditas, regulares y actinomorfas, con un caliz

compuesto de cinco sépalos de unos 8-10 mm de largo, y con una corola también
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compuesta de cinco pétalos que van desde blancas a distintas tonalidades rosas, de unos
25 mm de largo y unos 12 mm de ancho (fig. 1.3 a y b). El androceo es polistémono con un
namero variable de estambres (300-400, fig. 1.3 a) con filamentos entre 10 y 12 mm de
ancho, anteras blancas a violaceas, que completamente se doblan adquiriendo una forma
de "u" o de herradura. Las anteras constan de 4 l6culos. La dehiscencia de la antera es
apical (morfolégicamente lateral; fig. 1.2 b) y poricida, dispersa granos de polen
pulverulento, de 1um de largo por 0.7 um de ancho (fig. 1.2 d). Los grupos de polen son
tectados, tricolpados, triaperturados (triporados), redondeados. Por otra parte, el gineceo
es bicarpelar, el cual desarrolla un ginéforo a medida que madura, es relativamente largo
(regularmente de unos 15 mm de largo), que se expande hasta el estigma, y generalmente
se encuentra doblado sobre los estambres (fig. 1.2 a). El estigma es bilabiado (fig. 1.2 ¢) de
superficie externa lisa, y con canales secretores de latex y mucilago en sus paredes
internas. En cuanto al ovario es supero semi-ovalado multiovulado de placentacién parietal
donde se fijan los O6vulos. Estos ultimos, son ortotropos en las primeras etapas
ontogenéticas y se curvan durante el desarrollo hasta alcanzar una posicion cercana a la
anatropa en la época de la antesis (Riveray Flores, 1988; Vallejo, 1991; Leal y Michelangeli,
2010).

Figura 1.2 Caracteres reproductivos de Bixa orellana L. (a) Disposicion de las
anteras y el estigma en el botén floral (bar 0,12 cm). (b) Anteras dehiscentes (bar
0,03 cm). (c) apertura del I6bulo estigmatico receptivo (bar 0,05 cm). (d)
micrografia del polen en tincién de acetocarmina (bar 156 um) (tomado de Joseph
et al., 2012).

El fruto presenta dos valvas (tres en algunos casos), las cuales son de simetria bilateral con

una placenta adherida a las paredes de las valvas, que a través de pedulnculos sostienen
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a las semillas (Hernandez et al., 1988). El fruto es una capsula de 2 a 6 cm de largo,
presenta espinosidad, algunas mas que otras, de color verdosa oscura a morada (segun
variantes) (fig. 1.3 c y d). También presentan dehiscencia del fruto o fruto abierto (fig. 1.3 f;
aunqgue pueden encontrarse variantes indehiscentes o frutos cerrados). Al madurar el fruto
toma un color pardo rojizo oscuro (Leal y Michelangeli de Clavijo, 2010), donde en cada

una de las valvas se encuentran las semillas.

Figura 1.3 Morfologia de la flor y el fruto en B. orellana. (a) planta con flor blanca;
(b) planta con flor rosa; (c) fruto inmaduro verde; (d) fruto inmaduro rojo; (f)
dehiscencia del fruto maduro.

Las semillas son de forma cdénica u ovalada plana casi triangular, que miden de 3 a 5 mm
de largo (fig. 1.4 b), y en nimero son muy variables por fruto, entre 28 a 46 semillas (en
relacion con el tamafio capsular; Akshatha et al., 2015; fig. 1.4 a). En cada semilla,
presentan una capa externa de tegumento membranoso, y bajo de ésta, conserva una zona
de parénquima acuoso que contiene una sustancia viscosa rojiza intensa, cuya sustancia
principal de naturaleza apocaroteniode de alto valor comercial se denomina bixina (Valdez-
Ojeda et al., 2008; fig. 1.4 c y d). La presencia de otros compuestos como esteroles, aceites
esenciales y de origen terpenoide, ha generado interés hacia su comercio (Raddatz-Mota
et al., 2017; Kumar y Periyasamy, 2016; Yong et al., 2013).

1.1.3 Compuestos quimicos de B. orellana.

La bixina es la principal sustancia pigmentante de color rojo-naranja acumulada en la capa

externa de semillas de Bixa orellana (fig. 1.4 d). El contenido acumulado de bixina en




CAPITULO |

semillas maduras es muy variable, valores reportados van desde 0.5 a 2.6 g/100 g de peso
seco (Akshatha et al., 2015; Valdez-Ojeda et al., 2008; Rivera-Madrid et al., 2006). La
formula quimica de la bixina es CzsH3004, presenta un grupo carboxilico libre y otro
esterificado, los cuales le confieren funciones como acido organico (Rivera-Madrid et al.,
2016). Derivado de la bixina, la norbixina (C24H2504) representa la forma mas estable y
utiizada para fines comerciales (Venugopalan et al.,, 2011). Estos compuestos son
considerados responsables de colores rojo, naranja y amarillo observado en las flores,
frutas y hojas de las plantas e implicados en la foto-proteccion de cloroplastos (Trujillo-Hdez
et al., 2016).

Figura 1.4 Semilla de Bixa orellana L. (a) Fruto inmaduro; (b) Semilla madura; (c)
Semilla inmadura; (d) Micrografia de la cubierta de la semilla inmadura. (Foto:
Aguilar-Espinosa M.)

El geranilgeraniol es un diterpeno de alcohol que representa el 1% de las semillas secas de
B. orellana (Vilar et al., 2014). Compuesto apreciado ya que es considerado precursor de
las vitaminas E y K, ademas de desempefiar un papel importante en varios procesos
biol6gicos (Nagasampagi et al.,, 1967; Vik et al., 2007). Otros compuestos de origen
carotenoide presente en las semillas se encuentran en cantidades reducidas, tales como [3-
caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina y metil-bixina que confieren actividad
antioxidante (Tirimana, 1981; Mercadante et al., 1997). Entre ellos El tocotrienol es un fenol
de actividad similar (Mohamad et al., 2018). Otros compuestos son los esteroles vegetales,
de los cuales, el B-sitosterol es el mas abundante en plantas y referida con actividad

hipocolesterolémico (Chen et al., 2008). Asi como el precursor de estos, el escualeno
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(Stuchlik y Zak, 2002), con actividad antioxidante, y propuesta para tratamientos contra el
cancer (Arias et al., 2011) y efecto benéfico en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (Ronco et al., 2009) son metabolitos de interés humano que promueven

el valor comercial de esta especie.

1.1.4 Biosintesis de los compuestos quimicos de B. orellana.
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Figura 1.5 Esquema general de biosintesis de los terpenoides vy
compartimentacion en plantas. Abreviaturas. DMAPP, dimetilalildifosfato; DXP,
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato; FPP, farnesil difosfato; GGPP, geranilgenil
difosfato; GPP, geranil difosfato; IPP, isopentenil difosfato; MVA, mevalonato; y
SPP, solanesilo difosfato. Tomado de Bouvier et al. (2005).

La mayor parte de estos metabolitos secundarios se sintetiza por la ruta del acido
mevaldnico que da lugar a terpenoides (Villar del Fresno, 1999; fig 1.5). Esta via sintetiza
precursores isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetil-alil difosfato (DMAPP). Estos mismos
precursores son sintetizados por la via alterna del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP) en
plastidios (Hunter, 2007). Reacciones de sintetasas y ciclasas se produce el geranil geranil
pirofosfato (GGPP; Fig. 1.5), un intermediario que derivan hacia los demas compuestos
isopreniodes (Block, 1980; Bouvier et al., 2003). En los platidios, la sintesis de carotenoides,
inicia con el precursor IPP transformado en licopeno, precursor del a-caroteno o 3-caroteno,
y éstos precursores para la produccién de carotenoides adicionales (Nisar et al., 2015),
tales como [-caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina presentes en la especie

(Tirimanna, 1981). De mismo similar, la via citosodlica utiliza el IPP hacia una serie de
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reacciones caracterizadas por el agregado sucesivo de grupos prenilo, las moléculas del
grupo intermediario farnesil difosfato (FPP) son unidas y reducidas, resultando en la
formacion de escualeno, y metabolizado resultando en la eventual formacién de esteroles,

colesterol y sus metabolitos esteroideos (Ronco, 2009).

El grupo de los carotenoides poseen un sistema de dobles enlaces conjugados que se
pueden escindir hacia la ruptura oxidativa que conduce a varios fragmentos clasificados
como apocarotenoides. El modelo propuesto de Bouvier y col. (2003), establece que la
escision oxidativa puede ocurrir al azar a través de la foto-oxidacién o co-oxidacion de la
lipoxigenasa, y también por ruptura enzimatica a través de carotenoides dioxigenasas
(CCDs) cuya particion enzimatica del licopeno hacia la bixina (Rivera-Madrid et al., 2016;
fig 1.6). CCDs especificas han mostrado funcién y correlacion a la bixina a partir de la
expresion en sistemas heterélogos (Carballo-Uicab et al., 2019), que confirman el modelo
propuesto (fig. 1.6).

MEP

carotenoides

Licopeno 5»;" s-;°
s &
BoCCDs l
Bixina aldehido
NesdsrsiSeniSes s S e RN D
— S Y T 2N [ X
BoALDH 1

Norbixina
AN AR A N A A A . -COOH
HOOD - - Sl S { N
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Bixina COOCH;
HOOD Y Y

Figura 1.6 Esquema propuesto para la biosintesis de bixina. BoCCD, BoALDH,
BOMET representan dioxigenasas de corte de carotenoides, bixina aldehido
deshidrogenasa, norbixina metiltransferasa, respectivamente (modificado de
Carballo-Uicab et al., 2019).

1.1.5 Propiedades biol6gicas y farmacologicas promisorias.

Las diversas actividades provienen de mezclas o compuestos puros. Compuestos
importantes son la bixina, norbixina, geranilgeraniol, escualeno, y esteroles (B-sitosterol),

como precursores de valor comercial debido a sus aplicaciones y alternativas para el futuro.
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Los diversos compuestos de Bixa orellana muestran una amplia gama de actividades
bioldgicas. Presentan actividad antibacteriana, antifingica, antioxidante, antiinflamatoria,
anticancerigena, motilidad gastrointestinal mejorada, actividades neurofarmacoldgicas,
anticonvulsivas, analgésicas y antidiarreicas (Aher y Bairagi, 2012; Rather y Mohammad,
2016).

Por ejemplo, la bixina, presenta inhibicién en las enzimas ciclooxigenasas (Melgar et al.
2013) y efecto protector reduciendo dafios cromosdémicos (Silva et al., 2001). La norbixina,
mostré actividad contra el estrés oxidativo y actividad mutagénica de inhibicion por
peroxidos (H202) (Junior et al., 2005). Y més tarde, determinada en pruebas 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) (Shilpi et al., 2006).

El efecto hipocolesterolémico del escualeno ha sido considerado para el tratamiento contra
el cancer (Smith, 2000; Arias et al., 2011; Li et al., 2013), y utilizada en tratamientos del
esteatosis hepética como destoxificante de xenobidticos (Kamimura et al., 1992). Por otra
parte, una dieta con suplemento de componentes esterilicos (tocoferoles, incluyendo al -
Sitosterol) en aves, demostraron la reduccion de los niveles de colesterol en huevos (Chen
et al., 2008; Mcgonigle et al., 2002). Estos compuestos, muestran actividad antiofidica de
varias especies de serpientes (Lachesis muta, Crotalus durissus cumanensis, y Micrurus

mipartitus) (NUfiez et al., 2004).

El geranilgenariol, junto a Ishwarane mostraron actividad potencial contra la leishmaniasis
(Monzote et al., 2014). Otros efectos son antibacterianos, como inhibidor de Mycobacterium
tuberculosis in vitro (Vik et al., 2007) y de amplio espectro (Fleischer et al., 2003; Selvi et
al., 2011). Kumar y Periyasamy (2016) demostraron su potencial anticancerigena, una
mezcla de componentes (trans-geranilgeraniol, el escualeno y [-sitosterol) obtenida de
semillas presentaron inducciéon de apoptosis en lineas celulares de melanoma. Tibodeau et
al. (2010), sugiere similar actividad de la cis-bixina, que induce citotoxicidad en una amplia

variedad de lineas celulares tumorales.

No cabe duda del interés sobre Bixa orellana ha sido por su capacidad de tinte; sin embargo,
su potencial terapéutico atribuido al estudio de componentes fito-quimicos bioactivos podria
contribuir a un valor agregado a la especie, que conlleve al estudio de los compuestos y

partes activas de la planta cuyo objetivo es generar un mayor valor agregado y permita un
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mejor aprovechamiento al comercializarlas como productos.
1.1.6 Origen y distribucién

Bixa orellana es mejor conocida como achiote en México, considerada nativa del continente
americano, probablemente de una regién alta del Amazonas en el Brasil (Molau, 1983). Se
limita a los tropicos sin heladas y normalmente requiere una precipitacion anual de 1250 a
1500 mm (Rivera, 1967; Donkin, 1974; Cevallos, 1978; Arce, 1984). Se localizan entre las
latitudes 25°N y 25°S, y prevalecen a altitudes entre 30-1200 metros sobre el nivel del mar

(m.s.n.m.). Tolera temperaturas entre los 24-45°C.

Actualmente, el cultivo de Bixa orellana ha sido consolidado y extendido su distribucion en
la mayoria de las regiones tropicales alrededor del mundo (fig. 1.5). Por lo que se distribuye
desde el sureste de México, por toda Centroamérica, hasta el sur de Brasil y norte de
Argentina, asi como en varias islas del Caribe (Little y Dixon, 1969). En Africa y Asia, y en
la region mediterrdnea de Europa, hasta la India, Filipinas e islas de Hawai, aunque su
cultivo y mayor produccion se concentra en América Latina y el Caribe (Leal y Michelangeli,
2010).

Figura 1.7 Distribucion geogréfica de Bixa orellana (discoverlife.org/global
mapper.bixa.orellana, 2013).

En México, se distribuye principalmente en el sureste mexicano. Los tipos de vegetacion
donde se desarrolla son la selva tropical caducifolia, selva tropical sub-caducifolia y selva
tropical perennifolia. Por lo que se pueden encontrar en los Estados de Campeche,
Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa Tabasco,

Veracruz y Yucatén.
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En Yucatan, se ha indicado principalmente al norte de la peninsula yucateca (Fig. 1.6);
donde su uso autéctono de medicina tradicional y colorante en alimentos se asocian a un
cultivo doméstico (Donkin, 1974), facilita su siembra cerca de sus casas y preservada por

su interés culturalmente antiguo, de la cual es propagada facilmente por semilla.
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Figura 1.8 Distribuciéon de Bixa orellana L., en la Peninsula de Yucatan. Los
puntos indican ejemplares del herbario colectados de la especie. Fuente: CICY

1.1.7 Cultivo y produccion

El cultivo del achiote radica en funcion a su uso como colorante y condimento, ademas tiene
una funcién atil en ayudar a controlar la erosion de los suelos, funciona como cerco vivo,
por lo que se ha integrado a sistemas de produccion multiple, principalmente en huertos
familiares y parcelas campesinas donde se intercala con arboles frutales, maiz, frijol u otras
especies forestales, incluso sembradas a orillas de cultivos comerciales (Pinzon et al., 2008;
Pérez Sandi y Cuen, y Becerra, 2003; Jiménez-Osornio et al., 1999). Otra practica comun
es la plantacion de una mezcla de tipos y cultivares en una sola area (Leal y Michelangeli,
2010), tornandolos hacia forma de cultivo mas especializados como plantaciones o
monocultivos, que son fuente de materia prima para empresas comerciales dedicadas al
aprovechamiento del recurso fitogenético como La Extra o La Anita, las cuales van a la

busqueda de obtener altos rendimientos (Correa-Navarro, 1995).

La produccion de semilla de achiote se estima en 14,500 toneladas métricas a nivel mundial
(Raddaz-Mota et al., 2017). A pesar de que se produce en varios paises tropicales como
Bolivia, Ecuador, Jamaica, Republica Dominicana, Costa de Marfil, Kenia, India y Filipinas,

son Brasil y Peru las principales fuentes de abasto. Smith y Wallin (2006), suponen que
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7,500 toneladas de la produccion mundial se usan como colorante alimentario en todo el
mundo, y el resto de 7,000 toneladas son para el consumo local de los paises productores,
entre ellos Brasil, Perd y Ecuador, donde se utiliza como especia y/o condimento,
principalmente; también se describe que alrededor del 52% de la produccion mundial es
consumida a través de las importaciones tanto de semilla o extracto, donde Norteamérica,
Europa, Japon, son los mercados principales. En México, la produccién alcanza 637
toneladas, con un promedio de 1.22 Ton/Ha de rendimiento, adquiriendo valor de
$20,720.97/Ton (datos SIAP, 2018); sin embargo, valores reales sobre la produccién del
achiote permanece sobreestimada. A pesar de ello, se sabe que el comercio de productos
de achiote permanece activo tanto para el consumo regional en Yucatan como hacia el
centro y norte del pais, e incluso hacia importaciones llegandose a pagar hasta
$56,000/Ton, mientras en el mercado local se paga $46,000/Ton, donde los principales
productores son Quintana Roo, Tabasco y Yucatan. No obstante, la precaria produccion
para el abastecimiento ha necesitado de importar materia prima (semillas), principalmente
del Pera (Inforural, 2018; Yucatan Informa, 2017; Pinzén et al., 2008).

Esta amplia gama del uso de la bixina como tinte natural, aunado a sus propiedades
antioxidantes y de inocuidad que posee este pigmento, sumado a la tendencia ascendente
del uso mundial de colorantes de origen natural (Raddaz-Mota et al., 2017), asi como a sus
cualidades farmacoldgicas y medicinales (Rather y Mohammad, 2016), se plantean un
interés a hacia su investigacion para futuros estudios sobre sus diferentes aspectos
biolégicos, quimicos y genéticos de la especie como recurso fitogenético que vaya dirigido
al incremento de sus posibilidades comerciales para las principales zonas productoras del

pais.
1.1.8 Domesticacion

El proceso de domesticacién en plantas consiste en la seleccidn recurrente (seleccion
artificial) de las poblaciones de una especie a través del tiempo (Colunga-Garcia Marin,
1996). La presion de seleccion ha desarrollado modificaciones en la constitucién genética
sobre el recurso vegetal. Algunas de éstas han respondido positivamente al proceso de
seleccién y de manejo agricola, por la cual han sido consideradas como especies
domesticadas; otras, en proceso de domesticacion se consideran semi-domesticadas, ya

que depende de que ciertos caracteres se observen de manera estable y conservada
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(Gepts, 2004).

Rivera y Flores (1988) reportan a B. orellana como una planta completamente domesticada
en paises de Centroamérica; debido a sus caracteristicas del fruto como mayor tamafo y
namero de semillas, abundante pigmento, y dehiscencia son evidencia del achiote
domesticado, en comparacion con la forma silvestre de frutos mas pequefios con menos
semillas y pigmento, e indehiscentes; la cual indican cambios durante su proceso de
domesticaciéon (Ambrosio-Moreira et al., 2015). Donkin (1974), sugiere que estos caracteres
son utilizados para su conservacion y propagacion como resultado de la domesticacion, lo
que ha facilitado la naturalizacion hacia otras regiones y continentes. De forma similar, da
Silva et al (2018) sugieren al achiote como una especie naturalizada a diversos paises
tropicales, ya que se han adaptado a una amplia gama de climas y suelos, requiriendo
pocos insumos, y resistentes que pueden incluso crecer bien en la naturaleza (Akshatha et
al., 2011).

En México, Correa-Navarro (1997) y Hernandez-Xolocotzi et al. (1995) consideran al
achiote como una especie semidomesticada, lo que resulta en una mezcla de tipos
botanicos que se distinguen por morfologia de sus caracteres reproductivos y de
rendimiento (Trujillo-Hdez et al.,, 2016). Rivera-Madrid et al. (2006), describen tipos
botanicos en dos variantes: morfotipo de flor blanca y otra de flor rosa. De forma similar, la
dehiscencia del fruto maduro se agrupan en dehiscentes o indehiscentes (Narciso-Reyes,
2012). Adicional, el color del pigmento agrupan variantes en amarillo con semillas color café
y rojo con semillas color rojo anaranjado (Narciso-Reyes, 2012). Estos recursos de
clasificacion se presentan al comenzar la vida reproductiva, que inicia durante el tercer o
cuarto afio de su cultivo, lo que resulta en una amplia variabilidad de rendimientos y

compromete el estado del cultivo actual (poco rentable)(Pinzén et al. 2008).

Recientemente, Ambrdsio-Moreira y colaboradores (2015), sugieren al achiote como
especie domesticada, ya que la dehiscencia del fruto es una diferencia especifica en plantas
cultivadas, y propuesta como estrategia de dispersion, ya que expone a las semillas
pigmentadas de rojo a potenciales dispersores para facilitar su transporte hacia otros
lugares. Por lo tanto, la dehiscencia es ligado al color y abundancia del pigmento, lo que la
hace objeto de mayor presion de selecciébn para mas semillas y pigmentos (Ambrésio-

Moreira et al., 2015). Caracteristicas superiores de pigmentos se asociado a frutos de mayor
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tamafio (Akshatha et al., 2011), e indirectamente ha favorecido el caracter de la dehiscencia

del fruto como consecuencia de este proceso.

1.1.9 Hibridismo y reproduccién controlada

La hibridacion en plantas es un fenbmeno observado desde principios de la agricultura y
destinado hacia el mejoramiento de plantas. Este proceso se suele producir nuevas y
mejores variedades con caracteres de interés fijados mediante métodos sexuales, asi como
cualidades mejoradas como resistencia a enfermedades, enriquecimientos nutricionales,
altos rendimientos en la produccion, entre otros. De manera practica, la hibridacion es la
accion de fecundar dos individuos de distinta constitucion genética para conseguir
reproducir en la descendencia, algunos de los caracteres genéticos proveniente de los
parentales. Este proceso se suele producir mediante métodos sexuales y ha sido
aprovechado en la produccion de nuevas y superiores cultivares (Joseph et al., 2014;
Joseph et al., 2012).

Los caracteres agronomicos del achiote son determinados en cuanto a la calidad de sus
pigmentos y produccion de semillas. Estas caracteristicas son importantes como referentes
de su comercializacion (Medina et al., 2001). Por lo tanto son objeto de interés para obtener
mas pigmento bixina y mejores rendimientos de semillas. En este sentido, Rivera-Madrid et
al. (2006) desarrollaron un método de polinizacién controlada en el achiote. La polinizacion
fue manipulada entre la interaccion polen-pistilo en tratamientos de cruzas entre parentales
seleccionados con base al contenido de pigmentos y la presencia de dehiscencia e
indehiscencia de la valva. La progenie fértil fue obtenida de cruzamientos de morfotipos de
caracteres agrondémicos opuestos, mientras escasa progenie en cruzamientos con el propio
polen. Lo que representa una limitante en la bisqueda de parentales agronémicos entre las
formas botanicas que actualmente se encuentran cultivadas. A pesar de ello, Joseph y
colaboradores (2012) demostraron que la especie es auto-compatible. Observaron el
crecimiento de los tubos polinicos a través de conducto estilar en tratamientos con polen
propio y polen de otros individuos. La germinacion del polen no fue limitante entre los
morfotipos, y la hibridacién por medios sexuales podria ser una herramienta util hacia la
mejora mediante la adopciéon de técnicas de reproduccion controlada utilizando padres

seleccionados especificamente.
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La mezcla de hibridos ha sido el resultado de la seleccion arbitraria del hombre basados en
caracteres agronémicos, al mismo tiempo, encaminado a la propagacion de individuos con
caracteristicas deseables. No obstante, las plantas muestran gran variabilidad dentro de
sus formas cultivadas (Rivera-Madrid et al., 2006; Valdez-Ojeda et al., 2008; Ambrésio-
Moreira et al., 2015).

Otros problemas asociados con el cultivo del achiote son la falta de disponibilidad de las
formas altamente productivas, asi como produccion heterogénea de semillas, la floracién
asincrénica en la misma panicula y entre plantas diferentes (Joseph et al., 2012). Esto ha
impulsado a trabajos realizados para seleccionar caracteres del achiote con interés
agronomico utilizando marcadores morfolodgicos y moleculares afios atras (Baer,1976; Arce,
1984, Rivera y Flores, 1988; Mazzani et al., 2000; Medina et al., 2001; Valdez-Ojeda et al.,
2008).

Gracias a lo anterior se ha caracterizado este recurso fitogenético, y aunque se han
relacionado a caracteres al fenotipo y hecho asociaciones entre ciertos caracteres
reproductivos y de pigmentos (Rivera-Madrid et al., 2006; Trujillo-Hdez et al., 2016), aun
faltan méas investigaciones que permitan una mayor precision en la identificacion de material

agronémico importante que conlleve hacia la mejora del achiote.

1.2 Caracterizacion de la variabilidad fenotipica del achiote (Bixa orellana L.)

1.2.1 Variabilidad morfolégica

El conocimiento de la variacién fenotipica se realiza mediante descriptores morfol6gicos de
herencia simple y facilmente identificables fuertemente influenciadas por el ambiente y la
variabilidad genética presente, que refleja la forma y estructura de una poblacién. Esta
diversidad en el fenotipo permite a las especies plasticidad de extenderse a nuevas areas,
multiplicarse, generar nuevas combinaciones y hacer frente a los distintos ambientes
(Hidalgo, 2003).

En el transcurso de la agricultura, los caracteres morfolégicos que tienen utilidad
pertenecen a las caracteristicas morfo-agronémicas. Entre éstos caracteres se encuentran
los caracteres cualitativos como es la forma de las hojas; pigmentaciones en raiz, tallo,

hojas y flores; color, forma y brillo en semillas; tamafio, forma y color de cépsulas;
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arquitectura de planta expresada en habito de crecimiento y tipos de ramificacion; y los

caracteres cualitativos, descriptores relacionados a los rendimientos (Hidalgo, 2003).

La posibilidad de usar marcadores morfolégicos como una ayuda en la seleccién de
caracteres cualitativos y cuantitativos en plantas fue sugerida por Sax (1923) hace ya mas
de 70 afios. Este tipo de trabajo permite la identificacion de las caracteristicas morfoldgicas
de interés agronémico o de valor comercial para la seleccion de los posibles parentales
(Manshardt, 2004; Sleper y Poehiman 2006).

1.2.2 identificacién de las variables morfolégicas

La caracterizacién morfolégica se basa en la descripcion de los caracteres fenotipicos, por
lo cual se espera que sea el resultado de la expresién genética asociado a la interaccién de
las condiciones ambientales; ademas la mayoria de los caracteres de importancia
econdmica solo puede identificarse una vez que la planta haya comenzado su etapa
reproductiva. Por lo que, la seleccion con marcadores morfolégicos es muy limitada y
frecuentemente relacionados a las condiciones edafolégicas o del ambiente en cuanto a su
expresion, pero indispensable herramienta en el desarrollo de un proceso de seleccién en

los recursos vegetales.

Las evidencias del desarrollo de descriptores morfo-agronémicos de las especies vegetales
provienen de Baer (1976). La forma y tamafio del fruto, numero de semillas, pigmentacion
en la superficie de éstos y de semillas, y dehiscencia, en caso de los frutos secos, fueron
caracteres mas destacados. En el achiote, Arce (1999) representd descriptores como el
color de la flor, tamafio (longitud y ancho), espinosidad y color de la cdpsula, nimero
promedio de semillas por capsula, dehiscencia o indehiscencia, asi como disposicion de las
capsulas en la planta y tamafio de la misma. Actualmente, el contenido de pigmentos es un
caracter cualitativo como cuantitativo que se ha empleado como descriptor (Medina et al.,
2001; Rivera-Madrid et al., 2006).

1.2.3 Caracterizacion fenotipicas basada en marcadores morfolégicos

La especie presenta actualmente limitantes en el manejo del cultivo para fines comerciales
por sus problematicas de variabilidad y heterogeniedad, lo que origina un interés como un

posible cultivo de explotacion comercial (Godoy, 2000).
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Narciso-Reyes (2012) describen tipos botanicos como variantes o morfotipos con base a
sus caracteres fenotipicos expresados al crecer. Las diferencias exhibidas son
caracteristicas que las identifican y empleadas como descriptores en el orden de su

variabilidad.

La necesidad de una caracterizacibn mas precisa se justifica debido no solo a la medida
que se genera del conocimiento de la variabilidad sino que para propésito de la
identificacion del material agronémico en la busqueda de la mejora es indispensable
conocer la biologia reproductiva y estructura genética de especies con potencial comercial
de su cultivo. De esta manera, es posible calcular el nivel de variacion genética que existe
dentro de especie y el potencial que presentan algunos de los materiales de la coleccion de
germoplasma para que sean incorporados en un futuro programa de mejoramiento genético
(Guerrero Pinilla et al., 2011).

En ese orden, vale la pena destacar los avances realizados por Brasil (Dequigiovanni et al.,
2014; Dias et al., 2017), Venezuela (Mazzani et al., 2000; Medina et al., 2001), India
(Akshatha et al., 2011; Siril et al., 2013; Joseph y Siril, 2014). En nuestro pais por su parte,
el limitado esfuerzo cuenta con caracterizaciones arbitrarias de las pequefias areas de
cultivo rural, otros casos totalmente desconocidas por falta de recursos econémicos, poca
rentabilidad o por algin desastre natural hacia al abandono. Debido a lo recurrente de esta
situacion, se ha descrito que practicamente no existen colectas formalmente resguardadas
en México, lo que amplia el interés sobre la necesidad de estudios de base cientifica y
determinar bancos de germoplasma, para garantizar la caracterizaciéon y conservacion de

este recurso en los proximos afios (Pinzon et al., 2008).

Material agrondmico se ha podido diferenciar entre accesiones a través de variables del
fruto como el tamafio de capsula, espinosidad y el tamafio de semilla, al grado, de encontrar
un grupo de asociacién entre las variables espinosidad, longitud de espinas, dehiscencia y
forma de apice; y una asociacion proporcional entre las variables tamafio de capsula y
semilla y entre las capsulas dehiscentes con semillas de color marron (Medina et al., 2001).
Aunqgue se han observado frutos grandes, éstos mayormente poseen menor ndimero de
capsulas en la panicula; mientras que los mayores nimeros de capsulas por panicula es
mayor la vulnerabilidad a patdégenos, Mildiu polvoriento principalmente, afectando de

manera negativa el rendimiento estimado (Mazzani et al., 2002).
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Otro caracter de importancia agronémica es la dehiscencia o la apertura de la capsula en
los frutos maduros. Caracteristicas del fenotipo de flor se han relacionado con la
dehiscencia. Fenotipos de flor blanca se han caracterizado por frutos cerrados o
indehiscentes, mientras la dehiscencia es mas frecuente en fenotipos de flor rosa (Rivera-
Madrid et al., 2006). La presencia de espinas presenta un orden similar, la indehiscencia se
asocio a frutos con espinas mas densos, y se observé que estos frutos presentaban un
apice puntiagudo, mientras que frutos con menos espinas y de apice obtuso presentaron

mayor dehiscencia (Mazzani et al., 2002; Valdez-Ojeda et al., 2008).

Diferentes grupos se han identificado a través de éstas caracteristicas morfologicas. Estos
grupos muestran caracteristicas deseables y otras derivadas como complementarias. Las
caracteristicas deseables representadas en los grupos son frutos con espinas de longitud
corta a media, forma del apice apiculado y/o redondeado y de mayores pigmentos,
principalmente; mientras, la indehiscencia de frutos con espinas largas y apice puntiagudo
tomadas de complementarias, y de los grupos morfologicos diferentes emplearse para
obtener descendencia hibrida potencial hacia la mejora del achiote (Valdez-Ojeda et al.,
2008).

Caracteres del fenotipo se han asociado al contenido de pigmentos. La evidencia cientifica
ha demostrado que las plantas caracterizadas de fenotipo rosa poseian dos veces mas
pigmento que las de fenotipo blanca (Ramos-Soldrzano, 1991; Fortuny-Fernandez, 2007).
Sin embargo, la dehiscencia fue frecuente en el fenotipo rosa, y de esta forma, las semillas
pueden resultar expuestas a sufrir foto-oxidaciéon y como resultado, la disminucién del
contenido del pigmento (Rivera-Madrid et al., 2006). Por lo cual, cipsulas dehiscentes
exponen las semillas a la luz solar lo que conlleva a la pérdida del pigmento, por lo que se
compromete el rendimiento del cultivo (Roberts et al., 2002). Los analisis sobre pigmentos
se emplean al inicio de la etapa reproductiva, es decir, a partir del 3er afio, lo que genera
grandes costos y exceso de trabajo en mano de obra, lo que impulsa la basqueda de
alternativas como el uso de marcadores a nivel de DNA moleculares para acortar los plazos

de caracterizacion (Correa-Navarro, 1995).

La caracterizacion a nivel DNA o molecular proporciona informacién directamente con la
base genética de la variacion; resulta entonces, de suma utilidad al revelar el genotipo,

independientemente de las condiciones ambientales o de cultivo (Valdez-Ojeda et al., 2008;
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Dequigiovanni et al.,, 2014). La caracterizacion en los trabajos de evaluacién de la
variabilidad de los materiales biol6gicos ha evolucionado desde el uso de caracteres

morfoldgicos hasta los modernos analisis moleculares (Rentaria-Alcantara, 2007).

1.2.4 Diversidad genética base del mejoramiento genético

En el mejoramiento genético un objetivo clave es la generacion de una poblacion altamente
variable en sus caracteristicas agronémicamente deseables. Este proceso es tedricamente
simple y se puede simplificar en dos pasos fundamentales. El primero se lleva a cabo
identificando parentales que poseen caracteristicas complementarias visibles y heredables
con el fin de generar una poblacion altamente variable en sus caracteristicas de interés
comercial. Estas caracteristicas son principalmente obtenidas de los caracteres del fenotipo
o morfolégicos. El segundo paso, es seleccionar e identificar entre la progenie segregante
los individuos que combinan las mejores caracteristicas de los padres como resultado de la

manipulacion en la polinizacion de los parentales por la recombinacion sexual.

Los mejoradores han manipulado numerosos ciclos de seleccidn en la progenie propuesta
a mejorar y dirigiéndose hacia su relativa domesticacion en funcion a los caracteres
morfolégicos. Sin embargo, con el advenimiento de los marcadores moleculares, ha sido
posible explorar ademas de morfolégicamente, molecularmente las poblaciones en la
identificacion de los posibles parentales, y poder decidir si seleccionando los parentales que
son genéticamente similares, se restringe la cantidad de variacién que sera evaluada en la
descendencia. O si se quiere, por otro lado, cruzar parentales divergentes genéticamente,
se obtiene un rango de variacion fenotipica, lo cual seria mucho mas exitoso e interesante,
el resultado de la descendencia (McCouch, 2004; Manshardt, 2004).

Actualmente limitantes de manejo en cultivo para fines comerciales presenta una carencia
de colecciones de esta especie. La estructura genética heterogénea de sus poblaciones
origina una gran desuniformidad en los ciclos de produccion y divergencia en la fenologia,
de lo que nace el interés hacia la mejora de la especie como un posible cultivo de
explotacion comercial. Por su creciente importancia comercial, el recurso achiote debe ser
aprovechado racionalmente, tomando en cuenta su colecta, conservacion y caracterizacion,
gue faciliten los programas de mejoramiento genético que deben implementarse con base

a su diversidad en México (Pinzén et al., 2008).
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1.3 Caracterizacion de la variabilidad genética en el achiote

Las variaciones especificas de su secuencia nucleotidica representan un organismo
genéticamente Unico. En el transcurso de la evolucion, el flujo genético constante crea
nuevas variaciones nucleotidicas, lo que resulta en una amplia diversidad e individualidad

genética.

Las caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas de todo organismo estan contenidas en su
genoma. Los genomas de bacterias, hongos, plantas, animales y algunos virus estan
compuestos por moléculas de &cido desoxirribonucleico (comunmente llamado DNA). El
DNA es una estructura quimica cuyos elementos fundamentales (nucleétidos) se organizan
de manera lineal generando enormes secuencias de informacién. Esta informacién es la
que define y caodifica un caracter determinado y se denomina gen (Lewin, 1995). Los genes
se organizan linealmente y se agrupan formando estructuras llamadas cromosomas, los
cuales pueden ser vistos bajo el microscopio durante ciertas etapas del ciclo de vida de la
célula. Cada cromosoma es esencialmente una molécula de DNA, asociado a proteinas,
que contiene numerosos genes que almacenan y transmiten toda la informacién genética

requerida para el desarrollo de un individuo.

1.3.1 EI DNA gendémico como base de la herencia

El DNA gendmico es el destinado para los trabajos de investigacién moleculares. Este DNA
afecta un amplio rango de caracteristicas, incluyendo tasa de division celular, sensibilidad
a la radiacion, comportamiento ecoldgico en las poblaciones de plantas y para el 6ptimo
desarrollo en cultivos (Bennett y Leitch, 1995). Estas afectaciones, en su mayoria, implican
modificacion del material genético, por lo que es la mayor fuente de informacion para los

programas de mejoramiento genético.

La expresion del genotipo es afectada en gran medida por el medio ambiente, determinando
asi la apariencia o rendimiento de un individuo (fenotipo). La genética estudia como son
transmitidos el genotipo y el fenotipo de los parentales a la progenie. Con el uso de la
biologia molecular se han desarrollado técnicas de analisis de DNA en poblaciones y en
organismos que permiten ubicar, caracterizar y explicar la heredabilidad de genes u otros

fragmentos de DNA entre los individuos (Lewin, 1995).
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El DNA es capaz de replicarse para producir copias complementarias de si mismas,
asegurando de esta manera que el material genético sea heredado integro y fielmente, de
generacién en generacion. En angiospermas se ha observado contenido de DNA gendémico
menores en comparacion con otros organismos. En el caso de B. orellana, Fayy
colaboradores (2005) determinaron su contenido de DNA nuclear equivalente a 1C = 0.39
en (1C, centimorgan es la cantidad de DNA en el nicleo gamético no replicado de un
organismo), representando uno de los de menor cantidad entre las angiospermas

estudiadas.

1.3.2 Citogenética

El analisis de la estructura de la constitucion genética de manera ordenada se ha realizado
como paso importante en los estudios de evolucién y taxondmicos, ya que los cromosomas
pertenecen al sistema dindmico del proceso de evolucion cuya variacion se expresa en
caracteristicas fenotipicas del namero, forma y tamafio de los cromosomas y no esta
relacionada con complejidad del genoma. Lombello y Pinto-Maglio (2014) presentaron el
cariotipo de los cromosomas mitéticos del achiote. Especie diploide con 7 pares de
cromosomas (seis pares de cromosomas metacéntricos y 1 par submetacéntricos) de
tamanos pequenios (1,4-3,2 uym). Similar reportaron, De Almeida et al. (2006), demostraron
gue presenta 2n= 2x= 14, sin embargo, observaron 5 conjuntos metacéntricos (1, 2, 3,4y

6) y 2 pares de cromosomas sub-metacéntricos (5y 7).
1.3.3 Mutaciones fuente de variabilidad genética

Las mutaciones en la secuencia nucleotidica son las principales generadoras de las
diferencias genéticas entre las poblaciones. Estas modificaciones van generando
diferencias en el arreglo lineal de la secuencia original, lo que produce formas alternas de
los genes, llamados alelos. Estas modificaciones son pueden emplearse como un medio de
marcaje llamados marcadores de DNA, que pueden ser empleados como una medida para
describir como estos cambios se mantienen o cambian (frecuencias alélicas y genotipicas)

cuando conforman una poblacién.

Esencialmente los marcadores de DNA pueden revelar diferencias genéticas que pueden

ser visualizadas por diferentes técnicas, por ejemplo, aplicando un campo eléctrico con
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geles de poliacrilamida de tincién quimica, deteccion con pruebas colorimétricas con usos
de sondas o sistemas automatizados. Ademas, estas herramientas permiten comprender
los diferentes mecanismos genéticos, control en el desarrollo y entender los factores que

desencadenan las diversas respuestas a los distintos estimulos externos.

Los marcadores de DNA son principalmente usados si ellos identifican y diferencian un
individuo de otro de una misma especie. Si pueden discriminar se les nombra polimoérficos,
mientras que los marcadores que no, son llamados marcadores monomorficos (Collard et
al. 2005). El principal objetivo de estos trabajos es determinar la secuencia nucleotidica
modificada y su uso como herramienta para identificar y diferenciar genotipos de una misma

especie.
1.3.4 Polimorfismos genéticos y su uso en genética

Los genes se caracterizan por tener un numero relativamente comdn de alelos, que
permiten clasificar a los miembros de una poblacion dentro de fenotipos altamente
homdlogos. Los polimorfismos actian como sefiales o etiquetas ya que son secuencias
especificas, que permiten distinguir el patrén de herencia de un gen en estudios familiares;
aunque generalmente pueden o no representar genes blancos en si mismos, denominados
como marcadores genéticos (Collard et al. 2005). La gran mayoria de los loci polimorficos
se caracterizan por tener un alto nimero de alelos diferentes, y la proporcion de
heterocigotos es mucho mayor. Por lo que, al menos dos alelos deben presentar
frecuencias mayores al 1% entre una poblacién y cuando la frecuencia de heterocigotos en
la poblacién es de al menos 2%. A los alelos con frecuencias menores de 1% se le llaman

variantes raras.

Su utilidad como herramienta en el andlisis de ligamiento de mapeos en genomas, analisis
de heterocigosidad en variabilidad genética, la identificacion inter- e intra-varietal, seleccién
asistido por marcadores en mejoramiento genético (MAS), entre otros (Varshney et al.,
2005; Lopez Anido et al., 2010; Espdésito et al., 2011)

1.3.5 Polimorfismos a nivel del DNA

Los polimorfismos en la estructura del DNA son la base de los andlisis genéticos. Los

recientes avances en genética molecular han permitido explorar la variabilidad directamente
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en el DNA, logrando asi el desarrollo de poderosos sistemas de genotipificacién que han

revolucionado una gran parte del area biologica (Rentaria-Alcantara, 2007).

Diversas metodologias se han desarrollado para ayudar a establecer las caracteristicas de
interés dentro de un genoma,; tales como secuencias simples repetidas (SSR), amplificacion
de fragmentos de longitud polimdrfica (AFLP), amplificacion polimorfica al azar de DNA
(RAPD) y polimorfismos en unico nucleétido (SNP). Estas herramientas son usadas en
biologia molecular para observar las variantes que se presentan dentro de una poblacion,
o las caracteristicas de interés que se requieren, las cuales pueden ser necesarios para
futuros trabajos (Collard et al. 2005).

1.3.6 Regiones hipervariables

Wyman y White (1980) demostraron la existencia de regiones hipervariables (HVRs) de un
segmento de DNA, a la cual definieron como locus multialélico y fue observado en el DNA
humano. Estas regiones también se han observado en los genomas de animales como de
plantas; cuya region hipervariable consiste de repeticiones en tindem de secuencias cortas
(2 a 4 pares de bases; Manifesto et al., 1998).

La hipervariabilidad deriva del cambio en el nimero de repeticiones, presumiblemente
inducida por recombinacion desigual entre las regiones homologas mal alineados o por
deslizamiento de la horquilla principal de replicacién, originando ganancia o pérdida de
unidades repetidas. Como resultado de esto, se genera una alta variabilidad de alelos de
diferentes longitudes y una frecuencia de heterocigotos para éstos en algunos casos de
hasta el 100% (Morgante y Olivieri, 1993).

Las regiones hipervariables en donde la secuencia principal (core) que se repite en tandem
tiene un tamafio de 2 a 5 pb, se denominan microsatélites o polimorfismos de repeticiones
cortas en tandem (de sus siglas en inglés STRs 0 SSRs). En la cual, el caracter polimorfico
de los loci SSR es el resultado de la variabilidad en el nUmero de repeticiones en tAndem
de un alelo a otro. Diferentes tipos de loci SSR se han observado incluyendo di-, tri- y
tetranucléotidos (Tautz et al., 1986; Rentaria-Alcantara, 2007); son altamente conservadas
en la evolucion (Brohede y Ellegren, 1999) y se encuentran tanto en regiones codificantes

como no codificantes, siendo mas frecuentes en estas Ultimas (Metzgar et al. 2000;
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Morgante et al. 2002).

El andlisis de los SSR mediante la reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas del inglés) es un método ampliamente utilizado para realizar la identificacion de
individuos; ademas, se pueden amplificar varios loci SSR mediante PCR multiplex y
detectar los fragmentos con tincién con compuestos quimicos o en forma automatizada

utilizando diferentes compuestos fluorescentes (Saiki et al., 1988; Schumn, 1996).

1.3.7 Marcadores genéticos

Existen tres tipos de marcadores genéticos: (1) morfologicos (también “clasicos” o visibles)
los cuales en si mismos son caracteristicas fenotipicas o caracteres tales como color de la
flor, forma de la semilla, habito de crecimiento o pigmentacion; (2) Bioquimicos, los cuales
incluyen variantes alélicas de enzimas e isoenzimas, y (3) Marcadores de DNA (o
moleculares), los cuales revelan sitios de variacion en el DNA (Winter y Kahl, 1995). Las
principales desventajas de los marcadores morfolégicos y bioquimicos es que ellos pueden
estar limitados en nimero y son influenciados por factores ambientales o el estado de
desarrollo de la planta.

Los marcadores de DNA son el tipo de marcador mas ampliamente usado debido a su
abundancia. Estos marcadores surgen de diferentes clases de mutaciones de DNA tales
como mutaciones de sustitucién (sustitucién puntal), reordenamientos (inserciones o
deleciones) o errores en la replicacién del DNA repetido en tandem (Paterson 1996). Estos
marcadores son selectivamente neutrales porque ellos estan localizados usualmente en
regiones no codificantes del DNA. Diferente a los marcadores morfolégicos y bioquimicos,
los marcadores del DNA son practicamente ilimitados en nimero y no son afectados por
factores ambientales y/o estado de desarrollo de la planta (Avise, 1994; Winter & Kahl
1995).

Los marcadores de DNA son utiles cuando revelan diferencias entre individuos de la misma
o diferentes especies. El uso de marcadores de DNA ellos tienen numerosas aplicaciones
en el mejoramiento de plantas tales como la evaluacion del nivel de la variacion genética
dentro de un germoplasma, la identidad de los cultivares, y en mapeo de genes (Valdez-
Ojeda et al., 2008).
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Esencialmente las diferencias genéticas son reveladas y visualizadas por diferentes
técnicas, por ejemplo, la aplicacién de campo eléctricos y que al separarse en una matriz
polimérica producirdn bandas similares o diferentes. Estos marcadores de naturaleza
diferente son llamados marcadores polimérficos, mientras que los marcadores que no

discriminan entre genotipos son llamados marcadores monomorficos (Collard et al. 2005).

1.3.8 Marcadores moleculares

En la actualidad existen varias técnicas moleculares que nos permiten conocer como se
encuentran las proporciones de genes en las poblaciones naturales de manera indirecta,
como con los analisis de proteinas, o de manera directa con estudios de analisis del DNA.
Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos (variacion) en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o co-dominante
(Simpson, 1997). Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos
campos de la biologia como evolucién, ecologia, bio-medicina, ciencias forenses y estudios
de diversidad (Martinez-Cortés et al., 2010; Zhang et al., 2010; Rajwant et al., 2011).

1.3.9 Microsatélites (SSR)

Los marcadores microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) tienen un elevado
polimorfismo, son co-dominantes, y muestran resultados altamente reproducibles, por lo
que una herramienta util para evaluar la diversidad genética y la estructura de las
poblaciones de plantas (Kalia et al., 2011). Este marcador son secuencias de DNA
formadas de 1 a 4 pares de bases, por ejemplo, mononucleétidos (TT)n, dinucledtidos
(AT)n, o tetranucledtidos (AAGG)n. Estos loci se encuentran en regiones codificantes y no
codificantes del DNA y es probable que se formen por eventos de rompimiento que generan

polimorfismos con valores superiores al 90% (Coltman et al., 1996).

Aunque originalmente disefiados para la investigacion en humanos, los analisis de
microsatélites se han convertido en una poderosa herramienta para la investigacion en otros
organismos, incluyendo a las plantas (Dayanandan et al., 1997; White y Powell, 1997;
Steinkellner et al., 1997; Cipriani et al. 1999; Roa et al. 2000; Collevatti et al. 2001). Los
microsatélites proveen informacion relevante para la identificacion y conservacion para la

investigacion de procesos genéticos (Heywood et al., 2003). En la actualidad, los
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microsatélites son comunmente empleados para los analisis de variabilidad genética de
poblaciones en plantas silvestres (Zucchi et al., 2002) y cultivables (Espdsito et al., 2011)

por su naturaleza co-dominante y altamente informativos (Oliveira et al. 2006).

Una caracteristica esencial de los microsatélites es su habilidad para detectar polimorfismos
en paneles de diversos genotipos. Se ha reportado que los microsatélites varian en el
polimorfismo que ellos detectan dependiendo algunas veces en la longitud y secuencia del
motivo repetido que ellos contienen y su localizacidn en segmentos codificantes y no
codificantes del genoma (Thoquet et al., 2002; Eujay et al., 2002; Oliveira et al. 2006). Los
marcadores microsatélites fueron desarrollados para el achiote nativo de Brasil para
describir su diversidad genética y la estructura, asi como para apoyar los estudios de
conservacion (Dequigiovanni et al., 2014).

En los ultimos afios, los marcadores microsatélites se han convertido en los marcadores
predilectos para analisis de genotipado y diversidad genética debido a su elevado grado de
polimorfismo, reproducibilidad, estabilidad, facilidad de manejo, herencia co-dominante y
multialelismo (Goldstein y Pollock, 1997; Cornide et al. 2002).

1.3.10 Polimorfismo Amplificado de Secuencia Relacionada (SRAP)

Marcos de lectura abierto (ORF, siglas en inglés) son blanco de los marcadores SRAP
debido al disefio de sus cebadores. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, siglas
en inglés) utiliza 2 cebadores especificos, que estan constituidos de 17 y 19 nucle6tidos de
largo, en-sentido y anti-sentido, respectivamente. La secuencia ndcleo posee 14 a 16
bases, donde las primeras 10 u 11 bases del extremo 5’, son secuencias de constitucién no
especifica, seguido de la secuencia CCGG (Citosina, Citosina, Guanina, Guanina) en el
cebador en-sentido y AATT (Adenina, Adenina, Timina, Timina) en el cebador anti-sentido,
y en el extremo 3’ posee 3 bases de funcion selectiva. Las secuencias CCGG son con
frecuencia encontradas en regiones de exones; y las secuencias AATT de los cebadores
han sido encontradas en intrones y promotores. Por lo tanto, los fragmentos de DNA
amplificados durante la PCR pueden corresponder a secuencias de regiones codificantes
(Li y Quiros, 2001). EI mecanismo de reaccion utiliza baja temperaturas de alineamiento
(35°C) en los primeros ciclos de PCR, proporcionando mayor namero alineamientos; la

especificidad se asegura en los ciclos posteriores, donde la temperatura es aumentada
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(50°C).

Los marcadores SRAP detectan fragmentos de DNA con alta resolucion, polimorfismo y
reproducibilidad, asi como elevado numero de marcadores dominantes (80%).
Proporcionan un alto contenido de informacién (polimorfismo genético), por lo que ha
permitido ser utilizados para el analisis taxon6mico, generacion de mapas genéticos,
analisis de biologia poblacional (paternidad, flujo de genes) y mejoramiento de plantas
(determinacién de hibridos) (Li y Quiros, 2001).

El marcador SRAP se ha relacionado con la variabilidad morfol6gica. En Curcubita pepo
observaron correlaciones entra la variacion genética y morfolégica en comparacion con
otros marcadores moleculares (Ferriol et al., 2003). De manera similar, los SRAPs ha
permitido diferenciar cultivares estrechamente relacionados en Buchloe dactyloides (Budak
et al., 2004). El uso de SRAP ha permitido diferenciar entre cultivares de diferentes
localidades de cultivo y describir la variacion genética de Pogostemon cablin (Wu et al.,
2010); asi como diferenciar inter e intra varietal de una especie cultivada Cynara
cardunculus (Espésito et al., 2011). Cabe mencionar el alto polimorfismo, alta capacidad
informativa, alta correlacion con datos morfoldgicos que permite utilizar y acelerar la
identificacion temprana de la materia prima Gtil en programas de mejoramiento (Espésito et
al., 2011).

Las condiciones del sistema del marcador molecular SRAP en Bixa orellana ya se
encuentra establecido (Valdez-Ojeda, 2004). Se demostrd, que este sistema marcador
SRAP detect6 el polimorfismo entre variantes (Valdez-Ojeda et al., 2008), y utilizado para

la evaluacion de parametros del sistema de entrecruzamiento (Valdez-Ojeda et al., 2010).

1.3.11 Estudios de la variabilidad genético-molecular

En la actualidad, con la manipulacion del material hereditario (DNA) y el uso de secuencias
nucleotidicas, permiten el desarrollo de herramientas adicionales para acelerar de
caracterizacion de la variabilidad en las especies vegetales. La generacion de datos
moleculares tiene la ventaja de trabajar directamente con la base de la variacion genética
(Hillis y Wiens, 2000).

Estas herramientas, permite establecer diferencias o similitudes entre individuos de una
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misma especie, en funcién a la identificacion de productos y/o composiciébn genémica a
través de la variacion (polimorfismo; Hidalgo, 2003). La informacién generada es utilizada
en el mejoramiento convencional, para la identificacion y facilitar la seleccién de los
parentales genéticamente diferentes o similares de manera objetiva (Rodriguez y Arencibia,
2002).

En el achiote, Medina et al. (2001), identificaron la variabilidad genética a través de la
comparacion simultanea de patrones electroforéticos de proteinas hidrosolubles e
isoenzimas especificas (a-esterasa, (B-esterasa y peroxidasa) de 34 accesiones entre
muestras colectadas de Venezuela y Brasil. Los patrones obtenidos manifestaron un alto
grado de polimorfismo, reflejo de la heterogeneidad existente en la poblaciéon estudiada.
Ademas, se ha observado que los genotipos se agrupan de acuerdo a su ubicacién
geografica cuando se emplean este tipo de marcador genético (Portela de Carvahlo et al.,
2005).

Por otra parte, el empleo de marcadores a nivel DNA se ha reportado en achiote. Valdez-
Ojeda et al. (2008), reportan una alta variabilidad en la especie y agrupacion en relacion a
su ubicacién geografica de dos regiones agricolas del sur-este de México, demostrando el
alto porcentaje de polimorfismo utilizando marcadores de DNA de nombre SRAP (Sequence
Related Amplified Polymorphism), sugiriendo una herramienta eficaz en la determinacion
de la variacion y determinacién del polimorfismo en la especie. Por otra parte,
Dequigiovanni et al. (2014), reportan el empleo de microsatélites para evaluar la alta
variacion genética y la estructura de variedades locales y las poblaciones silvestres
recolectados en la regibn amazénica, asi como su evaluacién en la generacién de

polimorfismo entre las 50 accesiones evaluadas.

Trujillo-Hdez et al. (2016), demostraron el polimorfismo de la B-ciclasa del licopeno en la
que diferenciaron en tres grupos en funcion a las caracteristicas del fenotipo y contenido de
pigmentos en semilla inmadura. Los tres grupos se constituyeron en grupo 1 (frutos verdes
con flores blancas), grupo 2 (frutos verdes con espinas rojas y flores rosadas) y grupo 3
(frutos rojos con flores de color purpura). Y en el grupo 2 se asociaron a los dos veces

mayor el contenido de pigmentos.

Debido a esta variabilidad asi como a la falta de variedades agronémicas registradas del
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achiote y escasa informacién sobre la caracterizacion de la variabilidad en la especie, asi
como el interés en su aprovechamiento en basqueda de alternativas médicas y de salud,
esto es lo que ha generado el desarrollado de estrategias hacia el mejoramiento genético
del achiote, para obtener el mayor aprovechamiento de los metabolitos secundarios que
esta planta sintetiza. Asi lograr la obtencion de variedades de alto rendimiento de sus
metabolitos ha sido uno de los principales retos a vencer (Michelangeli et al., 2002; Rivera-
Madrid et al., 2006).

El fitomejoramiento tradicional ha dado las herramientas conceptuales para analizar la
herencia de caracteres fenotipicos evidentes, tales como tamafio, color, productividad,
forma de frutos, etc. (Griffiths et al 1993). Por otra parte, el area de marcadores moleculares
ha permitido generar y analizar multiples puntos de informacion independientemente de su
funcionalidad en referencia a los fenotipicos. Y es la integracion de los dos métodos la que
permite acelerar el proceso de mejoramiento genético de poblaciones e individuos por

correlacion entre la informacion fenotipica y la molecular.

Segun Vallejo (1991), la variabilidad también se observa entre arbustos, e incluso entre las
paniculas de un mismo arbol (evaluando el rendimiento de semilla y numero de semillas
por planta). Esta variacibn en el nimero de semilla depende de la variedad, de la

polinizacion, y del tipo de reproduccién (Zotyen, 2002).

Con el propésito de mejoramiento genético es indispensable conocer la biologia
reproductiva y estructura genética de la especie. De esta manera, se podra conocer el nivel
de variacién genética que existe dentro de especie y el potencial que presentan algunos de
los materiales de la coleccién de germoplasma para que sean incorporados en un programa

de mejoramiento genético.

1.4 Sistema apareamiento del achiote.

1.4.1 El aparamiento en la determinacion de sistema reproductivo.

En la actualidad, las plantas domesticadas se cultivan en sistemas mas controlados a
diferencia de sus formas naturales o silvestres. Esta adaptacion ha permitido mejora en
cuanto a calidad, rendimiento, formas, produccion, etc.; también, en el transcurso se ha

producido cambios genéticos en el sistema de reproduccion, y otros caracteres como la
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dormancia, mecanismos de proteccién, propiedades téxicas y mecanismos de dispersion
naturales (Rick, 1988; Schwanitz, 1966) debido principalmente por la seleccion humana

(seleccidn artificial) y otras técnicas tradicionales de domesticacion (Ramirez, 2006).

Modelos de estimaciones estadisticos y segregacion alélica han facilitado la determinacion
del sistema de reproduccion mediante caracteres reproductivos. En plantas, estos
caracteres involucran las formas y disefios florales ligado a patrones de apareamiento. El
apareamiento sirve como sistema cuyo papel fundamental es definir la biologia reproductiva
(Abarca y Lopez, 2007). El sistema de apareamiento esté ligado a la expresion caracteres
reproductivos como el disefio floral, la auto-incompatibilidad genética, la sexualidad, el
aislamiento temporal en la maduracién de los sexos (dicogamia) o las barreras morfoldgicas

florales (hercogamia) (Abarca y Lopez, 2007; Bawa y Beach, 1981).

Las plantas domesticadas exhiben una variedad de sistemas de apareamiento, que van
desde el entrecruzamiento obligatorio, la autofecundacion o apomixis (Ross-Ibarra et al.,
2007), o bien, entrecruzamiento predominante (Miller y Gross, 2011) o autocruza
predominantes (Sousa et al., 2012).

1.4.2 Medida del sistema de apareamiento

Los métodos tradicionales de evaluacién del sistema de apareamiento se basan en
observaciones en el propio sistema, comportamiento de los polinizadores, en diversas
caracteristicas de morfologia floral, experimentos controlados de cruzamientos, entre otros.
Estas medidas directas muestran el éxito del apareamiento, sin embargo, son medidas

inadecuada para el andlisis de la transmision genética (Shaw et al., 1981).

El uso de marcadores genéticos han demostrado ser una herramienta Util en el estudio de
la diversidad genética, mejoramiento asistido por marcadores (MAS) y caracterizacion de
genes, entre otros; también, han permitido el desarrollo de estadisticos (tiles para obtener
estimaciones cuantitativas del apareamiento (Silva et al., 2011). Las estimaciones se basan
en que la segregacion de alelos de uno o varios loci derivan de la combinacién de la auto-
y fertilizacién cruzada; es decir, se asume que los productos resultan de la mezcla de la
autofecundacion mixta y del apareamiento al azar, a partir de la cual se desarroll6 el

denominado modelo de apareamiento mixto (Ritland 1983; Hayman, 1953).
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1.4.3 Modelo de apareamiento mixto.

Ritland y Jain (1981) disefaron un modelo para la estimacion de la tasa de
entrecruzamiento basado en el modelo de apareamiento mixto. El calculo se realiza
mediante la proporcion de cada uno de los tres genotipos de la progenie a partir de un
parental materno con un genotipo heterécigo (A1A2) u homaocigo (A:A1 y A2Az). En el cual,
la frecuencia alélicas p y q representan a los alelos A; y Az en el polen, ty s representa la
tasa de entrecruza y de autocruzamiento, respectivamente. Asi, N loci utiliza una matriz de
transicion de probabilidad cuyo elemento ij es la probabilidad de observar el genotipo
descendencia i dado el genotipo del parental materno j; estos elementos son una funcion
de la tasa y las frecuencias génicas del polen de entrecruzamiento. La matriz es post-
multiplicada por un vector columna de las frecuencias de genotipo materno para dar

frecuencias de la descendencia.

Este procedimiento estadistico permiti6 el desarrollo de la teoria multilocus, donde la
progenie de cada genotipo materno representan un conjunto genético derivado de 6vulos
de la polinizacion cruzada con probabilidad t para un acervo de polen con frecuencia génica

p, y la autofertilizan con probabilidad (1-t).

1.4.4 Tasa multilocus de cruzamiento (tm)

Este es el parametro que estima la frecuencia de los individuos dentro de la progenie de
cada planta que son producto de entrecruzamiento (Harvey y Sanez, 2007). Ritland y Jain
(1981) desarrollaron un modelo de maxima verosimilitud que permite estimar las tasas de
cruzamiento en organismos con sistemas mixtos. Por simulacion, la estimacion multilocus
con un gran numero de marcadores dominantes con frecuencias de los genes intermedios

y varios loci, permitieron la adecuada estimacion del apareamiento (Shaw y Allard, 1982).

La distribucién de la estimacion del parametro multilocus o tasa multilocus de cruzamiento
(tm) se expresa en valores de 0 a 1, de autocruza a entrecruzamiento, respectivamente;
mientras que valores intermedios representa un sistema mixto. La autocruza se asume
cuando la planta se desempefie como parental materno y paterno; la entrecruza, se hace
referencia a la progenie de una planta madre en la que al menos otra planta funciona como

parental paterno; y mixto, cuando existe variacion en la tasa de entrecruzamientos. Ademas
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de las tasas de entrecruzamiento (tm), se determinan las tasas de autocruza (1- ty), cruces
endogamicos y biparentales (Bl), y otros parametros. Diversos marcadores moleculares han
sido utilizados en la determinacion de estos parametros, entre ellos las isoenzimas (Pometti
et al., 2011), polimorfismos de DNA amplificados al azar (RAPD) (Chiari et al., 2010),
polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) (Cheng-Jiang et al., 2009)

y microsatélites (Andrade-Bressan et al., 2013).

Estimaciones de tn asumen importantes implicaciones practicas en el mantenimiento de las
colecciones de germoplasma y utilizados para proyectar las estrategias de mejoramiento
genético sobre el recurso fitogenético (Camacho-Dominguez, 2010). En este sentido,
métodos de mejoramiento aplicables a los cultivos de especies autocruza (Sousa et al.,
2012) son distintas de las que se aplican a aquellas de entrecruza (Chen et al., 2007) y a
aguellas que son adecuadas para cultivos con un sistema mixto (Ferreira et al., 2000; Chiari
et al., 2010).

Factores ecoldgicos y ambientales también influyen de manera importante en el
apareamiento. En Kosteletzkya virginica, el mayor nimero de visitas florales se presentan
en dias soleados (tn=0.753), mientras las visitas en dias lluviosos y frio son menores (tm=
0. 532) (Cheng-Jiang et al., 2009). Estas variaciones en las frecuencias de cruzamiento
determina la frecuencia de los genotipos, y por lo tanto, también la variacién de fenotipos y

composicion genética de la poblacién (Brown, 1990).

Dempewolf et al., (2012) desciben transiciones en el apareamiento entre la autocruza y la
entrecruza en las especies cultivadas. Especies que poseen altos valores de entrecruza
tienden a la autocruza cuando se someten a condiciones de cultivo 0 manejo agronémico,
cuasando cambios genéticos de la ruptura parcial de los sistemas de autoincompatibilidad,
por ejemplo. Lo que ha motivado a estudios con el objetivo de entender los mecanismos de
transmisién genética en la especie a través de su condicién agronémica (Valdez-Ojeda et
al., 2010) y util para una visién detallada de la diversidad genética de los recursos del

achiote para futuros programas de mejora (Sleper y Poehlman, 2006).

1.4.5 Evaluacion del sistema de apareamiento del achiote.

En condiciones naturales o de cultivo, es dificil saber quién o quiénes fueron los donadores
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de polen de los frutos en una planta, pero a través de su DNA y el de su progenie, se puede
reconstruir los eventos de apareamiento que dieron origen a tales frutos gracias a un
marcador molecular. En este contexto, Valdez-Ojeda (2004 y 2008) establecio las
condiciones SRAP y estimaron una t, de 0.748 indicando un sistema mixto (Valdez-Ojeda
et al., 2010). Lo anterior ha generado el interés sobre el conocimiento del sistema de
apareamiento en las distintas practicas de cultivo para el establecimiento de colecciones de
germoplasma, disefos hacia la mejora genética, y estudios del efecto de flujo genético en

la dindmica evolutiva.

El achiote se ha descrito una planta de entrecruza predominante, autocompatible, de
floracion asincronica y dicbgama, particularmente protandrica (Joseph et al., 2012); por lo
tanto, una mezcla de hibridos resultan de la seleccién arbitraria del hombre propagando
individuos asociado a mayores rendimientos (Leal y Michelangeli, 2010). Sin embargo,
variantes productivos (Akshatha et al., 2011), falta de plantaciones homogéneas (da Silva
et al., 2018) y la carencia de colecciones (Pinzén et al.,, 2008), han motivado la
caracterizacion con base a caracteres del fenotipo con el objetivo de seleccionar caracteres
de interés para atender las diversas probleméticas (Rivera-Madrid et al., 2016).
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PREGUNTAS A RESOLVER

1. ¢Cual es nivel de variabilidad genetica de la coleccion de variantes de achiote en
este estudio?

2. ¢Cuales genotipos son prometedores por sus caracteres agronémicos de interés y
caracteristicas deseables de la coleccién de achiote?

3. ¢Cudl es el nivel de entrecruzamiento de las plantas de achiote en diferentes

sistemas de cultivo?
OBJETIVO GENERAL
Analizar las caracteristicas morfologicas y genético-molecular para la identificacion de
genotipos deseables en el achiote (Bixa orellana L.) para su utilizacion agroindustrial.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Determinar las caracteristicas morfoldgicas para la clasificacion de las variantes a

partir de caracteres flor, fruto y semilla en el achiote del Estado de Yucatan.

b. Comparar el perfil de bixina para la determinacion de las variables morfologicas

asociadas al contenido de pigmentos.

c. ldentificar las caracteristicas genético-moleculares determinados por los

polimorfismos generados con microsatélites.
d. Determinar parAmetros de cruzamiento de tres sistemas agronémicos de achiote.

JUSTIFICACION

La evaluacion morfolégica y analisis de la diversidad genética del achiote en Yucatan
promueve las bases para la identificacion de caracteres agronémicos y moleculares, cuyo
esfuerzo precise criterios de seleccién para el desarrollo de programas de mejora y
conservacion que facilite la identificacion de caracteres deseables en asociacion a la

produccion de bixina, principalmente.

De lo anterior, aproximaciones moleculares como morfolégicos, ambos enfoques siguen
desempeiiando un papel crucial en el estudio de la diversidad en casi todos los grupos de

organismos. Hasta en nuestros dias, las especies se describen, identifican y agrupan con
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base en tales enfoques, por ello es necesario generar conocimiento con base a su
diversidad, que permita conocer el estado genético del recurso y proponer las estrategias
de manejo y conservacion. Asimismo, este conocimiento permitir plantear estrategias de

reproduccion, seleccidon de progenie, mejoramiento genético y produccion de variedades

comerciales.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccién del
material genético

Caracterizacion
morfoldgica: flor,
fruto y semilla

Caracterizaciéon
molecular: tejido
foliar joven

Sistema de
cruzamiento:
familias genéticas

Descriptores
morfoldgicos

Polimorfismo SSR

Polimorfismo
SRAP

Matriz basica de
datos

Matriz binario y
tamano de alelo

Matriz basica de
datos

Anélisis
estadisticos

Resultados

Figura 1.9 Estrategia experimental.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION MORFOAGRONOMICA DE LA COLECCION DEL
ACHIOTE (Bixa orellana L.).

2.1 INTRODUCCION

Los recursos fito-genéticos han sido utilizados en productos alimenticios, medicamentos y
cosméticos desde la antigliedad, y su aprovechamiento como especies Utiles ha generado
una intensa busqueda de material con un alto valor agronémico e industrial. En la
actualidad, especies vegetales sirven de fuentes para obtener conservadores,
potenciadores de sabor, aromatizantes y colorantes de utilidad a nivel industrial (Sarif et al.,
2017; Yusuf et al., 2017). En este contexto, Bixa orellana L. (Bixaceae) es valorada por sus
pigmentos naturales presentes en las semillas, de uso tradicional culinario como especia,
ampliamente utilizado en la industria de alimentos, farmacéutica, cosmética y textil como
colorante (Rather y Mohammad, 2016; Avendarfio-Arrate et al., 2012; Kang et al., 2010).
Tambien se emplea en el tratamiento de diversos padecimientos en humanos y se emplea
como una alternativa terapéutica promisoria contra el cancer y diabetes (Raddatz-Mota et
al., 2017; Kumar y Periyasamy, 2016; Vilar et al., 2014), por lo que su comercializacién ha

ido en aumento mundialmente.

Bixa orellana es mejor conocida como achiote en Meéxico. Su cultivo se observa
principalmente en los huertos familiares y parcelas campesinas que corresponde a bajos
niveles de produccién (Leal y Clavijo 2010; Godoy-Hernandez, 2000). Una tercera parte del
consumo se deben a importaciones de semillas, principalmente Pert y Guatemala (Correa,
1997). El cultivo con fines comerciales es limitado debido a la falta de tipos altamente
productivos (Akshatha et al., 2011), falta de plantaciones homogéneas (da Silva et al.,
2018), carencia de colecciones (Pinzo6n et al., 2008) y bancos de germoplasma con base
genética poco explorada (Dequigiovanni et al., 2017). Para cubrir las diversas necesidades,
el desarrollo de programas de mejoramiento genético ha sido realizado en el achiote
(Rivera-Madrid et al., 2006). Sin embargo, una caracterizacion del material biol6gico de
partida para dichos programas es requerido. En estudios previos sobre la caracterizacion

del achiote, ha sido limitada en nUmero de plantas y restringido solo a comunidades locales.
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Asi dos morfotipos contrastantes en sus caracteristicas morfol6gicas son reconocidos
(Valdez-Ojeda et al., 2008); una de ellas, plantas de flor blanca y fruto verde; y la otra, de
flor rosa y fruto rojo. Recientemente, se caracterizé un tercer morfotipo de flor rosa claro o
tenue y frutos verdes espinas rojas (Trujillo-Hdez et al., 2016) descritos a partir de
materiales provenientes de Yucatan. En el cual el morfotipo de flor rosa fue caracterizado
por presentar mayor contenido de pigmentos (bixina, principal componente en semillas),
mientras en el morfotipo de flor blanca fue relacionado a la indehiscencia del fruto
(Rodriguez-Avila et al., 2011; Rivera-Madrid et al., 2006), rasgo importante involucrada a
mejores rendimientos (Valdez-Ojeda et al., 2008). Estas caracteristicas son mayormente
valoradas por los agricultores (Ambrdsio Moreira et al., 2015). Asi, morfotipos de achiote
son preseleccionadas a fin de obtener mayores rendimientos (Leal y De Clavijo, 2010). Lo
que podria ocasionar efecto sobre la base genética de esta especie, o puede causar
disminucion de la diversidad genética y suceder, incluso, pérdida de material genético
valioso (Valdez-Ojeda et al., 2008). Sin embargo, es necesario una caracterizacion mas
precisa que abarque caracteres adicionales de valor agrondmico y la identificacion de
genotipos valiosos para su uso en futuros programas de conservacion, manejo y

mejoramiento genético.

Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue analizar la variabilidad genética que
permita la identificacion de material valioso agronémicamente en funcibn a sus
caracteristicas morfolégicos y genéticas que facilite la adecuada y acertada selecciéon de
genotipos de interés como potenciales parentales para programas de mejoramiento

genético del achiote.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Seleccién del material genético

Semillas cosechadas de 58 variantes de achiote se colectaron entre 2012-2018. De las
cuales, veintinueve variantes pertenecen a la coleccién establecida en un lote de 2 ha., del
Centro Regional Universitario de la Peninsula de Yucatan (CRUPY) de la Universidad
Auténoma de Chapingo (UACh) Temozén Norte, Mérida, Yucatan ubicado a 21°4°28.449"N
y 89°33722.075"0. Tres variantes adicionales, se obtuvieron del jardin botanico del Centro
de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) en Mérida, ubicado a 21°01'46.4"N y
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89°38'21.4"0. Las variantes colectadas procedian de zonas agricolas y huertos familiares
del Estado de Yucatan. Otras veintiséis variantes se obtuvieron de zona agricola Chan
Dzinub, Tekax, ubicado en 19°52'23.711"N y 89°28'54.512"0. Para la selecciéon de las
plantas se considerd que los materiales colectados fueran diferentes lo que permitiria a

prioro suponer que eran distintos entre ellos.
2.2.2 Caracterizaciéon de las variables morfolégicas

Para este trabajo se evaluaron diferentes caracteres que incluyeron caracteristicas cuali- y
cuantitativas (tabla 2.1). Las accesiones se obtuvieron de morfotipos previamente descritos
con base a caracteres reproductivos como la coloracién de la flor en blanca, rosa claro y
rosa; tamafio y color del fruto y de semillas (tabla 2.1). Un total de dieciséis caracteristicas
propuestas (tabla 2.1), 7 pertenecen al tipo cualitativo y 9 al tipo cuantitativo, y agrupadas
en caracteristicas agronOmicas, caracteres de rendimiento y de interés especifico
(Akshatha et al., 2011; Valdez-Ojeda et al., 2008; Medina et al. 2001).

Tabla 2.1 Descriptores agronémicos propuestos para achiote (Bixa orellana
L.).*Promedio de 100 semillas.

Descriptores propuestos Tipo decaracteristica
Caracteristicasagronémicas  cualitativos cuantitativos

Longitud de fruto +

Ancho del fruto

Razén longitud/anchura del fruto

Longitud de semilla

Ancho de semilla

Razon longitud/anchura la semilla

Contenido de bixina

Componentes de rendimiento

Ntamero de semillas/fruto

Peso de semillas* +

Dehiscencia +
Deinter és especifico

Color de la flor

Color de la capsula

Forma de la capsula

Forma del apice de la capsula

Densidad de espinas

Color de la semilla

+ o+ o+ o+ o+ o+

+

+ + + + + +

Las particularidades y categorias de algunos descriptores se describen en la tabla 2.2. Las

variables categoricas se determinaron al inicio de la etapa reproductiva, entre los 2 y 4 afios
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de vida. El color de flor se estableci6 en tres categorias: blanco, rosa claro y rosa. Cuatro
categorias en el color de la cipsula, desde albina (amarilla) a rojo; tres en forma de la
capsula, de ovoides a conicas; y cuatro en el apice del fruto, es decir, desde apices de
forma redondea a los de forma acorazonados o de punta; la densidad se registr6 desde alta
intensidad a la ausencia de ellas. La caracteristica de la dehiscencia se registré en dos
categorias para los frutos naturalmente cerrados o abiertos. El color de la semilla se utilizé
la tabla de colores RAL®. Todas las medidas se tomaron de materiales maduros, excepto
el color de la capsula, que se registr6 a partir de materiales inmaduros. Las medidas
aleatorias de 5 capsulas se tomaron de cada variante (fig, 2.1).

Figura 2.1 Caracteristicas del fenotipo en variantes de achiote. Diferencia en
cuanto a color de la flor (a) rosa, (b) rosa claro y (c) blanca; color del fruto
inmaduro (a) rojo, (b) verde/rojo, (c) verde, (d) amarillo; (e) coloracion de semillas;
en cuanto a su forma del fruto (f) redonda, (g, h) hemisférica y (i) cénica.

Las variables cuantitativas fueron: cantidad de bixina, longitud de la semilla y cipsula (cm;
de punta a abajo); ancho de la semilla y capsula (cm; de la parte mas ancha); relacion de
longitud por anchura de la semilla y capsula fue utilizado un calibrador vernier (fig 2.1).

2.2.3 Determinacion del contenido de Bixina

El contenido de bixina fue cuantificada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Para la extraccion de pigmentos se utilizaron semillas maduras y secas que fueron
liofilizadas y maceradas. Los pigmentos fueron extraidos con cloroformo (800uL CHCIls) a
partir de 10mg semillas pulverizadas. Posteriormente se extrajo la fase no polar del extracto

utilizando previa separacion de la fase polar con metanol y agua (1:1 v/v); después, la fase
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no polar fue evaporada por Nz gas, y almacenada a -80°C, hasta su posterior andlisis. Las
muestras fueron re-suspendidas con 500 uL dimetilsulféxico (DMSQ), de los cuales 5 uL
fueron inyectados para su andlisis en el HPLC. El sistema de andlisis consistié en un HPLC
agilent 1200 de bomba cuaternaria con inyector automatico y detector de arreglo fotodiodo
PAD Vis-UV mediante una columna de fase reversa Hypersil ODS C18 (250 x 4.60 mm y
5um). Las fases moviles de H,O Mili-Q HPLC y &cido formico (0.1% V/V), y acetonitrilo
grado HPLC (100%) fueron utilizados. La deteccion se realizé a longitud de onda 450 nmy
la cuantificacion fue en funcién del tiempo de retencién en relacion con la curva estandar
de bixina (ASB-00002320-005 Chromadex, Irvine, CA, USA; Carballo-Uicab et al., 2019).

2.2.4 Andlisis de datos

Los datos se organizaron en una matriz basica de datos para facilitar el almacenamiento,
acceso y recuperacion de los mismos. El paquete de software estadistico SPSS v25 (SPSS
Inc; Chicago, IL) fue utilizado para obtener datos de frecuencia y medias de los datos.
Adicionalmente, se realiz6 un analisis de conglomerados para agrupar a los individuos de
acuerdo a sus rasgos morfoldgicos de flor, fruto y semilla de las colecciones de plantas de
achiote. Este andlisis permite formar grupos y probar las relaciones entre estos grupos y el
contenido de bixina, se ejecuté un algoritmo de andlisis de conglomerados de dos pasos
utilizando el software estadistico SPSS v25 (SPSS Inc; Chicago, IL). Este analisis consiste
en un paso de preagrupamiento, en el que los datos se agrupan en numerosos subgrupos

y luego, se agrupan utilizando un enfoque de agrupamiento jerarquico aglomerativo.

Los datos de las medidas normalizadas se analizaron por métodos de componentes
principales y de correspondencia multiple mediante el programa PAleontological STatistics
(PAST3 version 3.16 2017; Hammer, 2001). Estos métodos se fundamentan en la reduccién
de la dimensionalidad de la estructura original de los datos de tal manera que se facilita la
visualizacién de las interrelaciones entre accesiones y entre descriptores. El analisis
multivariado permitié establecer los caracteres con mayor capacidad discriminatoria y
aquellos que lograron explicar la mayor parte de la variacion. Se realizé un analisis de
correlacion entre todas las variables con la finalidad de detectar variables altamente
correlacionadas por medio del coeficiente de asociacion de Spearman (Hauke y Kossowski,
2011), y se establecieron los grupos (cluster) que concentraban a las accesiones con

mayores similitudes.
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Tabla 2.2 Porcentaje de incidencia interespecifica de caracteres cualitativos

Porcentaje de incidencia

Descriptor Cualidad interespecifica (%) Frecuencia
lor d 1= flor blanca 44.8 26
Coﬂ(z)rr € 2= flor rosa claro 44.8 26
3= flor rosa 10.3 6
1=amarillo 1.7 1
Colordela 2=verde 50.0 29
capsula 3= verde/rojo 44.8 26
4=rojo 34 2
E el 1= ovoide 70.7 41
Ogg”pasulg & 2= hemisferica 25.9 15
3= conica 3.4 2
1= redondeada 52.2 32
Apice del 2= obtusa 31.0 18
fruto 3=aguda 6.9 4
4= puntiaguda 6.9 4
0= s/espinas 1.7 1
Densidad de 1= baja 224 13
espinas 2= media 46.6 27
3=alta 29.3 17
Dehiscencia 1= dehiscentes 31.0 18
2= indehiscente 69.0 40
1= naranja 12.1 7
Color de 2= rOjiZO 29.3 17
semilla 3= rojojvioleta 55.2 32
4= marréon 34 2

Tabla 2.3 Estadisticos simples aplicados en variables cuantitativas. Miligramo de
bixina por gramo de peso seco (mg-g-'PS); y relacion de medida largo y ancho

(L/A).
Variable Media Des Estandar Maximo Minimo
Bixina (mg-g~'PS) 27.6402 12.2785 58.009 8.203
Longitud semilla (mm)  4.2402 0.2012 4.667 3.667
Ancho semilla (mm) 3.1689 0.2051 3.667 2.833
Relacion de semilla L/A 0.1343 0.0101 1.523 1.148
Longitud del fruto(cm)  2.9626 0.7717 5.000 1.967
Anchura del fruto (cm)  3.5068 0.6255 5.067 2.600
Relacion del fruto L/A  0.8474 0.1831 1.464 0.648
Peso de semillas (g) 2.4091 0.3054 3.120 1.633
Namero de semilla/fruto  34.9207 6.2065 50.60 21.00

Ademas, con la matriz de datos establecida se generd un dendrograma a través del andlisis
de conglomerados siguiendo un criterio de agrupamiento jerarquico a través del método de
Ward, utilizando el programa analisis genético-molecular evolutiva (MEGA7 version 7.0;
Kumar et al., 2016), empleada cominmente para conocer correlacionados entre grupos de

poblaciones.
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de similitudes morfoldgicas.

La caracterizacion de las variables morfolégicas cuali- y cuantitativas mostraron variaciones
que permite suponer que existe suficiente variacion dentro de la coleccion de plantas
analizadas. Estos resultados pueden servir como base para la descripcion e identificacion
del de otras colecciones disponibles en diferentes regiones del pais donde se cultiva el
achiote. El caracter heredable expresado en el morfotipo se utilizO como base de los
descriptores durante las observaciones en campo de los sitios de estudio.

Los resultados del analisis de la caracterizacion de los caracteres cualitativos se pueden
ver en la tabla 2.2. De manera similar, los resultados de los caracteres cuantitativos se
muestran en la tabla 2.3, a los cuales se les aplicaron estadisticos simples como la varianza
y la relacion de medias con el fin de conocer el rango de variacién superior o inferior de los

datos con respecto a la media aritmética para cada variable cuantitativa.

El andlisis de agrupaciéon en nuestro estudio mostr6 aglomerados en tres grupos con
caracteristicas morfolégicas similares de la coleccién de plantas de B. orellana con base al
analisis de dos pasos de los descriptores cualitativos (fig. 2.2) y de los cuantitativos (fig 2.3).
La distribucién de las agrupaciones mostraron que 10 (17.2%), 22 (37.9%) y 26 (44.8%)

individuos conformaron al 1, 2 y 3 grupos, respectivamente.

Entre las variables cualitativas, el grupo 1 representd caracteristicas mas variables entre
los caracteres evaluados, plantas de flor color entre blanca y rosa, esta Ultima con mayor
frecuencia, correspondieron a frutos amarillos y rojos de formas mas variable entre ovoide
a conica (apice entre redonda a puntiaguda) y densidad media de espinas; sin embargo,
este grupo presentd mayor frecuencia en la dehiscencia del fruto. En el grupo 2, plantas de
color de flor rosa claro y frutos verde/rojos fueron predominantes, constituido por frutos de
apice redondeada y obtusa, y densidad media de espinas; mientras en el grupo 3, se
caracterizo por plantas de flor blanca, frutos verdes, y por densidad alta e indehiscencia de
sus frutos como las caracteristicas mas importantes (figura 2.2). Resultados similares se
observaron también en los trabajos realizados por Valdez-Ojeda et al., (2008) en el achiote
utilizando 13 descriptores. Nuestros resultados reforzaron la asociacion de los grupos 2y 3

de las plantas analizadas con la presencia de capsulas indehiscentes (Fig. 2.2 C); esta
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asociacion es muy importante debido a que la indehiscencia permite mejorar los
rendimientos de semillas y conservar mejor los pigmentos de la planta, contrariamente se
ha visto que los frutos dehiscentes ademas de exponer a las semillas a la fotooxidacion de
disminuyendo el contenido del pigmentos debido a la luz solar, también hay pérdida de

semillas, bajando asi el rendimiento en su cultivo (Rivera-Madrid et al., 2006).
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Figura 2.2 Diferencias morfolégicas entre las variables cualitativas dentro de los
grupos obtenidos de la coleccion de achiote. Diferencias de color en flor (a), fruto
(b) y semilla (c); diferencias del fruto en cuanto a la dehiscencia (d), forma (e),
apice (f) y densidad de espinas (g).

En el analisis de los resultados sobre las variables cuantitativas (fig. 2.3) se observo
claramente que existen diferencias en cuanto al nimero de semillas/fruto, tamafio del fruto
y semillas. Las variables cuantitativas presentaron diferencias en el grupo 1, observandose
un mayor valor en cuanto al nimero semillas por fruto, longitud del fruto, relacién longitud
y ancho del fruto (frutos mas grandes) y anchura de semillas como caracteristicas

destacadas, en comparacion de los otros grupos morfolégicos (fig. 2.3), lo cual nos indica
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que este grupo de plantas pueden emplearse como fuentes potenciales en un esquema de

mejoramiento y establecimiento de germoplasma.

El nimero de semillas por fruto varié entre las accesiones, observandose un rango de 21 a
50 semillas por fruto (tabla 2.3), con un promedio fue 34.9 + 6.2 semillas por fruto.
Resultados similares fueron observados por Lépez-Medina et al. (2018), con 35 + 6.59
semillas por fruto, y relativamente mayor a los obtenidos por Rivera-Madrid et al. (2006) con
28.7 = 6.5 semillas por fruto, muy similares a los obtenidos por Akshatha et al. (2011) con
38.1 + 4.2. En cuanto a los conglomerados, en el grupo 1 se observo un valor promedio
superior de niumero de semilla con 43.3 +4.397 semillas por fruto, mientras 33.2 £5.016
entre ambos 2 y 3 grupos. Los promedios del nimero de semillas por fruto es muy
importante desde el punto de vista de rendimientos, ya que a mayor nimero de semillas

mayor sera el rendimiento.

Trabajos anteriores muestran una diferencia entre los morfotipos contrastantes de color en
el fruto, donde se reporta una media 46 +4.7 para frutos de color rojo, mientras 37.2 +4.2
de las de fruto verde (Akshatha et al., 2011). Nuestros resultados no se encontré dicha
relacion, los valores observados indicaron que no diferencia en el nimero de semillas por
fruto entre los morfotipos de color de flor y fruto, debido al nUmero de semillas por fruto
relativamente similar entre las accesiones evaluadas, una media de 34.9 +6.58 se obtuvo
de las variantes de tonalidades rosa y rosa claro, mientras una media de 33.6 +5.54 semilla

por fruto en las variantes de flor blanca.

La longitud del fruto fue visiblemente variable, se observaron medidas de 1.9 a 5 cm entre
las accesiones evaluadas (tabla 2.3), donde la longitud del fruto del grupo 1 fue 4.3 £0.456
cm en promedio, a diferencia del 2.7 £0.499 cm en promedio de los grupos restantes. En
relacién longitud y anchura (L/A) del fruto también fue una caracteristica muy variable, se
obtuvieron de 1.464 a 0.648 cm tabla (2.3); con respecto a L/A del fruto, presenté un
promedio de 1.16 £0.225 cm en el grupo 1, mientras los grupos restantes promediaron 0.78
+0.080 cm. En cuanto a la anchura de semillas fue relativamente variado, se obtuvo
medidas de 3.667 a 2.833 mm (tabla 2.3); los valores con respecto al grupo 1, presenté un

valor promedio de 4.06 +2.974 mm, en comparacion a 3.18 +0.194 mm de los grupos 2 y 3.

La longitud de semilla, la relacién longitud y anchura de semilla, y peso de 100 semillas
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fueron caracteristicas que oscilaron de 4.667 a 3.667 mm, 1.523 a 1.148 mm y 3.120 a
1.633 g, respectivamente (tabla 2.3). Estas caracteristicas fueron pocos variables entre las
accesiones, ya que el 89.6% de la poblacion fueron muy similares; donde, en el caso de la
longitud de semillas medidas >4mm fue observado con mayor frecuencia; la relacion
longitud y anchura de semilla los tamafios fue >1.2cm entre la mayoria de las accesiones;
y, peso de 100 semillas, valores >2g fueron observados. Estas caracteristicas fueron poco
variables entre los grupos obtenidos. Por lo tanto, el tamafio como el peso es muy similar
entre las accesiones evaluadas. De manera similar, se presentd en la anchura del fruto,
oscilando de 5.067 a 2.600 cm (tabla 2.3) y valores >3cm se observaron en el 77.6% de las

accesiones.

El componente mas importante de las semillas lo constituye la bixina. Por lo tanto, su
contenido es el precio al que se cotiza en el mercado. Actualmente, los contenidos de bixina
de = 2.5% son deseables para exportar semillas (ITC, 1994). En el presente trabajo, se
observaron valores en el contenido de bixina entre 0.8 a 5.8% (tabla 2.3), de los cuales el
48.3% presentaron valores superiores, y el resto (51.7%) estuvieron por abajo al requerido.
Los valores promedios entre grupos mostraron alta variacion. En el grupo 1 se obtuvo una
media de 32.97 +17.37 mg-g~!PS; el grupo 2, con una media de 30.34 +11.66 mg-g~'PS;
y en el grupo 3, una media de 23.30 +9.12 mg-g- 'PS. Por lo tanto, las oscilaciones
solapadas de los valores de bixina fue observado entre los grupos, y accesiones
presentaron valores = 2.5% distribuido entre los grupos evaluados. Arce (1984) afirmaba
que los contenidos menores de bixina con regularidad se presentaban en frutos de alta
espinosidad, esta relacion se observoé en el presente trabajo, ya que el contenido menor de
bixina y alta espinosidad se presentaron con mayor frecuencia en el grupo 3. Por lo tanto,
en cuanto a la interpretacién del contenido de bixina se puede observar que este caracter

no es muy significativa su asociacién entre los grupos evaluados.

Los reportes previos por Valdez-Ojeda et al. (2008), indicaron una mayor diferencia entre
las variables cuantitativas, sin embargo en el presente trabajo no se observé dicho
comportamiento, quizds debido a que en esta ocasion la colecta fue enfocada a seleccionar
plantas con caracteres morfolégicamente distintos; en el caso de Valdez-Ojeda et al. (2008),
las plantas se colectaron de dos localidades agricolas sin importar su aspecto morfolégico.

La diferencia entre los caracteres evaluados sugieren alta variabilidad dentro de las
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accesiones, y en algunos casos, presentaron valores superior a los reportados, por lo que
se asume gque estas plantas se encuentran sujetas a un proceso de domesticacion y
presiones de seleccién similares entre ellas (Ambrdsio-Moreira et al., 2015; Valdez-Ojeda
et al., 2008).

52+
e Bixina(mg-g~'PS) ¢ Anchuradelfruto
E = Num semillasffruto Relacion L/A del fruto
¥ A Peso 100 semillas O Longitud Semilla
v Longitud del fruto 4 Anchura Semilla
26+ v Relacion L/A de la semilla
13
8-
6-
41 1 % Ioo 4
f } E z &
o 111 i
A 4
T, ., . ¥
0

-
N =
w0 =
-
N =
w =
- -
N =
w =
- -
N =
w -
-
N =
w =
- -
N =
w =
-
N =
w =
-
N =
w =
- -
N =
w =

Figura 2.3 Diferencias en las caracteristicas morfolégicas cuantitativas entre las
agrupaciones de la coleccién de achiote. grupol (1), grupo 2 (2) y grupo 3 (3).

El andlisis morfologico determind las caracteristicas de plantas con frutos de mayor tamafio
y mayor nimero de semillas; semillas de base mas anchas y del pigmento bixina como
diferencias importantes dentro del grupo 1. Estas caracteristicas podrian ser claves en la
determinacion de variantes del achiote (Akshatha et al., 2011) y su posible uso en los futuros
esquemas de mejoramiento y establecimiento de germoplasma de caracteres superiores o
de alto rendimiento (Valdez-Ojeda et al., 2008; Pinzén et al., 2008).

Caracterizacion de la variabilidad morfologica.

El analisis estadistico multivariado de componentes principales (PCA) mostré la capacidad
de generar variables con base a la informacion contenida en el conjunto original de datos
segun las caracteristicas morfologicas de flor, fruto y semillas de la coleccién de plantas
evaluadas (tabla 2.1). El andlisis estadistico mostré que 4 de los 16 factores aplicados
lograron explicar el 66.7% de la variacion de las variables originales (tabla 2.4). La

identificacion de los caracteres incluidos en este estudio, comparado con el de Valdez-
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Ojeda et al. (2008), permite entonces reducir el nimero de descriptores con alto valor
discriminatorio para la caracterizacion e identificacibn del material con alto valor

agronémico.

De acuerdo a los resultados de los coeficientes propios de la matriz (tabla 2.4), las
caracteristicas de mayor interés son: la coloracién de la flor y fruto, dehiscencia, apice y
longitud del fruto, relacién longitud/anchura del fruto, anchura y longitud de la semilla, y la
bixina; por lo que enfocarse en estas caracteristicas permitird la identificacion de material
con alto potencial y correlacionado a las caracteristicas de valor agrondmico, debido a su

orden discriminatorio en la medida de la caracterizacion.

Tabla 2.4 Valores propios de la matriz de correlacion de componentes principales.

Valor propio  Proporcion Acumulado

1 4.31849 30.75 30.75
2 2.21233 15.753 46.503
3 1.57953 11.247 57.75
4 1.25754 8.9544 66.7044
5 0.960798 6.8414 73.5458
6 0.824452 5.8706 79.4164
7 0.695714 4.9539 84.3703
8 0.556051 3.9594 88.3297
9 0.484909 3.4528 91.7825
10 0.412252 2.9355 94.718
11 0.301614 2.1477 96.8657
12 0.238443 1.6979 98.5636
13 0.127892 0.91067 99.47427
14 0.0733506 0.5223 99.99657
15 0.00039325 0.0028001  99.9993701

=
(2]

3.11E-05 0.00022124 99.9995913

Los resultados de los coeficientes propios de la matriz de los primeros dos componentes
mostraron correlacion entre las variables originales de color de flor, forma del apice y
longitud del fruto, color, peso y nimero de las semillas estan positivamente correlacionadas,
en cuanto a la dehiscencia, peso de semillas y ancho del fruto fue inversamente

correlacionada (tabla 2.5, valores en negritas).

Los resultados de los andlisis de componentes | y Il, se puede observar que la combinacion
de ambas explicaron el 46.5% de la variabilidad morfoldgica. Los coeficientes observados
a partir de las variables originales de flor, fruto y semillas, fue similar a la caracterizaciéon en

frutos de achiote en estudio previo sobre este analisis previamente por Medina et al. (2001),
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cuya relacion morfolégica del 48% entre los dos primeros componentes. Una grafica de dos
dimensiones con base a los componentes | y Il como ejes de coordenadas se sefalan en
la figura 2.4. En este grafico, se observé que plantas de flor blanca, de frutos verdes y
redondos con apice redondeado, indehiscentes (fig. 2.4, cuadrante Il), mientras se observo
un grupo de flor rosa ligero, fruto verde/rojo de forma redonda (fig. 2.4, cuadrante lll). Las
caracteristicas flor rosa y rosa ligero, fruto verde/rojo a rojo, de formas hemisférica a cénica,
de apice aguda a puntiaguda, dehiscentes se agruparon de manera diferente y mas
dispersa (fig. 2.4, cuadrante |y V). Las formas del fruto ovaladas (promedio en la relacion
longitud y anchura 0.76 cm) presentaron correlacion con la coloracién de la flor blanca; en
cuanto a las formas hemisféricas y cénicas (promedio de 1.14 cm) a la de coloracién de
tonalidades rosas; relacion descrita previamente por Arce (1984), Akshatha et al. (2011) y
Lépez-Medina et al. (2018).
Tabla 2.5 Coeficientes o cargas de los cuatro primeros factores 0 componentes

principales (PC1, PC2, PC3 y PC4) de la matriz de correlacion de las variables
morfolégicas.

Variable PC1 PC2 PC3 PC 4
Color de flor 0.34456 0.27359 -0.2236 0.32057
Color de fruto 0.23131 0.3087 -0.23918 0.52158
Forma del fruto 0.2557 0.17169 0.44654  -0.074817
Forma del apice 0.3082 0.21964 0.26677 -0.22759
Densidad de espinas 0.065844 0.19032 0.41282 0.20567
Dehiscencia -0.42131 0.018845 -0.053253 -0.113
Color de semilla -0.060387 0.42236 -0.11267 -0.19912

Numero de semillas/fruto 0.3217 -0.062758 0.15534 -0.16176

Peso de semillas 0.17109 -0.45844  -0.047945 0.11614
Longitud del fruto 0.4216 -0.1649 0.13142 -0.16706
Ancho del fruto 0.25697 -0.37801 -0.25049 -0.12136
L/A Fruto 0.055217 0.024131 0.075727  -0.017673
Longitud de semilla 0.11246 -0.30663  0.0030247 0.43264
Ancho de semilla -0.16738 -0.24153 0.47307 0.13778
L/A semilla 0.020832 0.0017482 -0.037607  0.016161
Bixina 0.24747 0.0065266 -0.31446 -0.42902

Los resultados de los coeficientes en la caracterizacion morfoldgica (tabla 2.5, comp. 1y II),
se observo correlacion entre la dehiscencia y el color de la semilla. Las semillas de color
rojizo/violeta estan asociadas con frutos dehiscentes, mientras la presencia de semillas de
color naranja a la indehiscencia. Resultados similares, sugieren esta asociacion observada

entre las semillas de color rojizo/violeta y la dehiscencia se debe a una foto-oxidacién del
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pigmento de las semillas expuestas a la radiaciébn solar directa, mientras en frutos
indehiscentes mantienen su color natural (Rivera-Madrid et al., 2006; Medina et al., 2001).
El hecho de que frutos dehiscentes también presenten semillas de color distinto al
rojo/violeta probablemente se deba al tipo de apertura de las valvas, ya que la dehiscencia,
en algunos casos, se presenté de manera parcial; otra observacion, fue el manejo y cosecha
de los frutos, ya que una practica comun de los agricultores fue la cosecha prematura de
los frutos que conservan las semillas en su color original. Ademas, esta la caracteristica de
color de semilla ha sido empleada para diferenciar los tipos de achiote a manera de
clasificarlos asociado al color de sus frutos inmaduros, como plantas de frutos amarillos con
semillas color café y plantas de frutos rojos con semillas color rojo anaranjado (Narciso-
Reyes, 2012).

componente 2 (15.75%)

blanca
A rosa
rosa claro A

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 25 3
componente 1 (30.75%)

Figura 2.4 Grafico de los componentes principales | y Il (PC1, PC2) basado en
caracteristicas morfol6gicas de color de flor de 58 accesiones de achiote.

La correlacion positiva de color de flor, color y forma del fruto, forma y dehiscencia del fruto
e inversa al contenido de bixina se observa en los coeficientes de los componentes
principales | y IV (tabla 2.5). La distribucion grafica de coordenadas de éstos componentes
se muestra en la figura 2.5. El presente trabajo, el contenido de bixina promedio en las

plantas con caracteristicas de fenotipos de flor rosa y rosa claro fue de 32.4 (+1.2064) mg-g~
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IPS, mientras en fenotipo de flor blanca tuvo como promedio 21.7(+0.3553) mg-g~'PS; lo
que representa 1.5 veces mayor del fenotipo de flor rosa en comparacion a las de fenotipo
de flor blanca. Resultados similares muestran dicha relacion entre el fenotipo y contenido
de pigmento bixina; sin embargo, en cuanto a este pigmento, mostraron cantidades
relativamente menores, promediando 14.1 (+0.727) mg-g~!PS en el fenotipo de tonalidades
de flores rosadas y 7.9 (+0.377) mg-g~*PS en el fenotipo de flor blanca (Trujillo-Hdez et al.,
2016; Rivera-Madrid et al., 2006).

15 A
0.5
-0.5

15
2
2.5
blanca
3 Arosa
rosa claro
3.5

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
componente 1 (30.75%)

componente 4 (8.95%)

Figura 2.5 Grafico de los componentes principales | y IV (PC1, PC4) basado en
caracteristicas morfoldégicas de color de fruto de 58 accesiones de achiote.
Accesiones con alto contenido de bixina se indican en circulo.

Estudios previos, Arce (1984) demuestra la correlaciéon positiva entre el nimero de semillas,
la longitud del fruto y el contenido de bixina. En el presente trabajo, mostré relacion similar,
ya que un valor promedio de 44.4 semillas por fruto, longitudes de 4.4 cmy 36.6 mg-g~'PS
de bixina, mostraron una correlacion a los mayores rendimientos, en comparacion al valor
promedio de 30 semillas por fruto, longitudes de 2.4 cmy 21.1 mg-g~'PS de bixina, a partir
de los factores obtenidos de las variables originales; lo que indica que a mayor contenido
de bixina, mayor niumero de semillas y frutos con mayor longitud. De forma similar, Rivera-
Madrid et al. (2006) observaron la correlacion positiva entre la coloracion de flor y fruto con

los contenidos de bixina, observaron que los mayores rendimientos de bixina fueron hasta
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4.3 veces mayor entre variantes contrastantes, asumiendo que mayores contenidos de
bixina se presento en la variante de flor rosa y fruto rojo, mientras los valores menores de
bixina en la variante de flor blanca y fruto verde. Adicionalmente, los mayores contenidos
de bixina se correlacionaron a las formas cénicas y hemisféricas del fruto; anteriormente
los resultados han observado dicha relacién, donde las caracteristicas de fenotipo de flor
rosa contienen mayores contenidos de bixina con relacion al fenotipo de flor blanca (Trujillo-
Hernandez et al., 2016; Akshatha et al., 2011; Rivera-Madrid et al., 2006). Sin embargo, se
observo algunas accesiones con caracteristicas deseables de fenotipo de la flor y fruto
contrastantes, con media de 39.15 £10.54 ndmero de semillas y media de 42.58 +10.16
mg-g~ !PS de contenido de bixina (fig. 2.5, indicado en circulo del lado izquierdo), lo que
supone su posible uso de progenitores en programas de reproduccion controlada hacia
variedades de alto contenido de bixina (Rivera-Madrid et al., 2018).

La densidad de espinas fue relacionado con el color y forma del fruto e inverso para la
bixina, a partir de los coeficientes de los factores (tabla 2.5, componente Il y 1V). Por lo
tanto, alta espinosidad en frutos verdes y redondos fue relacionado con los bajos
rendimientos de bixina. Al contario, la mediana espinosidad presente en frutos de color
evaluados (amarillo a rojo) se relacion6 a los mayores rendimientos. Estudios previos,
sugieren la espinosidad como una caracteristica poco deseable, ya que dificulta el manejo
de los frutos en la cosecha, que por lo general se realiza manualmente (Valdez-Ojeda et
al., 2008; Medina et al., 2001). Por lo tanto, hallar frutos de espinosidad baja a mediana
asociada a altos rendimientos, es considerado deseable en este cultivo ya que pueden ser
considerados como material agronémico importante en procesos de reproduccién
controlada (Joseph et al.,, 2012) o por cultivo in vitro de plantas propagadas con
caracteristicas deseables (Siril y Joseph, 2013).

La relacion inversa del contenido de la bixina y la dehiscencia, sugiere que frutos
dehiscentes presentaron los mayores contenidos de bixina. En el presente trabajo, el
porcentaje de la poblacién dehiscente fue del 31% con una media de contenido de pigmento
de 29.63 +14.44 mg-g~1PS, mientras el 69% de la poblacién fue indehiscente con una media
de 26.74 +£11.12 mg-g~'PS, demuestran dicha relacién. La dehiscencia es propuesta como
estrategia de dispersion, ya que expone a las semillas pigmentadas de rojo a potenciales

dispersores que contribuyen a la distribucion natural de esta especie; sin embargo, la
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distribucion aleatoria de este cultivo es reconocida a la influencia antropica. Por lo tanto, la
seleccidn para mas semillas, color y abundancia de los pigmentos ha estado indirectamente
asociado a la dehiscencia (Ambrésio Moreira et al., 2015). Previamente, caracteristicas
superiores de pigmentos (altos contenidos de bixina) asociado a frutos de mayor tamafo
(Akshatha et al.,, 2011), muestran indirectamente la dehiscencia del fruto como
consecuencia de la actividad humana. La dehiscencia ha sido otra forma de clasificar a las
plantas de achiote, tipos agrupados en plantas dehiscentes o indehiscentes (Narciso-
Reyes, 2012; Pinzén et al., 2008).

Tabla 2.6 Estadisticos de correlacion de Spearman de caracteristicas
morfolégicas de achiote. Color de flor (CFL); color (CFR), forma (FF), forma del
apice (AP), densidad de espinas (DS) y dehiscencia (DE) del fruto; color de la
semilla (CSE); nimero de semillas por fruto (NS) y peso de 100 semillas (PS);
longitud (LFR) y anchura (AFR) del fruto y su relacién largo/ancho (SFR); longitud
(LSE) y anchura (ASE) de la semilla y su relacién largo/ancho (SSE); vy, bixina
(BIX). Significancia del valor p(* p<0.05, ** p<0.01)

CFL CFR FF AP DS DE CSE NS PS LFR AFR SFR LSE ASE SSE
CFR 0.838**
FF 0.233 0.154

AP 0.295* 0.141 0.506**

DS 0.129 0.083 0.153 0.324*

DE 0.615**  0.459** 0.483** 0.448** 0.103

CSE 0.053 0.088 -0.061 0.16 0.096 -0.164

NS 0.237 0.094 0.316* 0.239 0.119  0.438** -0.24

PS 0.022 -0.038 -0.038 0.117 -0.005 0.329%  -0.434** 0.127

LFR 0.253 0.086 0.447** 0.478** -0.01 0.710** -0.163 0.486** 0.284*

AFR 0.087 -0.001 -0.038 0.06 -0.199  0.396** -0.172 0.197 0.455%* 0.656**

SFR 0.255 0.17 0.519** 0.518**  0.214  0.494** -0.097 0.409** -0.014 0.673** -0.003

LSE 0.118 0.122 0.028 0.02 0.02 0.144 -0.247 0.162 0.282* 0.242 0.235 0.146

ASE | -0.415**  -0.311* -0.061 -0.189 0.116 -0.191 -0.19 -0.199 0.177 -0.186 -0.076 -0.112 0.087

SSE 0.374%* 0.302* 0.035 0.133 -0.128 0.271* -0.004 0.273* 0.075 0.334* 0.24 0.209 0.605**  -0.702**

BIX 0.353** 0.198 -0.068 0.03 0.007 0.073 -0.008 0.037 0.077 -0.199 0.074 -0.270* -0.234 -0.178  -0.049

La correlacion de Spearman mostré relacion entre caracteres evaluados, indicando que
caracteres de interés especifico (color de flor, color de la capsula, dehiscencia, forma de la
capsula, forma del apice, densidad de espinas y color de semilla) del presente trabajo
pueden ser implementados en la diferenciacion a caracteres agronomicos del fruto, semillas
y bixina (tabla 2.6). Este Ultimo por su importancia, la bixina fue correlacionada al color de
la flor (35.3%, p<0.01). También se encontrd asociacion entre las variables de color de flor
y del fruto (83.8%, p<0.01), a su vez con la dehiscencia (61.5%, p<0.01). La caracterizacioén
morfolégica demostré la relacion entre las caracteristicas de coloracion entre la flor y la
dehiscencia (tabla 2.5), plantas con flores de tonalidades rosadas presentaron dehiscencia.
Ademas la dehiscencia fue correlacionado a la longitud (71%, p<0.01) y forma del fruto
(48.3%, p<0.01), y al numero de semillas (43.8%, p<0.01), caracteristicas relacionadas por

los coeficientes de los componentes descritos anteriormente. La relacion longitud y anchura
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del fruto mostré correlacion de 51.9% (p<0.01) con la forma y 51.8% (p<0.01) con 4pice del
fruto. Frutos de mayor tamafo (relacién 1.13 £ 0.232 cm), se caracterizaron por formas
hemisféricas y de 4pice agudo a puntiagudo. El color de la semilla se correlacioné con la
variable de peso de semillas (43.4%, p<0.01), donde el andlisis morfoldgico mostrd que el
55.2% de la poblacién se caracteriz6 por las semillas color rojo/violeta relacionado a una
media en peso de 2.29 (x 0.293) g, fue menor en comparacion a la media 2.57 (x 0.247) g

de semillas naranjas a rojizo (representado en 41.2%).

El analisis de jerarquizacion muestra de manera grafica la cercania de caracteres
fenotipicos correlacionados entre si, y estimar de manera comparativa las accesiones con
caracteres fenotipicos mas incipientes, con base en la clasificacion y seleccion de atributos
obtenidos por conglomerados de Ward (Esposito et al.,, 2011). Los grupos ordenados
mostraron gran diversidad entre las caracteristicas evaluadas (fig. 2.6). El analisis de
agrupamiento permitié la conformacion de reducidos grupos (>40% réplicas de remuestro),
presentando amplia variabilidad dentro del material biolégico evaluado de la coleccion (fig.
2.6). Estudios previos, muestran la gran heterogeneidad entre las formas del achiote
(Valdez-Ojeda et al., 2008), variacion entre caracteres de agronémicos (Trujillo-Hdez et al.,
2016; Akshatha et al., 2011) y condiciones de cultivo (Dequigiovanni et al., 2017).

Como se observa en el andlisis de agrupamientos (fig. 2.6), las caracteristicas del flor, fruto
y semilla no estan asociadas con alguna zona o condicion de cultivo especificas. Estudios
previos, el uso de marcadores morfolégicos mostraron una marcada diferencia en funcion
del sitio geogréfico de origen, donde 15 cultivares de una misma especie, fueron separados
en cuatro grupos homogéneos (Onamu et al., 2012). Por otra parte, grupos taxonémicos
diferentes de una misma especie no mostraron una separacion clara entre las accesiones
a partir de los datos morfol6gicos (Hurtado y Herrera, 2013). La falta de correspondencia
sugiere la presencia de una influencia antrépica en la distribucién aleatoria del cultivo,
donde las fuerzas selectivas directas del hombre producen gran variabilidad y derivan en la
distibucién de cultivares procedentes de diversos origenes en una misma area (Medina et
al., 2001). Esto podria deberse a su practica de propagacion tradicional, principalmente por
semilla (Leal y De Clavijo, 2010), la caracteristica de entrecruzamiento natural (Pech-Hoil
et al., 2017) y el alto porcentaje de polinizacion cruzada (Joseph et al., 2012); por lo tanto,

los factores que conllevaron a una gran heterogeneidad en la descendencia, podria
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traducirse en una gran diversidad de formas, tamafo y coloracion de las caracteriticas
fenotipicas de las plantas de achiote (Valdez-Ojeda et al., 2010). En el presente trabajo, la
deficiente correspondencia observada entre los marcadores morfolégicos muestra una
amplia variacién; si bien se establecen variantes de caracteristicas agronomicas
importantes, se hace necesario una interpretacion de correspondencia con respecto al
material genético, por medio de marcadores a nivel de DNA con fines de conservacion y
diversificacion en la construccion de colecciones mas caracterizadas. Por lo anterior, es
necesario realizar trabajos posteriores de correspondencia entre los marcadores
morfolégicos y moleculares que puedan ser Utiles para la caracterizacion, si bien
pertenecen a niveles de estudio de caracterizacion diferentes, son complementarios para

lograr resultados éptimos (Onamu et al., 2012).
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Figura 2.6 Accesiones jerarquizadas a partir de la matriz de las distancias
Euclidianas por el método de Ward.

2.4 CONCLUSIONES

La mayor variabilidad explicada por las variables morfolégicas alcanzaron 66.7% debido al
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polimorfismo expresado en el fenotipo entre la coleccion evaluada. Las caracteristicas
morfolégicas con mayor valor discriminatorio fueron las caracteristicas agronémicas de la
semilla, principalmente, correlacionada a las variables de interés especifico propuestas
como las caracteristicas morfologicas de la flor y fruto, cuyo mayor peso de discriminacion
se encontraron entre las caracteristicas del fruto y semilla. Por lo tanto, las caracteristicas
expresadas de la flor, el fruto y la semilla, proporcionaron informacién congruente sobre el
valor agrondmico y fueron determinantes en la identificacion del material genético
disponible dentro de la coleccién de plantas de achiote. Asi, el material genético de la
coleccidn mostro caracteristicas correspondientes a las descriptores propuestos, de interés
agronémico y de rendimiento, cuya relacion acata las demandas especificas de los
fitomejoradores y/o agricultores con el fin de seleccionar progenitores que permitan
desarrollar éptimamente el potencial de esta especie.

La caracterizacion basada en los descriptores descritos en este trabajo exhiben diferentes
caracteristicas, lo que evidencia la amplia variabilidad asi como de la alta diversidad
genética de las accesiones evaluadas. Factores de su distribucion y reproducciéon natural,
contribuyen al mantenimiento de la variabilidad y manifiestan diversas formas o tipos de
achiote, lo que supone una amplia base genética que debe considerarse en planes de
seleccidn y desarrollo potencial del cultivo que exploten la variacion genética para alcanzar

una produccién mas homogenea encaminadas al mejoramiento genético de esta especie.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION DE LA VARIACION GENETICA DE LA COLECCION DE
ACHIOTE (Bixa orellana L.) EN YUCATAN.

3.1 INTRODUCCION

En plantas domesticadas, la practica comun de seleccion intencionada o no intencionada,
exige presion adicional sobre la base genética con posibles efectos negativos a la dindmica
genética (depresion endogamica, deriva génica, cuellos de botella, etc.), por lo que presion
de seleccidén juega un papel crucial en la conservacién y mantenimiento de la variabilidad

genética de una especie (Meyer et al., 2012).

El achiote (Bixa orellana L.) es descrita como una especie domesticada (Ambrosio-Moreira
et al., 2015) cuyo interés econémico de su cultivo se debe al colorante natural de sus
semillas, utilizado como tinte natural en diversas industrias como la de alimentos y fuente
de medicamentos por su accion terapéutica (Shahid-ul-Islam y Mohammad, 2016). Esta
especie presenta polinizacion cruzada que favorece el entrecruzamiento, lo que se expresa
en formas botanicas heterogéneas (Joseph y Siril, 2014; Valdez-Ojeda et al., 2010),
conserva una elevada variabilidad genética y facilita su posible uso para propdsitos de
mejoramiento genético (Rivera-Madrid et al., 2016; Joseph y Siril, 2012). La seleccién previa
sometida a ciertos tipos botanicos es una practica comun (Lépez et al.,, 2018; Leal y
Michelangeli de Clavijo, 2010; Arce, 1999) y utilizada como base genética de colecciones
de semillas en la mejora de esta especie (Trujillo-Hdez et al., 2016; Akshatha et al., 2011;
Rivera-Madrid et al., 2006). En estudios previos, se ha mostrado que hay varias accesiones
de achiote genéticamente relacionados y una base genética estrecha, comprometiendo la
diversidad genética y posible pérdida de material genético valioso (Valdez-Ojeda et al.,
2008; Pinzon et al., 2008), estos mismos autores sugieren la presencia de los efectos de la
presion de seleccion por parte de los agricultores sobre la variabilidad genética en las
poblaciones cultivadas por lo que es necesario profundizar en el conocimiento de la
variacion genética de las accesiones en colecciones disponibles en Yucatan para poder

contar con una base mas solida sobre la variabilidad genética del achiote.

La repeticion de secuencia simple (SSR, por sus siglas en inglés) ha sido una herramienta

bésica para evaluar la diversidad genética y la estructura genética de las poblaciones, ha
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demostrado ser muy Utiles por varias de sus caracteristicas como: presentar una amplia
distribucion y abundancia en el genoma, tener expresion co-dominante, detectar
marcadores neutros y estables, detectar polimorfismo, presentar alta resolucion y rapidez
(Vieira et al., 2016). Ademas, los motivos SSR de di, tri- y tetranucle6tidos se han reportados
para el achiote (Dequigiovanni et al., 2014; Dequigiovanni et al.,, 2018a) y aplicado a
estudios de diversidad genética de poblaciones naturales y de colecciones de achiote de
Brasil (Dequigiovanni et al., 2018; Dequigiovanni et al., 2017). Por lo tanto, la precisa

genotipificacion de accesiones de achiote es posible.

El objetivo del presente estudio fue caracterizar genéticamente una coleccion de achiote
con accesiones de Yucatan, con marcadores SSR y determinar su diversidad genética y
estructura poblacional, en la perspectiva de generar bases para desarrollar programas de

conservacion y mejoramiento genético de esta planta.

Figura 3.1 Grupos o morfotipos del achiote. Flor blanca (a) con fruto verde (d);
flor ligeramente rosa (b) con fruto verde/rojo (e); v, flor rosa (c) con fruto rojo (f).

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material vegetal
La coleccion consistié en treinta y dos accesiones de una coleccion establecida en un lote

de 2 ha., del Centro Regional Universitario de la Peninsula de Yucatan (CRUPY) de la
Universidad Autonoma de Chapingo (UACh) en Temozd6n Norte, Mérida, Yucatan. Ademas,
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26 accesiones colectadas procedentes de parcelas de la unidad de manejo para la
conservacion de la vida silvestre, zona protegida de Benito Juarez (SEMARNAT-UMA-
EX0112-YUC-07) en ChanDzinub, Tekax.

El total de 58 accesiones fueron identificadas por caracteristicas morfoldgicas contrastantes
en tres grupos o morfotipos, previamente descritos (Trujillo-Hdz et al., 2016; Valdez-Ojeda
et al., 2008): 1) flor blanca con fruto verde, 2) flor ligeramente rosa con fruto verde/rojo, y 3)
flor rosa con fruto rojo (fig. 3.1). Asi mismo, grupos a partir del origen de la colecta fue
utilizado en la evaluacion genética de la coleccion: ChanDzinup (TKC), Temozén (TEM),
Chicxulub (CHP) y Mérida (MID).

3.2.2 Andlisis molecular SSR
Obtencién de DNA gendmico

El DNA gendmico se extrajo de hojas jévenes recién expandidas para cada accesion. El
proceso de extraccion se realiz6 siguiendo el protocolo de manufactura con modificaciones
de Valdez-Ojeda et al. (2010), del paquete comercial DNeasy Plant (Qiagen Cat. No. 69106)
a partir de =100 mg de muestra pulverizada con nitrégeno liquido (NL2). La concentracion
del DNA fue determinada por la absorbancia A260 nm y el indice de pureza aceptada fue
~1.8 en la relacién de absorbancias A260/A280 nm, lecturas obtenidas por medio del
espectrofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). La
integridad del DNAg se determiné electroforéticamente en bandas completas de geles de
agarosa (1.2% p/v) bajo Luz UV. La electroforesis consistié en un sistema de tampo6n TAE
1X (40 mM Tris-acetato, 40 mM de &cido acético y 2mM etilendiamino tetracético, EDTA)
de BIO-RAD Power—Pac 1000 (Hércules, CA, USA). Las muestras fueron corridas a 80V
durante 20 min; GelRed (Quimica Valaner Cat. No. 41003) y 1kb plus de invitrogen (DNA
Ladder, Cat. No. 10787-018) fueron utilizados para la tincién quimica y medida estandar.

Las observaciones se realizaron mediante fotodocumentador BIO-RAD Gel Doc XR.
Amplificacion de regiones SSR

El protocolo SSR con 23 marcadores microsatélites especificos para B. orellana fueron
utilizados (Tabla 3.1; Dequigiovanni et al., 2014 y 2018a). Fluorescencia IRDye 700 e IRDye
800 fueron unidos al final 5’ de la secuencia M13 universal (5-CACGACGTTGTAAAACGA-
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C-3"), cebador forward con una extensién adicional “en cola” de 18 pb en su extremo 5’
idéntica a la secuencia del cebador M13 (TGTAAAACGACGGC-CAGT) y un cebador
regular reverse fueron incluidos en una reaccion en cadena de la polimerasa multiple (PCR;
LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU.). Las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen final de 10 pL que consiste de 10 ng del templado de DNA, tampén PCR 1X
(Invitrogen), 80 uM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl;, 2 pM de los cebadores forward y M13
marcado (700 o 800 IRDye), 2 pM del cebador reverse (3 pM para BorA2) y 1U de la enzima
DNA polimerasa (Taq Platinum; Invitrogen 10966-030). Las reacciones de PCR se
realizaron en un proceso de dos pasos (Schuelke, 2000) como sigue: el primer paso
consistié de un paso inicial de desnaturalizacién 5 minutos (min) a 94°C, seguido de 30
ciclos de 30 segundos (s) a 94°C, 45 s a temperatura de alineamiento (tabla 4.1), y 45 s a
72°C. El segundo paso consistio de 8 ciclos de 30 s a 94°C, 45s a 53°C y 45s a 72°C, y una
extension final de 5 min a 72°C en un termociclador MyCycler T100 (Bio-Rad).
Adicionalmente, un programa de ciclos touchdown (Tabla 3.1; Don et al., 2001) se agregé
a algunos loci SSR, el cual consistié: una desnaturalizacion de 5 minutos (min) a 94°C,
seguido de 10 ciclos de 30 s a 95°C, 30s de cada ciclo la temperatura inicial de 1°C, y 50s
a 72°C. El segundo paso consistio de 25 ciclos de 30s a 95°C, 45s a 50°C y 45s a 72°C; y
un tercer paso de 8 ciclos de 30s a 94°C, 45s a 53°C y 45s a 72°C, y una extension final de
5 min a 72°C.

Electroforesis en gel comprendié paneles de marcadores multiplexados basado con la
fluorescencia infrarroja (IR) de los cebadores marcados. Previo a la separacién de
fragmentos, los productos de amplificacién fueron verificados por electroforesis en geles de
agarosa (1.8% (p/v)) en condiciones descritas antes. La identificacién de fragmentos fue
realizada en un analizador de DNA IR2 4300 (LI-COR Biosciences). El sistema consiste de
un laser dual que detecta las dos longitudes de onda del IRDye, y crean dos imagenes
independientes a partir del mismo gel durante la electroforesis. Los fragmentos de cadena
terminados marcados del colorante infrarrojo IRDye se separaron segun el tamafio en un
gel de acrilamida (gel matriz KB 6.5%, LI-COR Biosciences) con buffer TBE 1X (Tris base
89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2 mM) durante 1 h'y 30 min a 1500 mV (condiciones
de manufactura LI-COR Biosciences). Los productos de PCR fueron tefiidos con Blue Stop
Solution (10:1.5 v/v; LI-COR Biosciences) y desnaturalizadas 5 min a 94°C; luego, se

mantuvieron en frio, previo a la electroforesis. El tamafio de las bandas se estimé por
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comparacion con medida estandar IRDye (fragmentos de DNA marcados con infrarrojo de
50-350 pb rango de medidas; Cat. No. 4000-44B IRDye 800 y 4200-44 IRDye 700; LI-COR

Biosciences).

Tabla 3.1 Loci microsatélites SSR de achiote. Temperatura de alineamiento (Ta)
en touchdown (TD).

Locus Motivo Secuencia (5°-3’) Rango (pb) Ta(°C)
F: CGAGGGGATGTGAAATTAGG 241-259 TDs
BorA2 (AC)r R: CTGTTAGGGGACATTTTCATTG
F: GGTGGTTTTGGCATTGAAA 228-239 60.0
BorA3 (TChss R: GGAAGCGAATTGAAGAGTG
BorAS  (TG(GAp, " CACATGCCCTTTGATGGTTA 245-248 62.0
R: CTTGATTCTGGTGGTTGCAG
F: CTCCTTCCGCCAAAATCTC 237-245 D,
BorA9 (CAA)s R: GTCCAAGATGCAGCAAATCA
F: GGATATGGTTTATTCGTGCAA 207-237 62.0
BorBl  (TGJN(TC)u . AAGACCTGTTCACTTGCCTCA
BorBa oA F: GCATCATCTCTGTGGGATCA 228-237 ™,
or (CA)s R: ACGAGAAAATGAACGAGCTG
BorEs (A F: CTTGGTGTTGTTCCTTTCC 252-290 58.0
R: ACCGGATAGGTTAATGAGA
F: CATGCCTCCTCTCGATCTCT 186-213 56.0
BorB10 (AG)u R: ATCATTTCCTTGCCCAACTG
F: CACATGCCCTTTGATGGTTA 183-193 56.0
BorB12  (TG1(AGhs o 1CATGTTCCGATCCTATGTGA
Borcs  (CTyu(CA), " GATGGGAGGAGATTAGGATC 239-258 60.0
R: GGGGGCAACAAATGAGTAGA
F:GAGATTGTCGTGCATGGGTA 200-215 ™,
BorC12 (CAT). R:AGGAGGAAGGAAAGGAGGTG
F: CAAGCACACAGACCACAGGG 171-179 58.0
Borb1 (TGW(CA)X & GGGCTAGGATGACGAGTTCT
Borbo o F: GGATCTATAAGTTGACGACGA 242-244 62.0
or (TC)o R: CTCACCTTTGGCTTCTGGAC
BorD7 T F: GTTCGTGGTTGGAGCATACA 228-230 ™,
R: CAGCAGGAACTGGAGGTGA
F: GTCATGCCAAGTTGTTTTTCC 204-211 ™,
Borg12 (ATC: R AGGTGTTTAGGCGAAAGTGG
F: CGTTCGTCCTGAAAATCTG 169-172 D,
BorFIA  (TGWCTw . CATTTCCCAGTGCAAGACC
Borks 2 (TALTG F: CCATTCTGGCAGTCAAAGAA 289-310 60.0
oF9_2  (TA)(TGho 1. CAGCCTTTTTCACCTAATTTC
BorG3 GT) F: GTGTCACCCACAGAACACAA 187-192 ™,
7 R: TGTTTCCAAGAAGCTAATGCAG
F: TCCCTTTGTTTTCCATTGCT 195-233 °TD,
BorG4 (CA)e R: TATCCACCAGCAACATTGAC
F: CATGCAACATGCCAACAC 297-314 56.0
BorG1l  (TA)(GA) . CACATGCCTCTCATAAAATC
Bor TG F: GCACGTCACACTAGCAAATG 233-237 60.0
R: TCGTATGTGGGAGGTTTGTG
Bor7 (AC) F: GATGTGAAGAACCGAAATCC 260-268 56.0
o R: GTTGTGCCCTGTTTGGTTG
F: CTTTTGAGTCCTTGCCATCT 193-309 58.0
BorH10  (TAM(CA)l R 1GTTTGGTTGTGTAACGCTC

TD1= programa de temperatura de 55°C, disminuyendo 1°C por ciclo hasta 45°C;
TD2=programa de temperatura de 60°C, disminuyendo 1°C por ciclo hasta 50°C;
TDs= programa de temperatura de 65°C, disminuyendo 1°C por ciclo hasta 55°C.
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Andlisis de los datos SSR

A partir de los patrones de bandas se codificé la informacién alélica en una matriz binaria
de datos (ausencia/presencia), la cual fue utilizada para analisis de similitud. Un
dendrograma de unidon vecinos cercanos (NJ; Saitou y Nei, 1987) fue utilizado para
representar las relaciones entre individuos y poblaciones con Phylip 3.5 (Felsenstein, 2005),
basados en la distancia de similitud de Kosman (Kosman y Leonard, 2005) obtenidos con
el paquete R. La confianza de las relaciones se evalu6 con 100 repeticiones de re-muestreo.

Los arboles finales se formatearon en MEGA version 7.0 (Kumar et al., 2016).

La estadistica basica de diversidad fue calculada: 1) numero promedio de alelos por locus;
2) riqueza alélica por locus y por poblacién; y 3) diversidad genética de Nei. Derivado de
las frecuencias alélicas de heterocigosidad se estimé: a) el indice de fijacion de Nei (Fis);
b) la heterocigosidad total media esperada; c¢) la heterocigosidad media esperada por
poblacion; d) el coeficiente de diferenciacién de genes (Fst); y e) el contenido de informacion
polimérfica (PIC, por sus siglas en inglés). Para el PIC, se analizé a través de lo descrito
por Botstein et al. (1980). Este indice se define como:

PIC = 1- Zpi?, siendo pi la frecuencia del alelo i-ésimo.

Posteriormente, se utilizé un andlisis de las coordenadas principales (PCoA) de la distancia
genotipica, esto fue para observar la distribuciéon de localidades en un plano dimensional
reducido. La distribucion de la variacidon genética dentro y entre las poblaciones de la
coleccion, y dentro y entre los grupos de acuerdo por su origen de colecta se evalu6
utilizando un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) "locus-by-locus" con GenAlEx 6.5
(Peakall y Smouse, 2012). ElI nimero de alelos privados por locus y localidad fue obtenido.
Los valores se calcularon con el complemento del programa Microsoft Excel GenAlex 6.5
(Peakall y Smouse, 2012).

Para describir la estructura de la poblacion se utilizé el software STRUCTURE 2.3.4. El
andlisis se llevé a cabo con 100,000 reproducciones para el quemado de datos y 750,000
registros de reproducciones para cada K, repetidas 20 veces por cada K de K=1 a K=5, con

individuos agrupados en grupos de acuerdo con el andlisis del software.
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3.2.3 Caracterizacion genética de la Bog-LCY1.

Heterocigosidad del BoB-LCY1

La caracterizacion genética con base al polimorfismo del gen de la beta ciclasa del licopeno
(Bos-LCY1) fue utilizado como indicador de relacion genotipo y fenotipo en las accesiones
evaluadas (Trujillo-Hdez et al., 2016). Cebadores en sentido disefiados para la amplificacion
de alelos en el gen Bos-LCY1y un cebador anti sentido, permite la deteccién de la cigosidad
para este gen en tres genotipos denominados genotipos HA, HB y HC. Los cebadores en
sentido F-HA y F-HC, y el anti sentido B7 se emplearon para la amplificacion de los alelos
(Trujillo-Hdez et al.,, 2016). EI F-HA (5-CCAATTCTAGCACTCTCACG-3') presenta
especificidad del ultimo nucle6tido (G) al genotipo A. Por otra parte, F-HC (5'-
CAAGAAGGAGAATCTTGAGC-3"), el dltimo nucledtido (C) confiere especificidad al
genotipo C. Por lo tanto, el patron homocigota determina los genotipos HA y HC, mientras

que heterocigota en el genotipo HB, (Trujillo-Hdez et al., 2016).
Condiciones de reaccion y determinacién de genotipos

El método consiste en reaccion simple de PCR. Un volumen total de 15 uL que contiene 10
ng del templado de DNA, tamp6n PCR 1X (Invitrogen), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada
dNTP, 20 uM de los cebadores forward y reverse, y 1U de la enzima DNA polimerasa (Taq
Platinum; Invitrogen 10966-030). El programa de PCR consisti6 en un paso inicial de
desnaturalizacién 5 min a 95°C, seguido de 28 ciclos de 95°C a 30s, 62°C a 30s y 50s a
72°C; y una extension final de 5 min a 72°C por 7min, en un termociclador MyCycler T100
(Bio-Rad). La visualizacion de las bandas mediante la electroforesis en agarosa (1.2% p/v)
bajo UV en condiciones descritas mas arriba. El andlisis genotipificado asociado a los

grupos fenotipicos se determino por el patron de bandas observadas.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Analisis de SSR en la coleccién de achiote de Yucatan
Concentracion del DNA y amplificacion SSR

Concentraciones de DNA oscilaron entre valores de 6.6 a 71 ng/pl, con coeficientes de
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absorbancia entre 1.54 a 2.34 (A260/A280; datos NanoDrop; fig. 3.2a) en las muestras
analizadas. La amplificacion SSR (fig. 3.2b) se optimizé a partir de ensayos entre
cebadores, del cofactor cloruro de magnesio (MgCly) y de las unidades monémericas de
DNA (desoxinucleétidos, dNTPs) y modificaciones de manufactura del sistema LiCor 4300

(Tailed primers, Technical Support LiCor Biosciences Lincoln, Nebraska USA).

12000 — —  w—
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400 —
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Figura 3.2 DNA gendmico y fragmentos amplificados de regiones SSR. (a) DNA
gendmico de cinco diferentes muestras, y (b) productos de PCR del SSR B4 en
1=10, 2=15, 3=25, 4=50 ng, respectivamente. M, medida estandar y (-), control
negativo.

Polimorfismo del SSR

Inicialmente se probaron 26 loci microsatélites utilizados en el achiote (Dequigiovanni et al.,
2014 y 2018a). Alrededor de 23 mostraron polimorfismos en los loci evaluados, con un
rango de tamafio de alelo de 169 a 314 pb entre los loci evaluados (tabla 3.1). EI nimero
de alelos obtenidos por loci varié en un rango de 2 a 7, con un total de 75 alelos, con un

promedio de 3.26 por marcador fueron identificados (tabla 3.2).

El locus H10, junto a los loci F9_2, B10 y C5 se obtuvo un mayor numero de alelos 7 y 5,
respectivamente. Estos loci SSR presentaron alelos similares en poblaciones cultivadas de
achiote (Dequigiovanni et al., 2018a); sin embargo, el locus B10 se obtuvo un numero menor
de alelos al reportado para este marcador con 10 alelos en 63 accesiones de una coleccién
brasilefia (Dequigiovanni et al., 2017). El menor numero de alelos con Unicamente dos, se
presentaron entre los loci A2, A3, D1, D2, D7, E12, F1A, G3, H3, y H7. Mientras, con tres
alelos se observaron en los loci A5, B12 y C12; y cuatro para los loci A9, B1, B4, B5, G4 y
G11 (tabla 3.2). Estudios previos, numeros similares de alelos se obtuvieron para D2, G4
(Dequigiovanni et al., 2014), A5, B12, G3 (Dequigiovanni et al., 2017), D1, H3 y H7

(Dequigiovanni et al., 2018a); y, un numero menor de alelos se observaron en A2, A3, B12
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(Dequigiovanni et al., 2017) y F1A (Dequigiovanni et al., 2014). Los SSR E12 y D7,

mostraron polimorfismo, aungque no han sido utilizado para estudios de diversidad genética

(Dequigiovanni et al., 2018a).
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Figura 3.3 Patrones de segregacion de 23 loci SSR en la coleccién de achiote.
Accesiones (arriba), loci SSR (izquierda), y medida estandar (M) se muestran.

El nUmero de alelos (A) y el rango de tamafio de alelo (bp) fue similar a los reportados por
Dequigiovanni et al. (2014; 2018a), con promedio de 3.8 y de 154 a 228 pb en los tamafios

de alelo para una coleccion de achiote; y de 3.04 con 167 a 327 pb en el analisis de
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poblaciones cultivadas de la amazonia brasilefia, respectivamente. La diferencia en los
marcadores con nimero de alelos menores probablemente se debe al método utilizado, ya
que la resolucion para la separacién de 2 alelos que difieren en una repeticiéon (2 bases) fue
dificilmente observado en las lecturas para algunos marcadores. Sin embargo, los patrones
de bandas obtenidos muestran claramente el polimorfismo o alelos correspondientes a
diferentes loci genéticos; ademas se observaron genotipos heterocigotos y en algunos

casos homocigotos en la coleccion evaluada (fig. 3.3).

Por otro lado, la variacion en los numeros de alelos observados en la coleccion evaluada
provenientes de Yucatan, pertenecen a genotipos colectados de poblaciones de probable
acervo genético comun como posible resultado de efectos genéticos de cuello de botella
durante la domesticacion en las poblaciones cultivadas en comparacion a las silvestres
(Dequigiovanni et al., 2018a; Dequigiovanni et al., 2014; Valdez-Ojeda et al., 2010). Por lo
que se sugiere la inclusién de variantes provenientes de diferentes sitios geograficos, como
posible base de diferentes acervos genéticos. El achiote se reporta distribuido en 14
estados de México, adicional a la Peninsula de Yucatan, sobresale los estados de Oaxaca,
Veracruz, Guerrero y Chiapas (Pinzén et al., 2008), y con esto, aumentar la base genética

a su diversidad en México.

Los valores del contenido de informacién polimérfica (PIC) mostraron una amplia variacion,
con un rango entre 0.05 (D1) a 0.88 (F9_2) y promedio de 0.62 (tabla 3.2). Este promedio
de informacién polimoérfica de los SSR evaluados en la coleccién, indican que son
marcadores altamente informativos (Anderson et al., 1993), donde valores de PIC >0.5 es
apropiado para la caracterizacion genética de una poblacion (Ghislain et al., 2009). Los
valores obtenidos de PIC fueron mas altos a los reportados en una coleccion de Brasil, con
un rango de 0.03 a 0.80 y promedio de 0.43 (Dequigiovanni et al., 2017). Es posible que los
valores de PIC altamente informativos del presente trabajo se deba a la alta heterocigosidad
de estas plantas que permite encontrar un mayor niumero de formas alélicas (Valdez-Ojeda
et al., 2010). Los SSR D1 y H7 presentaron marcadores menos informativo con un PIC de
0.05 y 0.10, mientras que, por el contrario, se demostré que SSR F9_2 y H10 fueron los
mas informativos con un PIC de 0.88 y 0.84, respectivamente (tabla 3.2). Los SSR con
valores PIC cercanos a la unidad, poseen potencial de revelar la variacion entre alelos y

podrian usarse de manera mas efectiva para el andlisis de la variacion genética en una
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poblacion y mapeo genético (Andersen y Lubberstedt, 2003).

Tabla 3.2 Rigueza alélica de 23 loci SSR en la coleccién de achiote. Namero de
individuos (N), numero de alelos (A), frecuencia del alelo principal (F) y contenido
de informacion polimorfica (PIC).

Locus N A F PIC
A2 58 2 0.775 0.59
A3 56 2 0.703 0.51
A5 57 3 0.593 0.52
A9 58 4 0.430 0.80
Bl 57 4 0.391 0.83
B4 58 4 0.399 0.61
B5 53 4 0.706 0.82
B10 58 5 0.472 0.72
B12 57 3 0.524 0.61
C5 57 5 0.481 0.72
C12 56 3 0.405 0.71
D1 58 2 0.525 0.05
D2 50 2 0.802 0.58
D7 40 2 0.911 0.75
E12 56 2 0.758 0.41

F1A 55 2 0.622 0.59

F9 2 51 5 0.483 0.88
G3 54 2 0785 0.62
G4 58 4 0.605 0.63

Gl1 56 4 0.301 0.80
H3 47 2 0.599 0.67
H7 58 2 0.582 0.10
H10 58 7 0.431 0.84
promedio 55 326 0.578 0.62

Diversidad genética

La variacion en los patrones de fragmentos amplificados de los 23 marcadores SSR (tabla
3.1) se usaron para la caracterizacion y el andlisis de diversidad genética de la coleccién
de achiote. Un total de 75 alelos se utilizaron para dicho andlisis. El valor medio del nimero
de alelos diferentes (Na) fue 2.54, de los cuales, el 2.11 fue el promedio del nimero de
alelos efectivos por locus (Ne) (tabla 3.3). Los valores Na y Ne son considerados cercanos,
lo que indica frecuencias alélicas similares y se asume limitados alelos considerados raros
en la coleccién (Laurentin, 2009). Esto es de esperarse, ya que las plantas de la coleccién
provenien de una seleccidn artificial de caracteres de interés humano como resultado de la
domesticacion (Moreira et al., 2015). El indice de Shannon-Weaber (I) que permite
establecer la relacion entre la frecuencia de un determinado alelo y el numero de individuos
en la poblacion en términos de riqueza y uniformidad de su distribucion, oscilé en un rango
entre 0.234 a 1.223, con un valor medio de 0.747 (tabla 3.3), lo que corrobora la alta

heterocigosidad y riqueza de diversidad dentro de la coleccion (Magurran, 1988).
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Tabla 3.3 Resumen de la diversidad genética en la coleccion de achiote. NUmero
de alelos diferentes (Na), nimero de alelos efectivos (Ne), indice de Shannon (1),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) vy
heterocigosidad total esperada (Ht); error estandar entre paréntesis.

L ocus N Na Ne | Ho He Ht
A2 14.5 (4.805) 1.50(0.289) 1.341(0.203) 0.296 (0.172) 0.118(0.118) 0.201(0.117) 0.349
A3 14.0 (4.813) 2.00(0.000) 1.617 (0.190) 0.518(0.114) 0.439(0.123) 0.350(0.091) 0.417
A5 14.3 (4.854) 2.25(0.250) 1.949 (0.030) 0.722 (0.044) 0.815(0.079) 0.486 (0.008) 0.510
A9 14.5 (4.805) 3.50(0.500) 2.923(0.522) 1.073(0.210) 0.678(0.137) 0.600 (0.108) 0.699
Bl 14.3 (4.768) 3.00 (0.408) 2.405(0.248) 0.941(0.110) 0.415(0.177) 0.570(0.047) 0.712
B4 14.5 (4.805) 3.25(0.479) 2.682(0.344) 1.015(0.131) 0.985(0.015) 0.609 (0.047) 0.686
B5 13.3(4.905) 2.25(0.479) 1.837(0.415) 0.583(0.233) 0.337(0.127) 0.362(0.144) 0.450

B10 145 (4.805) 3.50 (0.866) 2.732(0.608) 1.017 (0.214) 0.806 (0.059) 0.588 (0.070)  0.674
B12 14.3 (4.854) 2.50 (0.289) 1.989 (0.188) 0.772(0.099) 0.589 (0.103) 0.485(0.044)  0.612

c5 14.3 (4.768) 3.25(0.750) 2.466 (0.394) 0.950 (0.164) 0.856 (0.063) 0.568 (0.057)  0.662
C12 14.0 (4.967) 3.00 (0.000) 2.633(0.093) 1.025(0.022) 0.553 (0.066) 0.619 (0.013)  0.658
D1 14.5 (4.805) 2.00 (0.000) 1.990 (0.007) 0.691(0.002) 0.950 (0.030) 0.497 (0.002)  0.499
D2 12.5(4.646) 1.75(0.250) 1.464(0.188) 0.417 (0.146) 0.396 (0.160) 0.279 (0.101)  0.317
D7 10.0 (3.937) 1.50(0.289) 1.208(0.121) 0.234(0.136) 0.179 (0.104) 0.147 (0.085)  0.163

E12 14.0 (4.743) 2.00 (0.000) 1.566 (0.170) 0.510 (0.088) 0.484 (0.141) 0.337 (0.075)  0.367
F1A 13.8 (4.939) 2.00 (0.000) 1.837 (0.084) 0.643 (0.028) 0.455(0.067) 0.452 (0.027)  0.470
F9 2 12.8 (4.553) 3.50 (0.645) 2.833(0.544) 1.059 (0.215) 0.699 (0.139) 0.590 (0.102)  0.665

G3 13.5(4.839) 1.75(0.250) 1.513(0.190) 0.441(0.151) 0.096 (0.096) 0.300 (0.105)  0.337
G4 145 (4.805) 2.75(0.479) 1.985(0.215) 0.763(0.130) 0.730 (0.164) 0.474 (0.068)  0.532
Gl1 14.0 (4.564) 3.00 (0.408) 2.733(0.415) 1.016(0.149) 0.523(0.188) 0.607 (0.061)  0.746
H3 11.8 (4.715) 2.00 (0.000) 1.723(0.122) 0.597 (0.051) 0.297 (0.126) ~0.410 (0.046)  0.481
H7 14.5 (4.805) 2.00 (0.000) 1.929 (0.044) 0.674(0.013) 0.836 (0.062) 0.481(0.012)  0.487

H10 14.5 (4.805) 4.25(0.750) 3.215(0.563) 1.223(0.150) 1.000 (0.000) 0.666 (0.044)  0.737
Promedio  13.8(0.871) 2.54(0.109) 2.112(0.081) 0.747 (0.038) 0.575(0.035) 0.464(0.020) 0.532

Por otra parte, el promedio de la heterocigosidad observada (Ho) para la coleccion fue 0.575
(tabla 3.3). El locus H10 presento el valor mas alto de Ho (1.000), mientras G3 presento la
mas baja (0.096). En cuanto a la heterocigosidad esperada (He) de acuerdo al equilibrio de
Hardy—Weinberg, el valor medio de He fue 0.464; los valores variaron de 0.201 (A2) a 0.666
(H10). La probabilidad de que un individuo sea heterocigoto para un loci obtenida por He
fue menor que Ho, lo que sugiere una baja presencia de homocigotos. El valor promedio de
Ho fue mayor al He, lo que indica un exceso de heterocigotos; sin embargo para algunos
loci (A2, B1, B5, C12, G3, G11 y H3) valores de Ho menor a He, indicando un déficit de
heterocigotos; esto se ha observado en plantas de colecciones, ya que estas plantas tienen
origenes diversos (sub-poblacién) que son agrupadas en un solo grupo, y se asume su
posible diferencia genética dentro de la coleccion (Dequigiovanni et al., 2017; Dharmarajan
et al., 2013). Las medidas de variacién genética demostraron que, en la coleccion de achiote
de Yucatan en este estudio, existe alta heterocigosidad. Asi mismo, también se encontrd

heterocigosidad total (Ht) de 0.532 (tabla 3.3), lo que indica que existe segregacion
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altamente heterocigota que conserva la alta diversidad genética, y mantenida debido al alto

grado de entrecruzamiento en el achiote (Valdez-Ojeda et al., 2010).

El valor promedio del indice FIS obtenido fue de —0.207 (+0.084); obtenido de un rango de
0.679 (G3) y—0.909 (D1), donde 16 marcadores de los 23 evaluados fueron negativos (tabla
3.4). Este valor negativo confirmé un alto niumero de heterocigotos con respecto a lo
esperado bajo las condiciones de equilibrio Hardy—Weinberg, lo cual era de esperarse al
ser una coleccion construida entre plantas de diferentes poblaciones agrupadas en un solo
grupo donde ciertos morfotipos son elegidos y preservados, como con las accesiones de
los bancos de germoplasma, que se conoce como el efecto Wahlund (Hartl y Clark 1998).
Los Loci SSR con indices positivos (A2, B1, B5, C12, G3, G11 y H3; tabla 3.4) sugieren un
mayor numero de homacigotos, lo que explica la deficiencia de heterocigotos y sugiere
endogamia moderada, lo cual sin duda esta relacionado con su sistema de reproduccion
gue tolera auto- y entrecruzamiento, y a la visita de flores contiguas de una misma planta
por parte de los polinizadores (Joseph et al., 2012; Valdez-Ojeda et al., 2010; Isabel et al.,
1995). El promedio de FIT presenté un valor de —0.072 (0.086), corroborando un efecto nulo

de la endogamia en la coleccion evaluada.

El indice de fijacion de Wright (Fst) compara He y Ho, y es una medida del grado de fijacion
alélica; Los valores Fst variaron de 0.003 (D1) a 0.424 (A2) (tabla 3.4), de los cuales fueron
significativamente diferentes en dieciocho loci SSR (78.3 %). El promedio de Fst fue de
0.127 (+0.018) (tabla 3.4), lo cual indica una moderada diferenciacién genética dentro de la
coleccion y sugiere que las plantas estudiadas son muy parecidas genéticamente, debido
probablemente a la seleccion humana por rasgos de interés (domesticacion; Ambrosio-
Moreira et al., 2015) y/o cuestiones histoéricas (polimorfismos ancestrales), es decir, existe
la posibilidad de que los genotipos colonizadores provengan de una misma fuente (Valdez-
Ojeda et al., 2008). El grado de diferenciacién indica que el 12.7% de la variacion se debe
a diferencias entre poblaciones, y el resto de la variacion entre individuos (altos valores de

heterocigosidad).

El flujo génico (Nm) presenta un valor promedio de 6.879 (+4.010) (tabla 3.4). El valor de
Nm mayor a unidad indica que existe alto flujo génico dentro de una poblacién (Slatkin,
1987), por lo que el 91.3% de los loci evaluados presentaron alto flujo génico. Estos valores

mayores a 1 contrarrestan la fuerza de la deriva genética y proporcionaran lugar a la
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homogenezacion donde el intercambio de individuos contribuyen a la migracion y se
integran en la estructura de la poblacion; para valores menores de 1, la deriva genética dara
como resultado una diferenciaciéon de la poblacion, que se observé de manera moderada.
Desde una perspectiva evolutiva, la moderada diferenciacién y el alto flujo genético,
evidencia el impacto en la estructura de la poblacion, y por lo tanto, se interpreta
comparticion de alelos por descendencia comin o por homoplasia que se interpreta como

evidencia de flujo genético (Gonzéalez Chavarro et al., 2016).

Tabla 3.4 Estadistica de indice de fijacion (F) obtenidos para cada uno de los 23
loci SSR en la coleccién de achiote. Los valores presentados por coeficiente de
endogamia (Fis); coeficiente de endogamia total (Fit); coeficiente de
diferenciacion génetica (Fst) y significancia del valor P (* P<0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001); y tasa de flujo génico estimada (Nm).

Locus Fis Fit Fst Nm
A2 0.415 0.663 0.424  *xx 0.339
A3 -0.256 -0.053 0.161 1.298
A5 -0.675 -0.597 0.046 5.143
A9 -0.129 0.031 0.142  *** 1.515
B1 0.273 0.418 0.200 *** 1.001
B4 -0.617 -0.437 0.112  *** 1.990
B5 0.069 0.250 0.194  *x* 1.039
B10 -0.370 -0.196 0.127  *** 1.721
B12 -0.215 0.038 0.208  *** 0.952
C5 -0.508 -0.293 0.142  *** 1.506

C12 0.106 0.160 0.060 *** 3.943
D1 -0.909 -0.904 0.003  *** 93.085
D2 -0.418 -0.247 0.121  *** 1.817
D7 -0.219 -0.098 0.099 * 2.278
E12 -0.436 -0.319 0.081 2.831
F1A -0.007 0.033 0.039 ** 6.195

F9 2 -0.185 -0.051 0.112 1.976
G3 0.679 0.715 0111 * 2.006
G4 -0.540 -0.373 0.108 ** 2.057

Gl1 0.140 0.299 0.185  *** 1.098
H3 0.274 0.381 0.147 1.446
H7 -0.739 -0.718 0.012 *** 20.637

H10 -0.501 -0.357 0.096  *** 2.344

Promedio  -0.207 (0.084) -0.072 (0.086) 0.127 (0.018)  6.879 (4.010)

La alta heterocigosidad muestran diferencias de frecuencias génicas en el espacio
geografico. Si estas diferencias donde las subpoblaciones no intercambian genes (en forma
de migrantes o granos de polen que fecunden a individuos de otras subpoblaciones),
entonces cada una de ellas puede evolucionar independientemente y con el tiempo dar
lugar a nuevas especies (Gonzalez Chavarro et al., 2016). Por lo que se analizé la
existencia de estructura genética poblacional debido a que las poblaciones que presenten

estructuracion, pueden diversificar y diferenciarse genéticamente.
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Estructura genética poblacional

Los parametros de diversidad obtenidos a partir del origen de la colecta del achiote se
muestran en la tabla 3.5. Los altos porcentajes de loci polimoérficos (P), con un promedio de
92.39%, pueden ser atribuidos a la baja homocigosidad encontrada en diferentes genotipos,
y por lo tanto, la heterocigosidad puede ser considerada como un indicativo de la existencia
de variabilidad genética. La P de Temozon (TEM) presento el valor mas bajo y valores para
los otros grupos (Chan Dzinup, TKC; Chicxulub, CHP; y Mérida, MID) mostraron altos
valores. El promedio de heterocigosidad observada (Ho) fue de 0.576 con un intervalo de
0.479 (TEM) a 0.690 (TKC) y el de heterocigosidad esperada (He) de acuerdo al equilibrio
de Hardy—Weinberg fue de 0.464 con un intervalo de 0.361 (TEM) a 0.521 (CHP). En todas
las poblaciones la heterocigosidad observada fue mayor que la esperada, indicando exceso
de individuos heteracigotos, corroborada con los valores del PIC.

Tabla 3.5 Parametros de diversidad genética en grupos a partir del origen de la
colecta del achiote. Valores promedios de porcentaje del polimorfismo (P),
numero de las heterocigosidades observada (Ho) y esperada (He), y contenido
de informacioén polimorfica (PIC).

Pablacion Tamano p Ho He PIC
Chan Dzinup (TKC) 26 95.65 0.690 0.491 0.566
Temozén (TEM) 12 82.61 0479 0.361 0.699
Chicxulub (CHP) 17 95.65 0.597 0.521 0.660
Meérida (MID) 3 95.65 0.536 0.483 0.649

promedio 14.5 9239 0576 0464 0.643

Estos resultados pueden ser explicados por una inmigracién importante que conduce a la
heterogamia, asi también, una seleccion a favor de individuos heterocigotos (seleccion
sobre-dominante), la naturaleza de entrecruzamiento de la especie, el estado de
domesticacion de los genotipos analizados, entre otros factores (Pech-Hoil et al 2017). Lo
anterior se ve reflejado en el elevado valor de heterocigosidad obtenidos en el presente
trabajo, asi como el grado de loci polimorficos, lo cual es de suma importancia para explotar
el potencial genético de la especie, el conocimiento de la variabilidad genética, la

identificacion de genotipos élites hacia mejorar la base genética del cultivo del achiote.

La matriz de distancias genéticas a partir del coeficiente de diferenciacién genética entre
poblaciones (Fst) calculada entre pares para las cuatro poblaciones de achiote indicaron

una diferencia genética de moderada a alta (tabla 3.6). Para las muestras de poblaciones

73



CAPITULO 1l

examinadas, los valores mas altos de diferenciacion genética sobre el pool genético fue
indicado entre las poblaciones de Mérida y Temozon (Fst=0.163), y la menor diferenciacion

se observo entre Mérida y Chicxulub (FST=0.051).

Tabla 3.6 Multilocus estimado de Fst por pares (abajo) y valores de P Fst (arriba)
de 23 loci SSR a partir del origen de la colecta del achiote. ChanDzinup (TKC),
Temozén (TEM), Chicxulub (CHP) y Mérida (MID).

TKC TEM CHP MID |
0.002 0.002 0.021 | TKC

0.104 0.001 0.005 | TEM

0.095 0.064 0.063 | CHP

0.160 0.163 0.051 | MID

B TEMm
% & CHP
&
Gl
~ D
®
* TEC

Coord. 1(52.22%)

Figura 3.4 Andlisis de coordenadas principales (PCoA). Grafica basada en los
valores del indice de Fst por pares entre poblaciones ChanDzinup (TKC),
Temozon (TEM), Chicxulub (CHP) y Mérida (MID).

El andlisis de coordenadas principales indica las tendencias de agrupamiento para algunas
poblaciones a partir del origen de la colecta del achiote. Los datos obtenidos graficamente
mostré una agrupacion entre Mérida y Chicxulub (fig. 3.4), las cuales se agruparon del lado
izquierdo; las poblaciones de Temozon y Chan Dzinup se mantuvieron aisladas de las
agrupaciones, observadas en los extremaos izquierdos superior e inferior, respectivamente
(fig. 3.4).

El AMOVA revel6 que el 20% de la variacion genética estaba entre poblaciones, y el 80%
restante estaba dentro de los individuos (p = 0.001), lo que demuestra que, aunque la mayor
parte de la diversidad esta dentro de la coleccion como individuos, la variacion debida a la

subdivision de las poblaciones fue significativa (tabla 3.7).
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Tabla 3.7 Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) realizado para 23 loci SSR
de la coleccion de achiote. Datos de grados de libertad (gL), suma de cuadrados
(SC), media cuadratica (CM), estimacioén de la varianza (EV) y porcentajes (%).

Fuente gL SC CM EV %
Entre Poblacion 3 67.106 22.369 1.658 20%
Entre Individuos 54 294.687 5.457 0.000 0%
Dentro Individuos 58 396.500 6.836 6.836 80%

Total 115 758.293 8.494 100%

La diferenciacion entre las agrupaciones permiti6 el analisis de alelos exclusivos
correspondientes a una poblacion conocidos como alelos privados y son indicativos del flujo
génico entre las poblaciones que se analizan. Las accesiones a partir del origen de la
colecta mostraron un total de 8 alelos privados distribuidos entre las poblaciones (tabla 3.8).
Alelos del Locus H10 presento dos alelos privados, un alelo (300 pb) con frecuencia alta de
33% vy otro (242 pb) en baja frecuencia con 2.9%. Alelos privados de los Locus B5 (252) y
A5 (247 pb), presentaron mayor frecuencia 26.9% y 17.7%, respectivamente. Alelos
privados de los Locus B5 (290 pb), C5 (242 pb), F9_2 (310 pb) y H10 (242), con frecuencia

de 3.9% en promedio.

Los mayores valores de alelos privados se observaron en la poblacién Chicxulub, con un
total de 6, algunos de los cuales se encuentran en frecuencias elevadas, llegando en un
caso a ser de 0.147; también, 1 alelo de la poblacion Mérida y 1 en Chan Dzinup,

presentaron altos valores en la frecuencia, 0.333 y 0.269, respectivamente (tabla 3.8).

Tabla 3.8 Lista de alelos privados por origen de la colecta de achiote. Poblaciones
ChanDzinup (TKC), Temozén (TEM), Chicxulub (CHP) y Mérida (MID).

Origen Locus Alelo  Freq
TKC B5 252 0.269
CHP A5 247 0.147
CHP B5 290  0.033
CHP C5 242 0.031
CHP F9 2 310 0.042
CHP G4 221 0.059
CHP H10 242 0.029
MID H10 300 0.333

El numero de alelos privados en las poblaciones de Mérida y Chicxulub, relacionado a la

agrupacion por distancia genética, muestra la idea de una diferenciacion relacionada de
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origen comun y antigua, y probablemente se debe a la distancia geogréfica entre las
poblaciones que muestra un limitado flujo genético (Lowe y Allendorf, 2010). La poblacién
de Chicxulub presenté alelos privados en frecuencias bajas, y relacionado al alto

polimorfismo, lo que indica una reciente colonizacion (Nei et al., 1975).

El porcentaje de alelos privados encontrados podria estar relacionado con el porcentaje de
loci polimérficos (P), ya que todos los loci estudiados para las poblaciones estudiadas
mostraron un 92.39% de polimorfismo. Por lo que es importante resaltar que la seleccion
de los marcadores SSR fue determinada por los trabajos previos de disefio y descripcion
de los SSR disponibles como los mas polimoérficos dentro de sus investigaciones
(Dequigiovanni et al., 2014; Dequigiovanni et al., 2017; Dequigiovanni et al., 2018a). Asi
mismo, es importante destacar que la especie posee un rango de distribucién muy amplio,
el presente trabajo se centra Unicamente en la regién del estado de Yucatan, siendo una
pequeia porcién del total y de tamafio de muestra variable, por lo que la diversidad genética

analizada es unicamente representativa de esa region.

3.3.2 Analisis de similitud y variacion genética.

El andlisis de conglomerados basado en la distancia de Kosman y el algoritmo de unién de
vecinos cercano mostré una distribucion heterogénea de los individuos, aunque se
observaron conglomerados discretos entre individuos y agrupamientos por lugar de origen
(Fig. 3.5). Las accesiones del grupo de plantas de sitio de colecta Chan Dzinup (A001 al
A026), con excepcidon de algunas accesiones (A018, A025 y A026), mostraron discreto
agrupamiento; mientras, las accesiones de entre los sitios de colecta restantes (A027 al

A058) formaron grupos mas heterogéneos y diferente entre ellos.

La distribucién heterogénea de la coleccion cumple el papel de coleccién, comportamiento
similar es observado en bancos de germoplasma, que son utilizados como fuente genética
para materiales de conservacion y diversificacion de especies de cultivadas donde la base
genética de los cultivares mejorados es lo suficientemente limitada (Dequigiovanni et al.,
2017; Kalivas et al., 2011). Cabe mencionar que la intencién desde la colecta del materia

fue seleccionar materiales que presentaran mayores diferencias morfologicas.
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Figura 3.5 Arbol de unién de vecino cercano (NJ) de 58 accesiones de achiote
(coloreadas por fenotipo de flor), construidas con la distancia de Kosman en base
a 23 loci SSR.

El analisis genético mostré agrupamiento por lugar de origen, sugiriendo una alta similitud
genética con respecto a su origen, lo que fue observado también por Valdez-Ojeda et al
2008) estudiando la variacion genética de dos poblaciones de Yucatan, Cooperativa y
Yaxcabd. La variacion heredada de los caracteres morfolégicos observados no influyeron
en la formacién de los grupos. Similares resultados, sugieren una base genética diversa
debido a las introducciones independientes de plantas en cortos periodos de tiempo y/o de
lote de semillas con rasgos agronémicos deseables (Valdez-Ojeda et al., 2008). Asi mismo,
la formacién de grupos distintos sugiere una diferenciacion entre las accesiones evaluadas
en funciébn de su constitucidn genética y/o la existencia de cruzas entre individuos
estrechamente relacionados (Dequigiovanni et al., 2017; Valdez-Ojeda et al., 2008; Rivera-
Madrid et al., 2006).

En el andlisis de PCoA, el 29.43 % de la variacion total fue obtenida de las dos primeras

coordenadas principales y mostraron tendencias de agrupamiento a los lugares de origen
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entre las accesiones de achiote. Accesiones de la coleccion de Chicxulub y Mérida tienden
a formar un grupo separado de las accesiones del Chan Dzinup y de Temozén, agrupadas
principalmente hacia de lado izquierdo sobre la primera coordenada principal (Fig. 3.6).
Accesiones de Chan Dzinup formaron un grupo, lo que probablemente se debe a una
estructura genética relacionada, debido a pocas fuentes introducidas de las accesiones, a
diferencia de las accesiones provenientes sistemas agrondémicos tradicionales (Valdez-
Ojeda et al., 2008).
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Figura 3.6 Analisis de coordenadas principales de la dispersién de los 58
accesiones de achiote evaluado con 23 marcadores de SSR. Poblaciones
ChanDzinup (TKC), Temozén (TEM), Chicxulub (CHP) y Mérida (MID).

Con el fin de obtener mayor informacion respecto de las agrupaciones genéticas para
valorar la diversidad genética de la coleccion, el Software STRUCTURE model6 el nimero
de grupos genéticos obtenidos en el andlisis Bayesiano con todas las sub-poblaciones. El
analisis correspondiente a Delta K=2, mostr6 que las accesiones de la coleccién se
agruparon de forma diferente en dos grupos genéticos, el grupo de mayor predominancia
fue representado por un 77.6% (fig. 3.7, de color verde) y distribuido en las todas las
poblaciones (ChanDzinup, Temozo6n, Chicxulub y Mérida); mientras que el otro grupo
representado por el 17.3% (fig. 3.7, de color rojo), es distribuido en las poblaciones de
Chicxulub y Mérida. Asi también hubo un 5.1% de individuos que presentaron una

configuracion mezclada y se distribuyeron en todos los sitios (fig. 3.7).
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El nimero de grupos genéticos con el modelo de Evanno et al. (2005), revela el promedio
de cambio en la probabilidad logaritmica entre valores de K sucesivos (fig. 3.8). El cual

determind que la subdivision 6ptima corresponde a Delta K=2 (fig. 3.7).
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Figura 3.7 Estructura demografica estimada de 58 accesiones de achiote. Cada
organismo esta representado por una linea vertical, que esta dividida por
segmentos de colores que representan el porcentaje de cada asociacion
estimada de cada K. El nimero de accesiones aparecen abajo.

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 3.8 Modelacién del numero de grupos genéticos usando el software
STRUCTURE. Delta K, calculada de acuerdo con Evanno et al. (2005).

El andlisis genético indicO dos grandes grupos dentro de la coleccion que contienen
accesiones diferentes genéticamente, y sugiere que esta diferenciacion es el resultado de
los agricultores (presion de seleccion) a ciertos morfotipos con caracteristicas deseables y,
por ende, de diferentes fuentes o introducidas independientemente en diferentes momentos
(Valdez-Ojeda et al., 2008). Este comportamiento contribuye a la alta variabilidad genética

gue pueden expresarse en una amplia gama de variaciones fenotipicas potencialmente

79



CAPITULO 1l

Utiles para una mayor seleccion de caracteristicas (McCouch, 2004) y aumenta la
posibilidad de explotacion de la diversidad genética en procesos de reproduccién con

parentales genéticamente diversos (Dequigiovanni et al., 2017; Joseph y Siril, 2014).

3.3.3 Determinacion genética de la BogLCY1

La caracterizacion genética de la BosLCY1 permitio la deteccion de tres genotipos,
patrones especificos para cada grupo de plantas fue observado en la coleccion de achiote
(Trujillo-Hdez et al. 2016), (fig 3.9). Los patrones de bandas observados mastraron
diferencias dentro de los grupos a partir del origen de la colecta de la coleccion vy
correspondieron a los haplotipos reportados por Trujillo-Hdez et al. (2016), permitiendo la
identificacion de los tres haplotipos en funcion del gen BogLCY1l. Con base a la
determinacion anterior, los perfiles electroforéticos de las accesiones de Chandzinup y
Temozén, correspondieron al haplotipo A, mientras que las accesiones de Mérida al
haplotipo A y C; Las accesiones de Chicxulub fueron el grupo mas variable y presentaron
los tres haplotipos (A, B, y C) (datos no mostrados). La mayoria de las accesiones
correspondieron al haplotipo A, distribuido en un 81.8% de la coleccién; mientras, un grupo
compacto se observé para los haplotipos B y C, distribuido en 10.3% y 6.9%,

respectivamente.

Figura 3.9 Heterocigosidad de la Bog-LCY1 en diez accesiones de achiote. F-HC
presente en los genotipos C y B. F-HA presente en los genotipos Ay B.

La heterocigosidad de este gen es relacionado a rendimientos de contenido de bixina y
caracteristicas morfoldgicas del fenotipo de flor y fruto; de las cuales, caracteristicas de flor
de tonalidades rosa y fruta verde/rojo del grupo HB son relacionadas al mayor rendimiento
de bixina, en comparacién a los menores rendimientos de los grupos HA y HC, de
caracteristicas opuestas en flor, entre blanca a rosa, y fruto verde a rojo (Trujillo-Hdez et
al., 2016). En el presente trabajo, los datos de bixina obtenidos (capitulo II) muestran dicha

correlacion (fig. 3.10 a). El contenido de bixina fue mayor en el HB con un promedio de 37.3
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mgegPS? (+3.1164), mientras HA y HC presentaron menores contenidos de bixina, con un
promedio de 26.8 (+0.5984) mgegPS? y 23.1 (+0.1050) mg+gPS?, respectivamente. Sin
embargo, en cuanto a las caracteristicas morfologicas del fenotipo no se correlacionaron
en las poblaciones de Chan Dzinup y Temozon. Lo que sugiere una probable respuesta de
su domesticacion (Ambrosio-Moreira et al., 2015), inintencionado, debido a su alto grado
de heterocigosidad que ha llevado una respuesta de variacion aditiva (alelos aditivos) semi-
dominante e hibrida entre parentales divergentes (Ding et al., 2014) y/o una cuestioén de
ancestria genética, ya que las plantas provienen de diversos origenes (Dequigiovanni et al.,
2018).

La actividad enzimética de Bop-LCY1 es propuesto clave en la biosintesis y regulador en la
produccién de bixina (Cardenas-Conejo et al., 2015). Por lo tanto, el polimorfismo del gen
(Trujillo-Hdez et al., 2016) se ha relacionado a la biosintesis de metabolitos ciclicos, como
ABA (Rodriguez-Avila et al., 2011), o bien, promoviendo la acumulacién de licopeno,
principal precursor hacia la sintesis de bixina (Bouvier et al., 2003). Sin embargo, la
heterocigosidad del gen ha manifestado correlacion con el polimorfismo enzimatico,

sugiriendo variacién aditiva para la produccion de bixina (Trujillo-Hdez et al., 2016).
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Figura 3.10 Variacion en el contenido de bixina en la coleccién de achiote.
Determinacion de haplotipos A (HA), B (HB) y C (HC) vs Bixina (a); a partir del
origen de la colecta por fenotipo de flor del achiote en las poblaciones de
ChanDzinup (TKC), Temozo6n (TEM), Chicxulub (CHP) y Mérida (MID) vs Bixina

(b).

En el presente trabajo, la heterocigosidad en Bof-LCYL1 relacionado a los mayores

rendimientos de bixina, como lo muestran algunas accesiones de la coleccioén de plantas
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correspondientes al grupo HB, sugieren su posible uso como herramienta Util de temprana
y eficiente relacionada a altos rendimientos del pigmento, y caracteristica deseable para
mejorar los rendimientos e identificacion de parentales hacia mejoramiento genético de la
especie (Akshatha et al., 2011). Lo que se sugiere aumentar el nimero en la coleccién
sobre material de posibles acervos diferentes para obtener mayor numero de los grupos
HB, material de posible interés agronémico, por lo que se requiere una mayor
caracterizacién genética de este gen para comprender los mecanismos asociados a la

produccién del pigmento, asi como otros compuestos de interés humano.

3.4 CONCLUSIONES

Los resultados mostraron una alta variacion genética en la coleccién de plantas de achiote,
corroborado por los altos niveles en los parametros de diversidad genética revelados por

23 marcadores SSR.

La coleccion de plantas mostraron acervos genéticos diferentes, altamente estructurada,
corroborada con los niveles de endogamia moderadas y alto flujo genético. Curiosamente,
las accesiones correspondientes a los sitios de colecta Chicxulub y Mérida, exhibieron los
niveles mas altos de diversidad genética, y a su vez, asociadas a mayores rendimientos de
pigmento bixina, caracteristica clave en este cultivo; estos materiales son muy
prometedores para ser utilizados como material élite y de uso en procesos de seleccion de
parentales para una descendencia con caracteristicas agrondmicas deseadas con el fin de
conservacion y mejoramiento genético en funcién al mayor rendimiento y mas homogénea
de los metabolitos secundarios producidos por esta especie, principales limitantes del

cultivo.

La coleccién mostré alta diversidad con variantes locales, corroborado por un alto flujo
genético que contribuyd a una moderada diferenciacién entre los grupos de la coleccion, y
determin6é una base genética estrecha, por lo que se requiere el estudio de poblaciones
adicionales que contribuyan a una mejor comprension de la distribucion de la diversidad
genética en este pais e incentiven la explotacion comercial de este recurso en funcién a

caracteres de rendimientos y otros componentes de interés para el hombre.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACION GENETICA DEL SISTEMA DE APAREAMIENTO DEL
ACHIOTE (Bixa orellana L.) EN SISTEMAS AGRICOLAS.

Variation in the mating system of Bixa orellana L. (achiote) under three different agronomic
systems (https://doi.org/10.1016/j.scienta.2017.05.031)

4.1 INTRODUCCION

Las plantas domesticadas exhiben una variedad de sistemas de apareamiento, que van
desde el entrecruzamiento (outcrossing) obligatorio, la autofecundacién o apomixis (Ross-
Ibarra et al., 2007), o bien, entrecruzamiento predominante (Miller y Gross, 2011) o
autocruza predominantes (Sousa et al., 2012). Estos sistemas conducen a la evolucion de
los rasgos reproductivos y florales (Vogler y Kalisz, 2001; Eckert y et al., 2009), es decir, se
mantienen segun la biologia reproductiva de la especie (sistemas sexuales, sistemas
genéticos de autoincompatibilidad y patrones de floracion), asi como los factores ecolégicos
y ambientales que afectan a la dispersion de polen a través de polinizadores o viento (Clegg,
1980; Hamrick y Murawski, 1990) y, por lo tanto, las frecuencias de cruzamiento (Schemske
y Lande, 1985; Wolff et al., 1988).

En los sistemas agricolas, las practicas del inter-cultivo y el intercambio de semillas resulta
en altas tasas de entrecruzamiento en los cultivos domesticados (Barnaud et al., 2008). En
Ameérica Latina, los sistemas agricolas son considerados ecosistemas domesticados de alta
biodiversidad que varian de los sistemas tradicionales a las plantaciones comerciales
(Altieri, 1992; Altieri 2009). Los sistemas tradicionales optan por cultivos intercalados y
dirigido al autoconsumo, mientras, un aumento de la productividad de un cultivo principal
que domina el sistema agricola son considerados plantaciones comerciales (Altieri, 2009).
Desde la época prehispanica, el policultivo fue el principal sistema agricola de
autoconsumo, con agricultura itinerante, ciclica y de larga duraciéon (Hernandez-Xolocotzi
et al., 1995; Cuanalo y Guerra, 2008). Actualmente, se establecen los monocultivos o
sistemas de cultivo extensivo “mas moderno”, plantaciones de varias hectareas con
requerimientos de insumos como fertilizantes, control de plagas y riego, tipicamente
integrada por diferentes variantes de una sola especie, asociadas frecuentemente a otras

especies de arboles frutales (Cuanalo y Uicab, 2005).
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Bixa orellana L. (familia Bixaceae) es valorada por sus semillas de coloracion intensa, que
sirven como colorante en diversos materiales alimentarios (Bittencourt et al., 2005; Joseph
et al., 2010), sin embargo, es considerada una especie adaptada al entrecruzamiento y
propagada convencionalmente por semillas (Joseph et al.,, 2012), lo que resulta en la
variacion de los rendimientos, faltos de cultivares altamente productivos, y carentes de
selecciones mejoradas con base cientifica, por lo que la evidencia de intentos de seleccién
previa fue establecida con base a las caracteristicas fenotipicas y mezcla de tipos de
achiote (Leal y Michelangeli, 2010; Joseph et al., 2010). En México, es conocida como
achiote y su cultivo es realizado pequefios agricultores, cuya produccion se destina al
consumo local y no es suficiente para satisfacer a la industria local (consumo entre 100 y
150 toneladas/afio) que es empleado principalmente como colorante alimentario y especia
(Godoy, 2000). En Yucatan, las semillas son obtenidas de sistemas agronémicos
tradicionales (en lo sucesivo, policultivo y solares) y ensayos de plantaciones extensivas
(en lo sucesivo, monocultivo), que principalmente difieren en la extensién del campo,
practicas de manejo y diversidad biolégica entre la densidad del achiote (Valdez-Ojeda et
al., 2010; Cuanalo y Guerra, 2008).

Debido al potencial econémico y comercial del cultivo de B. orellana, el presente estudio
tiene como objetivo caracterizar los sistemas de apareamiento de esta especie en
diferentes sistemas agricolas; las accesiones de achiote fueron caracterizados previamente
por Rivera-Madrid et al. (2006) y Valdez-Ojeda et al. (2008) en dos fenotipos: 1) plantas con
flores blancas, frutos indehiscentes y menor contenido de pigmentos y 2) plantas de flor
rosa, frutos dehiscentes y mayor contenido de pigmentos. Debido a las diferencias en las
tasas de cruzamiento entre los dos fenotipos, informados previamente por Valdez-Ojeda et
al. (2010), en este estudio también se realizaron comparaciones entre los fenotipos dentro
de cada sistema agricola. Los resultados de este estudio, seran considerados para el

mejoramiento en el cultivo del achiote.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material vegetal y sistemas agronémicos.

Las semillas de B. orellana se obtuvieron de sistemas agronémicos presentes en el estado

de Yucatén: a) solares traseros de la region sur del estado, b) policultivos de la region este;
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y ¢) monocultivo de la regién noreste (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 Sitios de recoleccién de achiote (Bixa orellana L.) en el estado de
Yucatan, México.

Se tomaron muestras de doce solares en el municipio de Yaxcaba, ubicado a 20° 19’ y 20°
49' N y 88° 36’ a 88° 56’ W. En estos solares, el achiote crece junto a arboles nativos de
usos multiples (como Brosimum alicastrum Sw., Annona cherimola Mill., Spondias purpurea
L. y Cordia dodecandra A.DC.), arboles frutales introducidos (Citrus spp.) y otros vegetales
como los chiles (Solanum spp.), cilantro (Coriandrum sativum L.) y ornamentales. Se
tomaron muestras de una a dos plantas de B. orellana en los solares de Yaxcaba para
obtener una muestra final de 20 plantas. Se observaron parcelas de policultivo en
Cooperativa en el municipio de Oxkutzcab, ubicado entre 20° 21’y 19° 58 N y 89° 22’ y 89°
46’ W. En las parcelas de policultivos, el maiz, la calabaza y el frijol se siembran como
cultivos principales, rodeados de arboles frutales (Citrus spp., Pouteria sapota (Jacq.) HE
Moore & Stearn, entre otros) y palmas de guano (Sabal spp.), que se utilizan para construir
techos de casas mayas. Aproximadamente 20-30 plantas en cada parcela se mezclaron
con arboles frutales y palmas sembradas con al menos 3 m de separacion. Un total de 20
arboles fueron muestreados en ocho parcelas diferentes. Adicionalmente, las muestras de
semillas se obtuvieron de la regidn noreste ubicada a 21° 08’y 21° 13’ Ny 89° 30’ y 89° 35’
W en la localidad de Chicxulub Pueblo, donde se establecié una plantacion comercial de
achiote “La Extra” en un terreno de 4 Ha (Fig. 1). En esta plantacion, los arboles se
separaron con al menos 3m de separacion. Veinte familias genéticas de 10 individuos
sometidos a polinizacion abierta (OP) se seleccionaron al azar para las pruebas de progenie

de 2007 a 2012. La poblacion total consistio en 200 individuos de cada sistema agronémico.
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Entre los arboles muestreados, seleccionamos de ambos fenotipos previamente
caracterizados (Fig. 4.2) para comparar el sistema de apareamiento de diferentes fenotipos

florales.

Figura 4.2 Variacion morfologica en flor y fruto del achiote. (a) planta adulta; (b)
fenotipo de flor blanca, fruto inmaduro verde, semillas inmaduras. (c) fenotipo de
flor blanca, frutos inmaduros rojo, semillas inmaduras.

4.2.2 Aislamiento de DNA y procedimiento polimorfismo amplificado de

secuencia relacionada (SRAP).

Un total de 100 mg de tejido foliar se obtuvo de plantulas entre 2 a 4 meses de edad. El
tejido se pulverizé con nitrégeno liquido. EI ADN gendémico se obtuvo utilizando el paquete
comercial Mini Kit DNeasy Plant (Qiagen, Inc., Valencia, CA, EE. UU.).

El protocolo SRAP (Li y Quiros, 2001) se implementé utilizando 10 pares de cebadores
(Tabla 4.1), seleccionados en funcién del polimorfismo amplificado observado de diferentes
combinaciones de cebadores (Valdez-Ojeda et al., 2010). Cuarenta y seis bandas (loci)
polimorficas fueron detectadas y utilizadas en el estudio de apareamiento. Para el analisis
SRAP, los cebadores en sentido se etiquetaron con IRDye 800 o IRDye 700 (Li-Cor, Lincoln,
NE) y fueron utilizados para una reaccion de PCR de 15 pL que contiene 1.5 uL de buffer
de PCR, 1.2 yL de MgCl; (25 mM), 0.3 pL de dNTP (6.25 mM), 1.0 pyL de cebador en sentido
(1 mM), 1.0 pL de cebador antisentido (1 mM), 0.02 uL (1 unidad) de enzima comercial ADN
polimerasa Taq Platinum (Invitrogen 10966-030), 1.0 uL de ADN gendmico (10 ng), y 8.0
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ML de ddH20, y se realizé la amplificacion bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 94°C
durante 2 min; 5 ciclos de 94°C durante 30s, 35°C durante 30s y 72°C durante 1 min; 35
ciclos de 94°C durante 30s, 50°C durante 30s y 72°C durante 1 min; seguido de una
extension final de 72°C durante 2 min. Los productos de PCR se les afiadieron Blue Stop
Solution (LI-COR, Lincoln, NE) antes de la desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, y se
mantuvieron en frio (10:1.5 v/v). La electroforesis se realizé en un secuenciador de ADN
IR2 4300 (Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EE. UU.), utilizando 0,8 ul de la mezcla reactiva en
geles de acrilamida (gel matriz KB 6.5%, Li-Cor, Biosciences) con buffer TBE 1X. Cada
banda por combinacion de cebadores se consideré como un locus. Los pares de cebadores
detectaron al menos tres a cinco bandas polimérficas en el ADN gendémico de las muestras
parentales se seleccionaron para su uso en el andlisis de sistemas de apareamiento. Para
el analisis de los datos, se construyé una matriz para cada uno de los sistemas agronémicos
y para cada fenotipo dentro de los tres sistemas agrondémicos. Las matrices fueron
construidas en base a la presencia o ausencia de bandas.

Tabla 4.1 Combinaciones de cebadores y secuencias de cebadores SRAP.

Combinacion Secuencias

Dcl - Me7 TAAACAATGGCTACTCAAG — TGAGTCCTTTCCGGTCC
Em2-0dd38 GACTGCGTACGAATTCTGC — TACAGAAACTTAGAACCGAAA
Me2 - Gad5 TGAGTCCAAACCGGAGC — AGTCCTATTTTTGCAGTTCTA
Odd3-Cel2 CCAAAACCTAAAACCAGGA -TTGCCTTACTGGGAATTTAC
0Odd1l5-Me2 GCGAGGATGCTACTGGTT - TGATGCCAAACCGGAGC

Sal? — Ga3 TTCTAGGTAATCCAACAACA — GTCCAATTGAGAGAGAG
Me2 - 0dd1l TGAGTCCAAACCGGAGC - ATTATTATTGGGATGCAAAGT

Eml-Sal6 GACTGCGTACGAATTCAAT — AATGTTGTATGACCAAGGTAA
Em1-0ddl9 GACTGCGTACGAATTCAAT - CAGAGTAATTGCCATGAAATG

Sal?2 — Me8 TTCTAGGTAATCCAACAACA - TGAGTCCTTTCCGGTGC

4.2.3. Analisis del sistema de apareamiento.

Las estimaciones del andlisis del sistema de apareamiento se calcularon asumiendo un
modelo de apareamiento mixto para la especie, basado en la evidencia de autofecundacion
y fecundacion cruzada en B. orellana (Rivera-Madrid et al., 2006; Valdez-Ojeda et al., 2010).
Cada sistema agrondmico y cada fenotipo dentro del sistema agronémico, se estimo la tasa
de cruce de multilocus (tm), la tasa de cruce de un locus simple (is), la correlacion de

autofecundacion (rs), la correlacion multilocus de paternidad (rpm) y de locus simple de
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paternidad (rps) utilizando MLTR version 3.4 (Ritland, 2002). Los intervalos de confianza
para las tasas de cruzamiento se obtuvieron a través del re-muestreo bootstrap (1000
iteraciones) de las progenies entre las familias. La endogamia biparental se infirié como la
diferencia entre las estimaciones multilocus y de locus Unico de las tasas de cruzamiento y
el coeficiente de correlacion de paternidad (Ritland, 1989, 2002). Cuando el nimero de
donantes de polen es limitado, el coeficiente de correlacién de paternidad es diferente de
cero, y el numero efectivo promedio de donantes de polen por arbol de semilla y fruto puede

estimarse como Nep = 1/rpm (Ritland, 1989).
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Figura 4.3 Fragmentos de la combinacién del marcador Em1irp7o0 Odd21 SRAP.
Los picos indican el polimorfismo detectado en cinco familias genéticas.
Izquierda, medida estandar (50-700 pb).

4.3 RESULTADOS

Las tasas estimadas de entrecruzamiento variaron de 0.68 + 0.07 a0.95+ 0.04y de 0.42
0.06 a 0.65 + 0.3 (tm Y ts, respectivamente; Tabla 4.2) resultado de las combinaciones del
marcador SRAP (fig. 4.3). La tn estimada fue 1.3 veces mayor en el monocultivo y policultivo
que en la de los solares. Dependiendo del fenotipo de la flor, las tasas de cruzamiento
variaron dentro del sistema agronémico desde 0.69 + 0.07 a 1.00 + 0.00 y desde 0.44 +
0.06 a 0.96 £ 0.02 (tm Y ts, respectivamente; Tabla 4.3). La tn estimada fue mayor para el

fenotipo de flor rosada que para el fenotipo de la flor blanca en los sistemas mono- y
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policultivo, pero menor en el fenotipo de flor rosa que para el fenotipo de flor blanca en el

sistema de los solares.

Una fraccién del apareamiento (0.25-0.3) se asocié con la endogamia biparental. Los
valores de tn - ts fueron significativamente diferentes de cero y similares entre los diferentes
sistemas evaluados (Tabla 4.2). Estos valores también fueron similares entre los fenotipos
de flores dentro de los sistemas agronémicos, excepto por el fenotipo de flor rosa en el
policultivo, que fue aproximadamente siete veces mas menor que el fenotipo restante y

demas combinaciones de los sistemas agronémicos (Tabla 4.3).

El coeficiente de parental materna (F) vari6 de 0,22 + 0,07 a 0,49 + 0,05 entre las
estimaciones en los sistemas agronémicos, con estimaciones en el solar aproximadamente

dos veces mayor que las estimaciones restantes del policultivo y monocultivo (Tabla 4.2).

Los valores del coeficiente de parental materna (F) se dividieron en dos grupos en funcion
al fenotipo de la flor: 1) estimados a partir de fenotipos de flor rosa en monocultivo y para
ambos fenotipos de flor en policultivo, que van desde 0.13 + 0.08 a 0.18 £ 0.06; y 2) los
estimados a partir de fenotipos de flores blancas en monocultivo y para ambos fenotipos de
flores en el sistema solar, que van desde 0,37 + 0,09 a 0,48 + 0,07 (Tabla 4.3).

Tabla 4.2 Pardmetros estimados del sistema de apareamiento de Bixa orellana

en tres sistemas agricolas diferentes con marcador SRAP, los errores estandar
se calcularon a partir de 100 bootstrap.

Policultivo  Monocultivo Solar

Paradmetro Familias 20 20 20

progenie 200 200 200
Multi-locus out-crossing rate (tm) 0.950+0.038 0.862+0.031 0.677 +0.065
Single-locus out-crossing rate (ts) 0.646 +0.035 0.582+0.031 0.423+0.059
Bi-parental inbreeding (tm—t;) 0.304 £0.027 0.280+0.019 0.255+0.032
Maternal inbreeding coefficients (Fm) 0.284 +0.066 0.216 +0.070 0.488 +0.048
Correlation of paternity (rp) 0.127 £ 0.027 0.250 +£0.029 0.330 £ 0.062
Correlation of selfing (rs) 0.121 +0.445 0.120 +0.124  0.043 £0.067

Las estimaciones de la correlacion de paternidad variaron de 0.13 + 0.03 a 0.33 + 0.06, con
la estimacion méas baja en el policultivo y estimaciones similares entre sistemas monocultivo
y solar. El numero de padres potenciales involucrados en la polinizacion (1/rpm) fue de

aproximadamente 3, 4 y 7 plantas entre los sistemas de solar, monocultivo y policultivo,
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respectivamente. Las estimaciones de correlacion de paternidad fueron significativamente
diferentes de cero y similar para los fenotipos blanco y rosa entre los sistemas monocultivo
y solar; sin embargo, las estimaciones para ambos fenotipos de flor rosa y flor blanca fueron
menores en el policultivo (Tabla 4.3). En cuanto al fenotipo, el nimero de padres potenciales
involucrados en la polinizacion (1/ r,m) fue de aproximadamente 5 en fenotipo rosa 'y 3 en
fenotipo blanco en sistemas de monocultivo y del solar, respectivamente; mientras tanto,
aproximadamente 30 en fenotipo rosa y 6 para fenotipo blanco, respectivamente, en el

sistema de policultivos como probables donadores de polen.

La correlacion del coeficiente de paternidad fue diferente de cero, pero con valores
cercanos a cero, lo que sugiere mdltiples progenitores (3-7) en los tres sistemas
agronomicos y en todas las combinaciones de fenotipos, excepto el fenotipo de flor rosa del
policultivo, donde los valores rpm No fueron significativamente diferentes de cero, indicando

promiscuidad.

Tabla 4.3 Pardmetros estimados del sistema de apareamiento de Bixa orellana
para dos fenotipos sometidos a tres sistemas agricolas diferentes con marcador

SRAP.
Pardmetro Policultivo Monocultivo Solar
Rosa Blanca Rosa Blanca Rosa Blanca
tm 1.000 £0.000 0.942 +0.033 0.958 +0.017 0.785+0.063 0.689+0.071 0.917 £0.110
ts 0.959+0.015 0.648+0.041 0.680+0.031 0.540+0.055 0.438+0.063 0.669 +0.070
tm-ts 0.041£0.015 0.293+£0.028 0.278+0.025 0.245+0.050 0.251+0.035 0.248 £0.073
Fm 0.160+0.152 0.177+0.060 0.133+0.075 0.370+0.090 0.479+0.068 0.444 +0.120
Ipm 0.033+£0.287 0.154+0.039 0.170+0.029 0.296 +0.077 0.200+0.056 0.251 +0.066
rs 0.095+0.001 0.504 +£0.166 0.147+0.089 0.815+0.159 -0.999+0.132 0.551 +0.329
4.4 DISCUSION

Las accesiones mostraron sistema mixto de apareamiento y predominantemente
entrecruzado. Los resultados sugieren que las semillas son derivadas por autofecundaciéon
y fecundacion cruzada, y que la mayor parte de los apareamientos son procedentes de
parientes y limitado nimero de progenitores, excepto el fenotipo rosa en el policultivo que
mostré promiscuidad. Similar sistema (p. €j., tn> 0.8) es presentado por los cultivos
perennes, en particular arbustos, lo que refleja larga vida Gtil y la presencia de mecanismos
fisicos y fisiolégicos que impiden la autofecundacion (por ejemplo, diclina, dicogamia,

heterostilia y/o auto-incompatibilidad; Miller y Gross, 2011). Ademas, el achiote es
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considerada una especie protandra (Joseph et al., 2012; Rivera Madrid et al., 2006) y, en
algunas variantes, es observado una separacion espacial (hercégama) entre el estigma y
las anteras (Joseph et al., 2012), lo que evita la autofecundacion y promueve una alta tasa
del entrecruzamiento. Otro aspecto, en el achiote se desconoce un sistema de
autoincompatibilidad genética (Joseph et al., 2012), sin embargo, la falta de semillas en
algunas polinizaciones controladas sugiere que algunas variantes son autoestériles
(Rivera-Madrid et al., 2006), aungque las causas son desconocidas, este rasgo podria
explicar las altas tasas de entrecruzamiento. Sin embargo, se observé contribucién de la
autofecundacion para los sistemas agronémicos a pesar de la alta tasa de
entrecruzamiento, similar a la obtenida previamente (Valdez-Ojeda et al.,, 2010) y
experimentos de polinizacién controlados (Joseph et al., 2012; Rivera Madrid et al., 2006).

Las diferencias entre las tasas de entrecruzamiento en los fenotipos no maostraron una
tendencia consistente, es decir, las menores tasas se obtuvieron en el fenotipo de flor
blanca en comparacion a la de flor rosa. Esta tendencia se presento en el policultivo y en el
monocultivo, pero no en los solares. La diferencia en las tasas de entrecruzamiento se
podria deber en las tasas de visitas de polinizadores y hercogamia entre los fenotipos. El
fenotipo de flor blanca fue menos atractivo para los polinizadores, y menor hercogamia
(Rivera-Madrid et al., 2006). Sin embargo, las diferencias en las tasas de cruzamiento en el
solar muestran una tendencia opuesta, los fenotipos de flor rosa con menor tasa de
entrecruzamiento que en el fenotipo de flor blanca. Esta tendencia opuesta, podrian
asociarse con otros factores, como el aislamiento geografico o diferencia en la exhibicion
de flores (floracién asincrénica), variantes autoestériles (Rivera-Madrid et al., 2006) y
mayores diferencias genéticas entre los fenotipos (Valdez-Ojeda et al., 2008). Sin embargo,
la autofecundacién es promovido cuando el forrajeo aumenta hacia una polinizacion
geitonogamica (De Jong et al., 1993), pocos parentales maduros en floracién o floracién

sincrénica (Murawski y Hamrick, 1991), o baja densidad de la poblacién (Ferrer et al., 2004).

La variacién en las estimaciones del apareamiento podria estar mediada por factores
biol6gicos, como las diferencias en la presentacion floral, la densidad de poblacién, la
diversidad de los polinizadores; y por factores humanos como la seleccion con base al
fenotipo, la introduccion deliberada de nuevos fenotipos, diversificacion de cultivos e

introduccion de polinizadores no nativos, entre otros. Entonces, a medida que aumenta la
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densidad de la poblacién, se esperan mayores tasas de cruzamiento (Murawski y Hamrick,
1991). Por lo tanto, en el solar se esperaba una tm menor debido a menor densidad y mayor
aislamiento entre congéneres, y mayor tn en el monocultivo con mayor densidad en la
poblacion y mayor cercania entre congéneres. Sin embargo, valores de tm en el monocultivo
sugieren mayor incidencia a una polinizacién geitonogamica debido a exhibiciones florales
de mayor tamarfio (plantas fertilizadas con esquemas de irrigacién frecuentes) y
mantenimiento de comunidades de polinizadores; en contraste, a los sistemas tradicionales
de policultivos y solar, que se basan principalmente en cultivo de temporal, y ausencia de
fertilizaciobn agroquimica. En este sentido, los mayores valores de autofecundacion
observada en el fenotipo flor blanca del monocultivo y fenotipo flor rosa del solar es posible
se deba a menores visitas de polinizadores (Aguilar-Espinosa M, CICY; observacion
personal) o floracién sincrénica con especies de frutales como los citricos que dividen la
tasa en las visitas entre dichas especies (Rivera-Madrid et al., 2006). Otra posibilidad es
gue las plantas progenitoras de los fenotipos flor blanca del monocultivo y fenotipo flor rosa
del solar conservan rasgos genéticos y/o morfolégicos que promueven la autofecundacion
(Sousa et al., 2012). Por ejemplo, en la India, las variantes de color mas claro (blanco y
débil rosa) se observé la auto deposicidn de polen debido a que las anteras se adhieren
sobre el estigma en dichas variantes (Siril y Joseph, 2013). Por lo que en variantes
yucatecas son necesarios estudios adicionales sobre los factores que promueven la

autofecundacion.

Los registros de visitadores incluyen abejas, hormigas y moscas. En Brasil, las abejas que
se observaron son Trigona spinipes, Auglochloropsis spp. y Eulaema nigrita (Garibaldi et
al., 2013). En la India se registraron visitadores como las abejas meliferas (Apis indica) y
las abejas nativas (Xylocopa spp.), las hormigas (Paratrechina longicornis, Oecophylla
smaragdina) y las moscas sifidicas (Eristalinus aeneus y Syritta pippins) (Joseph y Siril,
2013). Aunque falta un estudio formal de los polinizadores en la peninsula de Yucatan, se
espera que la abundancia y diversidad de los polinizadores aumente entre los campos de
cultivo, incluidos los sistemas tradicionales, semejantes a los campos naturales, en
comparacion con aquellos que incluyen solo monocultivos (Nicholls y Altieri, 2013;
Saunders, 2016). Por lo tanto, las abejas nativas como Trigona, Auglochloropsis y Xylocopa
pueden ser comunes en los fragmentos primarios y secundarios presentes sistemas mas

tradicionales, en comparacion con los sistemas modernos de vegetacion secundaria. La
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intensa urbanizacién, el comercio portuario y turismo nacional en las cercanias de la ciudad
de Mérida, han promovido sistemas mas modernos de cultivo; sin embargo, los sistemas
tradicionales aun son practicadas por las comunidades mayas de tradiciones preservadas
que son mantenidas al sur y oeste de Yucatan (Meyer-Arendt, 1991; Jiménez-Osornio et
al., 2005; Cuanalo y Guerra, 2008).

Los coeficientes de endogamia biparental presentaron valores diferentes de cero entre los
sistemas agronomicos y para todas las combinaciones de fenotipos. La endogamia
biparental fue resultado de la estructuracién genética de la especie dentro del sistema
agronomico. En este sentido, las semillas previamente seleccionadas promueven la
endogamia debido a que la base de seleccidn suele ser a partir de pocos parentales
maternos. En poblaciones cultivadas de Phaseolus coccineus L. (Escalante et al., 1994),
plantaciones de Jatropha curcas L. (Bressan et al.,, 2013) o sorgo (Sorghum bicolor L.;
Adugna et al., 2013); especies propagadas por semillas presentan valores similares de
endogamia. Por lo tanto, la endogamia de las plantas parentales ha favorecido a la
consanguinidad biparental, como se observé en los sistemas agrondmicos y al fenotipo,
excepto por el fenotipo de flor rosa del policultivo, lo que sugiere que las semillas suelen

ser producidas de diferentes fuentes de polen.

El nimero de padres potenciales que engendran la progenie de una determinada planta
madre varié de 3 a 7 entre los casos en que el coeficiente de correlacion de paternidad fue
diferente de cero. La correlacion de paternidad es similar a las especies polinizadas por
insectos vectores que depositan el polen en una misma planta, la Gltima visitada (dispersion
correlacionada del polen), particularmente en plantas con multiples frutos como en Acacia
melanoxylum R. Br. (Muona et al., 1991), Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.)
K.Schum. (Alves et al., 2003) y Theobroma cacao L. (Silva et al., 2011). Otro hecho, el
forrajeo de insectos de pocos congéneres en floracién sincrénica (disponibilidad limitada de
pareja) mantienen la correlacion de paternidad de la progenie, como Coffea arabica L.
(Berecha et al., 2014) y el sorgo (Barnaud et al., 2008). Por lo tanto, la dispersién de polen
y/o la disponibilidad limitada de la pareja se correlacionaron positivamente con la paternidad

entrecruzada en el achiote, aunque permanece desconocida.

La informacién derivada del presente estudio es importante en lugar de un programa de

mejora en el achiote. Asi que, las familias en las que se promueve la autofecundacion (como
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las que se detectan para el fenotipo de flor blanca del monocultivo y el fenotipo de flor rosa
del solar, deben presentar caracteres superiores a sus progenitores, lo que refleja la
seguridad de la reproduccion sexual. El entrecruzamiento de las variantes garantiza la
heterocigosidad y la recombinacién de caracteristicas agrondmicas deseables hacia la
mejora de variedades sintéticas, como una mayor produccion de pigmentos y frutos
indehiscentes. En este sentido, el entrecruzamiento predominante fue observado en los
sistemas agronomicos, independientemente a los fenotipos. Sin embargo, la
autofecundacion y la endogamia biparental son caracteristicas de esta especie, aunque
esto no es inusual en las especies cultivadas, y la heterocigosis de la especie no esta
garantizada en este escenario, ya que el aumento de la homocigosis es tipico de los fito-
mejoradores (Charlesworth, 2003). La disponibilidad limitada de la pareja o la dispersion
correlacionada del polen también es preocupante en los programas de mejora, debido a

una fuente reducida de variacion en la progenie.

4.5 CONCLUSION

Bixa orellena L., mostré una variacion en el sistema de apareamiento entre los tres sistemas
agronémicos y por fenotipo, variando desde un sistema mixto de apareamiento a un modelo
de cruzamiento predominante. Esta variacion debe ser considerada en el esquema de
seleccién para plantas maternas mejoradas o plantas élite. Aunque el cruce puede
promover la recombinacion genética aleatoria, puede ser util para el mantenimiento de
rasgos deseables. También es necesario conocer la biologia reproductiva y la morfologia
floral sobre los diferentes sistemas de cultivo, para demostrar el grado de participacion y
contribucién de los polinizadores (abejas, hormigas, mariposas, aire, entre otros) en la
dispersion polen y semillas; asi como investigar la compatibilidad fenotipica y su
comportamiento en los diferentes sistemas de cultivo de achiote. Ademas, se necesitan
mas estudios sobre la interaccion polen-pistilo en los fenotipos del achiote para comprender

mejor la diferenciacion entre estas plantas.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
5.1 CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacién nos permiten concluir que la caracterizacion
obtenida por los marcadores morfolégicos y moleculares SSR demostraron una alta
diversidad morfolégica y genética de la coleccién de plantas de achiote en Yucatan
analizadas en este estudio. Esto demuestra que el uso de marcadores morfologicos y
moleculares en achiote en esta investigacion confirmaron los estudios previos realizados
con marcadores morfoldgicos y moleculares, SRAPs por Valdez-Ojeda et al (2008), también
en achiote.

La evaluacion morfoldgica determiné relaciones entre las caracteristicas agronémicas de la
semilla: como el contenido de bixina, nimero de semillas por fruto y frutos de mayor tamafio;
y variables de interés especifico propuestas de la flor y fruto como: los frutos rojo a
verde/rojo de forma hemisférica, apice agudo y espinas intermedias en plantas de fenotipo
de flor rosa, y la indehiscencia del fruto en individuos de fenotipo de flor blanca, se

determiné dicha relacion.

En este sentido, estas caracteristicas podrian poseer valor discriminatorio para la
clasificacion de los tipos de achiote, y estar asociado a la obtencién de altos contenidos de
bixina. Asi, a partir de estos resultados, se facilita la identificacion de plantas de interés
agronémico y de mayor rendimiento de bixina y semillas, cuya relaciéon acata las demandas
especificas de los fito-mejoradores y/o agricultores con el fin de seleccionar individuos
agronomicamente importantes que conlleve al desarrollo éptimo del potencial de este

cultivo.

Asi también, las relaciones de los caracteres fenotipicos permitieron discriminar las
accesiones de achiote estudiadas aqui. Lo que brinda la posibilidad de seleccionar
parentales con caracteres agronémicos de interés comercial para desarrollo de lineas
mejoradas realizando un proceso de seleccion 6ptimo para el mejoramiento de este cultivo.
Accesiones del grupo 1 presentaron los caracteres de importancia agronémica en cuanto

al contenido de bixina, mayor numero de semilla por fruto y de mayores tamafios, lo que
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implica que este grupo pueda ser considerado potencial de progenitores a partir del cual se
puedan obtener generaciones segregantes, particularmente con accesiones 2 y 3 debido al

caracter indehiscente de sus frutos.

Los SSR empleados permitié caracterizar genéticamente la coleccion de plantas de achiote
en términos de frecuencias alélicas, el polimorfismo y la riqueza alélica, llevo a establecer
la diversidad genética y la estructura genética dentro de la coleccion y entre los sitios de
origen a la colecta. Los resultados encontrados indicaron que la coleccién en estudio

presenta una alta diversidad genética.

Las diversas medidas de diversidad genética observadas como la heterocigosidad,
estadisticos F e indice de Kosman obtenidos, mostraron que las plantas de la coleccion
conservan suficiente variacion que puede utilizarse como base para mejoramiento y

conservacion del material agrondmico de interés.

De forma similar, el alto flujo génico y la moderada diferenciacién entre los grupos genéticos
observados determin6 una base genética estrecha que conforman la coleccion de plantas
de achiote. La varianza (ANOVA) de los estadisticos F, corroboré la mayor variabilidad que
se encontr6 fue entre individuos que conforman la coleccién de plantas. Estos datos
suponen que debido a su distribucién antropica y modelo de entrecruzamiento tienen efecto

sobre esta alta diversidad dentro de la coleccion estudiada.

Ademas, la alta estructura genética observada mostré tendencia de agrupamiento entre
poblaciones a partir del origen de la colecta del achiote. Los datos obtenidos mostré una
agrupacioén entre Mérida y Chicxulub; mientras, las poblaciones de Temoz6n y Chan Dzinup
se mantuvieron aisladas. La estructura encontrada en este trabajo puede ser atribuida a las
poblaciones sometidas a procesos de seleccién artificial que han mantenido su identidad
genética, a pesar de cruzamientos intencionados en funcion a la produccion de pigmentos,
donde la variacion heredada de los caracteres morfol6gicos no influyeron en la formacién

de los grupos.

La caracterizacion del polimorfismo del gen Bop-LCY1 fue congruente en la determinacion
de genotipos de interés agronémicos asociados al contenido de bixina; la cual en el

presente trabajo, el haplotipo B observado dentro de la coleccién de plantas fue asociado
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a mayor contenido de pigmento bixina, en comparacién de los haplotipos restantes con
menores contenidos. Asi, la asociacion del gen Bos-LCY1, evidencio ser una herramienta

util en la prediccion de individuos con alto contenido de pigmento bixina.

La caracterizacion del sistema reproductivo ha presentado polimorfismo entre los sistemas
agronomicos de cultivo. Este sistema se presentdé desde un modelo de entrecruzamiento
predominante a un sistema mixto. Los resultados revelan el impacto de las practicas de

cultivo en el apareamiento, factor a considerar para su cultivo extensivo.

El cambio observado en el apareamiento es utilizado para definir estrategias de cultivo y
programas de reproduccién en el mejoramiento genético. Estimaciones de la auto-cruza
observados muestran individuos emparentados, que mantienen una estructura familiar, que
contribuye a la moderada diferenciacion y mayor flujo génico entre individuos

correlacionados.

Finalmente, los analisis realizados han generado informacion novedosa respecto a la
caracterizacién del achiote sobre aspectos morfoldgicos, agronémicos y de rendimiento,
gque esclarecen de forma mas precisa la identificacién entre los morfotipos de achiote. Asi,
se evidencié molecularmente la alta diversidad genética que se expresa en la gran variaciéon
entre las formas botanicas de la especie. Esto corrobora la presencia de una estructura
genética conservada en esta especie, y que se mantiene de forma dinamica por los

patrones de apareamiento mixto observados en la coleccién de plantas de achiote.

5.2 PERSPECTIVAS

En Yucatan, el achiote (Bixa orellana L.) es una planta de interés comercial y uso culinario
de sus pigmentos. La cual, ha generado interés de caracterizacion de la variacion genética
en la basqueda de parentales de caracteres agronémicos superiores encaminado a la
mejora genética y aumento del cultivo hacia el comercio y desarrollo de tipos botanicos de
alto rendimiento. La caracterizacion se hace indispensable para determinar caracteres de
valor agronémico y permitan la identificacion de posibles parentales agrondmicos
importantes y obtener un banco de progenitores. En este caso, es posible utilizar los
esquemas de seleccion que implican parentales maternos asociados a caracteres
agronomicos superior y como resultado de la hibridacion obtener una amplia oportunidad

de recombinacién genética a través de cruces dirigidos y obtener lineas segregantes de
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caracteres su periores.

El esfuerzo limitado para generar criterios de seleccién en el achiote con base a sus
caracteristicas morfolégicas y/o moleculares que facilite la identificacion de caracteres de
valor agronémico, asociado a bixina principalmente. Adicionalmente, la composicién
quimica de un organismo, exhibe propiedades en funcion de la abundancia de sus
metabolitos, lo cual contribuye potencialmente para una caracterizacion mas completa de
las plantas. Su empleo en la identificacion y discriminacion de genotipos de achiote no
queda exenta de analisis. Por lo que su uso para el desarrollo de criterios de seleccion
como marcadores quimicos, aunado a genotipos de caracteres agronémicos permitira de
manera mas eficiente la seleccion de genotipos para el aprovechamiento 6ptimo del achiote
en sus diversas aplicaciones en la industria de alimentos, de farmacos, de cosméticos, entre

otros.

La reproduccion controlada, propagacién de genotipos agrondmicos y transformacion
genética de genotipos con base de seleccion para mejorar el contenido de bixina se puede
realizar con las accesiones ya caracterizadas aqui. Estas estrategias adicionales
conducirian la generacién de cultivares superiores y proporcionarian la direccion del
mejoramiento genético en condiciones mas controladas. Asi también, estudios adicionales
que se encaminen al establecimiento de lineas homocigotas para ahondar en el estudio
sobre los rasgos agrondémicos asociados a loci genéticos a través de lineas segregantes
hacia el desarrollo de cultivares mas homogéneos con caracteristicas agronémicas de

interés.

La diversidad genética estrecha observada entre individuos correlacionados en el presente
trabajo, podrian conducir a modificaciones de la distribucion de esta diversidad genética
con posibles efectos adversos. Es necesario seguir haciendo mas investigacion para
complementar la informacion y realizar el analisis sobre el efecto que ha ejercido la
selecciéon artificial o antropogénica en la diversidad genética en estas poblaciones
cultivadas. Asi también es necesario el reconocimiento de poblaciones silvestres para poder

compararlas y determinar el valor real de la diversidad genética del achiote.

Asi mismo, la coleccién de plantas de achiote abarcé limitadas poblaciones de cultivo en

Yucatan. Si bien, la alta variabilidad genética mostrada por los diferentes analisis
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morfoldégicos y moleculares, sugiere realizar esfuerzos para aumentar en namero de la
coleccion de plantas de achiote para incrementar la diversidad de la coleccion, aunado al
incremento del tamafio de la poblacidn nucleo para la identificacion de aquellos individuos
portadores de la mayores cualidades de interés, a fin de generar materiales mejorados que
sirvan de puentes genéticos para la manipulacion de caracteres en cruzas dirigidas. Por tal
motivo, se recomienda nuevas introducciones o colecciones de plantas que contribuyan a
una mejor comprensién de la diversidad genética y la estructura de esta especie, asi como

a la comprensioén del proceso de domesticacion hacia su cultivo 6ptimo de este recurso.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Bixa orellana L. (achiote), is a tropical species that produces high amounts of bixin, used as a commercial food
Bixin pigment. In Yucatan, B. orellana (achiote) is cultivated under three different agronomic systems: backyard
SRAP (solar), polyculture (milpa), and monoculture. Two promising phenotypes affecting bixin production have been

Mixed mating system
Biparental inbreeding
Correlated paternity
Backyard (solar)
Polyculture (milpa)
Monoculture

identified. The phenotypes differ in flower and fruit colour, fruit dehiscence and bixin contents. Reflecting
differences in plant density, species diversity and management factors among agronomic systems and differences
in flowering synchrony between phenotypes, mating system parameters might vary, such as outcrossing rates (t,,
and t;), biparental inbreeding (ty-t;; Tpm- Tps), the fixation index of maternal plants (F) and paternity correlation
(rpm). To compare such parameters between different B. orellana phenotypes among agronomic systems, 10
offspring from 20 genetic families of B. orellana per agronomic system were amplified using sequence-related
amplified polymorphism (SRAP) molecular markers. MLTR software was used assuming a mixed mating system.
Plants sown in backyard showed a mixed mating system, while in poly- and monoculture, they showed
predominantly an outcrossing system; biparental inbreeding was similar in backyard, poly- and monoculture; the
maternal inbreeding coefficient was higher in backyards than in poly- and monoculture; and plants in backyards
and monoculture are less promiscuous than plants in polyculture. Variations between phenotypes within each
agronomic system were also recorded. B. orellana displays a mixed mating system affected by the agronomic
system. Thus, the selection of offspring should consider variation in the mating system in the design of
alternative breeding improvement programs.

1. Introduction genetic systems, and blooming patterns), as well as ecological and

environmental factors that affect pollen flow, and therefore outcrossing

Mating system refers to the mating patterns within a population,
which determine the genetic structure of the population and drive the
evolution of floral and reproductive traits (Barrett and Eckert, 1990;
Barrett et al., 1996; Vogler and Kalisz, 2001; Eckert et al., 2009).
Domesticated plants display a variety of mating systems, ranging from
obligatory outcrossing to self-fertilization or even apomixis (Ross-Ibarra
et al., 2007), with predominant outcrossing plants among shrubs and
trees (Miller and Gross, 2011). Plant mating patterns vary according to
the species reproductive biology (sexual systems, self-incompatibility

frequencies, particularly population density (Schemske and Lande,
1985; Wolff et al., 1988) affecting pollen dispersion via pollinators or
wind (Clegg, 1980; Hamrick and Murawski, 1990). In agronomic
systems, differences in management practices are primarily affected
by sowing patterns and the provenance of the sown seeds. Practices
such as the intercropping of different variants and intensive exchanging
of seeds maintain high outcrossing rates in traditional agricultural
systems (Barnaud et al., 2008). Agronomic systems in Latin America
vary from traditional systems to commercial plantations (Altieri, 1992,

Abbreviations: SRAP, sequence-related amplified polymorphism; MLTR, multilocus mating system program; IRD, yeinfrared fluorescent dyes; TBE, tris/borate/EDTA; t,,, multilocus
outcrossing rate; t, single-locus outcrossing rate; ry, selfing correlation; ry,,, multilocus paternity correlation; r,, single-locus paternity correlation; N,,, average effective number of pollen
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