Articulo Cientifico

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 28 (3): 179 - 185, 2005

DIVERSIDAD GENETICA EN PITAHAYA (Hylocereus undatus Haworth. Britton y Rose)

GENETIC DIVERSITY IN PITAHAYA (Hylocereus undatus Haworth. Britton and Rose)

Juan Porfirio Legaria Solano’, Maria Elisa Alvarado Cano y Ricardo Gaspar Hernandez

Departamento de Fitotecnia, Universidad Auténoma Chapingo. Km 38.5 Carr. México-Texcoco. C.P. 56230. Chapingo, Edo. de México. Tel. 01 (595)

952-1642. Correo electrénico: jlegaria@taurusl.chapingo.mx
*Autor para correspondencia

RESUMEN

Se evalué la variabilidad genética con marcadores RAPD (Poli-
morfismos en el ADN Amplificados al Azar) en 50 colectas de pitaha-
ya (Hylocereus undatus Haworth, Britton and Rose) provenientes de
nueve estados de México y una colecta de Colombia que se incluyé
como testigo. Se detecté alta variabilidad genética (polimorfismo en-
tre colectas de 92.5 %) en las poblaciones de pitahaya. Las huellas
genéticas obtenidas permitieron la identificacién individual de cada
material genético. La colecta de Colombia se agrupé con la mayoria
de las colectas mexicanas, lo que indica un origen comin. Adicio-
nalmente, se detecté un grupo de materiales procedente de los estados
de Hidalgo, México y San Luis Potosi que difiere del resto de las co-
lectas en su genotipo RAPD, lo que sugiere que en México existe va-
riabilidad genética endémica y que el pais es uno de varios centros de
diversidad de H. undatus.

Palabras clave: Hylocereus undatus, variabilidad genética, andlisis
RAPD.

SUMMARY

The objective of this work was to evaluate the genetic diversity in
natural populations of pitahaya (Hylocereus undatus. Haworth, Brit-
ton and Rose.). Fifty pitahaya collections from nine states of México
and one accession from Colombia were evaluated using randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD) markers. High genetic variabi-
lity (92.5 % of polymorphism) was detected between the pitahaya po-
pulations, and fingerprinting allowes to identify individual accessions.
The collection from Colombia was genetically similar to the majority
of Mexican collections, suggesting an common origin. Additionally, a
group of collections from Hidalgo, México State and San Luis Potosi
was detected, which were genetically different from the remaining
collections, suggesting that in México there is endemic genetic vari-
ability and that this country is one of various possible centers of di-
versity of Hylocereus undatus.

Index words: Hylocereus undatus, genetic variability, RAPD
analysis.
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INTRODUCCION

México es parte importante del centro de origen Me-
soamericano de las cacticeas. Este grupo de plantas se
caracteriza no s6lo por su atractivo como plantas de ornato
sino también porque constituyen una fuente importante de
alimento y una actividad redituable en aquellas regiones
donde las condiciones climaticas y edaficas son adversas.
Dentro de las cactaceas con gran potencial productivo y
econdmico se encuentra el género Hylocereus, especie que
presenta diversos habitos de crecimiento y frutos que se
conocen cominmente como “pitahayas”.

La pitahaya (H. undatus Haworth, Britton and Rose) es
una cacticea que se ha adaptado a climas tropicales, sub-
tropicales y semidridos de México, Centroamérica, Suda-
mérica y el Caribe (Britton y Rose, 1963; Bravo, 1978).
H. undatus pertenece a la familia Cactaceae, subfamilia
Cactoideae, tribu Hylocereae y género Hylocereus. Se re-
conocen 31 especies y tres de ellas se han registrado en
México (Castillo et al., 1996). Estas especies son H. unda-
tus, H. purpusii, y H. ocamponis, mismas que se distri-
buyen en los estados de Quintana Roo, Yucatan, Tabasco,
Veracruz, Chiapas, Guerrero, Querétaro, Estado de Méxi-
co, Distrito Federal, Puebla, Oaxaca, Michoacan, Jalisco,
San Luis Potosi, Colima y Sinaloa (Haage, 1963; Bravo,
1978; Scheinvar, 1985; Hunt, 1992). En todos estos esta-
dos H. undatus se encuentra en forma silvestre y ha sido
diseminada por aves. La especie H. undatus se considera
la de mayor importancia econémica en México, dado que
sus frutos son apreciados y facilmente comercializados en
mercados locales y regionales, ademas de tener demanda
en los mercados nacional y extranjero (Ortiz, 1999).
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El origen de Hylocereus es incierto. Fouqué (1972)
propuso que es originaria de México o Colombia, mientras
que Jorge y Ferro (1989) sefialaron como probable origen
a América del Sur, dado que ahi se encuentran los géneros
mas primitivos. Hylocereus, al igual que Opuntia, presenta
gran polimorfismo, lo que implica encontrar amplia varia-
cioén de tipos que probablemente corresponden a una mis-
ma especie. En ocasiones esas diferencias son contrastan-
tes, lo que da origen a una gran confusion para su identifi-
cacién. H. undatus se distribuye geograficamente en forma
amplia en sitios donde las condiciones ecoldgicas son limi-
tantes, lo cual la coloca en serio peligro para su sobrevi-
vencia por diversas causas de origen natural y antropocén-
trico (Ortiz, 1999).

La conservacion y la utilizacién de los recursos genéti-
cos vegetales requieren de la caracterizacion y clasifica-
cion detalladas de la diversidad genética. El potencial para
la permanencia y el cambio evolutivo de las especies en
condiciones naturales también depende de sus niveles de
variabilidad genética y de la forma como se distribuye ésta
dentro y entre las poblaciones. Una poblaciéon con bajos
niveles de variacion genética puede ser exitosa en un am-
biente determinado o estar en riesgo de extinguirse cuando
estas condiciones se modifican. La fragmentacién y la des-
truccion del habitat en que se encuentran las poblaciones
vegetales silvestres constituyen una seria amenaza para los
recursos genéticos y hacen urgentes el estudio y la estima-
cion de la cantidad de variabilidad genética presente en las
poblaciones silvestres que potencialmente son utiles para el
hombre (Vida, 1994). Igualmente importantes son los es-
fuerzos enfocados a la conservacion de esos recursos gené-
ticos.

El tipo de datos que normalmente se han registrado pa-
ra describir, seleccionar y utilizar los recursos genéticos se
basan en caracteristicas agrondmicas y morfoldgicas. La
caracterizacion de la diversidad genética de las poblaciones
y la identificacién de las especies de pitahaya se realiza
normalmente con base en caracteristicas morfolégicas co-
mo el color de tallos, costillas con bordes, presen-
cia/ausencia de suberificacion, ubicacién de areolas o tipos
de espinas, color de flores y color de frutos (Bravo, 1978);
sin embargo, tales caracteristicas son fuertemente influen-
ciadas por el ambiente, lo que normalmente contribuye a
evaluaciones confusas. La evaluacion de la biodiversidad y
la identificacion de las cacticeas se relaciona con la detec-
cién de polimorfismos, la hibridacién y la influencia del
hombre en la selecciéon de genotipos especificos, lo que
altera las caracteristicas iniciales de las poblaciones.

Actualmente, con los avances de la Biologia Molecular,
principalmente con el desarrollo de la Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa (PCR) para la amplificacién de fragmen-
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tos de ADN, se han desarrollado técnicas poderosas que
pueden utilizarse en la caracterizacién y evaluacién de la
diversidad genética. La alternativa para evaluar correcta-
mente la biodiversidad en las poblaciones de cacticeas es
la caracterizacién genética con huellas de ADN, dado que
es la unica forma de identificacién que puede proteger los
recursos genéticos en forma eficiente, porque es infalsifi-
cable y, en contraste con los marcadores morfofisiologi-
cos, no es afectada por las condiciones ambientales (Hoel-
zel, 1994).

Los marcadores RAPD (Polimorfismos en el ADN
Amplificados al Azar) han probado su utilidad en estudios
aplicados y de tipo evolutivo, que incluyen la construccién
de mapas genéticos, la obtencion de marcadores genéticos
ligados a caracteres fenotipicos especificos, la determina-
cion de relaciones filogenéticas y de parentesco, la identi-
ficacion de clones y variedades cultivadas, y en estudios de
dindmica de poblaciones (Hadrys et al., 1993; Williams e?
al., 1993; Whitkus et al., 1994).

Este trabajo se enfocd al estudio de la diversidad gené-
tica existente en poblaciones naturales de la pitahaya (H.
undatus) que crecen en diferentes regiones de México,
mediante el empleo de marcadores moleculares RAPD,
con la finalidad de detectar polimorfismos y diferenciar
genotipos con posibilidades de utilizarse en programas de
mejoramiento genético de la especie.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron 50 materiales de pitahaya en nueve esta-
dos de la Republica Mexicana: Oaxaca, Puebla, Veracruz,
Guanajuato, México, Distrito Federal, San Luis Potosi,
Hidalgo y Tabasco. Se incluyé como testigo una muestra
proveniente de Colombia. Se purific6 el ADN gendmico
total segiin el método propuesto por De la Cruz er al.
(1997). Se verificé la integridad y la cantidad del ADN
obtenido para proceder a realizar las reacciones de PCR.
Se probaron 20 iniciadores de la serie A de Operon
(OPA01-OPA20) (Operon Technologies Alameda, CA,
USA) y de ellos se seleccionaron 15 que mostraron poli-
morfismo, y por la complejidad del patrén de bandeo para
obtener los RAPD.

La mezcla de reacciéon se hizo en un volumen total de
25 uL y consistié de 4.2 pL de agua bidestilada estéril, 10
pL de dNTPs 500 uM, 2.5 uL de amortiguador 10X, 1.0
pL de MgCl> 50 mM, 3.0 pL de cada iniciador (10 pmol),
0.3 uL de Taq ADN polimerasa (5U uL™), y 4.0 uL de
ADN gendémico (10 ng uL™). Las condiciones de PCR fue-
ron las siguientes: un ciclo 94 °C, 2 min; 38 ciclos 94 °C,
30s;40°C, 30s; 72°C, 1 min 30 s; y 72 °C, 90 s. La
PCR se realizé en un termociclador Perkin Elmer Modelo
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480. Los productos se separaron en geles de agarosa a 1.2
% (p/v) con amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato, pH
7.6; ImM Nax. EDTA), durante 3 h a 85 V. Finalmente,
los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.5 mg mL™)
y se fotografiaron bajo luz UV. Las reacciones de amplifi-
cacion se repitieron al menos dos veces, sin que se presen-
taran discrepancias entre los patrones RAPD obtenidos.

Los materiales se compararon con base en similitudes y
diferencias en los patrones de bandeo, y se asigné un va-
lor de 1 a la presencia de una banda y de O a la ausencia
de la misma, al asumir que bandas de igual peso molecular
son idénticas en colectas diferentes. La evaluacion se reali-
z6 con cuidado y de manera independiente por dos miem-
bros del laboratorio, sin tomar en cuenta las bandas difusas
para el andlisis. Los analisis estadisticos se realizaron con
el programa de computo FreeTree (Hampl e al., 2001).
Se calcul6 una matriz de similitud/distancia entre las co-
lectas mediante el coeficiente de Jaccard, y con los datos
resultantes se hizo un anlisis de conglomerados con el
método de medias aritméticas (UPGMA, Unweighted Pair
Group Method Arithmetic Average; Sneath y Sokal,
1973), y las relaciones entre las colectas. se representaron
en un arbol.

Con el paquete estadistico FreeTree se realizé un anali-
sis de remuestreo (Bootstrapping, 100 repeticiones) a fin
de obtener datos numéricos del arbol estadisticamente més
robusto. Con los datos obtenidos se construyé un gréfico
del arbol con base en distancias mediante el programa
NJPlot. El andlisis de componentes principales se efectud
con el uso de distancias euclidianas calculadas entre pares
de colectas mediante el programa de computo STATISTI-
CA 6.0 (Statsoft Inc, Tulsa, OK, USA). El porcentaje de
loci polimoérficos se calculé mediante la formula: Porcen-
taje de loci polimérficos= nimero de loci polimdrfi-
cos/nimero total de loci x 100 (Nei, 1973).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis RAPD indicd la existencia de variabilidad
genética entre las colectas de pitahaya. De los veinte ini-
ciadores probados, se seleccionaron 15 que mostraron po-
limorfismo y complejidad en el patrén de bandeo, lo que
permitié la identificacién de cada uno de los materiales
(Figura 1). En total se analizaron 134 bandas amplificadas,
de las que 124 fueron polimorficas (92.5 %).

El analisis de conglomerados mostr6 la formacién de
siete grupos de colectas de pitahaya (Figura 2). El grupo I
se integrd con las colecciones C48, C33, C25, C23 y C22,
originarias del Estado de México, Hidalgo y San Luis Po-
tosi; el grupo II incluy6 a las colecciénes C37 y C15, de
San Luis Potosi y México; el grupo III lo integraron las

181

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 28 (3), 2005

colectas C1 de Puebla y las C5 y C6 de Oaxaca; el grupo
IV lo form6 la colecta C51 del Estado de México. La
colecta C21 de Colombia conformé el grupo V; mientras
que el grupo VI incluy6 a las colectas C40 y C41 del Esta-
do de México. El grupo VII integré a la mayoria de las
colecciones de todos los estados.

Dentro del grupo VII se observo la formacion de tres
subgrupos. El subgrupo VIla lo integraron accesiones de
San Luis Potosi (C50, C47, C36, C35, C29, C28, C27, y
C26), Guanajuato (C12 y C24), Oaxaca (C7), Distrito Fe-
deral (C16) y el Estado de México (C14). El subgrupo
VIIb se integrd con las colectas C43, C38, C46, C42,
C45, C44, C49, C39, C32, C30, C34 y C31, de Veracruz,
México, Puebla, Tabasco, y San Luis Potosi. El subgrupo
VIlc lo integraron las colectas C11, C18, C9, C10, C20,
C19, C17, C13, C4, C8, C3 y C2, provenientes de Méxi-
co, Veracruz, Puebla y QOaxaca. Los agrupamientos in-
dican la existencia de variabilidad genética en las pitahayas
de México. También se observd que las colecciones C2 y
C3 procedentes de Veracruz fueron las que presentaron
mayor similitud (distancia igual a 0.0165), mientras que
las mas distantes fueron las que conformaron el grupo I
(distancia entre 0.2325 y 0.9117).

La mayor parte de las colectas originarias de un estado
particular tendieron a agruparse, lo que indica que estan
genéticamente emparentadas o que conforman un conjunto
genético homogéneo. Sin embargo, también se observaron
algunas colectas agrupadas con colectas de otros estados,
lo que indica que posiblemente existe cierto grado de flujo
genético o de migracién de poblaciones de pitahaya a tra-
vés de México. Por ejemplo, el subgrupo VIla incluyd
ocho colectas de San Luis Potosi, pero también colectas
de ese estado formaron parte de otros grupos y, por tanto,
estuvieron relacionadas genéticamente con colectas de
otros estados. Esto indica que las poblaciones han mante-
nido cierta conservacién de su identidad genética pero que
también ha existido introgresion o dispersion de los geno-
tipos entre las regiones.

Esta dispersion posiblemente se ha llevado a cabo por aves
o grupos humanos que migran de un lugar a otro (Ortiz,
1999). Ademas, se observo cierta correlacién entre los ge-
notipos y el ambiente en que se desarrollan; es decir, los
genotipos se distribuyen espacialmente de acuerdo con las
caracteristicas del ambiente, pues las colectas de un estado
o conjunto de estados tendieron a agruparse. Las colectas
de San Luis Potosi integraron la mayoria de los grupos, lo
que puede indicar que dicho estado sea un posible sitio de
dispersion de H. undatus. Lo anterior parece indicar que
es en San Luis Potosi donde se encuentra la mayor variabi-
lidad genética de pitahaya en comparacién con las mues-
tras del resto de estados analizadas.
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Figura 1. Polimorfismos producidos por el iniciador OPA-04 en 51 materiales de pitahaya colectados en diferentes regiones de México (M= marcador de
peso molecular; I= ADN testigo de insecto; B= Blanco).
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Figura 2. Dendrograma de relaciones entre 51 colectas de pitahaya originarias de diferentes estados de México (C1 a C51= Colectas de pitahaya; HGO=
Hidalg; SLP= San Luis Potosi; MEX= Estado de México; COL= Colombia;, GTO= Guanajuato; DF= Distrito Federal;, TAB= Tabasco; VER= Vera-
cruz; OAX= Oaxaca; PUE= Puebla). La longitud de la barra corresponde a 0.05 de distancia entre las colectas. Los niimeros en las ramas indican el
niimero de veces en que la topologia de una rama particular se repite durante el andlisis de robustez del drbol, con base en cien remuestreos. Los niimeros
romanos dentro de las ramas indican los grupos.
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La colecta C21 de Colombia se agrupd sola y estuvo
relacionada genéticamente con la mayoria de las colectas
mexicanas (Figuras 2 y 3), lo que indica un origen comun.
Jorge y Ferro (1989) y Bravo (1978) propusieron que H.
undatus tiene su centro de origen en América del Sur y
que de ahi se dispersé al resto del continente americano.
Adicionalmente, se detect6 un grupo de materiales proce-
dente de los estados de Hidalgo, México y San Luis Poto-
si que difiere del resto de las colectas en su genotipo
RAPD, lo que sugiere que en México existe variabilidad
genética endémica y que el pais es uno de varios centros
de diversidad de H. undatus. Los resultados de las Figu-
ras 2 y 3 avalan tanto la hipdtesis propuesta por Jorge y
Ferro (1989) y Bravo (1978) en el sentido de que pudo
haber dispersion de germoplasma de América del Sur hacia
territorio mexicano mediada por aves o grupos humanos;
asi como la hipotesis establecida por Fouqué (1972) en el
sentido de referir a México como uno de los varios cen-
tros de origen de H. undatus, dado que las colectas que
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conformaron los grupos I y II del dendrograma difirieron
genéticamente del material colombiano. Lo anterior indica
que en el pais existe tanto material genético endémico,
como germoplasma relacionado con material proveniente
de otras latitudes.

El analisis de componentes principales (Figura 3) per-
mitié detectar la formacién de grupos de colectas bien de-
finidos, que corresponden con los obtenidos con el analisis
de conglomerados (Figura 2). El CP1 explic6 45.2 % de
la varianza, y el CP2 el 9.1 %, de tal forma que juntos ex-
plican 54.3 % de la varianza total (Cuadro 1). Se confor-
mo un grupo con 5 colectas procedentes de San Luis Poto-
si, Hidalgo y México (C48, C33, C25, C23 y C22) (cua-
drado superior izquierdo de la Figura 3) que difieren signi-
ficativamente del resto del germoplasma en cuanto a su
constitucién genética. Las colectas C15 de México y C31
de San Luis Potosi fueron intermedias entre los dos gran-
des grupos de colectas (cuadrado del centro), mismas que
pueden ser hibridos (Figura 3).

0,8
0,6
041 Coowm N
A S
0
O 4P
p O W TVDS
02 H ce ¢ ’Oo\?{r5§s
'S PQV. e \/
s M ¢
M
00 ¢ s
o
M
-0.2 ’G I\S/l
s * gsss
. <
0,4
. $é e .
-0,6
-0,1 0.1 0.3 0,5 0,7 0,9 1,1
CP1

Figura 3. Grdfica bidimensional obtenida mediante el andlisis de componentes principales de 51 colectas de pitahaya (Hylocereus undatus) (H= Hidalgo;
S= San Luis Potosi; M= Estado de México;, C= Colombia;, G= Guanajuato; D= Distrito Federal; T= Tabasco; V= Veracruz; O= Oaxaca; P= Puebla),

con base en marcadores RAPD.
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Cuadro 1. Resultados de la extraccion de nueve componentes principales
mediante el andlisis de 134 bandas RAPD, mediante el programa STA-
TISTICA 6.0.

CP Eigenvalor Varianza (% Eigenvalor Varianza
del total) Acumulado  total Acumu-

lada (%)
1 23.05101 45.19807 23.05101 45.19807
2 4.62584 9.07028 27.67686 54.26835
3 3.31612 6.50219 30.99297 60.77054
4 2.63204 5.16086 33.62501 65.93139
5 1.64187 3.21936 35.26688 69.15075
6 1.39853 2.74221 36.66541 71.89296
7 1.33376 2.61522 37.99917 74.50817
8 1.09572 2.14848 39.09489 76.65665
9 1.04278 2.04466 40.13767 78.70131

CONCLUSIONES

El anilisis RAPD detect6 variabilidad genética en las
poblaciones de pitahaya, originarias de diferentes estados
de México. Las huellas genéticas obtenidas permitieron la
identificacion de cada uno de los materiales. Se detect un
grupo de colectas de los estados de Hidalgo, México y
San Luis Potosi que difiri6 del resto del germoplasma en
su constituciéon genética, lo que puede constituir germo-
plasma valioso para propositos de fitomejoramiento.
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