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VARIACION GENETICA DE TRES ESPECIES SILVESTRES DEL GENERO
Hylocereus (Berger) Britton & Rose (Cactaceae) EN MEXICO, BASADO EN
SECUENCIAS DE matK, rbcL, psbA, trnL-F e ITS
Maria de los Angeles Garcia Aguilar, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2014

Hylocereus (Berger) Britton y Rose es una cactacea con elevado potencial
econdémico. ElI nimero de especies reconocidas para México es controvertido, debido a que
no existe un consenso en cuanto a su taxonomia, principalmente por la amplia variacion
morfoldgica que se observa en las estructuras vegetativas de muchas plantas. En el primer
capitulo se evalu6 la variacion morfologia vegetativa en poblaciones silvestres de
Hylocereus undatus, H. purpusii € H. ocamponis y su relacion con algunas poblaciones
manejadas de H. undatus. En el segundo capitulo se evaluaron tres regiones del cloroplasto
(matK, rbcL, psbA) y el espaciador intergénico trnL-F a fin de determinar su conveniencia
como cddigo de barras para las especies de este género en México. En el tercer capitulo se
evalud la utilidad de los espaciadores internos transcrito del ADN ribosomal nuclear ITS
con el fin de detectar variacién intra-especifica en poblaciones silvestres de H. undatus y
establecer su relacién con algunas poblaciones manejadas. Se recolectaron ejemplares de
las tres especies en 61 poblaciones de once estados de la Republica Mexicana. Ademas, se
recolectaron ejemplares de H. undatus en 14 poblaciones manejadas clasificadas con base
en la coloracién de la pulpa del fruto. Se practicé un andlisis canonico discriminante
(ACD), discriminante clasificatorio (DISCRIM), un analisis de varianza y una comparacion
de medias (Tukey, P<0.05), a fin de establecer diferencias estadisticas entre las
poblaciones, ademas un analisis de divergencia de nucle6tidos y una reconstruccion
filogenética con base en la matriz de distancias Distancia-P usando el método Neighbor-
Joining y el modelo de sustitucion Tamura-Nei. Cada una de las especies mostro atributos
morfoldgico Unicos que las definen. Caracteres morfolégicos asociados con la aréola
permitieron la diferenciacién de genotipos en poblaciones manejadas de H. undatus. En el
analisis multilocus revel6 que la combinacién de rbcL + trnL-F discriming a las tres
especies con probabilidades > 60 %. La region ITS ADNrn permitié distinguir
genéticamente tres grupos de individuos de H. undatus en México.

Los resultados sugieren que la combinacion de loci propuesta puede tener utilidad
como cddigo de barras para las tres especies de este género de cactaceas en México. La
cercania genética de las poblaciones silvestres y manejadas de H. undatus deja ver que los
cambios en las poblaciones se presentan en su morfologia, pero no en su distincion genética
amplia. La seleccion artificial influye en los niveles de variacion morfoldgica de ésta
especie, asi como en el numero de variantes reportadas. Se detectaron poblaciones con
divergencia genética significativa, las cuales constituyen reservorios genéticos de esta
especie en México como es el caso Ayutla Gro. Caltepec Pue., Tuxtepec Lochixonace y
Oax.

Palabras clave: Codigo de barras, Hylocereus, variacion morfologica y genética, ITS.



GENETIC VARIATION OF THREE SPECIES OF WILD GENDER Hylocereus (Berger)
Britton & Rose (Cactaceae) EN MEXICO BASED ON SEQUENCE matK, rbcL, psbA,
trnL-F e ITS
Maria de los Angeles Garcia Aguilar, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2014

Hylocereus (Berger) Britton and Rose is a cactus with economic po-tencial high.
The number of recognized species is controvertido to Mexico, because there is no
consensus as to their taxonomy, mainly due to high morphological variation observed in
vegetative structures of many plants. In the first chapter vegetative morphology variation in
wild populations of Hylocereus undatus, H. ocamponis and H. purpusii and its relation to
some populations of H. undatus handled evaluated. In chapter three regions of the
chloroplast (matK, rbcL, psbA) and trnL-F spacer intergenico to determine its suitability as
a barcode for species of this genus in Mexico were evaluated. In the third chapter the utility
of nuclear ribosomal DNA transcribed ITS in order to detect intra-specific variation in wild
populations of H. undatus and establish their relationship with internal spacers managed
populations was evaluated. Specimens of the three species were collected from 61
populations of eleven states of the Mexican Republic. In addition, copies of H. undatus
were collected from 14 populations handled classified based on the color of the fruit pulp.
A canonical discriminant analysis (CDA), discriminant classification (DISCRIM), an
analysis of variance and comparison of means (Tukey, P < 0.05), in order to establish
statistical differences among populations, plus an analysis of nucleotide divergence was
performed and phylogenetic reconstruction based on the distance matrix P using the
Distance-Neighbor-Joining method and substitution model Tamura-Nei. Each species only
showed morphological attributes that define them. Morphological characters associated
with the areola allowed differentiation of genotypes of H. undatus in managed populations.
In the multilocus analysis revealed that the combination rbcL-F + trnL discriminated three
species likely> 60%. The ITS region allowed ADNrn genetically distinguish three groups
of individuals of H. undatus in Mexico.
The results suggest that the combination of loci proposal may have utility as a barcode for
the three species of this genus of cacti in Mexico. The genetic proximity of wild
populations of H. undatus and managed reveals that changes in populations occur in
morphology, but not in its broad genetic distinction. Artificial selection influences the
levels of morphological variation of this species as well as variations in the number of
reported. Populations with significant genetic divergence, which are genetic reservoirs for
this species in Mexico such as Ayutla, Gro., Caltepec, Pue., Tuxtepec y Lochixonace,
Oaxaca were detected.

Keywords: Codigo de barras, Hylocereus, variacion morfologica y genética, ITS.
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INTRODUCCION GENERAL

El género Hylocereus (A. Berger) Britton & Rose, en México se distribuye en
climas tropicales, subtropicales y semiaridos (Merten, 2003), con cuatro especies
reconocidas H. ocamponis, H. purpusii, H. undatus e H. minutiflorus (Guzmén et al.,
2003). Al igual como ocurre con otros géneros de cactaceas, como Opuntia (Colunga-
Garcia Marin et al., 1996) o Stenocereus (Casas et al., 1999, Arellano y Casas 2003), el
aprovechamiento de Hylocereus en este pais se remonta a varios cientos de afos,
principalmente a través de la seleccion, recoleccion de sus frutos y el transplante de
estructuras vegetativas provenientes de poblaciones silvestres a huertos familiares y
linderos. Con este manejo tradicional poco a poco han sido seleccionados y propagados
individuos con caracteristicas preferidas por los pobladores, llegando a formar parte de la
diversidad de los cultivos de traspatio en este pais (Rodriguez, 2000).

Por la importancia econdémica nacional e internacional que tiene la comercializacion
de los frutos de algunas especies de este género (Raveh et al., 1998; Tel-Zur et al., 2004,
2005), su cultivo se ha extendido de huertos familiares y jardines de traspatio a una
produccién intensiva y semi-intensiva en Estados como Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Veracruz
y Yucatan (Juarez et al., 2009). Actualmente, no existe un consenso en el reconocimiento
puntual de cada una de las especies debido principalmente a la amplia variacion
morfologica que presentan las estructuras vegetativas de algunas de éstas (Ortiz, 1999;
Grimaldo-Juérez et al., 2007).

Los efectos del manejo en lo que se refiere al rendimiento de los cultivos, se ha
estudiado ampliamente (Evans, 1993), pero sus efectos en el crecimiento vegetativo y
reproductivo son poco conocidos (Niklas y Thomas, 2007), particularmente en especies de
cactaceas como Hylocereus, en las cuales los procesos de seleccidn artificial y manejo no
han sido evaluados. Este tipo de estudios basados en datos morfoldgicos y medidas
estandarizadas es importante para la descripcion de todas las especies de plantas, si bien los
caracteres morfoldgicos en ocasiones presentan modificaciones debidas al ambiente, esto
no siempre es asi, y generalmente existen descriptores morfoldgicos estables que pueden

ser utilizados para medir la divergencia entre especies (Colunga-Garcia Marin 1986).



Las caracteristicas morfoldgicas se han utilizado como indicadores de la
diversidad, reflejan el genoma y sus regulaciones bioldgicas y ambientales, constituyen la
primera percepcion natural y son distinguibles por observacion directa. Estas caracteristicas
son raramente monogénicas y casi siempre resultan de la interaccion de varios genes. El
uso de caracteres morfoldgicos para caracterizar y clasificar individuos de distintas
regiones, permite planificar estrategias de mejoramiento y conservacion in situ y ex situ,
particularmente en regiones donde el uso de herramientas moleculares no es accesible.

En el primer capitulo se aborda la variacion morfoldgica vegetativa de poblaciones
silvestres de H. ocamponis, H. purpusii e H. undatus, bajo la hipétesis que las especies
silvestres poseen caracteres morfoldgicos vegetativos exclusivos que las definen, y en
segundo término, se establece la relacién que guardan las poblaciones silvestres y
manejadas de H. undatus por ser esta, la especie del género Hylocereus mas ampliamente
distribuida y manejada en México, bajo la hipétesis de que las poblaciones manejadas de

H. undatus presentan divergencias morfoldgicas con respecto a las poblaciones silvestres.

De las especies que se distribuyen en México, H. undatus es la que presenta una
amplia distribucién geogréfica, ya que se le encuentra en forma silvestre y cultivada en
algunas regiones del centro y en las vertientes del Pacifico y Golfo de México (Ortiz,
1999). Presenta un alto nivel de polimorfismo genético, de acuerdo con datos obtenidos
mediante la técnica de RAPD (92.5 %) de 50 colectas en nueve estados del pais (Legaria et
al., 2005). H. undatus ha sobresalido tanto en el mercado nacional, como internacional
(Célix y Castillo, 2001) y es la especie que muestra una mayor variacion morfologica (Tel-
Zur et al., 2003, 2004). Esta especie constituyen un importante recurso fitogenético en
regiones como la Mixteca, Golfo de México y Peninsula de Yucatén, en las cuales, se ha
fomentado su cultivo comercial (Castillo, 2003). La mayoria de las plantaciones son
establecidas principalmente, por propagacion vegetativa a partir de ejemplares procedentes
de huertos familiares y traspatios, por ser la forma mas rapida en la obtencion de frutos en
comparacion con la germinacién de semillas, y en menor proporcion con plantas
recolectadas en poblaciones silvestres. Algunas de las problematicas que presentan estas
poblaciones son, la heterogeneidad del material genético de los huertos, el reducido nimero

de frutos desarrollados respecto al nimero total de flores producidas y la fuerte variacién



morfologica de los fruto, los cuales pueden presentar cascaras rojas en varias tonalidades y
pulpas de color blanco y rojo (Castillo-Martinez., 2005; Castillo-Martinez, 2006). Las
variaciones en esta especie pueden llegar a ser contrastantes, lo que ha originado confusion
en su identificacion, llegando a ser consideradas subespecies de H. undatus (Calix, 2005).

La mayoria de los estudios en H. undatus se han orientado al conocimiento y
aprovechamiento agrondémicos (Castillo-Martinez, 2006) y a aunque se ha reconocido una
alta diversidad genética en poblaciones silvestres (Legaria et al., 2005), se desconoce la
relacion que guardan estas poblaciones con aquellas que son manejadas, a pesar de la
urgencia por definir especies y variedades (Castillo-Martinez, 2006).

Una de las alternativas mas recientes para la identificacién taxonémica de especies
es el uso del codigo de barras de ADN, que consiste en el analisis de la variacion de
secuencias de ADN ort6logas (Herbert et al., 2003). Esta ha sido particularmente (til en
aportar informacion complementaria a los caracteres morfoldgicos (Hebert et al., 2003;
Ratnasingham y Hebert, 2007) y también para la identificacion directa en algunos grupos
de organismos.

En el segundo capitulo, se aborda la evaluacién de forma individual y combinada de
algunas regiones del ADN de cloroplasto (ADNCc), matK, rbcL (codificantes) y trnH-psbA
y trnL-F (espaciadores intergénicos no codificantes), con el propésito de reconocer
genéticamente a las especies del género Hylocereus presentes en México.

La conservacion y la utilizacion de los recursos genéticos vegetales requieren de la
caracterizacion vy clasificacion detallada de la diversidad genética. La permanencia de las
especies en condiciones naturales depende de sus niveles de variabilidad genética y de la
forma en la que se distribuye en las poblaciones. Este conocimiento es fundamental,
debido a que la destruccion y fragmentacion del habitat pone en riesgo los recursos
genéticos y hacen urgentes estudios sobre la variabilidad genética en poblaciones silvestres
(Parra et al., 2010).

Hylocereus undatus se ha convertido en un importante recurso fitogenético en
algunas regiones de México (Calix y Castillo, 2001; Castillo-Martinez, 2003). EI manejo
tradicional de esta especie en jardines de traspatio y huertos familiares, ha favorecido la

seleccion y propagacion de individuos con caracteristicas morfoldgicas deseables. Con la



continua introduccion de individuos provenientes de poblaciones silvestres a los huertos de
traspatio, linderos y eventualmente a plantaciones comerciales, la heterogeneidad genética
de los individuos ha llegado a constituir la principal problemética en estas poblaciones. Las
variaciones morfoldgicas en esta especie han provocado una gran confusion en cuanto a su
identificacion. Aungque se cuenta con importantes aportaciones en cuanto al
reconocimiento morfoldgico de esta especie en algunas regiones de México (Castillo-
Martinez et al., 2005, Grimaldo-Juarez et al., 2007 y Garcia et al., 2014), se desconoce la
relacién genética que guardan las poblaciones silvestres con sus similares manejadas. El
conocimiento sobre la diversidad genética de las poblaciones silvestres de H. undatus es
escaso, Legaria et al. (2005) analizaron 50 poblaciones de esta especie con base en (RAPD)
en nueve estados de México.

La region ITS del ADN ribosomal nuclear (ADNnr) es uno de los marcadores
genéticos ampliamente usados es estudios sistematicos en angiospermas (Baldwin et al.,
1995; Kress et al., 2005). Ha sido por varias décadas una de las herramientas méas
poderosas en la resolucion de relaciones filogenéticas a distinto niveles (tipicamente dentro
de géneros o entre grupos cercanamente relacionados). Alvarez y Wendel (2003) estiman
que entre 1997 y 2002, el 66% de todas las publicaciones filogenéticas involucran la
comparacion a nivel genérico o inferior de secuencias de ITS, de las cuales el 34 % de éstas
plantean hipotesis exclusivamente basadas en secuencias de ITS.

En el tercer capitulo se aborda el estudio de la variacion genética en poblaciones
silvestres de H. undatus en México, con el fin de establecer la relacion genéticas entre éstas
y algunas poblaciones manejadas por medio del analisis de las secuencias de los
espaciadores internos transcrito del ADN ribosomal nuclear ITS. Bajo la hip6tesis de que
las secuencias de los espaciadores internos transcritos ITS del ADNr permiten detectar
variacion en las poblaciones silvestres de H. undatus y que éstas guardan una estrecha

relacion genética con sus similares manejadas.



CAPITULO I. VARIACION MORFOLOGICA DE TRES ESPECIES SILVESTRES Y
MANEJADAS DE Hylocereus (Berger) Britton y Rose (Cactaceae) EN MEXICO.

Maria de los Angeles Garcia Aguilar®, Teresa Terrazas?, Salvador Arias®, Heike Vibrans * y
Lauro Lépez-Mata®

143 posgrado en Botanica, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. Km 36.5 Carretera
México-Texcoco 56230, Montecillo, Texcoco, Edo. de México. Tel. y Fax. (55)5804 59 47, 595
952 02 47, (595) 952 02 00 Exts. 1300 y 1301. Departamento de Botanica y “Jardin Boténico,
Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México. 04510 México, D. F., México.
RESUMEN

El género Hylocereus en México esta integrado por cuatro especies, las cuales se
distribuyen en climas tropicales, subtropicales y semiaridos. De estas especies H. undatus
es un importante recurso fitogenético en algunas regiones de este pais, donde es
ampliamente distribuida y manejada en huertos de traspatio y plantaciones comerciales. En
estas poblaciones se ha reportado una significativa variacion morfoldgica, principalmente
en caracteres relacionados con los frutos, lo que ha causado confusién en la identificacion
de esta especie, aunado al poco conocimiento que se tiene en relacién con sus pares
silvestres y con las otras especies mexicanas. Se evalud la variacion morfologia vegetativa
en poblaciones silvestres de Hylocereus undatus, H. purpusii e H. ocamponis y su relacion
con algunas poblaciones manejadas de H. undatus. Se recolectaron ejemplares de las tres
especies en 61 poblaciones de once estados de la Republica Mexicana. Ademas, se
recolecté el mismo numero de ejemplares en 14 poblaciones manejadas de H. undatus
clasificadas con base en la coloracion de la pulpa del fruto. Se evaluaron ocho caracteres
morfoldgicos vegetativos, cinco referentes a la aréola y tres al tallo. Se practico un analisis
canonico discriminante (ACD), discriminante clasificatorio (DISCRIM), un analisis de
varianza y una comparacion de medias (Tukey, P<0.05), a fin de establecer diferencias
estadisticas entre las poblaciones. La combinacidn de caracteres morfol6gicos propuesta en
el presente estudio permitié diferenciar a las tres especies de Hylocereus en México (A de
Wilks=0.168, F=55.06, P<0.0001, n=152). Cada una de las especie mostré atributos
morfologico Unicos que las definen. Caracteres morfoldgicos asociados con la aréola
permitieron la diferenciacion de genotipos en poblaciones manejadas de H. undatus. La
seleccion artificial influye en los niveles de variacion morfoldgica de ésta especie, asi como
en el ndmero de variantes reportadas. Se detectaron poblaciones silvestres que no
mostraron afinidad con las poblaciones bajo algun tipo de manejo, por lo cual se sugiere la
exploracién de genes nucleares, a fin de establecer su relacidén genética. La combinacién de
caracteres morfologicos empleados, es potencialmente util en el reconocimiento de las
variedades en campo y son una aproximacion al establecimiento de descriptores
morfoldgicos en poblaciones de H. undatus.



SUMMARY

The genus Hylocereus in Mexico consists of four species, which are distributed in
tropical, subtropical and semiarid climates. Of these species H. undatus is an important
plant genetic resource in some regions of the country, where it is widely distributed and
managed in backyard gardens and commercial plantings. These populations have reported a
significant morphological variation, mainly related to the fruit characters, which has caused
confusion in the identification of this species, together with the little knowledge we have in
relation to their wild relatives and the other Mexican species . Vegetative morphology
variation in wild populations of Hylocereus undatus, H. ocamponis and H. purpusii and its
relation to some populations of H. undatus handled was evaluated. Specimens of the three
species were collected from 61 populations of eleven states of the Mexican Republic.
Furthermore, the same number of individuals in 14 populations of H. undatus handled
classified based on the color of the fruit pulp was collected. Eight vegetative morphological
characters, five on the areola and three to the stem were evaluated. A canonical
discriminant analysis (CDA), discriminant classification (DISCRIM), an analysis of
variance and comparison of means (Tukey, P < 0.05), in order to establish statistical
differences between groups was performed. The combination of morphological characters
proposed in this study allowed us to differentiate the three species of Hylocereus in Mexico
(A =0.168 Wilks, F = 55.06, P <0.0001, n = 152). Each species only showed morphological
attributes that define them. Morphological characters associated with the areola allowed
differentiation of genotypes of H. undatus in managed populations. Artificial selection
influences the levels of morphological variation of this species as well as variations in the
number of reported. Wild populations showed no affinity with populations under some sort
of management were detected, so the exploration of nuclear genes is suggested to establish
their genetic relationship. The combination of morphological characters used, is potentially
useful in the recognition of the varieties in the field and are approximate establishment of
morphological traits in populations of H. undatus.

Keywords: canonical discriminant analysis, morphometrics, Hylocereus, México, selection,
wild populations.



INTRODUCCION

El género Hylocereus (A. Berger) Britton & Rose en México se distribuye en climas
tropicales, subtropicales y semiéridos (Britton y Rose 1920), con cuatro especies
reconocidas H. ocamponis, H. purpusii, H. undatus e H. minutiflorus (Guzman et al.,
2003). Al igual como ocurre con otros géneros de cactaceas, como Opuntia (Colunga-
Garcia Marin et al., 1996) o Stenocereus (Casas et al., 1999, Arellano y Casas 2003), el
aprovechamiento de Hylocereus en este pais se remonta a varios cientos de afios,
principalmente a través de la seleccion y recoleccion de sus frutos y el trasplante de
estructuras vegetativas provenientes de poblaciones silvestres a huertos familiares y
linderos. Con este manejo tradicional poco a poco han sido seleccionados y propagados
individuos con caracteristicas preferidas por los pobladores, llegando a formar parte de la
diversidad de los cultivos de traspatio (Rodriguez, 2000).

Formas similares de manejo se han documentado en algunas poblaciones de
cactaceas columnares como Stenocereus pruinosus (Casas et al., 1999), S. stellatus (Casas,
2005), Polaskia chende (Cruz y Casas, 2002), P. chichipe (Otero-Arnaiz et al., 2005),
Escontria chiotilla (Arellano y Casas, 2003) y Myrtillocactus schenckii (Blancas et al.,
2009) en el Valle de Tehuacan y la Mixteca Baja de la region de Oaxaca. Estas especies,
ademas de encontrarse en forma silvestre, presentan algunos tipos de manejo tradicional,
como el silvicultural en sistemas de agroforesteria y cultivadas en jardines de traspatio
(Parra et al., 2008). Estas formas de manejo involucran una seleccion artificial,
favoreciendo la supervivencia y propagacion de plantas con atributos especificos como
frutos grandes y dulces, con céscaras delgadas, pulpas de distintos colores y pocas espinas.
En estas especies se han documentado divergencias morfoldgicas entre las poblaciones
silvestres y aquellas que presentan algin tipo de manejo tradicional (Parra et al., 2010).

Por el elevado potencial econdmico y productivo que tienen los frutos de H.
undatus, ha sobresalido tanto en el mercado nacional, como internacional (Calix y Castillo,
2001; Plume et al., 2013). Esta especie constituyen un importante recurso fitogenético en
regiones como la Mixteca, Golfo de México y Peninsula de Yucatan, en las cuales se ha
fomentado su cultivo comercial (Castillo, 2003). La mayoria de las plantaciones son
establecidas principalmente por propagacidn vegetativa a partir de ejemplares procedentes

de huertos familiares y traspatios. Esta es la forma mas rapida en la obtencion de frutos en



comparacion con la germinacion de semillas, y en menor proporcién con plantas
recolectadas en poblaciones silvestres. Algunas de las problematicas que presentan estas
poblaciones son la heterogeneidad del material genético de los huertos, el reducido nimero
de frutos desarrollados respecto al nimero total de flores producidas y la fuerte variacién
morfologica de los fruto, los cuales pueden presentar cascaras rojas en varias tonalidades y
pulpas de color blanco y rojo (Castillo-Martinez., 2005; Castillo-Martinez, 2006). Las
variaciones en esta especie pueden llegar a ser contrastantes, lo que ha originado una gran
confusion en su identificacion, llegando a ser consideradas subespecies de H. undatus
(Calix, 2005).

Castillo-Martinez et al. (2005) y Grimaldo-Juarez et al. (2007) abordaron el estudio
de la variacion morfolégica de H. undatus en algunas poblaciones manejadas de Puebla,
Veracruz y la Peninsula de Yucatan. En ambos estudios se reconoce la importancia de los
caracteres morfoldgicos reproductivos y vegetativos en la diferenciacion de genotipos, pero
difirieren en el orden de importancia de éstos. Aunque el nimero de caracteres
morfoldgicos usados en ambos trabajos no fue el mismo, coinciden en la existencia de
caracteres morfologicos vegetativos estables como el nimero y longitud de las espinas y la
altura de la ondulacién de las costillas en el reconocimiento de esta especie.

Otra de las especies de Hylocereus que constituye un importante recurso
fitogenético en el noroeste de México es H. purpusii. De esta especie, Juérez et al. (2009)
evaluaron la variacion morfol6gica de dos colectas en condiciones de semi-cultivo
provenientes de huertas de traspatio en Techalutla Jalisco, las cuales fueron establecidas
bajo dos condiciones ambientales. A igual que Castillo-Martinez et al. (2005) y Grimaldo-
Juarez et al. (2007), estos autores registraron caracteres morfolégicos vegetativos estables a
las condiciones ambientales, como el nimero y longitud de las espinas, la presencia de
ceras en la cuticula y el borde coriaceo de los tallos, reconociendo a estas caracteristicas
como confiables en la descripcion de esta especie.

La mayoria de los estudios en H. undatus se han orientado al conocimiento y
aprovechamiento agronémicos (Castillo-Martinez, 2006) y a aunque se ha reconocido una
alta diversidad genética en poblaciones silvestres (Legaria et al., 2005), se desconoce la
relacién que guardan estas poblaciones con aquellas que son manejadas, a pesar de la

urgencia por definir especies y variedades (Castillo-Martinez, 2006).



Los efectos del manejo, en lo que se refiere al rendimiento de los cultivos, se ha
estudiado ampliamente (Evans, 1993), pero sus efectos en el crecimiento vegetativo y
reproductivo son poco conocidos (Niklas y Thomas, 2007), particularmente en especies de
cactaceas como Hylocereus, en las cuales los procesos de seleccion artificial y manejo no
han sido evaluados. Este tipo de estudios basados en datos morfoldgicos y medidas
estandarizadas es importante para la descripcion de todas las especies de plantas, si bien los
caracteres morfoldgicos en ocasiones presentan modificaciones debidas al ambiente, esto
no siempre es asi, y generalmente existen descriptores morfologicos estables que pueden
ser utilizados para medir la divergencia entre especies (Colunga-Garcia Marin 1986).

Las caracteristicas morfoldgicas se han utilizado como indicadores de la diversidad,
reflejan el genoma y sus regulaciones bioldgicas y ambientales, constituyen la primera
percepcion natural y son distinguibles por observacién directa. Estas caracteristicas son
raramente monogénicas y casi siempre resultan de la interaccién de varios genes. El uso de
caracteres morfoldgicos para caracterizar y clasificar individuos de distintas regiones,
permite planificar estrategias de mejoramiento y conservacion in situ y ex situ,
particularmente en regiones donde el uso de herramientas moleculares no es accesible.

Los objetivos del presente estudio fueron, en primer lugar, describir la variacion
morfolGgica vegetativa de poblaciones silvestres de H. ocamponis, H. purpusii e H.
undatus, y segundo, establecer la relacion que guardan las poblaciones silvestres y
manejadas de H. undatus, por ser esta, la especie del género Hylocereus mas ampliamente
distribuida y manejada en México. Las hipotesis de trabajo fueron, que las especies
silvestres poseen caracteres morfoldgicos vegetativos exclusivos que las definen y que las
poblaciones manejadas de H. undatus presentan divergencias morfol6gicas con respecto a

las poblaciones silvestres.



MATERIALES Y METODOS
Material vegetal. Se recolectaron ejemplares de tres especies de Hylocereus en 61
poblaciones silvestres (U) ubicadas en selva baja caducifolia y matorral xeréfito de 11
estados de la Republica Mexicana (Figura 1). Adicionalmente se recolectaron cinco
ejemplares de H. undatus en 14 poblaciones manejas. Estas poblaciones fueron
seleccionadas con base en informacidn proporcionada por los habitantes en cuanto a la
presencia de variantes por la coloracion del fruto (frutos de pulpa blanca B y pulpa roja R).
Los ejemplares recolectados se identificaron con base en la descripcion de Britton y Rose
(1920).
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A H. purpusii

A H. undatus
A H.ocamponis
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Figura 1. Sitios de muestreo de tres especies del género Hylocereus en México.
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Caracteres morfoldgicos evaluados. Con base en los criterios establecidos por otros
autores para la separacion de genotipos de H. undatus (Castillo-Martinez et al., 2005;
Grimaldo-Juérez et al., 2007) e H. purpusii (Juérez et al., 2009) se evaluaron ocho
caracteres morfologicos vegetativos, cinco referentes a la aréola (tres cuantitativo y dos
cualitativos) y tres al tallo (dos cuantitativos y uno cualitativo) Cuadros 2, 3).

Los caracteres cuantitativos de la aréola (diametro, longitud y nimero de espinas) se
midieron en el laboratorio con ayuda de un microscopio de diseccion adaptado a un
analizador de imagenes (IMAGE-Pro Plus version 1.4, Media Cybernetics, 1997). Los
caracteres del tallo (distancia entre aréolas y altura del margen de la costilla) se midieron en

el campo con vernier.

Analisis estadisticos. A cada uno de los caracteres morfologicos tanto de poblaciones
silvestres como manejadas se les aplico un andlisis de varianza seguido de una comparacion
de medias (Tukey, P<0.05), a fin de establecer diferencias estadisticamente significativas
entre éstas. Los datos de las variables continuas (diametro y distancia de aréola, longitud de
espina y altura del margen de las costillas) se transformaron con logaritmo natural y las
discretas (nimero de espinas) con raiz cuadrada.

Se aplico un analisis canodnico discriminante (CANDISC) para identificar la
contribucion relativa de cada caracter a la separacion de las especies, usando las distancias
cuadradas de Mahalanobis, asi como un andlisis discriminante clasificatorio (DISCRIM) a
fin de conocer el porcentaje de individuos que se agruparon correctamente en cada grupo.
Estos analisis se realizaron de forma independiente, primero para las poblaciones silvestres
y después incorporando las poblaciones manejadas. Los grupos fueron representados
graficamente empleando las primeras funciones candnicas. Para los analisis estadisticos se
empled el paquete estadistico SAS 9.3 (SAS Institute, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION
La diferenciacion de las tres especies silvestres de Hylocereus con base en el

andlisis candnico discriminante fue significativa (A de Wilks=0.168, F=55.06, P<0.0001),
como lo indica el cuadrado de las distancias de Mahalanobis (P<0.001, Cuadro 1). La
distribucion espacial de las tres primeras funciones canonicas permitio visualizar a las
poblaciones de H. purpusii y H. ocamponis en grupos definidos, en tanto que las
poblaciones de H. undatus mostraron una distribucién mucho mas dispersa (Figura 2).

Cuadro 1. Distancia de Mahalanobis para tres especies silvestres de Hylocereus

(P<0.001)*.
Especie H. H. purpusii  H.undatus
ocamponis
H. ocamponis 0
H. purpusii 35.36 * 0
H. undatus 40.72* 34.18 * 0
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Figura 2. Ordenacion de las poblaciones de tres especies silvestres del género Hylocereus
con base en las tres primeras funciones candnicas a partir de datos morfoldgicos

vegetativos.

La comparacién de medias de (Tukey, P<0.05) para la variables cuantitativas
mostrd que, H. ocamponis se distingue del resto de las especies por presentar la mayor
longitud de espina registrados en este estudio (18.56 £3.87 mm); H. purpusii, por el mayor
diametro de aréola (4.77+0.86 mm) y la menor distancia entre éstas (2.36+£0.10 mm);
mientras que, H. undatus presenta el valor mas alto en la altura al margen de las costillas
(3.79+£1.89 cm) (Cuadro 2).

En cuanto a los caracteres cualitativos de la aréola se distinguieron dos formas
béasicas de espina (cdnica y acicular) y dos tipos de coloracion (café obscuro, denominada
en este trabajo como morena y café claro, denominado clara), la cuales permitieron
distinguir a las tres especies de Hylocereus. H. ocamponis se caracteriza por presentar
espinas aciculares claras; H. purpusii espinas conicas morenas, mientras que H. undatus
presentd una variacion mas heterogénea (Cuadro 3). En el tallo, la presencia de pruinosidad
o deposicion de ceras permiti6 diferenciar a H. ocamponis e H. purpusii de H. undatus,
especie que no presenta este caracter (Cuadro 3). Britton y Rose (1920) ya habian usado
este caracter para distinguir dos grupos de especies de Hylocereus, unos con tallos azulosos
mas 0 menos grisaceos Yy otro con tallos verdes brillantes, sin embargo este caracter no
habia sido evaluado en poblaciones silvestres mexicanas. Juarez et al. (2009) evaluaron la
variacion morfologica de poblaciones manejadas de H purpusii en Techalutla, Jalisco y
mencionan que la presencia de ceras en la cuticula y el borde coriaceo de los tallos son
caracteristicas confiables en la descripcion de esta especie y aqui se confirma esta

aseveracion.
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Cuadro 2. Media y error estandar para cuatro caracteres morfologicos de estructuras
vegetativas de tres especies silvestres de Hylocereus y algunas poblaciones de H. undatus
con algun tipo de manejo (R y B). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (Tukey, P<0.05).

Especie Longitud espina  Didmetro aredla Distancia aredla Altura costilla
LONGESPI mm DIAMA mm DISA mm ALTCOS cm
H. ocamponis  18.59 £ 3.87 a 298+£0.35b 3.34+£0.28¢ 256+051D
H. purpusii 3.90+0.50b 477 +£0.86 a 2.36 £0.10d 1.75+045¢c
H.undatus U 3.26+0.091c 244+0.055¢c 3.45+0.058 c 3.79+0.131a
H. undatus R 3.33+£0.127¢c 249+0.173c 43+0.125a 3.65+031la

H. undatus B 3.81+0.32b 2.89+£0.154 b 4.031+0.140 b 3.87£0.199a

Estos resultados muestran que cada una de las especies estudiadas del género
Hylocereus en México, cuenta con atributos morfolégico Unicos que permiten su
reconocimiento. En el caso de H. ocamponis, la presencia de pruinosidad, de 1 a 8 espinas
aciculares claras y la mayor longitud de espinas son los caracteres diagndsticos; para H.
purpusii son la presencia de pruinosidad, de 1 a 6 espinas cénicas morenas, el mayor
diametro de aréola y la menor distancia entre éstas y para H. undatus la ausencia de
pruinosidad, de 1 a 5 espinas conicas o aciculares morenas o claras y la mayor altura del
margen de la costilla de las tres especies. Lo anterior sugiere, que la combinacién de estos
caracteres morfoldgicos vegetativos es potencialmente Gtil para diferenciar a las especies

silvestres de Hylocereus en México. La conservacion y utilizacion de los recursos genéticos
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vegetales requieren de la caracterizacion y clasificacion de la biodiversidad (Legaria et al.,
2005). El reconocimiento de descriptores morfoldgicos en la identificacion de las especies
de Hylocereus en poblaciones silvestres, constituyen un primer paso en el estudio de la

diversidad de este género en México.

Caracterizacion morfoldgica de poblaciones silvestres y manejadas de H. undatus
Cuando se incorporaron al analisis candnico discriminante las poblaciones
manejadas (R y B) de H. undatus, la diferenciacion entre las tres especies se confirmé (A de
Wilks=0.136, F=25.16, P<0.0001) (Cuadro 4). Ademas, el analisis discriminante
clasificatorio mostrd que los centroides de las especies fueron significativamente diferentes
(P<0.0001). EI 100% de los individuos colectados de H. ocamponis e H. purpusii se
agruparon correctamente. Encambio parta H. undatus, 51.28% de los individuos se agrupo
en las poblaciones silvestres (U), el resto se agrupé en las poblaciones manejadas (R y B)
(Cuadro 5). En la distribucion espacial, H. ocamponis e H. purpusii forman grupos bien
definidos. Las poblaciones de H. undatus manejadas (R y B), se sobrepusieron con las
poblaciones silvestres (U). Algunas poblaciones como Sta. Maria Lochixonace, Oaxaca; La
Ceiba, Santiago Tuxtla, Veracruz; Caltepec, Puebla y Ayutla, Guerrero se mantuvieron
significativamente alejadas de su centroide (Figura 3). El traslape de poblaciones silvestres
y manejadas de H. undatus puede ser explicado por el tipo de manejo tradicional practicado

en muchas regiones donde esta especie se distribuye.
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Figura 3. Ordenacion de las poblaciones silvestres y manejadas de tres especies

de
Hylocereus con base en las tres primeras funciones canonicas. Los puntos de color azul,
rojo y naranja corresponden a H. undatus (U, B y R) respectivamente.
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Casas et al. (1999) documentaron en Stenocereus stellatus una fuerte relacion entre
poblaciones silvestres, manejadas in situ y cultivadas en el Valle de Tehuacén y la Mixteca
Baja, debido a la introduccion de individuos provenientes de poblaciones silvestres y
manejadas in situ, a jardines de traspatio, como una préactica frecuente entre los pobladores.
Este estudio revelo informacién importante acerca de los procesos de domesticacion de esta
especie en la region central de México. Los grupos de individuos manejados in situ y
cultivados individualmente en jardines de traspatio mostraron similitudes morfolégicas y
una traslape mas frecuente. La divergencia morfoldgica entre las poblaciones silvestres y
manejadas in situ es significativa, pero particularmente fuerte entre las poblaciones
silvestres y cultivadas. Luna-Morales y Aguirre (2001) analizaron los caracteres
morfolégicos de los frutos de Stenocereus pruinosus provenientes de huertos abandonados,
algunos de los cuales se agruparon con poblaciones cultivadas y otros con poblaciones
silvestres, hecho que sugiere segun estos autores genomas distintos y una antigua seleccién
humana. Parra et al., (2010) documentaron altos niveles de flujo genético entre poblaciones
silvestres y con manejo tradicional en Stenocereus pruinosus, donde los mecanismos de
seleccidn artificial, como el constante reemplazo de plantas con ejemplares provenientes de
poblaciones silvestres de diferentes regiones han favorecido altos niveles de diversidad
genética. Aungue para H. undatus se desconocen los procesos de domesticacion y los
niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones silvestres y manejadas, 10s
resultados del presente estudio sugieren una estrecha relacion genética entre estas
poblaciones, ya que como ocurre en otras especies de cactaceas de importancia econémica
local o regional, la recoleccion y seleccion artificial de ejemplares de poblaciones silvestres

para su eventual manejo en jardines de traspatio es comdn.

Cuadro 3. Estados de caracter de cuatro variables morfologicas de tres especies del género
Hylocereus y algunas poblaciones de H. undatus con algun tipo de manejo (R y B)

Especie Color de espina Formaespina  Pruinosidad NUmero espinas
COESP FESPI PRUINO NUMESP
H. ocamponis Clara Acicular Pruinoso 1-8
H. purpusii Morena Conica Pruinoso 1-6
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H.undatus (U) Morena/ Clara Conica/ Acicular No pruinoso 1-3/1-5
H. undatus (B) Morena/Clara Conica/ Acicular No pruinoso 1-3/1-5

H. undatus (R) Morena Conica No pruinoso 1-3

La comparacion de medias (Tukey, P<0.05) mostré diferencias en la longitud de
espina y didmetro de aréola para las poblaciones manejadas de H.undatus, siendo las
poblaciones de pulpa blanca (B) las que mostraron los valores més altos registrados en esta
especie, 3.81+0.32 y 2.89+0.15 mm, respectivamente (Cuadro 2). Los caracteres
cualitativos de la aréola permitieron diferencias a las poblaciones de pulpa roja (R), por
presentar de 1 a 3 espinas conicas morenas, en tanto que las poblaciones de pulpa blanca
(B) no mostraron diferencias con respecto a las poblaciones silvestres para estos caracteres
(Cuadro 3). Castillo-Martinez et al. (2005) mencionan a la forma de la espina como un
cardcter util en la diferenciacion de los genotipos, pero no lo pone a prueba en su
caracterizacion morfologica. Los resultados del presente estudio son relevantes en
poblaciones silvestres, ya que es posible saber con cierto grado de certeza, el color de la
pulpa del fruto con base en esta combinacion de caracteres morfoldgicos de las espinas y en
poblaciones manejadas, facilita la seleccion del material a propagar en términos del

reconocimiento de las variedades.

Cuadro 4. Distancia de Mahalanobis para tres especies de Hylocereus ( P<0.001%*).

Especie H. ocamponis H. purpusii H.undatus U H. undtus R H.undatus B
H. ocamponis 0
H. purpusii 35.38* 0
H. undatus U 41.06* 33.98* 0
H. undatus R 40.26* 36.94* 0.0002 0
H. undatus B 39.69* 34.48* 1.49 1.00 0
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Los niveles de variacion reportados por Grimaldo et al. (2007) y Castillo-Martinez
et al. (2005) en cuanto al nimero de espinas por aréola (3.0 a 4.7), estan dentro de los
limites registrados para esta especie tanto en poblaciones silvestres como manejadas (1 a
5); siendo las poblaciones con pulpa roja (R) las que presentaron el menor nimero de
espinas por aréola (1 a 3 espinas). Para la longitud de la espina, estos autores reportaron un
nivel de variacion mucho méas amplio en poblaciones manejadas, de 2.1 a 4.9 mm, fuera de
los limites registrados en el presente estudio para este caracter, 3.26 a 3.81 mm (Cuadro 2).
Lo anterior sugiere que en algunas regiones del pais existe una seleccion artificial mucho
mas intensa para este caracter en poblaciones manejadas, derivadas muy probablemente del
tipo de manejo al que son sometidas las plantas. En especies como M. schenckii, P.
chichipe, S. stellatus y S. pruinosus se han documentado diferencias morfolégicas
significativas asociadas al fruto (volumen, peso y peso de la pulpa) y algunos caracteres
vegetativos (nimero y didmetro de las ramas y nimero de espinas por aréola) en
poblaciones silvestres, manejadas in situ y cultivadas ex situ (Casas et al., 1999; Carmona y
Casas, 2005 y Blancas et al., 2009 y Parra et al., 2010). Tales divergencias estan
frecuentemente determinadas por los caracteres morfoldgicos usados por la gente en la
clasificacion y eventual recoleccion de las variantes silvestres, en la asignacion de la

calidad de los frutos o en la seleccion de individuos para propagacion vegetativa.

Cuadro 5. Proporcién / numero de individuos de tres especies silvestres de Hylocereus
clasificados correctamente, con base en el andlisis discriminante clasificatorio
(DISCRIM), incluyendo los individuos de pulpa blanca (B) y roja (R).

Especie H. H. H.undatus  H.undtus H.undatus Total
ocamponis purpusii U R B
H. ocamponis 100/ 16 0/0 0/0 0/0 0/0 16
H. purpusii 0/0 100/12 0/0 0/0 0/0 12
H. undatus U 1.71/4 3.85/9 51.28/120 21.79/51 21.37/50 234
H. undatus R 0/0 0/0 8.70/2 56.52/13 34.78/8 23
H. undatus B 0/0 0/0 18.75/6 1563/5 65.63/21 32

En cuanto a la altura de la ondulacion de la costilla Grimado-Juarez et al. (2007) y
Castillo-Martinez et al. (2005) coinciden en que este caracter es Util en la separacion de

genotipos, sin embargo en el presente estudio no mostrd diferencias significativas para los
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dos tipos de poblaciones, lo que hace pensar que la variacion de este caracter esta
relacionado con las condiciones ambientales o de manejo. Juarez-Sandoval et al. (2009)
observaron un marcado efecto de las condiciones ambientales sobre algunas caracteristicas
vegetativas como la longitud de podario y el indice de sinuosidad, en ejemplares de H.
purpusii provenientes de Techalutla, Jalisco, mostrando una apariencia recta en el borde de
las costillas bajo condiciones de invernadero, siendo las variables relacionadas con la aréola
(numero, longitud y disposicién de las espinas) constantes a la variacion ambiental.

Con base en lo anterior fue posible establecer que las poblaciones manejadas de H.
undatus con pulpa roja, muestran diferencias morfoldgicas particularmente en la forma,
color y numero de espinas por aréola, que las distingues de las poblaciones de pulpa blanca
y silvestres, las cuales mostraron mayor similitud, lo anterior sugiere un origen reciente de
la variante de pulpa roja en poblaciones manejadas influenciado por un proceso de
seleccidn artificial. Casas et al. (1999) y Luna-Morales y Aguirre (2001) sugieren que el
origen de variantes es comun en jardines de traspatio, por mutacion o hibridacién entre
poblaciones silvestres y manejadas, pero ausente o raro en poblaciones completamente
silvestres. Lo expuesto anteriormente sugiere, que al igual que con otras especies de
cactaceas, los tipos de manejo y la seleccion artificial son determinantes en los niveles de

variacion morfoldgica en H. undatus en diferentes regiones de México.

CONCLUSIONES

Existen caracteres morfoldgicos vegetativos que permiten distinguir a las tres
especies silvestres del género Hylocereus en México. Se detectaron poblaciones silvestres
de H. undatus que se mantuvieron alejadas de su grupo, por lo cual se sugiere la
exploracién de genes nucleares, a fin de establecer su relacion genética. El traslape de
algunas poblaciones silvestres y manejadas de H. undatus sugiere una relaciéon muy
estrecha, derivado muy probablemente del tipo de manejo tradicional practicado en algunas
regiones de este pais. El limite de variacion morfoldgica reportado por otros autores para el
namero de espinas esta dentro de los limites de variacion para las especies silvestres, lo
cual indica que este caracter es frecuentemente seleccionado en la eleccion de los
individuos a propagar en poblaciones manejadas. Los caracteres relacionados con la aréola

son variables descriptivas del tallo en H. undatus, los cuales permiten la diferenciacion de
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poblaciones silvestres y de genotipos en poblaciones manejadas. Es muy probable que la
seleccion artificial derivada de los tipos de manejo este influyendo en los niveles de
variacion morfoldgica para esta especie, por lo que resulta indispensable su evaluacion en

esta especie.
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Hylocereus (Berger) Britton y Rose es una cactacea con elevado potencial
econdémico. Se distribuye en climas tropicales, subtropicales y semiaridos. EI niamero de
especies reconocidas para México es controvertido, debido a que no existe un consenso en
cuanto a su taxonomia, principalmente por la amplia variacion morfoldgica que se observa
en las estructuras vegetativas de muchas plantas. Se secuenciaron tres regiones del
cloroplasto (matK, rbcL, psbA) y el espaciador intergénico trnL-F para evaluar su
conveniencia como codigo de barras para H. ocamponis (Salm-Dick) Britton y Rose, H.
purpusii (Weingart) Britton y Rose e H. undatus (Haworth) Britton y Rose. Las muestras
provinieron de 18 localidades, las cuales fueron caracterizadas previamente con base en
caracteres morfologicos y anatomicos. Como grupo de comparacion se utilizaron dos
especies del genero Selenicereus. De forma individual, los marcadores rbcL y trnL-F
confirmaron la diferenciacion de las especies de Hylocereus estudiadas. En el anélisis
multilocus basado en inferencia Bayesiana, la combinacion de rbcL + trnL-F, discriminé a
las tres especies con probabilidades > 60 %. Los resultados sugieren que esta combinacion
de loci puede tener utilidad como cédigo de barras para las tres especies de este género de
cactéceas.

Palabras clave: México, cddigo de barras, Hylocereus, variacion genética, analisis
multilocus matK, rbcL, trnH-psbA, trnL-F.

SUMMARY

Hylocereus (Berger) Britton and Rose is a cacti with a high economic potential. It is
distributed in tropical, subtropical and semi-arid environments. The number of species
recognized in Mexico has been controversial, mainly because of the wide morphological
variation observed on their vegetative structures. Three chloroplast regions (matK, rbcL,
psbA), and the intergenic spacer trnL-F were sequenced to evaluate their suitability as
barcode for H. ocamponis (Salm-Dick) Britton and Rose, H. purpusii (Weingart) Britton
and Rose and H. undatus (Haworth) Britton and Rose. The samples were collected from 18
localities and previously characterized based on morphological and anatomical traits. Two
species of Selenicereus were used as a comparison group. Individual markers rbcL and
trnL-F confirmed the differentiation of the three species. The multilocus analysis based on
Bayesian inference with rbcL and trnL-F combined, also discriminated the three species
with probabilities > 60 %. These results suggest that this loci combination could be useful
as a barcode for the species of Hylocereus.

Index words: México, barcode, Hylocereus, genetic variation, multilocus analysis, matK,
rbcL, trnH-psbA, trnL-F.

INTRODUCCION
El género Hylocereus pertenece a la subfamilia Cactoideae, tribu Hylocereeae, en la
qgue Anderson (2001) reconocié 18 especies. Se distribuye ampliamente en regiones

tropicales, subtropicales y semiaridas de México, Centro y Sudamérica (Ortiz, 1999). Sus
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plantas son trepadoras hemiepifitas, diploides (2n = 2x = 22) o tetraploides (2n = 44), en su
mayoria auto-incompatibles (Tel-Zur et al., 2004), aunque previamente se habia reportado
la auto-compatibilidad solamente en algunas de éstas (Raveh et al., 1998). Por la
importancia econdmica nacional e internacional que tiene la comercializacion de los frutos
de algunas especies de este género (Raveh et al., 1998; Tel-Zur et al., 2004, 2005), y por su
excepcional tolerancia a la sequia (Juarez et al., 2009), su cultivo se ha extendido de
huertos familiares a una produccion intensiva y semi-intensiva en Estados como Hidalgo,
Oaxaca, Puebla, Veracruz y Yucatan.

El nimero de especies de Hylocereus reconocidas para México ha variado de nueve
(Calix de Dios, 2004) a tres (Garcia-Aguilar et al., 2009). Actualmente no existe un con-
senso en el reconocimiento puntual de cada una de las especies debido principalmente a la
amplia variacién morfoldgica que presentan las estructuras vegetativas de algunas de éstas
(Ortiz, 1999; Grimaldo-Juarez et al., 2007). Garcia-Aguilar et al. (2009) estudiaron la
anatomia caulinar de diez poblaciones de Hylocereus en México y sefialaron que atributos
del tejido primario (grosor de la cuticula) y xilema secundario (diametro del elemento de
vaso, longitud de fibra, alto y ancho de radio) del tallo, permitieron explicar 72.5 % de la
variacion total, lo cual apoyo el reconocimiento de tres especies: H. ocamponis, H. purpusii
e H. undatus.

De estas tres especies, H. undatus es la que ha mostrado mayor variacion
morfologica (Tel-Zur et al., 2003, 2004). Esta especie tiene una amplia distribucion
geografica, ya que se le encuentra en forma silvestre y cultivada en algunas regiones del
centro y en las vertientes del Pacifico y Golfo de México (Ortiz, 1999). Presenta un alto
nivel de polimorfismo genético, de acuerdo con datos obtenidos mediante la técnica de
RAPD (92.5 %) de 50 colectas en nueve estados del pais (Legaria et al., 2005). Junqueira et
al. (2010) describen también un alto polimorfismo (40.54 %) con 11 iniciadores RAPD en
la region del Cerrado, Brasil.

Una de las alternativas mas recientes para la identificacion taxondémica de especies
es el uso del cddigo de barras de ADN, que consiste en el andlisis de la variacién de se-
cuencias de ADN ortologas (Hebert et al., 2003). Esta ha sido particularmente util en
aportar informacion complementaria a los caracteres morfoldgicos (Hebert et al., 2003) y

también para la identificacion directa en algunos grupos de organismos. EI Consorcio de
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Caodigo de Barras para la vida (CBOL, 2009) propuso la combinacién de varias regiones del
ADN de cloroplasto como posibles candidatos para plantas, entre ellos matK, rbcL, rpoB y
rpoC1 que son genes codificantes de proteinas, y de atpF-atpH, trnH-psbA y psbK-psbl que
son espaciadores intergénicos no codificantes. De éstos, la combinacion de matK + rbcL ha
permitido la discriminacion entre especies en mas de 72 % (CBOL, 2009).

Algunas de las regiones propuestas por la CBOL han sido probadas en diferentes
grupos de cactaceas en combinacion con otros marcadores y han mostrado ser Utiles en el
esclarecimiento de relaciones de parentesco; a nivel de familia matK y trnL-F (Hernandez
et al., 2011), a nivel de tribu trnQ-rps16, rpl32-trnL, psbA-trnH y nuclear ITS (Calvente et
al., 2011); a nivel de género rpl16 y psbA-trnH en Mammillaria (Butterworth y Wallace,
2004); rbcL, matK y psbA en Pereskia (Edwards et al., 2005); rpll6 y trnL-F en
Peniocereus (Arias et al., 2005); atpB-rbcL, trnK-rps16 y trnL-trnF en Rebutia (Ritz et al.,
2007); trnS-G, trnL y rlp16 en Echinopsis (Schlumpberger y Renner, 2012) y seis genes de
cloroplasto y dos nucleares en Opuntia (Majure et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue evaluar de forma individual y combinada diferentes
regiones del ADN de cloroplasto (ADNCc) en tres especies del género Hylocereus presentes
en México, identificadas con base en caracteres anatomicos y morfoldgicos, con el
proposito de reconocerlas molecularmente. Se emplearon las regiones matK, rbcL
(codificantes) y trnH-psbA y trnL-F (espaciadores intergénicos no codificantes) que han

sido utilizadas previamente en cactaceas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las tres especies de Hylocereus se recolectaron en los Estados de Chiapas,
Guerrero, Michoacan, Nayarit y Oaxaca, y se obtuvieron cinco individuos para H.
ocamponis, seis de H. purpusii y cuatro de H. undatus (Cuadro 1). Las colectas fueron
identificadas taxondémicamente con base en caracteres morfologicos y anatomicos
propuestos por Garcia- Aguilar et al. (2009). Ademas, se utilizaron tres individuos de dos
especies del género Selenicereus (S. grandiflorus y S. testudo) provenientes del Jardin
Botanico de la UNAM, como grupo de comparacion.

Extraccion de ADN y método de secuenciacion

27



El ADN de las muestras se obtuvo directamente del tejido cortical colectado en
campo Yy deshidratado con silica gel hasta su utilizacion, y luego extraido con DNeasy Plant
Mini kit de Quiagen® (Austin, USA). Los fragmentos fueron amplificados con los
iniciadores reportados en la literatura, matK (Johnson y Soltis, 1994), rbcL (Olmstead et
al., 1992), psbA (Sang et al., 1997) y trnL-F (Taberlet et al., 1991) (Cuadro 2). Los
productos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se corrieron en geles de agarosa
a 1.2 % (p/v) con amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato, pH 7.6; ImM Na, EDTA),

durante 30 min a 90 V. Los productos de la PCR fueron tefiidos con bromuro de etidio (0.5

mg mL_l) y registrados en un fotodocumentador. Los productos de PCR sin purificar fueron
secuenciados en The Genomic Center, Washington University (http://genome.wustl.edu/).

Las secuencias obtenidas fueron revisadas y ensambladas con el programa
Sequencher, versién 3.0 (Gene Code, Ann Arbor, Michigan, USA) con refinamiento
manual. El alineamiento se realizd con Clustal W (Thompson et al., 1997) implementado
en el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007). En este caso se considerd buena lectura
bidireccional y tiempo de edicién requerido, criterios establecidos por la CBOL (2009). Las
secuencias ya alineadas se compararon con las registradas en el Banco de Genes (NCBI)
mediante el programa BLASTn (Altschul et al., 1997).

De cada una de las regiones consideradas se obtuvo informacién béasica sobre
niveles de variacion nucleotidica, (i) sitios conservados, (ii) sitios variables, (iii) sitios
informativos en parsimonia y (iv) singletones, implementados en el programa MEGA 4
(Tamura et al., 2007).

Anélisis de divergencia de nucleétidos

La discriminacion entre las especies se estimd con base en la proporcién de sitios
segregantes S o polimorfismo (nimero de sitios nucleotidicos que difieren entre secuencias)
(Nei y Kumar, 2000) de cada una de las regiones analizadas. Ademas, se calcul6 la
divergencia corregida entre las secuencias de las especies con la aplicacion del modelo de

distancia de Tamura-Nei, implementado en el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

Cuadro 1. Especies evaluadas de los géneros Hylocereus y Selenicereus. Los numeros al
final del colector indican la clave de procedencia. Los ejemplares de herbario se
depositaron en el Herbario- Hortorio del Colegio de Postgraduados (CHAPA) vy las
secuencias en el genBank.
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Especie Localidad y colector Latitud N Longitud O Altitud (m)
H. ocamponis Cerro colorado Garcia-Aguilar 9 19° 18’ 51> 100° 28’ 12’ 1195
H. ocamponis El zapote Garcia-Aguilar 10 19°55° 27 101°03’ 15> 796
H. ocamponis Rosas Moradas Garcia-Aguilar 11~ 18°39” 38"  103°26° 53’ 1029
H. ocamponis  Arteaga Garcia-Aguilar 12 18°237 03 102°22’ 34> 710
H. ocamponis Las cocinas Garcia-Aguilar 13 19°02° 13> 101° 13’ 59> 840
H. purpusii Xaltianguis Garcia-Aguilarl4 17°07° 06  99°41° 47> 422
H. purpusii Ixtlan del Rio Garcia-Aguilar 15 21°02° 287 104°23° 01 2262
H. purpusii Syngaita Garcia-Aguilar 16 21°34° 18 105° 14’ 17> 31
H. purpusii El Nayar Arias 6 22°10° 48 104°43° 37 1082
H. purpusii Jala Garcia-Aguilar 17 21°07° 457  104°27° 09 1132
H. purpisii Nochistlan Aquino Garcia 7 17°29° 2.7 97°03°6.9” 1350
H. undatus La Trinitaria Arias 4 15°58° 06>  91°51° 35> 916
H. undatus Ocozocoautla Garcia-Aguilar 18 16°76° 93° 820
H. undatus Tierra Colorada Garcia-Aguilar 19 16°11°36””  96° 54’ 57 27
H. undatus La Piedad Garcia-Aguilar 20 19°30° 327 98°52’ 14>’

S. grandiflorus  Jiquipilas Arias 1 16°37° 41  93°36° 45> 554
S. grandiflorus  Jiquipilas Arias 2 16°37° 077  93°32’ 44> 566

S. testudo

Cultivado Jardin Botanico UNAM

Cuadro 2. Secuencias de iniciadores usados por marcador para la secuenciacion del género

Hylocereus.

Marcador  Secuencia (5’ 3”) Autor

matK

trnK 3914F TGG GTT GCT AAC TCAATG G Johnson y Soltis (1994)
trnK2R CTACTCCATCCGACTAGTT Johnson y Soltis (1994)
rbcL

rbcL1 F ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC Olmstead et al. (1992)
rbcL2 R CTTTTA GTA AAA GAT TGG GCC GAG Olmstead et al. (1992)
trnH-psbA

trnH R CGC GCATGG TGG ATT CAC AAATC Tate y Simpson (2003)
psbA F GTT ATG CAT GAACGT AATGCTC Sang et al. (1997)
trnL-trnF

Taberletc CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG Taberlet et al. (1991)
Taberletf  ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG Taberlet et al. (1991)

Para las regiones matK y rbcL (codificantes) se calcularon varios estimadores de la

variabilidad de nucle6tidos: (a) © diversidad nucleotidica, dada por el nimero de

nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias (Nei y Li, 1979); y (b) 6, la proporcion
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de sitios en que los nucledtidos difieren, determinado con base en el nimero de sitios
segregantes (S). También se hicieron anélisis de diversidad haplotipica: (i) nimero de
haplotipos (h), (ii) diversidad haplotipica (Hd) (Nei, 1987), (iii) nimero de posiciones
polimorficas (S) y (iv) nimero medio de diferencias nucleotidicas (k) entre cada par de
secuencias (Tajima, 1989).
Prueba de neutralidad

Las secuencias de nucledtidos de las regiones matK y rbcL (codificantes) se
transformaron a aminoacidos con el codigo genético de plastidio. Se estimaron las tasas de
substitucion sinénimas (dS) y no sinénimas (dN). Seguido de esto, se aplico la prueba D de
Tajima (Tajima, 1989), a fin de detectar desviaciones del modelo neutral, la cual se basa en
las diferencias entre diversidad de nucleétidos m (Nei y Li, 1979) y el 0 calculado a partir de
la expresion 0 = 4Ne p (Kimura, 1968), donde Ne es el tamafio efectivo de la poblacion y u
es la tasa de mutacion. Los supuestos de esta prueba son: D = 0 (neutralidad), cuando los
estimadores = 0, - D = (negativa) seleccion purificadora cuando © < 0; y + D = (positiva),
seleccion balanceadora con > 0. Estas pruebas se implementaron con el programa DnaSP
version 5.10 (Librado y Rozas, 2009).
Analisis filogenético

La reconstruccion filogenética de las tres especies del género Hylocereus se llevo a
cabo de forma independiente para cada regién analizada, con base en la matriz de distancias
Distancia-P (proporcion de diferencias de nucleo6tidos detectadas entre dos secuencias
alineadas), que incluye los espacios como sitios informativos. Se us6 el método Neighbor-
Joining (NJ) con remuestreo (“bootstrap”) y 1000 repeticiones (Saitou y Nei, 1987), y el
modelo de sustitucion Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), implementados con el programa
MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
Anélisis multilocus

La combinacion de las cuatro regiones se analizd con estadistica Bayesiana, las
combinaciones fueron de dos y tres marcadores: rbcL + psbA, rbcL + trnL-F, psbA + trnL-
Fy rbcL + trnL-F + psbA implementadas en MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck,
2003). En todos los casos se empled un modelo de 4 x 4 y el modelo de substitucion GTR y
100 000 generaciones de Cadenas de Markov de Montecarlo MCMC, con un muestreo cada

100 generaciones. Para el calculo de probabilidades posteriores de los arboles, se usé un
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burn-in (nimero de arboles no considerados en el andlisis) de 5000, equivalente a 25 % de
los arboles muestreados. De cada particion, se obtuvo un &rbol de consenso con 95 % de
probabilidades de estabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cuatro regiones moleculares seleccionadas se amplificaron en las muestras de
los 15 individuos de las tres especies de Hylocereus, y en tres individuos de dos especies de
Selenicereus. De éstas, matK fue la regidon que presento la mas alta calidad en la lectura 'y
alineamiento de las secuencias, seguida por rbcL. Las regiones intergenicas psbA y trnL-F
mostraron mayor dificultad en el alineamiento, en comparacion con las regiones
codificantes, y requirieron un mayor ajuste manual.

Los marcadores utilizados permitieron identificar distintos niveles de variacién. Para el
marcador matK se obtuvo un fragmento de 813 pb en 18 individuos: cinco correspondientes
a H. ocamponis, seis a H. purpusii, cuatro de H. undatus y dos del género Selenicereus.
Esta region no present6 variacion entre las especies de Hylocereus, pero si entre las
especies de Selenicereus, con cuatro sitios variables (Cuadro 3). Estos resultados coinciden
con lo sefialado por Yesson et al. (2011), quienes reportaron que matK sélo permitio
identificar a 77 % de 528 especies de cactaceas, debido a que esta regidn no cuenta con
iniciadores universales que puedan ser usados en todos los grupos de plantas. Otros autores
han sefialado la eficacia de este marcador en la resolucion taxonémica en niveles
supraespecificos, como diversas familias de angiospermas (Hilu et al., 2003).

Los bajos niveles de variacion de nucleétidos de la region matK a nivel especie
pueden ser explicados por la expresion génica del mismo. Es considerado un gen putativo
del grupo de intrones tipo Il que codifica para la proteina madurasa, la cual participa en la
regulacion del desarrollo de las plantas y funciona como un “regulador genético” que limita
su evolucidn. Ello explica la relativamente baja variacion intra-especifica pero alta a nivel
inter-especifico (Lahaye et al., 2008). En el futuro seria deseable explorar las regiones no
conservadas del intron a fin de buscar variacion inter-especifica para las especies de
Hylocereus. La regién matK fue excluida del andlisis de diversidad de nucle6tidos e
inferencia filogenética, debido a que no detectd variacion entre las especies de Hylocereus.

El fragmento amplificado con el marcador rbcL se obtuvo en los 18 individuos

estudiados, con una longitud de 605 pb, de los cuales 544 fueron Utiles y codificaron para
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181 aminodcidos. Esta region presentd variacion intra-especifica en una de las tres especies
de Hylocereus. A nivel inter-genérico, mostro seis mutaciones, lo que permitid diferenciar a
Selenicereus de Hylocereus (Cuadro 3).

De las tres especies de Hylocereus, H. ocamponis es la mas divergente con base en el
modelo de distancia de Tamura- Nei, cuyo valor fue de 0.002, mientras que en H. purpusii
e H. undatus no se detectaron diferencias importantes. Esto fue apoyado por la
reconstruccion filogenética en la cual se muestran dos grandes grupos. En uno se ubica a H.
ocamponis con un soporte interno “bootstrap” de 56 y en otro a H. purpusii e H. undatus
con un soporte bajo de 32, del cual se deriva un subgrupo conformado por dos individuos
de H. purpusii y uno de H. undatus, provenientes de las localidades de Ixtlan del Rio, Nay.
(15), El Nayar, Nay. (6) y Ocozocoautla, Chis. (18) (Figura 1A). Este resultado apoya la
diferenciacion clara de H. ocamponis realizada por Garcia-Aguilar et al. (2009) con base en
atributos anatdmicos asociados a la epidermis.

Sélo H. purpusii mostro diversidad genética para rbcL, mientras que las otras dos
especies de Hylocereus no mostraron variacion de nucleétidos a nivel intra-especifico. La
diversidad haplotipica para esta especie fue Hd = 0.500, mientras que la diversidad
nucleotidica fue = = 0.00092 en la cual & < 6, valores apenas por debajo de los obtenidos
para Selenicereus (Cuadro 4). La tasa de sustitucion dN/ dS fue R = 0.08 y la prueba de
neutralidad de Tajima D =-0.61237 no fue significativa (a = 0.01), para asi rechazar que

los cambios detectados son de tipo neutral.

Cuadro 3. Variacion de las regiones matK, rbcL, psbA y trnL-F en algunas especies de los
géneros Hylocereus y Selenicereus.

Regiones Secuencias  Sitios Sitios Sitios Sitios Singletones
analizadas  analizadas  obtenidos analizados  variables informativo

S
matK 18 813 794 4 0 4
rbcL 18 605 544 7 4 3
psbA 18 474 397 13 1 12
trnL-F 18 1087 998 59 13 46

Cuadro 4. Variacion genética para la region rbcL en tres especies del género Hylocereus.
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Variabilidad Variabilidad Prueba de neutralidad

haplotipica nucleotidica
Especies N h Hd S K T D’ 0 0 sitio
Tajima  secuencias
H. 5 1 0.0 0 00 0.0 nd 0.0 0.0
ocamponis
H. purpusii 6 2 0500+ 1 05 0.00092 - 0.545 0.00100
0.265 0.61237**
H. undatus 4 1 0.0 0 00 0.0 nd 0.0 0.0
Selenicereus 3 2 0667+ 6 40 0.00735 nd 4.0 0.00743
0.314
Total 18 4 06601 7 1340 0.00252 -0.76356  1.744 0.00253

Sin embargo, el valor negativo de esta prueba sefiala un proceso de seleccién
purificadora (Simmonsen et al., 1995), lo cual puede estar relacionado al tipo de
propagacion vegetativa muy frecuente en las especies de este género. Aunque estos
resultados no revelan un proceso de seleccion positiva en H. purpusii, que permitan
reconocerla como independiente, si reflejan un probable proceso de adaptacion, ya que en
todos los individuos de esta especie fue posible detectar una mutacién de tipo sinébnima en
la tercera posicion del codén (CCA-CCT) (379, 380, 381), que codifica para el aminoacido
prolina. Esto muestra un uso preferencial de coddn en la sintesis de este aminoécido (Nei y
Kumar, 2000), el cual no implica cambios a nivel de aminoacido. Algunos estudios han
relacionado a este fendmeno con cambios en la eficiencia de la transcripcién del codon,
inducido probablemente por una presién de seleccion (Sharp et al., 2010). Gran parte de la
variacion encontrada en algunas especies parece estar relacionada con este tipo de patrén
(Hershberg y Petrov, 2008).

La prolina es un aminoacido libre que se encuentra en hojas, tallos y raices de las
plantas de manera natural. Se tiene evidencia de que aumenta su concentracién como res-
puesta y adaptacion al estrés hidrico (Claussen, 2005), y por efectos a la alta salinidad,
deficiencia de nitrdgeno, alta intensidad de luz y en respuesta a temperaturas extremas (Xu
et al., 2002). Las plantas expuestas a sequia pueden llegar a acumular en las vacuolas

osmolitos organicos y solutos como la prolina para el ajuste osmético (Handa et al., 1986).
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Los resultados sugieren que H. purpusii presenta un proceso de seleccion impuesto por las

condiciones ambientales en las cuales se distribuye.
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Figura 1. Reconstruccion filogenética de las secuencias nucleotidicas de la region rbcL (A)
y de la region psbA (B) basado en el algoritmo de distancias, con el método de Neighbor-
Joining (NJ) y el modelo Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), en tres especies de
Hylocereus. Los valores “bootstrap” se muestran debajo de las ramas. El estado de cambio
se presenta sobre las ramas como inserciones (Ins), deleciones (DIn) y Munt (mutacion).
Los numeros al final de cada taxén indican la clave de procedencia.

El fragmento amplificado para psbA present6 una longitud de 474 pb, y fue
secuenciado en todos los individuos estudiados. Esta region presento6 variacion intra-
especifica en dos de las tres especies de Hylocereus, dos sitios variables en dos individuos
de H. purpusii provenientes de la localidad de Xaltianguis, Gro. (14) y Nochistlan, Oax.

(7), y un sitio variable en dos individuos de H. undatus, uno de Tierra Colorada, Gro. (19) y
otro de La Trinitaria, Chis. (4) (Cuadro 3). En la reconstruccion filogenética basada en la
matriz de Distancias-P estos individuos formaron un grupo independiente con un
“bootstrap” de 65. El resto de los individuos de las tres especies de Hylocereus se

agruparon juntos en una politomia (Figura 1B).

Aunque no fue posible con este marcador el reconocimiento de las especies de
Hylocereus, si se observo afinidad de H. purpusii con H. undatus, especies que presentan
una distribucion geogréafica continua desde Xaltianguis, Gro. a La Trinitaria, Chis. (Cuadro
1). Selenicereus vuelve a diferenciarse claramente con 11 sitios variables (Cuadro 5).
Aunque este espaciador intergénico ha sido Util en la discriminacion de algunas especies
(Goremykin et al., 2005) y varios géneros como Gastrolobium (Chandler et al., 2001) y
Cerastium (Scheen et al., 2004), no siempre permite detectar variacion entre especies muy
cercanas (Kress y Erickson, 2007), como ocurrié en el presente estudio en el cual sélo fue

posible diferenciar a los individuos a nivel genérica.
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Cuadro 5. Variacion inter-especifica en tres especies de los géneros Hylocereus vy
Selenicereus con base en las regiones matK, rbcL, psbA y trnL-F.

Especies Regiones analizadas
matK rbcL  psbA trnL-F
H. ocamponis 0 0 0 0
H. purpusii 0 1 2 1
H. undatus 0 0 1 4
Selenicereus 4 6 11 41

El fragmento amplificado para el marcador trnL-F mostr6 una longitud de 1087 pb
y fue secuenciado en muestras de todos los individuos estudiados. Esta region permitié de-
tectar variacion intra-especifica en dos de las tres especies de Hylocereus (Cuadro 3). En la
reconstruccion filogenética H. ocamponis e H. purpusii se ubicaron en grupos definidos,
caracterizados por una delecion en las posiciones 265-335 y un soporte “bootstrap” de 95 y
54, respectivamente. Dos individuos de H. purpusii correspondientes a las poblaciones de
Nochistlan, Oax. (7) y Xaltianguis Gro. (14), mostraron afinidad con el grupo conformado
por los individuos de H. undatus, el cual se caracteriz6 por una insercién en las posiciones
100-101 (Figura 2A). El analisis de divergencia con base en el modelo de distancia de
Tamura-Nei mostrd que de las tres especies estudiadas, H. undatus es la mas divergente con
un valor de 0.002.

Selenicereus se volvié a diferenciar con trnL-F, ahora con 41 sitios variables. Esta
region mostrd el mayor nimero de diferencias de las cuatro regiones analizadas en este
estudio. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Calvente et al. (2011), quienes
sefialaron a esta regién como particularmente util en la resolucion de relaciones entre
géneros cercanos. En combinacion con matK, esta region ha permitido resolver relaciones
filogenéticas a nivel subfamilia de Cactaceae (Hernandez et al., 2011), pero no a nivel de

especie cuando se tienen mas de dos muestras (Barcenas et al., 2011).
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Anélisis multilocus. Los resultados del analisis multilocus obtenidos con base en el
Teorema de Bayes, mostraron que la combinacion que permitié discriminar a las especies
de Hylocereus con la mayor probabilidad fue rbcL + trnL-F (Figura 2B). En la
reconstruccion filogenética, las tres especies de Hylocereus formaron grupos definidos. El
grupo formado por H. undatus mostré una probabilidad de 87 %, con excepcion de un
individuo proveniente de la localidad de Ocozocoautla, Chis. (18) el cual formé una
politomia junto con los individuos de H. purpusii. Este resultado fue similar a lo
encontrado en el andlisis individual de rbcL, donde este individuo (18) mostro afinidad con
un individuo de H. purpusii, proveniente de la localidad del Nayar, Nay. (6). Estos
resultados sugieren una probable zona de transicion entre estas dos especies, apoyado por la
reconstruccion filogenética individual del espaciador intergénico psbA, en el cual se
observo un agrupamiento similar entre un individuo de H. purpusii proveniente de la
localidad de Xaltianguis, Gro. (14) que mostré afinidad con tres individuos de H. undatus
provenientes de las localidades de Tierra Colorada, Gro. (19), Nochistlan, Oax. (7), y La
Trinitaria, Chis. (4). Lo anterior te tendra que confirmarse con un mayor nimero de
colectas.

En estudios previos se ha aceptado como cddigo de barras la combinacion de
regiones codificantes como rbcL con regiones intergénicas no codificantes, que
evolucionan rapidamente en algunos grupos (Kress et al., 2009). La combinacién de rbcL y
trnL-F se ha usado con éxito en la discriminacién de especies en pteridofitas
(Hollingsworth et al., 2009). Recientemente Groot et al. (2011) analizaron de forma
individual y combinada los marcadores rbcL y trnL-F, y sefialaron que la combinacién de
estos loci proporciona una resolucion de 100 % en especies de helechos. Los resultados
obtenidos en el presente estudio sugieren que esta combinacion de loci podria ser Gtil como

cddigo de barras para las especies del género Hylocereus.
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Figura 2. (A) Reconstruccion filogenética de las secuencias nucleotidicas para la region
trnL-F basado en el algoritmo de distancias, con el método de Neighbor-Joining (NJ) y el
modelo Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), en tres especies de Hylocereus. Los valores
“bootstrap” se muestran abajo de las ramas. El estado de cambio se presenta sobre la rama
como inserciones (Ins) y deleciones (DIn). (B) Arbol de consenso con base en inferencia
Bayesiana de las regiones rbcL + trnL-F para tres especies del género Hylocereus. Los
valores de soporte de probabilidades posteriores se muestran sobre las ramas. Los numeros
al final de cada taxon indican la clave de procedencia.
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CONCLUSIONES

La combinacién de las regiones rbcL+ trnL-F permitio reconocer a las tres especies
de Hylocereus. Por consiguiente, la diferenciacion de las tres especies de Hylocereus
reconocidas con base en caracteres morfo-anatdmicos queda confirmada molecularmente.
En H. ocamponis no se detectd variacion intra-especifica para ninguna de las cuatro regio-
nes analizadas, por lo que se sugiere hacer una exploracion de genes nucleares, asi como un
muestreo exhaustivo para esta especie. Los resultados sostienen a esta combinacion de loci
como candidata para emplearse como el codigo de barras para las especies de Hylocereus.
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CAPITULO IlI. VARIACION GENETICA DE POBLACIONES SILVESTRES DE
Hylocereus undatus (Cactaceae) EN MEXICO, BASADO EN SECUENCIAS DEL ADN
RIBOSOMAL NUCLEAR ITS.

Maria de los Angeles Garcia Aguilar
! Posgrado en Boténica, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. Km 36.5 Carretera México-Texcoco
56230, Montecillo, Texcoco, Edo. de México. Tel. y Fax. (55)5804 59 47, 595 952 02 47, (595) 952 02 00
Exts. 1300 y 1301.
RESUMEN

Por el valor comercial de sus frutos Hylocereus undatus se ha convertido en un
importante recurso fitogenético de México. ElI manejo tradicional de esta especie en
diferentes regiones ha favorecido la seleccion y propagacion de individuos con
caracteristicas morfologicas deseables. La continua introduccion de individuos
provenientes de poblaciones silvestres a los huertos de traspatio, linderos y eventualmente
a plantaciones comerciales ha provocado una gran confusion en cuanto a su identificacion
debido a la heterogeneidad genética y morfoldgica, pero a la fecha se desconoce en que
region se centra la mas amplia variacion genética y si esta es similar en los individuos
manejados. Se evalud la utilidad de los espaciadores internos transcrito del ADN ribosomal
nuclear ITS con el fin de detectar variacion intraespecifica en poblaciones silvestres de H.
undatus y establecer su relacion con algunas poblaciones manejadas. Se realiz6 un analisis
de divergencia de nucle6tidos y una reconstruccion filogenética con base en la matriz de
distancias Distancia-P usando el método Neighbor-Joining y el modelo de sustitucion
Tamura-Nei para 37 individuos de 26 poblaciones silvestres y nueve poblaciones
manejadas de seis estados de México. La regién ITS ADNrn permitié distinguir tres grupos
de individuos de H. undatus en México con soporte alto. En la reconstruccion filogenética
la mayoria de las poblaciones pertenecientes a estados colindantes se agruparon juntas, lo
cual confirma su cercania genética, como es el caso del clado A, con escasa variacion entre
ellos, pero divergentes del resto de los individuos. Algunas colectas de los estados de
Puebla, Veracruz, Oaxaca se agruparon con colectas de estados distantes, lo que sugiere un
flujo genético de éstas, derivado probablemente del manejo tradicional que se practica en
estas regiones del pais. Es probable que debido a la proteccion de los individuos manejados
y al entrecruzamiento natural con las poblaciones nativas se haya favorecido el flujo
genético entre éstas. Se detectaron poblaciones con divergencia genética significativa, las
cuales constituyen reservorios genéticos de esta especie en México como es el caso Ayutla
Gro. Caltepec Pue., Tuxtepec Oax. Y Lochixonace, Oax. La cercania genética de las
poblaciones silvestres y manejadas deja ver que los cambios en las poblaciones se
presentan en su morfologia, pero no en su distincion genética amplia, resultados que
difieren de lo registrado para otras cactaceas también manejadas.

Palabras clave: Variacion genética, Hylocereus undatus, ITS, México.
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SUMMARY

For the commercial value of fruit Hylocereus undatus has become an important
plant genetic resource of Mexico. The traditional management of this species in different
regions has favored the selection and propagation of individuals with desirable
morphological characteristics. The continuous introduction of individuals from wild
populations to backyard gardens, boundaries and eventually commercial plantations has
caused great confusion in their identification because of genetic and morphological
heterogeneity, but the date is unknown what region is centered wider genetic variation and
if this is similar in managed individuals. The utility of nuclear ribosomal DNA transcribed
ITS in order to detect intraspecific variation in wild populations of H. undatus and establish
their relationship with internal spacers managed populations was evaluated. An analysis of
nucleotide divergence and phylogenetic reconstruction based on the matrix of distances
Distance-P was performed using the Neighbor-Joining method and substitution model
Tamura-Nei to 37 individuals from 26 wild populations and nine populations managed in
six states of Mexico. The ITS region ADNrn possible to distinguish three groups of
individuals of H. undatus in Mexico with high support. Phylogenetic reconstruction in
most populations belonging to neighboring states were grouped together, confirming their
genetic proximity, such as clade A, with little variation between them, but divergent from
other individuals. Some collections of the states of Puebla, Veracruz, Oaxaca collections
clustered with distant states, suggesting gene flow of these, probably derived from the
traditional management practiced in these regions. Probably due to the protection of
individuals managed and natural interbreeding with native populations has favored gene
flow between them. Populations with significant genetic divergence, which are genetic
reservoirs for this species in Mexico such as Ayutla Gro., Caltepec Pue., Tuxtepec Oax and
Lochixonace, Oax were detected. The genetic proximity of wild and managed populations
reveals that changes in populations occur in morphology, but not in its broad genetic
distinction, results that differ from those reported for other cacti also managed.

INTRODUCCION

Por la importancia econdmica local y regional que tiene la comercializacion de los
frutos comestibles de Hylocereus undatus, esta especie se ha convertido en un importante
recurso fitogenético de México (Calix y Castillo, 2001; Castillo-Martinez, 2003). La
introduccidn de individuos de H. undatus proveniente de poblaciones silvestres a jardines
de traspatio y huertos familiares ha favorecido la seleccion y propagacion de individuos con
caracteristicas morfologicas deseables. Las variaciones morfoldgicas en esta especie,
favorecida por el manejo tradicional, han provocado confusion en cuanto a su
identificacion. Aungue se cuenta con importantes aportaciones en cuanto al reconocimiento
morfoldgico de esta especie en algunas regiones de México (Castillo-Martinez et al., 2003,
Grimaldo-Juérez et al., 2007; Garcia-Aguilar et al., en preparacion), se desconoce la

relacion genética que guardan las poblaciones silvestres con sus similares manejadas.
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La conservacion y la utilizacién de los recursos genéticos vegetales requieren de la
caracterizacion y clasificacion detallada de la diversidad genética. La permanencia de las
especies en condiciones naturales depende de sus niveles de variabilidad genética y de la
forma en la que se distribuye en las poblaciones. Este conocimiento es fundamental,
debido a que la destruccion y fragmentacion del habitat pone en riesgo los recursos
genéticos y hacen urgentes estudios sobre la variabilidad genética en poblaciones silvestres
(Parra et al., 2010).

La evaluacion de la diversidad genética en cactaceas se relaciona con la deteccion
de polimorfismos, la hibridacion y la influencia del hombre en la seleccién de genotipos
especificos, lo que altera las caracteristicas iniciales de las poblaciones (Legaria et al.,
2005; Parra et al., 2010).

Jarvis, (1999) menciona que el manejo tradicional en algunas poblaciones mantiene
altos niveles de diversidad genética, particularmente en especies con propagacion clonal.
Contrario a la suposicion generalizada de que las poblaciones manejadas y cultivadas
presentan una dréstica reduccion de la variacion genética como consecuencia de la
seleccidn artificial (Doebley, 1992).

En poblaciones manejadas de Stenocereus stellatus y S. pruinosus se han reportado
altos niveles de variacion genética, similar a la existente en poblaciones silvestres o incluso
mas alta (Casas et al., 2007, Parra et al., 2008). En esta tltima especie, también se han
encontrados altos niveles de flujo genético y baja diferenciacion genética entre poblaciones
silvestres y manejadas (Casas et al., 2007). De acuerdo a estos autores, esto es debido al
contante reemplazo de plantas e introduccién de ejemplares silvestres en poblaciones
manejadas, lo cual ha favorecido el flujo genético entre éstas. Casas et al. (2007)
identifican a los jardines de traspatio y sistemas de agro-foresteria como reservorios
importantes de la diversidad genética y sitios clave para los programas de conservacion,
produccion y fitomejoramiento de estos recursos, sin soslayar la importancia que tiene el
conocimiento de la diversidad genética para identificar alelos raros o prioritarios en los
programas de conservacion.

Otro aspecto importante de las poblaciones manejadas, en cuanto al tipo de manejo
tradicional son los mecanismos de regeneracion de estas poblaciones. Por ejemplo en

Stenocereus eruca (Clark-Tapia et al., 2005) y Polaskia chichipe (Carmona y Casas, 2005)
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se combina el reclutamiento sexual y la propagacion clonal, lo cual ayuda a mantener altos
niveles de diversidad y flujo genético entre poblaciones silvestres y cultivadas (Parra et al.,
2010).

El conocimiento sobre la diversidad genética de las poblaciones silvestres de H.
undatus es escaso, Legaria et al. (2005) analizaron 50 poblaciones de esta especie con base
en (RAPD) procedentes de nueve estados de la Republica Mexicana. Con base en el
analisis de los patrones de bandeo de 15 iniciadores, estos autores reportaron variabilidad
genética en las colectas de Hylocereus undatus y la formacion de siete grupos, los cuales
agruparon colectas de distintos estados de México. En algunos estados encontraron
conjuntos genéticamente homogéneos y en algunos otros, cierto grado de flujo genético o
de migracion de poblaciones a través de México, indicando que ciertas poblaciones han
mantenido su identidad genética, pero también que en algunas otras se ha presentado
dispersion de los genotipos entre distintas regiones.

La region ITS del ADN ribosomal nuclear (ADNnNr) es uno de los marcadores
genéticos ampliamente usados en estudios sobre sistematica de angiospermas (Baldwin et
al., 1995; Kress et al., 2005). Por varias décadas, este marcador ha sido una de las
herramientas mas poderosas en la resolucion de relaciones filogenéticas a distinto niveles,
tipicamente dentro de géneros o entre grupos cercanamente relacionados (citas). Alvarez y
Wendel (2003) estiman que entre 1997 y 2002, el 66 % de todas las publicaciones
filogenéticas involucran la comparacion a nivel genérico o inferior de secuencias de ITS, de
las cuales el 34 % de éstas plantean hipdtesis exclusivamente basadas en secuencias de ITS.

La region ITS comprende el 1TS1, la subunidad 5.8S y el ITS2, debido a que los
espaciadores se encuentran flanqueando a la subunidad 5.8 S, la cual es altamente
conservada, posibilita la alineacion no ambigua de los espaciadores. La utilidad de esta
region en reconstrucciones de relaciones filogenéticas ha sido demostrada en familias
como Orchideaceae (Salazar et al., 2009) y Cyperaceae (Chacén et al., 2006); asi como en
el esclarecimiento de relaciones filogenéticas entre taxa a niveles genérico e intraespecifico
(Hamby y Zimmer, 1992; Buckler y Holtsford, 1996) y diferenciacion a nivel de ecotipos
(Yan-Lin et al., 2010). Las ventajas de esta regién radica en la universalidad de sus

primers, el hecho de presentar maltiples copias de tamafio pequefio (en angiospermas en
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una amplitud de 500 a 700 pb), lo cual facilita la amplificacion por PCR y por altimo, su
alta variabilidad intragendmica (Alvarez y Wendel, 2003).

En cactéceas, la region ITS comunmente se ha empleado con otros marcadores del
cloroplasto o del nlcleo para esclarecer relaciones filogenéticas a distintos niveles; por
ejemplo a nivel de familia (Barcenas et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2011) o0 a
nivel genérico en Lophocereus (Hartmann et al., 2001), en Pachycereus (Arias et al.,
2003) y en Mammillaria (Harpke y Peterson, 2006), en Opuntia (Griffith, 2003; Majure et
al., 2012). En el caso particular de la tribu Hylocereeae, Plume et al. (2013) abordaron el
origen autopoliploide de H. megalanthus en relacién a otras especies de Hylocereus y
Selenicereus.

Garcia- Aguilar et al. (2013) realizaron la caracterizacion molecular de tres especies
silvestres de Hylocereus, incluyendo a H. undatus, con base en los marcadores del
cloroplasto (matK, rbcL, psbA y trnL-F) del cddigo de barras, sin embargo no se detecto
variacion genética para esta especie con dichos marcadores del cloroplasto. Hollingsworth
et al., (2011) demostraron que la universalidad de la region ITS es més baja que algunas
regiones del codigo de barras; sin embargo, ofrece un significativo poder discriminatorio. A
pesar de que la region ITS no se ha explorado de manera individual en Cactaceae, ITS ha
permitido el esclarecimiento de Zea a niveles intraespecificos (Buckler y Holtsford 1996).
Con base en los anterior los objetivos del presente estudio fueron: (1) detectar la variacién
genética en poblaciones silvestres de H. undatus en México por medio del analisis de las
secuencias de los espaciadores internos transcrito del ADN ribosomal nuclear ITS, (2)
establecer la relacion genéticas entre éstas y (3) evaluar si las poblaciones manejadas se
distinguen genéticamente de las silvestres.

La hipotesis de trabajo fue que las secuencias de los espaciadores internos
transcritos ITS del ADNr permiten detectar variacion en las poblaciones silvestres de H.
undatus y que éstas no guardan una estrecha relacion genética con las poblaciones

manejadas.
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MATERIALES Y METODOS
Se recolectaron cinco individuos de Hylocereus undatus en 26 poblaciones
silvestres de seis estados de Meéxico (Figura 1). Adicionalmente, se colectaron cinco
individuos en nueve poblaciones manejadas. Los individuos recolectados fueron
identificados taxondmicamente con base en caracteres morfologicos propuestos Britton y
Rose (1920) y Garcia-Aguilar et al. (2014) (en preparacion). De cada poblacién se

selecciond un individuo con caracteristicas morfolégicas contrastantes.
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Figura 1. Distribucion geografica de poblaciones silvestres de H. undatus en México.

Extraccion de ADN y método de secuenciacion. EI ADN de los individuos muestreados se
obtuvo del tejido cortical directamente en campo, el cual fue deshidratado mediante silica
gel y extraido con DNeasy Plant Mini kit de Quiagen® (Austin, USA). Los fragmentos de
laregion ITS (ITS1, 5.8S e ITS2) de todas las muestras fueron amplificados usando los
cebadores ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) y el protocolo de Douzery et al., (1999). A fin
de reducir el problema de la estructura secundaria en las secuencias y hacer eficiente los
productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se emple6 el protocolo de
Salazar et al. (2003).

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa a 1.2 % (p/v) con
amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato, pH 7.6; 1ImM Na, EDTA), durante 30 min a 90
V. Los productos de la PCR fueron tefiidos con regGel, registrados en un fotodocumentador
y secuenciados en The Genomic Center, Washington University.

Las secuencias obtenidas fueron revisadas y ensambladas con el programa
Sequencher, version 3.0 (Gene Code, Ann Arbor, Michigan, USA) con refinamiento
manual. El alineamiento se realizé con Clustal W (Thompson et al., 1997) implementado
en el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Las secuencias ya alineadas se compararon
con las registradas en el Banco de Genes (NCBI) mediante el empleo del programa
BLASTN (Altschul et al., 1997). Se us6 una secuencias de ITS de Pachycereus pringlei
como grupo externo, con numero de accesion en el banco de genes JX289550.1 (Plume et
al., 2013). Se obtuvo informacidn basica sobre niveles de variacion nucleotidica de la

region ITS implementado en el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
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Analisis de divergencia de nucle6tidos. La discriminacion entre las poblaciones se estimd
con base en la proporcion de sitios segregantes S o polimorfismo (Nei y Kumar, 2000).
Ademas, se calculd la divergencia corregida entre las secuencias de los individuos con la
aplicacion del modelo de distancia de Tamura-Nei, implementado en el programa MEGA 4
(Tamura et al., 2007).
La variabilidad nucleotidica y haplotipica de Nei (Nei, 1987) o heterocigocidad se estimo
con el programa DnaSP version 5 (Librado y Rozas, 2009). En todos los casos, los gaps
fueron tratados como datos perdidos para retener informacion acerca de la substitucion de
nucleotidos en los individuos con inserciones y deleciones (Wojciechowski et al., 1993).
Contenido de GC. El contenido de GC de las regiones ITS1 e ITS2 de todas las secuencias
estudiadas fue determinado en BioEdit, version 5.0.6 (Hall, 1999).
Analisis filogenético. La reconstruccion filogenética de las poblaciones de Hylocereus
undatus se llevo a cabo con base en la matriz de distancias Distancia-P (proporcion de
diferencias de nucledtidos detectadas entre dos secuencias alineadas). Se usé el método
Neighbor-Joining (NJ) con remuestreo (bootstrap, bs) y 1000 repeticiones (Saitou y Nei,
1987) y el modelo de sustitucion Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), implementados con el
programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION
Region ITS en Hylocereus undatus

Las reacciones de PCR resultaron en bandas unicas en todos los individuos
estudiados. El alineamiento de las 37 secuencias de H. undatus y del grupo externo (P.
pringlei y S. griseus) tuvieron una longitud de 985 pb, de las cuales 660 pb fueron tiles
para el presente estudio.

El reconocimiento de las regiones ITS1 e ITS2 se hizo con base en el analisis de las
secuencias del gen 5.8S del ADNr (Plume et al., 2013). La region ITS en las poblaciones
estudiadas de H. undatus present6 una longitud de 555 a 660 pb. Cada una de las regiones
ITS presentaron diferente longitud (ITS 1: 8 — 230 pb, gen 5.8 S: 239 — 395 pb, ITS 2: 396
— 660 pb.

Los niveles de variacion para cada una de las regiones ITS en las poblaciones
estudiadas fueron diferentes. La region ITS1 presentd un nivel de variacién de 48.79 %,

superior que la region ITS2 que presento el 41.25 % (Cuadro 1). Plume et al. (2013)
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reportaron haplotipos con cinco polimorfismos y un indel en secuencia de H. megalantus en
ITS1, mostrando la pérdida de la evolucion concertada de la region ITS del ADNrn, al igual
como se ha reportado en otros miembros de Cactaceae (Hartmann et al., 2001; Harpke y
Peterson 2008).

Cuadro 1. Variabilidad estadistica de la region ITS de Hylocereus undatus en México

La diversidad de nucleotidos la region ITS1 fue superior a la ITS2, con 0.08234 y
0.07845 respectivamente (Cuadro 2). La determinacion del contenido de G+C mostro que

Caracteristica ITS1 Gen 5.8 ITS2 la
Longitud (pb) 222 156 286 reqié
Contenido G + C (%) 61.45 46.6 62.25 g
Numero de Indels 19 2 15 n
Numero de sitos variables (%) 48.79 10 41.25
NUmero de sitos informativos (%) 38 8 23 ITS1
prese

nto un 61.45 %, mientras que la regién 1TS2 62. 25 %.

El gen 5.8S present6 una longitud de 156 pb en las secuencias estudiadas. En el
presente estudio se detectaron dos motifs conservados en angiospermas
(GAATTGCAGAATCC) y (CGATGAAGAACGTAGC) (Harpke y Peterson, 2008) que
permiten definir al clado interno formado pos las poblaciones (108, 45, 33, 67,74, 120,104).

Plume et al. (2013) reportaron la presencia de estos mismos motifs en Selenicereus
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pteranthus y S. hamatuse, éstos autores sugieren que S. grandiflorus, podria ser un hibrido

de estos dos taxones.

Cuadro 2. Variacion genética de la region ITS de poblaciones silvestres H. undatus.

Region ITS ITS1 58S ITS2
Variabilidad haplotidica
Numero de secuencias 26 26 26
Numero de haplotipos (h) 23 23 23
Diversidad haplotipica (Hd) 0.80731 0.38205 0.70481
Variabilidad nucleotidica
Sitios polimorficos (S) 22 9 19
Promedio de diferencias nucleotidicas 10.38 3.16 9.82
K
é)izlersidad nucleotidica 0.08234 0.03167 0.07845

Reconstruccién filogenética

La reconstruccién filogenética reveld que existe amplia variacion genética para H.
undatus. Se recuperaron tres clados con soporte (> 93, Figura 2). El clado A, con el
maximo soporte (100 bs), contiene solamente poblaciones silvestres con baja variacion
genética entre ellas y es el que méas tempranamente se diversificd. Este clado se caracterizo
por presentar cinco deleciones, tres en la region ITS1 en la posicién 173, 193 y 207 pb y
dos en la regién ITS2 en 452 y 512 pb. Lo anterior sugiere que el aprovechamiento de H.
undatus en estas poblaciones se remonta a varios cientos de afios, principalmente a través
de la seleccion y recoleccion de frutos y el transplante de estructuras vegetativas de
poblaciones silvestres a huertos familiares y linderos. Con este manejo tradicional poco a
poco estos individuos han llegando a formar parte de la biodiversidad de estas regiones en
el pais (Rodriguez, 2000).

El resto de las poblaciones pertenecientes a estados colindantes se agruparon juntas,
lo cual confirma su cercania genética. Tanto en el clado B1 como en el B2 se encuentran las
poblaciones manejadas de frutos rojos y blancos, los cuales presentan una baja
diferenciacion genética con las poblaciones silvestres (Figura 2). Por ejemplo, las
poblaciones Pue67B e Hgol06R con color de fruto diferente son similares genéticamente
con el marcador utilizado. Es probable que en estos estados exista una relacion entre la

clasificacion infra-especifica tradicional de variantes cultivadas y las presiones selectivas

54



culturales. Luna-Morales (2004) afirma que un primer indicador de la domesticacion de
Stenocereus pruinosus y S. stellatus es el nUmero de variantes que los pobladores han
seleccionado a traves del tiempo.
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Figura 2. Arbol de consenso (1000 replicas) inferido a partir del analisis de distancias
Distancia-P con el método Neighbor-Joining (NJ) y el modelo de sustitucion Tamura-Nei
de la region ITS, enraizada con secuencias de Pachycereus pringlei tomadas del banco de
genes (JX289550.1) respectivamente. Los valores bootstrap estan dado sobre las ramas.
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Por otra parte, la agrupacion de las otras poblaciones manejadas con poblaciones
silvestres de los estados de Puebla, Veracruz y Oaxaca sugiere un flujo genético entre éstas,
derivado probablemente del tipo de manejo tradicional que se practica en estas regiones del
pais. En especies como S. stellatus y S. pruinosus la introduccion de plantas silvestres a
huertos familiares y jardines de traspatio provenientes de diferentes regiones,
eventualmente han favorecido el flujo genético por el entrecruzamiento de estos individuos
(Casas et al., 2006, 2007 y Parra et al., 2008). Es probable que un comportamiento
semejante esté ocurriendo en H. undatus, debido a la proteccion de estos individuos y al
entrecruzamiento natural con las poblaciones nativas se haya favorecido el flujo genético
entre éstas.

Las poblaciones del clado B2 que mostraron la mayor divergencia genética fueron
Oax79S, Oax44S, 0ax96S, 0ax89S, Pueb6S, Puel02S, y Tab1116S, en el clado B1 las
mas divergentes fueron Ver27S y Ver88S (Figura 1). En un estudio de morfologia
vegetativa cuatro de estas poblaciones (56S, Caltepec Pue.; 79S, Ayutla Gro., 96S,
Tuxtepec Oax. y 89S,Ver. se mantuvieron significativamente alejadas de su centroide
Garcia et al. (2014) (en preparacion), con los resultados del presente estudio, fue posible
confirmar su divergencia genética. Lo anterior sugiere, que estas poblaciones pueden ser
importantes reservorios genéticos de H. undatus en México.

En la reconstruccion filogenética poblaciones provenientes de los estados de Puebla,
Oaxaca y Veracruz se integraron en la mayoria de los clados, lo cual sugiere que estos
estados son importantes centros de dispersion de H. undatus, muy probablemente asociado
al tipo de manejo tradicional que se practica en estas regiones del pais. Desafortunadamente
no se hicieron colectas en el estado de San Luis Potosi, donde Legaria et al. (2005)
encontraron junto con los individuos provenientes de Hidalgo y estado de México

diferencias genéticas importantes con RAPD.

CONCLUSIONES
La estrecha relacion de algunas poblaciones silvestres y manejadas de H. undatus
confirma su cercania genética, derivado muy probablemente del tipo de manejo tradicional
y seleccion artificial practicado en algunas regiones del pais. Se detectaron poblaciones

silvestres de H. undatus con la mayor divergencia genética, las cuales, constituyen
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reservorios genéticos de esta especie en México. Los resultados obtenidos en el presente
estudio dejan ver la necesidad de conocer el centro de origen de la diversidad genética H.
undatus en México. Con este fin se propone ampliar el muestreo de genotipos
tradicionalmente manejados y sus parientes silvestres, abarcando una distribucion mucho
mas surefia. La cercania genética de las poblaciones silvestres y manejadas hace necesaria
la evaluacion de los tipos de manejo y seleccion artificial en las regiones del pais donde
esta especie se distribuye, a fin de comprender cémo estas practicas afectan la diversidad
genética de las poblaciones de H. undatus en México.
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CONCLUSIONES GENERALES

Existen caracteres morfologicos vegetativos que permiten distinguir a las tres
especies silvestres del género Hylocereus presentes en México. El traslape de algunas
poblaciones silvestres y manejadas de H. undatus sugiere una relacion muy estrecha,
derivado muy probablemente del tipo de manejo tradicional practicado en algunas regiones
de este pais. El limite de variacion morfoldgica reportado por otros autores para el nimero
de espinas esta dentro de los limites de variacion para las especies silvestres, lo cual indica
que este carécter es frecuentemente seleccionado en la eleccion de los individuos a
propagar en poblaciones manejadas. Los caracteres relacionados con la aréola son variables
descriptivas del tallo en H. undatus, los cuales permiten la diferenciacion de poblaciones
silvestres y de genotipos en poblaciones manejadas.

La combinacion de las regiones rbcL+ trnL-F permitié confirmar el reconocimiento
de tres especies de Hylocereus, realizada con base en la combinacién de caracteres
morfoldgicos propuestos en el presente estudio. H. ocamponis fue la Gnica especie en la que
no se detectd variacion intra-especifica para ninguna de las cuatro regiones de cloroplasto
analizadas. Los resultados sostienen a esta combinacion de loci como candidata para
emplearse como el codigo de barras para las especies de Hylocereus en México.

Finalmente, la exploracion de la region ITS ADNrn permitio distinguir a las
poblaciones silvestres y manejadas de H. undatus en México. La estrecha relacion de
algunas de estas poblaciones de confirma su cercania genética, derivado muy
probablemente del tipo de manejo tradicional y seleccién artificial practicado en algunas
regiones del pais. Se detectaron poblaciones silvestres de H. undatus con la mayor
divergencia genética, las cuales, constituyen reservorios genéticos de esta especie en
México. Los resultados obtenidos en el presente estudio dejan ver la necesidad de conocer
el centro de origen de la diversidad genética H. undatus en México. Con este fin se propone
ampliar el muestreo de genotipos tradicionalmente manejados y sus parientes silvestres,
abarcando una distribucion mucho mas surefia. La cercania genética de las poblaciones
silvestres y manejadas deja ver la necesidad de evaluar los tipos de manejo y seleccion
artificial en las regiones del pais donde esta especie se distribuye, a fin de comprender
como estas préacticas afectan la diversidad genética de las poblaciones de H. undatus en

México.
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