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RESUMEN

La hibridacion es un evento biologico que ocurre con frecuencia en la naturaleza de
forma natural; es uno de los principales mecanismos capaces de generar innovaciones evolutivas,
que en algunos casos, llevan a la creacion de nuevas especies. Este fenébmeno se presenta cuando
dos especies genéticamente relacionadas se cruzan produciendo descerslengiasfértil, semifértil o
estéril. Se puede presentar entre un par de especies, entre un complejo de especies o incluso,
aunque en menor medida, entre géneros. Generalmente los hibridos se caracterizan por presentar
caracteres morfolégicos intermedios entre ambos progenitores.

En la familia Cactaceae, la hibridacién es un fenémeno que ocurre muy a menudo,
siendo en gran parte responsable de la riqueza y diversidad biolégica presente en ella. Dada la
gran importancia que tiene la hibridacion en la evolucion, es importante conocer y caracterizar a
los hibridos que se encucntren en la naturaleza; es por ésto que el presente trabajo tom6 como
sistema de estudio un posible hibrido entre Escontria chiotilla y Polaskia chichipe, dos géneros de
cactaceas pertenccientes a la tribu Pachycereeae, subtribu Stenocereinae. Este posible hibrido fue
localizado en Ia Mixteca Baja de Oaxaca; su identificacién fue posible porque que se encontraba
en etapa reproductiva, fase tnica en la que se puede distinguir de sus posibles progenitores. Esta
planta presenta en el fruto escamas como las de E. chiotille y espinas como las de P. chichipe; el
iallo puede ser facilmente confundido con cualquiera de los dos progenitores putativos: la flor es
color blanca con los t¢palos muy extendidos sin llegar a ser revolutos como en P. chichipe, cuya
flor es verde amarillenta; en cambio, en: E, chiotilla los tépalos permanecen mas cerrados y son de
color amarillo.

Los estudios sobre hibridacién se han basado principalmente on criterios morfolégicos,
de distribucion y experimentos de cruza. Sin embargo, estas aproximaciones no siempre
permiten discriminar entre complejos taxonomicos. Para resolver lo anterior, se han hecho
comparaciones a nivel del genoma, mediante técnicas de genética molecular, que involucran un
analisis directo dei DNA. En este trabajo la caracterizacion del posible hibrido incluy¢ tanto la
parte mortolégica como la molecular. Dentro de la parte morfologica, s2 tomaron en cuenta 12
caracleres cuantitativos y 2 cualitatives. Por otro lado, los caracteres moleculares fueron
generados por la téenica de AFLP, la cual es al}amente reproducible y permite analizar un gran
nuamero de loci polimorficos a la vez, generardo por lo tanto, un alto indice de diversidad.

Para ¢l analisis estadistico se lleva a cabo un analisis de conglomerados v uno de-
componentes principales para los caracteres morfologicos y para los moleculares, un analisis de

coordenadas principales v uno de conglomerados. Ademas de estos analisis, se realizaron




polinizaciones manuales en el campo entre ambos génerbs, as{ comd fétrocfuzas de los hibridos

con los posibles progeniltores. Estas pohmzacmnes fueron exntosas dado que se obtuvxe ron frutos

con semillas viables. 7 : v Lo
Finalmente, a partir del patrén de bandeo (frecuencia ‘alélica)‘de Cé’da:taxi’l‘: ¥ mediante
un programa de coémputo, se generaron hibridos y progenitores virhia!esl para‘i_’\rerirficar cuales
" son las posibilidades de que los genomas de los hibridos naturales léngan' mayor similitud con
los hibndos virtuales que con sus posibles progenitores. : L
Los resultados de este trabajo sugieren fuertemente la exnslencxa de un hlbndo entre

estos dos géneros de cacticeas.
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L. INTRODUCCION :

La hibridacién se presenta cuando dos taxa genéticamente distintos se cruzan -

produciendo una descendencia que puede ser fértil, estéril o parcialmente fértil (Rieseberg, 1997).
Muchos de estos nuevos individuos no llegan. a florecer ni a fructiﬁcar y algunas veces se
reprodygen vegetativamente. Este mecanismo se puede presentar entre un par de especies, entre
complejos de especies o incluso entre géneros (Niklas, 1997), aunque este Gltimo ocurre con
menor frecuencia. ' - ‘

Puede ser que las especies de distintos géneros sean genética y fenotipicamente mds

divergentes que las especies dentro de un mismo género, por lo tanto es raro que los hibridos -

intergenéricos sean fértiles. Incluso entre los hibridos interespecificos se pueden encontrar
individuos semifértiles y otros completamente estériles, lo cual depende en gran medida de la
distancia genética que exista entre los progenitores (Rieseberg, 1997). Por otro lado, la esterilidad
cn los hibridos también puede deberse al inadecuado desarroilo y funcionamiento de las
estructuras reproductoras y/o al apareamiento y segregacion anormal de los cromosomas
durante la meiosis (Jones, 1988; Lester v Kang, 1998).

La hibridacion aumenta la diversidad genética, puede dar origen a variaciones
adaptativas por medio de la transferencia y mezcla de genotipos. Los genotipos recombinantes
pueden resultar igual o menos adaptados que los progenitores, todos sujetos a ser probados por
la seleccion natural. Es asi que el papel evolutivo més obvio e importante que tiene la hibridacion
en plantas es que a través de ella se pueden generar nuevas especies cuando los hibridos son
fertiles, o bien, especies alopoliploides, cuando el hibrido es estéril y su reproduccion es
vegelativa o agamospérmica (Mummenhoff y Hurka, 1995).

.. Ademas de su importancia evolutiva, la hibridacién también tiene consecuencias en
otros tipos de investigacion, como en las reconstrucciones filogenéticas donde la hibridacion es
un factor que puede confundir dado que es dificil ubicar las especies que surgieron a partir de
hibridos, cambiando hasta cicrto grado la topologia de los drboles filogenéticos (van Raamsdonk
et al., 2000). También se ha hecho énfasis en la utilidad de los hibridos naturales y de las zonas
hibridas como sistema modelo para estudiar ¢) proceso evolutive, particularmente aquellos que
conllevan a la especiacion (Rieseberg y Ellstrand, 1993; Rieseberg, 1997).

El éxito de la generacion de nuevas especies depende de las condiciones ecologicas, de
la distancia genctica de los taxones involucrados v de la capacidad que tengarn los diversos

genotipos hibridos para adaptarse a diversos habitats; dichos fenotipos que nunca antes habian




suficiente como para producir flores, pueden llevarse a cabo nuevas cruzas entre los hi ndos y -

los progenitores. Algunas de éstas seran entre las plantas del hibrido (Fl x Fl), 6h'as entre ‘un ;
hibrido y un progenitor (F1 x Pa) y otras entre un hibrido y el otro progemtor (Fl x Pa) (Glbson y
Nobel, 1986). Estas cruzas producen una gran variabilidad genética, lo que hace posxble que
algunos de estos genotipos nuevos puedan ser seleccionados y fijados en la poblacxén,'
constituyendo una nueva especie (Naudin, 1863 citado en Rieseberg, 1997; Barton, 2001).

La hibridacién prueba que la especiacion entre los taxa que se cruzan es incompleta
porque no han acabado de divergir y por lo tanto no apoya el concepto de especie biol6gica
propuesto por Mayr (1963 en Rieseberg, 1997): “las especies estan formadas por grupos de
poblaciones natuiales que se intercruzan y se encuentran reproductivamente aislados de todos
los demds grupos de otras especies” ya que er; el caso de hibridacion entre dos taxa no existen
mecanismos de aislamiento reproductivo. ‘

La mancra mas simple en donde se puede llevar a cabo la hibridacién natural es
cuando dos poblaciones se sabrelapan (simpatrfa) y comparten periodos de reproduccion
(Barton, 2001).

La hibridacion es un fendmeno que se presenta de manera natural y también se
promueve de forma artificial entre taxa de importancia econémica como en gramineas, cactdceas
y orquideas (Gibson y Horak, 1978; Cota y Wallace, 1996; Caputo et ul., 1997). Extrapolando la
frecuencia de hibridacion interespecifica de la flora inglesa a la flora de angiospermas, Stace
(1989, citado en Hughes v Harris, 1994) ¢stim6 que existen aproxitnadamente 78,000 hibridos
interespecificos. Sin embargo, el indicador més acertado en cuanto a la frecuencia de hibridacién
es la proporcionada por Ellstrand ef al. (1996), dando un total de 27,500 combinaciones hibridas
catre 230,000 especies de plantas descritas. Lo anterior puede tomarse como un subestimado ya
que muchos hibridos aan no se han detectado debido al inadecuado tratainiento sistematico de
algunos grupos en ciertas floras.

La hibridacion en plantas parece estar concentrada en un 16-34% de familias, con
hibridos distribuidos ¢n 6-16% .de géneros, en los cuales se presenta al menos un caso de -
hibridacion entre sus especies (Rieseberg, 1997). : »

Las cactaccas son plantas que se distinguen por sus camclcr«.s ana!émlcos y

fisiologicos, tales como sus tallos crasus, reduccién del limbo de las hojas, hnpertroﬁa del peciolo




hasta su transformacion en un podario o tubérculo, modificacién de los meristemos hasta su
conformacion en aréolas, diferentes formas de espinas y un metabolismo de tipo acido de las
crasulédceas. Son una familia que comprenden entre 1500 y 2000 especies (Anderson, 2001), lo que
demuestra una gran diversidad genética. Este alto indice de polimorfismo se ha atribuido a
varios fenémenos, entre los cuales se encuentra la hibridacién, la que ha jugado un papel muy

importante en el desamrollo de nuevas'especies (Rieseberg, 1997; Cota y Wallace, 1996).




II. ANTECEDENTES

El estudio del fenémeno de hibridaci6én comienza con una buena y clara identificacion

de‘los individuos en cuestion. Segun Hughes y Harris (1994) se deben de tomar en cuenta 5

; criterios:

(1) que el fendtipo del hibrido sea intermedio entre los padres putativos; (2) que la fertilidad del
hibrido sea reducida; (3) que exista segregacion de la progenie de la segunda generaci6én de un
hibrido fértil; (4) que se de un sobrelapamiento de la distribucién de los hibridos con los posibles
padres; y (5) que se pueda dar la resintesis artificial del hibrido. Estos criterios pueden ser
probados utilizando métodos biométricos tales como el andlisis de componentes principales y el
andlisis de conglomerados.

Sin embargo, la expresion de los caracteres intermedios en los hibridos depende de la
naturaleza del control genético de un determinado caracter, as‘i .como de las interacciones con ei
ambiente, es por ésto que los hibridos no siempre presentan un estado intermedio de caracteres,

. algunas veces se observan caracteres extremos o novedosos, o mas atin, un.mosai-co de caracteres
intermedios y extremos, dependiendo si se trata de gencraciones hibridas tempranas o ya
avanzadas (Rieseberg y Ellstrand, 1993: Riescberg, 1995).

En general, 10s criterios que se han utilizado para la identificacion y caracterizacion de
hibridos son de origen cromosémico y morfoldgico, como los antes mencionados. Sin embargo,
debido a la gran importancia evolutiva atribuida a la hibridacién y por lo tanto a la gran
necesidad de presentar la mayor v mejor evidencia posible, se han utilizado técnicas moleculares
que involucran un examen directo del DNA. La posibilidad dc identificar hibridos
molecularmente es una herramienta poderosa que ha ayudado a apoyar fuertemente los estudios
realizados con caracteres morfolégicos (Rosabelles, 1999); también se puede llegar a elucidar el
mecanismo genético y ecolégico responsable del origen de los taxa superiores (Niklas, 1997).
Algunos ejemplos de hibridacion resueltos con marcadores moleculares son: RFLPs en Lencacna
(Hughes y Harris, 1994), AFLPs en Alliiun (van Raamsdonk et al.,”2000) y Berberis (Bottini et al.
(2002), RFLPs en Orchis (Caputo ¢t al., 1997), DNA de cloroplasto y RAPDs en Cardamine
(Urbanska et al., 1997), RAPDs en Quercus (Sainuel, 1999), AFLPs en Oryza (Aggarwalet al., 1999),
RFLPs en Rhododendron (Milne et al., 1999) RAPDs en Opuntia prolifera (Mayer et al.., 2000).

La ventaja de los marcadores moleculares sobre los morfolégicos en el estudio de la
hibridaciéon incluyen; (1) el gran nimero de marcadores moleculares independientes disponibles
para el andlisis; (2) los niveles generalmente bajos de variaciones moleculares no heredables; (3)-

la aparente seleccion neutral de muchos marcadores molcculares. En contraste, el nimero de




caracteres morfologicos heredables que diferencian a los taxa hibridos de los parentales e< muy
escaso como para realizar un andlisis detallado de hibridos complejos. Finalh‘ién_té, la gipresién )
de los caracteres morfolégicos en hibridos es relativamente impredecible debido a Ia va'.ﬁaciéh en
el control genético de estos caracteres, asf como a los factores no heredables (Rieseberg y
Ellstrand, 1993). ' ‘

Muchas de las técnicas que se han desarrollado se basan en marcadores generados por
aloenzimas o en loci de DNA nuclear como genes ribosomales. Ambas técnicas son confiables,
pero aportan poca informacién o requieren de condiciones muy especificas, por ejemplo, en el
caso de las aloenzimas la deteccion dependera de la etapa de desarrollo de la planta y de la
influencia que tenga el medio ambiente sobre ésta. Es por esto que, para la identificacién de
hibridos se ha preferido la utilizacién de metodologfas mas practicas y funcionales que
involucran la generacion de marcadores moleculares, como son RAFDs, AFLPs y RFLPs, las
cuales se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Powell et al., 1996). De las
técnicas .antes mencionadas, la mas empleada para la identificacién de hibridos e incluso de
- cultivares ha sido la de AFLP (Liu et al., 1998; Albertson et al., 1999; Loh et al., 1999; van
Raamsdonk et al., 2000; Congiu et al., 2001; Mayer et al., 2000). La ventaja de utilizar esta técnica es
que proporciona un nuevo nivel Jde precision en el genotipo ¥ ofrece un estupendo potencial en
estudios de diversidad genética. En comparacion con las otras técnicas aqui mencionadas, los
AFLP’s permiten mapear un gran numero de loci a la vez, generando por lo tanto el mas altn
indice de diversidad (Russell et al., 1997), ademas, es una técnica altamente reproducible, menos
faboriosa y nas rapida que las demas.

La tecnica de AFLP se basa en el principic de amplificar seleccionadamente un
conjunto de fragmentos restringidos a partir de una mezcla de fragmentos de DNA que fue
obtenida a partir de la digestién del DNA genémico con endonucleasas de restriccion (Vos et al.,
1995; Liscum, 1999).

La familia Cactaceae esta considerad.a como un grupo natural que ha evolucionado en
los altimos 80 a 60 millones de anos (Gibson y Nobel, 1986; Leuenberger, 1986, citado en Gibson y
Horak, 1978); se ha diversificado en un considerable nimero de especies y formas de vida y se ha
establecido en varios ecosistemas. La diversificacion se vio favorecida por la aparicién de zonas
aridas y semiaridas, manifestandose en varias adaptaciones morfolégicas, fisiologicas y
reproductivas, por lo que secree que los procesos de hibridacion y poliploidia también han
jugado un pape! importante en la evolucion de la fiiilia (Cota v Wallace, 1996; Bravo-Hollis,
1997).
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En esta familia, los hibridos naturales ieprééentan un reto para los tax6énomos, pues a

A:::dife.riencia de otras familias de angiospermas, la ocurrencia de hibridaciéh interespecifica es muy

frecuente y la intergenérica es més frecuente que en otras familias (Gibson y Horak, 1978; Cotay
Wallace, 1996; Caputo et al., 1997).
Hawkes (1983) reporta un listado extenso de hibridos para la familia Cactaceae son

hibridos tanto iriterespecificos como ‘intergenéricos, sin embargo, no hace la aclaracién sobre

cuales son de origen natural y cuale de origen artificial. El menciona también que los japoneses

han generado varios hibridos con fines comerciales. Dentro de los intereses de los horticultores

sobre los hibridos se encuentran la cruza entre especies de ciclos de vida largos con’especies de

ciclos de vida corto, sobre todo aquellas con flores vistosas. Un gran numero de- hfbridos

reportados de la familia Cactaceae se enlistan en las tablas 1 y 2.

‘Tabla 1. Lista de hibridos intergenéricos en Ja familia Cactaceae.

HIBRIDO PROGENITORES FUENTE
x Cleistocana mirabilis Cleistocactus  fieldianus x  Matucana . Rowley (1994
supertexta citado en Hunt,
1999)

xEspostocactis

xHaagespostoa albisctata

xHeliochia vandessi

XHaagespostoa climaxantha

xMyrtgerocactus lindsayi

xPacherocactus orcuttii
(nombrado asf por Moran,
1962, 1963)

(xPachycereus orcuttii)

Hibrido estéril

Cleistocactus icosagonus x Espostoa lanata

Haageocereus psendomelanostele x Esposota
relanostele

Heliocerenus “speciosus
phyllanthicides
E melanostele  x H

x . Nopalxochia

erens

r N -3
albispinus

Bergerocactus * emoryi  x
cochal

Muyrtillocactus

Pachycereus pringlei x Bergerocactus emoryi

Neobuxbmumia tetetzo - x  Cephalocerens
columna-trajani

Mottram (1990
citado en Hunt,
1999)

Rowley (1982a)
Hunt (1999)
Anderson {2001)
Hawkes, (1582)

Rowley (1982a)
Hunt (1999)
Anderson (2001)
Moran (1962)
Hunt (1999)
Anderson (2001)

Rowley (1982b)
Hunt (1999)
Anderson (2001)
Vite et al. (1996)
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Tabla 2, Lista de hibridos interespecificos de la familia Cactaccae.

HIBRIDO PROGENITORES FUENTE
Arrojadoa x albiflora A. dinae spp. dinae x A. rhodantha Hunt (1999)
A. dinae x A. rhodantha Anderson (2001)
Cleistocactus xcrassiserpens C. serpens x C. icogagonus Hunt (1999)
. . Anderson (2001)
Disocactus xhybridus+-: D. phyllanthoides x D. speciosus Anderson (2001)
D. xmallisonii D. flagelliformis x D. speciosus Anderson (2001)
D. xviolaceus D. ckermannii x D. speciosus Anderson (2001)
Echinocereus. xroetteri E. coccineus » E. dasyacanthus Hunt (1999)
Anderson (2001)
Echinopsis xcabrerae E. strigosa x E. terscheckii Hunt (1999)
Anderson (2001)
Hatiora xgraeseri H. gaertneri x H. rosea Hunt (1999)
. Anderson (2001)
Melocactus xalbicephalus M. ernestii x M. glaucescens. Taylor (1991, -

M. xhorridus
Opuntia xacquatorialis
O. xbakeri

O. xberchiniana
O. xcolumbiana

0

. xcongesta

. xcubensis
. xcurvispinag

. xdeserta

c 0 0 ¢

. xfosbergii

0

. xkelvinensis

O. xlucayana

Q. xmultigeniculata

M. ernestii x M. zelmtneri

O. pubescens x O. scederstromiana

O. pubcscens x Opuntia
socderstromiana

O. Inuifusa x O. stricta

O. fragilis x O. polyacantha

O. fragilis x polyucantha var.
polyacantha

O. acanthocarpa x O. whipplei

O. acanthocarpa var. thornkeri x O.
whipplei

O. dillenii x O. militaris

O. wilitaris x O, stricta

Opuuntia chlorotica x O. phaeacantha

O. acanthocirpa var. coloradensis x O.
echinocarpa

O. bigelovii x O. echinocarpa 1 O.
phaeacantha

Q. bigelovii x O. echinocarpa

Q. fillgida x O. spinosior

O. dillenii x O. nashii

O. echinocarpa_x d.wltiﬁﬁlei

citado en Anderso
Anderson, 2001)
Hunt (1999)

Taylor (1991, citado
en Anderson, 2001)
Hunt (1999)

Hunt (1999)

(Madsen (1989, citado
en Anderson, 2001)~
Hunt (1999}

Hunt (1999)
Anderson (2001)-

Hunt (1999)
Anderson (2001)°

Hunt (1999)
Anderson (2001)~
Hunt (1999)
Anderson (2001)~
Anderson (2001)°

Hunt (1999)
Anderson (2001)"

Hunt (1999)
Anderson (2001)°

Hunt (1999)
Anderson (2C01)~
Hunt (1999)
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O. xneaorbuscula
O. xoccidentalis
0. proliﬁ:rri
O. xquipa
O. xspinosibacca

O. xtetracantha

O. xvaseyi
O. xviridiflora
O. xvivipara

O. xwootonii
Pilosoceretts xsubsimilis

Sclilimbergera xbuckleyi @

5. xexotica.w

S. xreginac @

Taciiiga xquipa

T. xmombergii

Trichocereus xmendocinus
IIII'l"IHCﬂI'BHS Xlllalllbt‘l"z(_’l‘l

O. arbuscula x O. spinosior

O. littoralis x O. engelmannii x O.
phaeacantha :

O. engelinannii x O. phaeacantha

O. alcahes x A. cholla

O il x O. palmadora

O. aureispina x O. phaeacantha

O. acanthocarpa x O. leptocanlis

O. acanthocarpa var. major x O.
leptocaulis

O. littoralis x O. phaeacantha

O. imbricata x O. whipplei

O. arbuscula x O. versicolor

O. engelmannii x O, phaeacantha

P. magnificus x P. floccosus spp.

quadricostatus
S. russelliana x S. truncata

S. opuntioides x S. truncata
S. orssichinna x S. truncata
T. inamoena x T. pafmadora
T. lavix x T. sendopctinatus

T. candicans x T. strigosus
T. laui x T, pseudopectinatus

Anderson (2001)"
Hunt (1999)
Anderson (2001)°
Hunt (1999)
Anderson (2001)-

Mayer et al. (2000)
Hunt (1999)

Hunt (1999)
Anderson (2001)~
Hunt (1999) .
Anderson (2001)°

Hunt (1999)
Anderson (2001)-
Hunt (1999)
Anderson (2001)°
Hunt (1999)
Anderson (2001)"
Anderson (2001)~
Hunt (1999)

Hunt (1999)

McMillan y Horobin
(1995, citado en
Anderson, 2001)

Hunt (1999}
McMillan y Horobin
(1995, citado en
Anderson, 2001)

Hunt (1999)

McMillan v Horobin
{1995, citado en
Anderson, 2001)
Stuppy y  Taylor
{citado en Anderson,
2001)

Anderson (2001)
Méndez (2000)

Hunt (1999)

x= La x antes del epiteto genérico indica hibridacion intergenérica. El epiteto genérico se forma
de la combinacion de cada uno de los progenitores genéricos, mientras que el epiteto especifico

puede variar.

La x entre el epiteto genérico y el especifico representa una hibridacion interespecifica. El epiteto
genérico representa al género involucrado en 1a-hibridacion y el epiteto especifico puede variar.

= Opuntin para Anderson (2001) y Hunt (1999)
T Cylindropuntia para Anderson (2001)y Opuntia para Hunt (1999)

w hibridos artificiales
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R eprs

De acuerdo con Bartolo (2000) y Cruz (2000), en el estado de Puebla es comiin encontrar
“injertos” de Polaskia chichipe con Polaskia chende, Myrlﬂlnmchls schenkii y Escontria chiotilla. Estos
injertos son al parecer hibridos interespecificos pues no son en realidad injertos en el sentido -
agronémico, sino mas bien individuos que combinan caracteristicas morfolégicas de las especies
mencionadas. Sin embargo, estos hibridos aiin no han sido estudiados (Bartolo, 2000). También se
menciona que puede haber hibridacion interespecifica en el género Stenocereus (Casas et al., 1999)

El alto porcentaje de hibridacién interespecifica e intergenérica exitosa dentro de la
familia Cactaceac es realmente impresionante, comparado con otras familias en donde nunca se
han reportado individuos hibridos (con excepcién de las orquideas y de algunas gramineas), lo
que indica que en Cactaceae se da un escaso desarrollo de barreras reproductivas precigéticas
(sistemas de incompatibilidad, polinizadores, floracion diferencial} y/o postcigoéticas
(degeneracién temprana del endospermo, fruto mal desarroilado, bajo porcentaje de semillas y
granos de polen viables) que limiten el intercambio de genes (Jones, 1988).

Dentro de las cactaceas, los caracteres que comiinmente se han empleado para
diferenciarlas son morfologicos (Moran 1962, 1963; Grant y Grant, 1979, 1980; Vite et al., 1996) y
citogenéticos (Pinkava y Parfitt, 1982). El iinico estudio que incluye marcadores moleculares en
Cactaceae es el de Opuntia prolifera (Mayer et al., 2000).

Escontria chiotilla y Polaskia chichipe son dos especies de cactdceas columnares
gencricamente distintas que coinciden en su distribucién en los estados de Puebla y Oaxaca. En
una region de la Mixteca Baja de Oaxaca, se identificaron cuatro individuos que se presume son
hibridos entre estos dos géneros dado que retinen caracteristicas morfologicas de ambcs géneros.
El cardcter mas distintivo de estos individuos y que de hecho fue tomado para su identificacion
en ¢l campo, es el fruto dado que presenta escamas como en E. chiotilla, y espinas como en P.
chichipe. ’

El posible hibrido bajo estudio fue detectado por el biélogo Jerénimo Reyes Santiago en
las cercanias de Huajuapam de Le6n Oaxaca. Reyes considerd que se trataba de un hibrido
intergenérico entre Poluskia chichipe y Escontria chiotilla porque presenta  caracteristicas
morfolégicas de ambos géneros y ademas, son cacticeas columnares muy abundantes en esta
region, aunque también pueden encontrarse algunos individuos de My tillocaclus geometrizans,
pero al comparar el hibrido con Myrtillocactits no existen caracteristicas morfol6gicas con las que
se le pueda relacionar con este ultimo. Las caracleristicas presentes de E. chiotilla en ¢t posible
hibrido son escamas en la flor v fruto y de P. chiclipe las espinas en el fruto. En cambio, en M.

geometrizans el fruto carece de espinas y escamas; ademds, las flores son totaimente diferentes.
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‘Se decidi6 tomar como sistema de estudio a este posible hibrido en el taller “Desarrollo
-y fisiologfa de las estructuras reproductoras en la familia Cactaceae” en el .afio 2000. No existe
ninglin réporte publicado de este posible hibrido ni tampoco ejemplares de respaldo en ningiin
herbario. Es por ésto que se realizaron varias salidas al campo en los siguientes dos afios, durante”
los cuales, se realizé una busqueda extensa del posible hibrido, encontrando tinicamente cuatro
individuos en etapa reproductiva con tales caracteristicas. La biisqueda abarco el 4rea que va de
Huajuapam de Leén hasta Tamazulapan, adentrindose en varios cerros (El Mirador y La
Culebra,) asi como en areas circunvecinas como Corral de Piedra.

El presente trabajo comprende la caracterizaciéon e identificacion morfolégica y
molecular de estos individuos que se proponen como hibridos producto de la cruza entre dos

géneros de cacticeas: Escontria chiotilla y Polaskia chichipe.
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III. OBJETIVOS
. ‘Ob)ehvo general

‘ '; Comprobar la existencia de un hibrido intergenérico entre Escontria chiotilla y Polaskia

fclnclupe por sus relaciones morfolégicas y genéticas con los progenitores.

“Objetivos particulares

" 'Describir y comparar morfol6gicamente al posible hibrido entre E. chiotillay P. chichipe.

- Estudiar la micromorfologfa del polen y semilla tanto del posible hifbrido como de E.
chiotilla y P. chichipe. ‘

» Determinar la viabilidad de las semillas y de los granos de polen de los - taxa -

involucrados. Lo

> Determinar las relaciones genéticas entre el supuesto hibrido 'y los progemlores por

medio de marcadores de DNA y cruzas artificiales. ;
> Predecir las posibles combinaciones.genémicas de los supuestos hibndos denvadosv

entre E. chiotilla y P. chichipe mediante la generacion de hibridos vu'puale;
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: : IV. MATERIAL Y METODOS
1V.1 Sitio de estudio

_ El presente trabajo se llevé a cabo con plantas que habitan en la Mixteca Baja de
Oaxaca, a 10 km del municipio de Huajuapan de Le6n (Fig. 1) en los linderos de la ‘carretera "que

' va hacia Tamazulapan (190 Mex.). En general, el clima de la Mixteca Baja es arido y sen'uAndo

con una precipitacién promedio anual de 300 mun; la vegetacion varia de matorral espmoso y-

bosque tropical caducifolio en las partes bajas secas y calidas, a bosques de pmo en las partes
altas humedas y templadas (Villasefior et al., 1990). :

De acuerdo con la morfologfa descrita por Bravo-Hollis (1978), en la regxén se
identificaron poblaciones simpatricas de Escontria chiotilla y de Polaskia chichipe. ‘Ademds de estos
dos cactos coluinnares, en esta parte de Ja Mixteca Baja de Oaxaca habitan también, atinque en
muy poca proporcion, Myriillocactus geometrizans y Stenocereus stellatus. Para llevar a cabo el
estudio, se seleccionaron 3 localidades diferentes comprendidas dentro de esta region. La primera
se ubica en las coordenadas N 17° 45.155° W 097° 44.73° donde habita uno de los posibles
hibridos; la segunda en N 17° 44.947° W 097° 44.458"-en la cual se localizan dos posibles hibndos,
1a tltima localidad sc encuentra en N 17° 45.114° W 097° 44.732°(Fig. 1).

1V.2 Unidades de estudio

Los géneros Escontria y Polaskin han sido taxonémicamente colocados en diferentes
subtribus de la tribu Pachycereeae. Leuenberger (1976, citado en Gibson y Horak, 1978), ubica a
Escontria en la subtribu Pterocereinae y a Polaskia en la subtribu Myrtillocactinae (Fig. 2a). .

Posteriormente, Gibson y Horak (1978) con base en caracteres anatomicos, en la
quimica del tallo, pigmentacion del funiculo, morfologia de semilla, forma de crecimiento,
morfologia y anatomia de costilla y morfologia floral, subdividen a la tribu Pachycereeae en la
subtribu Pachycereinae y Stenocereinae incluyendo a Escontria y a Polaskia en esta altima junto
con Myrtillocactus y Stenocereus (Fig 2b), lo cual sigue siendo apoyado por Cornejo y Simpson
(1997) quienes realizaron un andlisis de la forma y funcién del tallo de la tribu Pachycereae, asi
como por el Grupo Internacional de Sistematica de Cactdceas (Anderson, 2001). Escontria cuenta

con una sola especie: E. chiotilla y Polaskia con dos: P. chichipe y P. chende.
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Figura 1. Localizacion de los individuos hibridos naturales encontrados en ¢l campo,
en el estado de Oaxaca, México.
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; Esmntrm r:luonlla (F AC. Weber) Rose, Conh'. U.S. Nat Herb 10 :126. 1906.
Subfaxmha Cactoxdeae, tnbu Pachycereeae, subtnbu Stenoceremae

Nombre comuni chxohﬂa, )mhlla, quxonl]a

Planta arborescente de 3 a 4 m de altura, con tronco corto y grueso. Tiene ramas muy
numerosas de color verde oscuro, cada una con 7 u 8 costillas prominentes (Fig. 3). Presentamsin:s’
aréolas muy préximas, elipticas, con fieltro grisdceo. En promedio, cada aréola tiene de 10 a 15
espinas radiales, rectas, a veces dirigidas hacia abajo, de 1 cm de longitud. Por lo general tiene de
1 a 3 espinas centrales que miden de 7 a 15 cm de largo. Las flores se localizan en la terminacion
de las ramas, una por aréola; miden incluyendo el ovario 3 cm de longitud; presentan segmentos
internos del perianto amarillos; el pericarpelo y el tubo presentan grandes escamas papiridceas
translucidas, brillantes, acuminadas, triangulares y membranosas. El fruto es globoso, escamoso
de color café rojizo, de 3.5 cm de didmetro; la pulpa es purpurina semiamarga, comestible. Las
semillas son negras de 15 mm de didmetro, con la testa rugosa.

Distribucién: Puebla, Qaxaca, Guerrero y Michoacian (Bravo-Hollis, 1978; Arias y Guzman, 1997).

Figura 3. Individuo adulto de Escontria chiotilla.

Delashii chichipe (Roland-Guosseling Backeberger, Blatt. Sukk. 114 1949,
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,Subfanuha Cactoxdeae, mbu Pachycereeae, subtnbu Stenoceremae.
: Nombre comuiin: chichibe, chichipe, d‘uchxtun, c}uch:tuna, dichituna (Anderson, 2001).

Planta arborescente de 3 a 5 m de aito, profusamente ramificado. Tallo principal corto,
con ramas color verde claro, cada una presenta de 9 a 12 costillas agudas (Fig. 4). Las areolas se
encuentran separadas entre sf de 1 a 1.5 cm. En promedio cada aréola tiene deie’a\ﬁﬂhﬁspmas
radiales de 3 a 10 mm de largo y una sola espina central un poco mas larga. Las flores son
diurnas, pequeiias que se encuentran en las terminaciones de las ramas, una por aréola, de3 cm -
de largo incluyendo el pericarpelo; los segmentos del perianto son de color blanco amarillento.
Cuando se encuentran abiertas, los segmentos del perianto son revolutos y los estambres exertos.
El fruto es globoso color rojo purpura, con aréolas caducas que presentan espinas; la pulpa es
jugosa y dulce, comestible. Las semillas miden 1.3 mm de largo, son negras con grandes
puntuaciones hundidas, que se hacen mas pequefas hacia el hilo.

Distribucion: Puebla y Oaxaca (Bravo-Hollis, 1978; Arias y Guzman, 1997).

Figura 4. individuo adulto de Polaskia chicliipe. e e es

En P. chichipe, La liberacion del polen ocurre aproximadamente a las 11:00 horas y la

maxima turgidez del estigma a las 15:00 horas. Los polinizadores mas probables son Xilocopa sp.
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o Api’s mellifera y Plebéyq‘méxiéa:vm. En poblaciones silvestres existe una a\iloincompatibilidad total.
La polinizacién t}:ruzai:largs exitosa durante el dia pero nula durante la noche (Bartolo, 2000).

-Descripcion del hibrido
Planta arborescente de 3 a 5 m de altura con tronco grueso. Rama{s:%g&ggmexosas cc_)lor verde

- olivo; presenta de 6 a 8 costillas. Las aréolas se encuentran con una separacién promedio de 6.59
cm entre cada una. Presenta de 7 a 10 espinas radiales de 6.88 cm de longitud promedio y una
espina central de 37.71 cm de longitud y 1.45 cm de didmetro. Las flores se encuentran en la parte
terminal de las ramas, una por aréola, de 29.94 cm de largo y 14.80 cm de diametro; los segmentos
del perianto son de color blanco verdoso, con pequefias escamas. El fruto es globoso color rojo,
con pulpa carnosa, muy duice, comestible, tiene en promedio 17.15 cm de longitud y 17.82 cm de
diametro, posee escamas translicidas y espinas caducas. Las semillas son muy pequenas de color

negro, con la testa rugosa, a veces con malformaciones en la cutfcula (Fig. 5)
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Figura 5. Caracteristicas del posible hibrido. A. Rama con botones florales. B. Boton floral. C. Flores en
aniesis. D. Polinizadores. E. Habito arbarescente. F. Flor ¢n antesis. G. Individuo juvenil. H. Frutos
maduros, abortivo y normal. 1. Fruto inmaduro.

1V.3 Caracterizacién morfolégica
1V.3.1 Toma de datos

Se cmplearon transectos para el muestreo. En total se realizaron 3 transectos, uno en
- cada una de las localidades que se mencionaron en el sitio de estudio. Cada transecto tuvo como
“ dimensiones 100 metros de longitud por 10 metros de ancho. Se tomaron en cuenta a todos
aqﬁcllos individuos que presentaron tanto flor como fruto que estuvieran dentro del transecto,
hasta ;:ompletar 30 individuos de cada posible-progenitor. En promedio se muestrcaron de 8 a 11

individuos por transecto.
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Debxdo a que solamente se puede identificar a los posxbles hibridos en etapa

: ;reproduchva, umcamente fue posible detectar a 4 individuos adultos los cuales fueron incluidos *

enel anahs'_

o lV 3 2 Medu:xén de caracteres

;En ‘iotal se tomaron en cuenta 16 caracteres morfologicos, 14 cuantitativos y 2

Cualitativos (tabla 3). Las mediciones fueron hechas con un vernier digital y con una regla de 30
cm. )

‘Fabla 3. Caracteres mor! en los hibridos entre P. chichipe y E. chiotilla.

Cariécter no. de partes medidas Unidades
por individuo.
Namero de costillas S ramas namero
Ancho de costilla 5 costillas mm
Profundidad de costilla 5 ramas mm
No. espinas radiales por aréola 5 aréolas namero
Longitud de espinas radiales 1 aréola mm
Longitud de espina central 5 aréolas mm
Diametrc de espina central 5 aréolas mm
Distancia entre aréolas 5 pares de aré¢olas mm
Longitud de fler 3-5 flcres mm
Diametro de flor 3-5 flores mm
Longitud del fruto 3-5 frutos mm
Diametro del fruto 3-5 frutos mm
Numero de aréolas en 30 cm .. 1 rama nimero
Presencia/ausencia de bracteas y 3-5frutos 1= bracteas
espinas en el fruto 2= espinas
3= bracteas y
espinas

1= revolutos
2= no revolutos

Forma de las unidades del perianto 1 flor

1V.3.3 Analisis fenético

Todos los andlisis que se llevaron a cabo en el presente trabajo fueron hechos con el
programa NTSYS pc 2.1 (Rohlf, 2000). Los analisis que se realizaron en esta parte del trabajo
fueron un analisis de conglomerados (AC) y uno de componentes principales (PCA). Para la
realizacion de ambos anilisis, se construy6é una matriz basica de datos de los caracteres

empleados (apendice 1). Debido a que se tomaron varias mediciones de un mismo cardcter en un
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solo individuo, se unhzo la medxa de cad 'uno de los car eres cuanhtahvos, obteniendo una

matriz rectangular de 34 colu.mnas por 16 filas en donde las hileras representan los caracteres
evaluados y las columnas a los® mdw:duos u: OTUs (umdades taxon6émicas operacionales)
muestreados. o : .

Esta matriz fue estandarizada por hileras utilizando la media como opcién de
substraccién y la desviacién estandar como opcion de divisién, para eliminar el efecto de las
escalas y mantener la varianza interna de los datos. .Con esta nueva matriz, se construy6 una
matriz de distancia, en la cual se empleo el coeficiente de correlacién. Para cl andlisis de
conglomerados se probaron tres métodos de agrupamiento, el de ligamiento simple, el completo
y el de UPGMA (Unweighted Pair Group Method); finalmente, para analizar los resultados se
selecciond el método UPGMA puesto que fue el que presento6 el valor més alto del coeficiente de

correlacion cofenéticd.

1V.4 Caracterizacién molecular

1V.4.1 Purificacién de DNA gen6mico

Se tomaron muestras de tejido del tallo de 13 individuos de E. cliotilln y 13 de P.
chichipe y de los 4 individuos del posible hibrido natural. Dado que el nimero de posibles
hibridos naturales fuc bajo, se tomaron 7 plantulas obtenidas de semillas germinadas de los
posibles hibridos naturales para asf tener un andlisis estadfstico mas representativo. En total, para
la generacion y el anélisis de marcadores de DNA se tomaron en cuenta a 37 individuos.

La extracciéon del DNA total de estos 37 individuos se llevé a cabo empleando el
protocolo de extraccion modificado de Doyle y Doyle (1987, 1990, citado er: Csaiki et al., 1998). Se
pulverizaron 0.5g de iejido con nitrogeno liquido y se les adicionod 5 ml de buffer de lisis
(apéndice 111} precalentado a 65 °C por 30 minutos agitando ocasionalmente. La muestra se enfri6
a 37° C por 10 minutos. Pasado este tiempo, se realizé una primera extraccion con 1 volumen de
PCI {fenol, cloroformo, iscamilico, 25:24:1). La r;\czcla se cetrifugé a 10,000 rpm a 4° C durante 10
minutos. Se recuper6 la fase acuosa y se agregaron 5 ml de 5x CTAB (apéndice III) para precipitar
carbohidratos. Se llevé a ¢abo una segunda extraccion con 1 volumen de PCIL.

La precipitacion de los acidos nucléicos se realizé adicionando 3.5 ml de isopropanol y
se incubo a temperatura ambiente por un minimo dec 1 hora. Después, se centrifugo a 10,000 rpm
durante 10 minutos a 4° C. El precipitado se resuspendio en 3 mil de agua desionizada. Se levo a

cabo una segunda precipitaciéon con 1/3 del volumen de acetato de amonio (10 M) y 2 volumenes
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de etanol (100%), se mcubo por 1 hora como minimo a -20° C. Se centrifugé a 10,000 rpm por 10
.minutos a 4° C. El precnpltado se resuspendio en agua desnommda
“ Debidoa que los scidos nucleicos copurifican con una gran cantidad de pectinas, fue
. necesario l‘iacer: una purificacién mas fina a través de un fraccionamiento elecroforético en un gel
‘de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (10 mg/ml). El gel se corri6 a 90 volts durante 45
. minutos. Ademas, esto permitio separar el DNA de alto peso molecular del RNA,

Una vez separados los dcidos nuciéicos, se cortaron del gel las bandas
correspondientes a DNA y se colocaron en un tubo de 500 ul con 3 perforaciones en la base y un
tap6n de pelo de angel en el fondo. Este tubo se puso dentro de otro tubo colector de 1 ml. La
columna, se centrifugé a 13,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El eluato .
colectado se sometid a otra extraccion con un volumen de PCI v se incub6 con agitacion constante -
moderada a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se centrifugé a 13,000 rpm por 5 minutos.
Se separé la fase acuosa y se hizo una precipitacién con 1/3 del volumen de acetato de amonio
(10 M) y 2 volimenes de ctanol (100%) durantc 30 rinutos a -20° C. Pasado el tiempo, se
centrifugo a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4" C. El precipitado fue lavado con 500 ul de etanoi
al 70 % , agitado con vortex y centrifugado por 3 minutos a 13,000 rpm. Se removié
completamente los residuos de etanol y finalmente se resuspendio el precipitade en agua
desionizada.

Para evaluar la pureza y cantidad de DN A obtenide, se diluy6 1 ul de la solugién de

DNA en 1 ml de agua y se midi6 su absorbancia a 260 y 280 nm. Los &cidos nucleicos absorben a

260nm y las proteinas a 280 nm, por lo que el cociente 260/ 280 que debe ser aproximadamente de

- 2.0 implica que el DNA purificado tiene una baja porcion de proteinas contamninantes. Para

cuantificar la cantidad de DNA se sabe que. por cada unidad de densidad éptica (D.O.)
corresponde 50 ng/ul de DNA.

1V.4.2 Obtencién de caracteres moleculares (DNA) por medio de AFLP’s

El protocolo que se utilizo fue el desarrollado por \'os et al: (1993) y modificado por

Llscum (1999). .

Primer paso. Digestisu/ligamicnto

A1 Mg de DNA se adicionaron 8 ul del buffer de digestion/ligamiento (apéndice 1),
v ul de la enzima EcoR1 (10U/ul), 1 pl de la enzima Msel (3U.ul) v 25.5 ul de agua desionizada,
para obtener un volumen final de 40 pl. La digestion se llevo a cabo por 3 horas a 27° C. Pasado

este tiempo, a cada muestra se agregéd 1 oul del  adaptador para EcoR1 &
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CFCGTAGAC’I'GCGTACC 3%), 1 pl del adaptador para Msel (5° GACGATGAGTCCTGAG 37), 2

nl de ATP (10mM), 4 pl del buffer de digestién/ligamiento, 1 unidad de T4 DN A-ligasa y 1 ul de
: dH20; se obtuvo un volumen final de 50 ul. La reacci6n de ligado se llevé a cabo toda la noche a
37°C.

‘ Segundo paso. Preamplificacion por PCR (Polymernse Chain Reaction)

Para evaluar la eficiencia de ligado de los adaptadores al DNA digerido, se tomaron 5
- nl del DNA quimérico (digerido y ligado) y‘ se agregaron 0.5 pl del primer EcoR1 Core +
adaptador (5°CTCGTAGACTGCGTACCAATTC 31 (50 ng/ul), 0.5 ul de Msel Core + adaptador
(5" GACGATGAGTCCIGAGTAA 3°) (50 ng/ul), 0.8 pl de dNTP’s (5 mM), 2 ul del buffer de PCR
10x (apéndice 1), 0.6 pl de MgCl: (30 mM), 0.4 ul de Taq DNA polimerasa (1U/ul) v 10.2 ul de
H20; se obtuvo un volumen final de 20 ul. :

Las condiciones de preamplificacion fueron las siguientes:

90° C 2 minutos --— 1 cicle
94° C 30 segundos

56° C 1.0 minuto

72° C 1 minuto

72 ° C 2 minutos

19 ciclos

Se separaron electroforéticamente 10 pl del producto de PCR un gel de agarosa al 1%
tenido con bromuro de etidio (10mg/m1l) a 100 volts durante 1 hofa (Fig. 6). En esta figura sé
observa el producto de amplificaciéon en un rango de 100 a 500 pb, lo cual concuerda con lo
esperado para DNAs quiméricos con adaptadores EcoR1 - Msel (Liscum, 1999). El producto de
la reaccion de PCR se diluyé 10 veces (1:10).

Tercer paso. PCR AFLP

Se tomaron 5 pl del DNA diluido (1:10) del paso anterior y se le adicionaron 0.25 ul del
primer EcoR1-AFLPx (50 ng ul) marcado con el radioisotopo 3P, 0.30 ut del primer Msel-AFLPz
(30 ng/ed) no marcado, 0.4 ul de ANTP’s, 1.0 ul de buffer de PCR 10x, 0.3 pl de MgClz (50 mNM), 0.3 -
unidades de Taqg DNA polimerasa (1 unidad/pl) y 2.45 pl de dH:O con lo que se obtuvo un

volumen final de 10 pl. En total se utilizaron 10 combinaciones de pares de primers (Tabla 4.)
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E. chiotillag £ chichipe Hibrido

Figura 6.Corroboracion por PCR de la eficiencia de ligado de los adaptadores. Los prod de
amplificacién fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% terido con bromuro de
ctidio (10 mg/ml). MM= marcador molecular.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

94° C 2 minutos

94° C 30 segundos 12 ciclos reduciendo la temperatura de R
65° C 30 segundos “ alineamiento 0.7° C por ciclo :

72° C 1 minuto

94° C 30 segundos
36° C 30 segundos
72° C 1 minuto

25 ciclos

72° C 2 minutos
Mantenei a 4°C

Para visualizar los fragmentos amplificados, se realizé una clectroforésis en gel de

poliacrilamida al 5% de la siguiente forma:

Preparacion del gel

La noche anterior a realizar la electroforésis se-preparé el gel mezclando 60 ml de acrilamida al
5% para secuenciacion prefiltrada (apéndice 111), 150 pl de persulfato de amonio (10mM) y 100 pl
de TEMED. Se limpiaron perfectamente 2 vidrios para secuenciacion con acetona y etanol al 70%;
los separadores fucron colocados en el vidrio mas grande y encima de éstos se puso el otro
vidrio. Se sujetaron ambos vidrios con los separadores con clips grandes. Se vaci6 el gel tratando
de que no quedaran burbujas; (inalmente se colecd el peine en la parte superior y se dejo
palimerizando una hora a temperatura ambiente y lucgo se colocd a 4° C para que siguiera

polimerizando tada la noche.
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Desnaturalizacién de la mm.-stm
) A cada muestra de DNA quu:nénco' templado amplificado, se agregaron 10 pl de buffer
de secuenciaci6én (apéndnce lII) y se coloco a 94“ C durante ] minut

lnmedxatamente después,
la muestra se pasé a hlelo por 5 mmutos para evntar la renaturahzacxén del DNA.

Electraforesxs : e
Una vez polimerizado el gel se retir6 el peine del gel y con agua se ]evaron lo 5 resxduosr
de poliacrilamida que quedaron fuera de los vidrios. El gel se precalentd en el secuencxador‘ ‘
durante 1 hora a 3000 volts con el buffer TBE 0.5x (apéndice 11I). Con una )ermga se retu'o los
restos de urea depositados en los pozos del gel, finalmente se cargo el gel con 5p.| de cada

muestra de DNA. La electroforésis se realizé a 3000 volts durante 2 horas.-

Ob!mxcrén de imdgenes

‘El gel fue transferido a papel Whatman 3 MM y se cubri6 con plashco autoadherente,
se coloco en el secador al vacio durante 90 minutos a 85° C. Posteriormente, el gel seco fue
expuesto a una pantalla radiosensible (BioRad) durante 4 horas dentro d.e un cassette para
revelar. La pantalla fue colocada en el equip» Personal Molecular Imagen FX de BioRad para ser

escaneada y asi poder visualizar los AFLP’s a través del programa Quantity One de BioRad.

Tabla 4. Combinacion de iams de Eri:ners ﬁnr.\ 1a obtenciéon de AFLP's

Combinacion EcoRI Msel
de primers
1 5"AGACTGCGTACCAATTCA3" 5" GATGAGTCCTGAGTAAA3”
2 AGACTGCGTACCAATTCT GATGAGTCCTGAGTAAG
3 AGACTGCGTACCAATTCG GATGAGTCCTGAGTAAC
4 AGACTGCGTACCAATTCC GATGAGTCCTGAGTAAAA

5 AGACTGCGTACCAATTCTA GATGAGTCCTGAGTAATA
6 AGACTGCGTACCAATTCTT - GATGAGTCCTGAGTAATT
7 AGACTGCGTACCAATTCTG GATGAGTCCTGAGTAATG
8 AGACTGCGTACCAATTCTC GATGAGTCCTGAGTAATC
9 AGACTGCGTACCAATTCGA GATGAGTCCTGAGTAAGA

AGACTGCGTACCAATTCGT

GATGAGTCCTGAGTAAGT

IS ot Lo T



" I'V.4.3 Analisis de datos moleculares

Con los marcadores de DNA, se construy6 una matriz basica de datos binarios
:considerahdo a todos los individuos (apéndice ).

S - Unicamente se tomaron en cuenta a aquellas bandas que estuvieron claramente
. definidas en todos los individuos o donde se observaron claramente una ausencia devdstas>For lo
que para el analisis estadistico solamente se tomaron en cuenta 4 combinaciones de pares de
'primers (tabla 4).

. Para el analisis fenético se utiliz6 el coeficiente de similitud de Jaccard. El fenograma
(Fig. 17) se construy6 con el método de agrupamiento de UPGMA por presentar el valor mas alto
del coeficiente de correlacién cofenético (tabla 9).

El analisis de coordenadas principales (PCOORD) se realiz6 a partir de la misma matriz
de similitud que en el analisis de conglomerados con datos moleculares. El PCOORD se hizo por
columnas para obtener la representacion grafica de los OT'Js en un espacic multidimensional de
~caracleres y por hileras para determinar les caracteres que mas contribuyen con los

agrupamientos.

IV.5 Hibridos artificiales

71V.5.1 Polinizaciones manuaies

‘ Para la obtencion de hibridos artificiales se realizaron 124 polinizaciones en el campo.
22 de ellas tomaron a E. citiotilla como madre y a P. chichipe como donador de polen; otras 17 para
la cruza reciproca. E! resto de las polinizaciones se realizaron con los individuos 1, 2 y 3 del
posible hibrido en cruzas reciprocas con cada uno de los progenitores y entre los hfbridos. El
individuo 4 solamente se utilizé como donador de polen debido a que solamente presentaba una
flor en postantesis. Estas cruzas se visualizan mejor en la tabla 5.

Las polinizaciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: se colect6 polen de ambos
progenitores por separado en microtubos de 1.5 ml, se seleccionaron flores en preantesis de cada
uno de los progenitores y del posible hibrido y a cada una se le extrajeron con mucho cuidado los
estambres. Se realiz6 una prueba de receptividad del estigma con peroxido de hidrogeno al 3%
ya que la actividad peroxidasa en el estigma es una forma para probar su receptividad mediante

la efervescencia. El polen previamente colectado fue depositado en el estigma de 1a flor receptora

v finalmente, ¢sta fue cubierta con una malla para evitar contaminacion con polen indeseado™

acarreado por polinizadores. Dos meses después de las polinizaciones se colectaron 19s frutos

maduros.



‘Tabla 5. Polinizaciones manuales realizadas en el campo. Los nameros indican el nGmero de flores, En la
primer cnlumna se enlistan los taxa que fueron utilizados como madre; 1a primer fila corresponde a los taxa
que sirvieron como donadores de polen.

P. chichipe E. chiotilla Hibrido 1 Hibrido 2 Hibrido 3 Hibrido 4
P. chichipe 5 17 - 5 6 - 6 1
E. chiotilla 22 5 11 8 11 1
Hibrido 1 4 z 2 1 1 1
Hibrido 2 2 o 1 2 2 0
Hibrido 3 2 2 2 1 2 0

I'V.6 Fertilidad del hibrido

1V.6.1 Pruebas de germinacién de semiilas

Se pusieron a germinar 30 semillas de cada progenitor y del posible hibrido en cajas
petri de plastico, utilizando agar al 2% como scporte. La germinacion se llevé a cabo a una
temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

Se consider6 como semilla germinada a aquella que presentara emergencia de la
radicula. Las plantulas fueron transplantadas cuando contaban con aproximadamente medio
centimetro de altura a un sustrato con dos pattes de tezontle por una de “peat moss” (Sphagnunn)

vy una y media de tierra negra, Las plantulas crecieron en condiciones de invernadero.

IV.6.2 Pruecbas de viabilidad de polen

Se tomaron botones florales en preantesis y se almacenaron a 4 °C hasta su
procesamiento en el laboratorio. Después de dos dias, se pusicron a desecar las anteras en
camaras con silica gel para permitir su dehiscencia. El polen se colocé en portaobjetos y se les
agrego unas gotas del reactivo de Alexander (1980) y se observaron inmediatamente bajo
micioscopio foténico. Las observaciones se realizaron en 3 campos de 49 x (para cada taxén)y se
calcuio ¢l numero de granos de polen viable. Los granos de polen cuyo citoplasma es color
magenta se consideraron viables, mientras que aquellos granos de polen cuyo citoplasma no se

tino se consideraron no viables.




" IV.7 Hibridos virtuales

Para contrarrestar los efectos de pocos individuos del posible hibrido en el campo, se
llev6 a cabo un andlisis que consiste en la generacién de individuos virtuales a partir del patron
polimoérfico generado por los AFLP’s. Para crear estos individuos, se llevo a cabo el siguiente
procedimiento, seguan lo describg Congiu et al. (2001): asumiendo que existe equilibrio Hardy-
Weinberg, para cada locus (banda) se estima la frecuencia alélica en cada uno de los dos
progenitores; basdndose en esas frecuencias, los alelos de cada progenitor fueron sorteados y
combinados para crear el genotipo hibrido. Este procedimiento se repiti6 para cada locus y as{
producir perfiles multilocus individuales. B

Los resultados de este procedimiento se visualizan como probabilidades de asignacion,
es decir, a cada individuo hibrido natural se le estima la probabilidad que tiene de encajar dentro
de los individuos virtuales generados. o o R

A partir del patrén.de bandeo de los posibles progenitores, se generaron 100

individuos hibridos virtuales y 100 individuos virtuales de cada uno de los posibles progenifores.




v.RESULTADOS

V.1 Caracterizaci6én morfol6gica

Los individuos de posible origen hibrido identificados a 10 kilometros del municipio de
Huajuapam de Le6n, Oaxaca, poseen caracteristicas morfolégicas intermedias entre sus posibles
progenitores putativos; Escontria chiotilla y Polaskia chichipe, dos géneros de cactaceas que habitan
simpatricamente en la region. Estos individuos presentan pequefias escamas parecidas a las de E.
chiotilla aunque no son triangulares, y las espinas como las de P. chichipe en 1a flor y en el fruto; la
flor posee tépalos parecidos a los de P. chichipe; el tallo puede ser facilmente confundido en color,
nimero de ramas y de costillas con cualquiera de los dos géneros involucrados (Fig. 7).

Debido a los caracteres morfoloégicos intermedios, se plante6 la hipatesis de qne estos
nuevcs individuos podrian ser hibridos naturales producto de la cruza entre estos dos géneros.

En esta parte de la Mixteca Baja 'de Oaxaca, tnicammente se encontraron cuatro
individuos del posible hibrido. La identificacion de estos individuos se logré gracias a que se

_encontraban en ctapa reproductiva, ya que es la Gnica etapa en la que se puede reconocer al

posible hibrido y diferenciarlo de los supuestos progenitores.

V.1.1 Andlisis de componentes principales

Se tomd como muestra a 30 individuos de cada posible progenitor y a todos los
individuos del posible hibrido, haciendo un total de 64 individuos. :

Los eigenvectores resuitantes del andlisis de PCA mostraron que los caracteres
responsables de la separacion en tres grupos definidos en el primer componente principal son los
tepalos revolutos (forma de las unidades del perianto), la distancia entre costillas, la profundidad
de la costilla, la longitud de la espina central, el didametro de la espina central, el nimero de
costillas, el namero de espinas radiales y la presencia/ausencia de espinas y escamas en el frﬁto. )
(tabla 6). Estos caracteres separaron a los individuos de E. chiotilla en un grupo, en otro a los de P.
cluchipe y en otro a los del posible hibrido (Fig. 8).

Dentro de los caracteres mas importantes que dividieron a los individuos en el segundo
componente principal estan el diametro y longitud del fruto (tabla 6). Proyectando estos
resultados en un plano de dos dimensiones, se observé que las unidades de estudio se
dividieron en 3 grupos discretos: hacia la izquierda todos los individuos de Escontria chiotilla: a la
derecha todos los individuos de Polaskia -chichipe y ¢n medio, formando un solo grupo, se
ubicaron los cuatro individuos postulados como posible hibrido. Esta localizacion intermedia de

los posibles hibridos apoya la hipotesis original de hibridacion intergenérica (Fig. 8).
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Tabla 6, Variacion explicada para los dos primeros componentes principales y caracteres de mayor peso para
cada componente principal.

Componente Caracteres con mayor peso Variacién Variacion
principal explicada acumulada

Forma de las unidades del perianto
Distancia entre costillas
Profundidad de la costilla
Longitud de la espina central
PC1 Diametro de la espina central - 57.05% 57.05%
Numero de costillas
Nuamero de espinas radiales
Presencia/ausencia de espinas y escamas en el
fruto

PC2 Diametro del fruto 1202 % 69.08 %

Lonﬁ'tud del fruto

V.1.2 Anilisis de conglomerados

Este andlisis tuvo como prop¢sito el establecer las relaciones de parecido globhl en*
forma jerdrquica entre los OTUs. A partir de los caracteres morfologicos de la tabla 3, se
construys una matriz de correlacion; se utilizo6 el indice de correlacion (Pearson product moment
correlation coefficient). El método de agrupamiento empleado fue el de UPGMA debido a que
fue el que presenté el coeficiente de correlacion mas alto (tabla 7), lo que indica que el fenograma

{Fig. 9) representa mejor a la matriz de correlacion.

Tabla 7. Valores del coeficiente de correlaci6 pleando diferentes métodos
de agrupami para es morfol6gicos
Método de agrupamiento
UPGMA Simple Completo
Coeficiente de 0.93237 0.92385 0.90315

correlacion (r)
L
Los resultados que arrojo este analisis se reflejan en el fenograma de la figura 9. La
primera division gencro des conglomerados principales; en el primero se agrup6 a todos los
individuos de E. chiotilla v en el segundo a todos los individuos de P. chichipe junto con los del
posible hibrido. El primer conglomerado se subdividié quedando en un grupo los individuos E3,

E17 y E19 y cn el otro los individuos restantes. En este ultimo grupo, se rcalizaron varias




individuos de E. chiotilla y en el segundb a todos los individubs de P, chi‘chrpé 'jlix_\to'.c‘g‘)n los del :

posible hibrido. El primer conglomerado se subdividi6 quedando en un grupo loks‘indivi‘duyos E3,

E17 y E19 y en el otro los individuos restantes. En este dltimo grupo, se reé];izéljonv’varias ’

subdivisiones sucesivas. El segundo conglomerado principal, también se subdividi6; en un

conglomerado se agruparon todos los individios de P. chichipe y en el otro los cuatro p;:sibles
hibridos. El conglomerado de P. chichipe se subdividi6 formando dos grupos; en uno el individuo
P13 y en el otro los individuos restantes. El conglomerado de los hibridos también se
subdividio, el individuo H1 qued6 solo y los otros tres quedaron en un conglomerado aparte, el

cual se volvi6 a dividir, agrupando a los individuos H2 y H3, dejando fuera al individuo H4.

Figuva 7. Caracteristicas principales del tallo, flor y fruto de E. chiiotilla, posible hibrido y P. chichipe . El
fruto de E. chiotilla presenta escamas; el de P. chiditipe espinas y el del posible hibrido presenta tanto
escamas como espinas. Los tépalos son los que diferencian mis a los tres taxa, Gnicamente son revolutos en
P. chichipe . El color del tallo es muy similar en los tres taxa; el ne@mero de costillas varia.

Uno de los aspectos importantes a conocer es la fertilidad del posible hibrido ya que en

¢l campo se encontraron algunos frutos de este taxon de caracter abortivo. Para esto, se estudio el
polen y la presencia de embrion en la semilla del posible hibrido y de cada uno de los posibles

progenitores.
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Se realiz6 la prueba de viabilidad de Alexander, cuyos resultados mdlcaron altos
porcentajes de viabilidad: E. chiotilla 96%, P. chichipe 94% y el hfbndo 88% Se hxmeron cortes y

observaciones al microscopio estereoscopico de las semxllas para verlflcar la presencxa de

embrién en el posible hibrido. Los resultados de estas observamones fueron los s:guxentes' en las
semillas de los frutos bien formados se podfan encontrar generalmente, e"bnones bien
desarrollados, pero en algunas semillas también se encontraronk mbnones abmﬂ\ms"wy en

algunos casos se observaron malformaciones en la cublerta dela senulla (F:g 10)

pCc2 0%y

e 5 A & & o
PC1 - :

Flgura 8. l’myemén de los individuos de E. c}nonlla (E), P. clucmpt [19] y del posible hibrido (H) en el |
cspacm de los dos pri os p PC) del anilisis de la matriz de datos’

Pr
morfolégicos.
V.2 Fertilidad del posible hibrido

‘la viabih'd‘«;!d de las semillas se evalu6 a través de pruebas de germinacion. E. chiotilla
presen!é un porcenta)e de 76.47% (13/17); P. chichipe obtuvo un porcentaje de 53.33% (16/30) y el
hibrido de 40% (12/30). Un dato importante es que las semillas del posible hfbrido tardaron mas
tiempo en germinar Que las de los otros dos taxa. Tantc las semillas de E. chiotilln como las def2e.....

chichipe germinaron entre el 5° y el 7° dia; en cambio, las del hibrido se tardaron en germinar de 6~
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“a15 dias, sxendo por lo tanto la gemunaclén més sincrénica y rapxda en los proge tores que en el ;
hibrido.

Para éqxhpletar el estudio. de fertilidad y conocer la nﬁcromorfoldg.ia'&e lésjndi‘ridhos
- del 'posible hibrido y hacer comparaciones con sus progenitores. putativos,” se realizaron
obsefyaciones al microscopio electronico de barrido de la semilla y del polen.

Al analizar la micromorfologia de los granos de polen de los taxa involucrados se
encontré que no hay diferencias significativas ya que los 3 taxa presentan granos de polen
tricolpados y la exina con ornamentacion espinulada. El tamano del grano-es similar en los 3 (Flg
12). Sin embargo, el hibrido presenta granos de polen abortivos (Fig. 11).

Escontria chiotilla, P. chicliipe y ¢l posible hibrido presentan semillas rugosas (Fig. 13). En
el hibrido se detectaron anormalidades ya que algunas de las semillas son de menor tamafio y
carecen de embrion asf como de tejidos nulritivos.

En la familia Cactaceae la gran mayoria de los estudios sistematicos se han Basédp en
aspectos morfolégicos. El mayor problema con los caracteres morfolégicos es su 'plavsticidad
debido en gran parte a su respuesta al cambio en los factores ambientales y a eventos de
evolucion paralela. En cambio, los caracteres moleculares presentan menos procblemas pues son
de origen genético y por lo tanto son hereditarios (Rieseberg y Ellstrand, 1993). Asiinismo, cabe
mencionar que los datos moleculares no estdn separados de la informacién morfologica, de
hecho, Hillis (1987, citado en Cota y Wallace, 1996) ha indicado que los caracteres morfologicos y
moleculares se encuentran relacionados, y en conjunto los datos provenientes de diferentes
fuentes tienen el potencial de producir un mejor analisis (Cota y Waliace, 1996)

Es por ésto, que uno de los objetivos de esta investigacién fue generar marcadores de
DNA del posible hibrido y sus progenitores propuestos para establecer las relaciones genéticas
entre los taxa y complementar el analisis morfolégico para dar més evidencias de las relaciones
taxondmicas que guardan entre sf los grupos bajo estudio. Los marcadores moleculares de DNA
se obtuvieron por medio de la técnica de AFLP; ésta es una técnica que combina PCR y analisis
de fragmentos de restriccion para detectar polimorfismos debidos a cambios en/ o cerca’de sitios
de corte de enzimas de restriccién.

Estos fragmentos se observan como bandas en autorradiograffas de geles de
poliacrilamida, las cuales finalmente se traducen, cada una en un caréacter. Por medio de esta
técnica se pucde generar un alto numero de caractercs pues es posible detectar un nimero
elevado de loci polimorficos en ¢l genoma. Las ventajas que ofrece este método son confiabilideds-.
y reproducibilidad, debido a las condiciones de alta astringencia bajo las cuales se llevan’a cabo”™

las reacciones de PCR y la habilidad de detectar.rapidamente muchos loci polimoérficos (Voset al.,
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1995 Lxscum. 1999), ademas no es necesana mnguna mformacxén de senxencxac:ﬁn de DNA
prevxa para la reahzacxén de la técmca g B

S T B e P G B R R S L g R S B 0

Figura 9. Fencgrama que mumsl.a el agrupamiento de los individuos de E. chiotilla (E), P. chichipe (P) y del
pusible hibrido (H) resultante del anslisis de conglomerados di. el método de agrupami UPGMA
" a partir de una matriz de correlacion (r= 0.93237).
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Figura 10. Cubierta seminal del posible hibrido. A. Formacién anémala B) Prolongaciones cuticulares
irregulares (flecha®

oA e T amMe0 >l 020 : Lodvoar .

Figura 11. Granos de pelen del hibrido. A, grano de polen normal y tres abortivos. B. Acercamiento de
granos de polen abortivo,
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Figura 12, Micromorfologia del polen
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Figura 13. Micromorfologia de semilla
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V.2 Caracterizacién molecular-

Al igual que en el anilisis de caracteres morfol6gicos, los caracteres moleculares,
i fueron empleados para realizar dos analisis estadfsticos, primero un andlisis de coordenadas
principales (PCOORD) y después un andlisis de conglomerados.

Debido a que el nimero de‘individuos detectados en cEeaIRBY es bajo, y a la'necesidad
de tener un analisis mas representativo, se germinaron semillas oblenidas de los frutos de tres de
los cuatro individuos hibridos identificados en el campo, a pesar de considerar que estos pueden
ser una generacion avanzada que incluso se haya retrocruzado con alguno o ambos progenitores.
-No obstante, esto permitirfa establecer sus relaciones de parentesco con los cuatro hibridos

identificados de los cuales también se desconoce su pedigree.

Las plantulas utilizadas para la purificacién de DNA presentaron una altura promedio

de 1 a 1.3 cm de alto y un peso de 0.130 a 0.500 g en mes y medio.

El DNA se puritic6 de las .muestra de tejido colectadas en el campo por el método
modificado de Doyle y Doyle (1987, 1990, citado en Csaiki et al., 1998). Las modificaciones que se
hicieron a este protocolo se debié a que en general las cactdceas presentan un alto porcentaje de
carbohidratos, dentro de los cuales se encuentran las pectinas. Estos carbohidratos copurifican
con el DNA provocando que los rendimientos finales de éste scan muy bajos sin lograr eliminar
del todo a las pectinas. Para resolver esto, se adicion¢ al protocolo un paso final de purificacion,
el cual consistié en separar electroforéticamente la mezcla de DNA y pectinas en un gel de
agarosa al1%.

Este paso de purificacion se agregé debido a que las pectinas (polimeros. de acido

glucourdnico) lienen una longitud aproximada y comparable en pares de bases (pb) de alrededor -

de 10,000 pb (Befnhl-Lugo, comunicacion personal); mientras que el DNA gen6mico que es de
alto peso molecular esta por arriba de 100,C00 pb.

En la figura 14 se puede observar como se separ6 el DNA genomico del RNA, el cual
tiene una longitud que va desde 500 a 15,000 pb. Ademds, ‘esta purificacion adicional permitio
recuperar una fraccion enriquecida en DNA genémico, ya que la banda de DNA de alto peso
molecular fue la tnica que se recuperd del gel, evitando asf contaminacién de RNA y pectinas.

Una vcz obtenido el DNA de todos los individuos a analizar, se procedi6 a generar los
marcadcres moleculares. El andlisis se hizo por duplicado corriendc dos reacciones por cada par
de primers, llegando a los mismos resultados, corroborando ast que Jos-marcadores molécutares
obtenidos por AFLP son altamente reproducibles. Se probaron 16 pares de primers, de los cuales

se eligieron los que produjeron un mayor namaro de bandas claras y bien definidas. En este caso

41



es razonable utilizar pocas combinaciones de primers dado que E. chiotilla y.P. cih”r_'»i:liipe son dos
.taxg _que‘ritd se encuentran tan relacionados genéticamente como podria ser él‘véas;c; én&é ‘especies
de cada ‘uno. de.estos géneros, por lo que se esperaba detectar facilxﬁ‘eme“’loé,polir'ribrﬁs‘mbs
asociados a cada genoma. i : .

Los resultados obtenidos de las 4 diferentes combinaciones de’ primers finalmente

seleccionados, se muestran en la tabla 8i:Serobservaron en total 157 marcadores de DNA (bandas) -

por columnas; sin embargo, se consideraron tinicamente 65 ya que en algunos individuos no se
podia realizar la lectura con claridad y confiabilidad. De las 65 bandas, 44 son polimérficas,
representando el 67.69% del niimero total de bandas (tabla 8). Con estas 65 bandas se gener6 la
matriz basica de datos {apéndice II) para el analisis estadistico, asigndndose un valor de 0/1 de
acuerdo a la ausencia/ presencia de bandas, respectivamente. En esta matriz se hacen evidentes
los caracteres monomorficos (caracteres exclusivos de un taxa) de cada posible progenitor y del

posible hibrido y los caracteres que comparten todos los taxa (Fig. 15).

DNA

— RNA

Figura-14. Separaci6n electroforética de DNA de alto peso molecular en geles de agarosa al 1% tenidos con ;

bromuro de etidio.

'V.2.1 Anrilisis de coordenadas principales (FCOORD)
: ‘ ! Lcs resultados del anadlisis de PCOORD discriminaron 3 grupos bien definidos, uno
formado por los individuovs de E. chiotilla, otro por los individuos de P. chichipe y el altimo por los
individuos del hibrido (Fig. 16}.

Los individuos del posible hibrido (hibrido natural y progenie de éstos) se ubicaron en
la parte superior izquicrda del grafico, formande un grupo muy-campacto. Los individuos de P.
CI;IE’IipU se localizaron en valores negativos haetala parte inferior izquierda y el grupo de E.

chiotilla se proyecto en la parte media, hacia la derecha.
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Figura 15. Marcadores mcleculares generados por AFLP a partir de DNA de.E. chiotilla, P. chichipe y del’
positle hibrido. Se hacen evidentes los marcadores propios de cada tax6on y los marcadores mulet:ulares que
compaiten los taxa involucrados. Las flechas continuas indican bandas rficas y las esp
bandas polimérficas.

V.2.2 Anidlisis de conglomerados

Para el analisis de conglomerados también se utilizaron varios métodos -de
agrupamiento, ¢l ligamiento simple, el ligamiento completo y el de UPGMA; se seleccion¢ este
ultiino pues como lo muestra la tabla 9, es el método que presentod ¢l indice mas alto de
correlacion cofenética. Los resultados de este  andlisis, que se muestran en el fenograma de la
figura 17, fuceron los siguientes: s¢ distinguieron dos conglomerados principales; en ¢l primero se

- ubicaron los individuos de E. cliotilta ¥ en el segundo los individuos de P. cliichipe junto con los
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del posil;le ﬁibﬁdo (individuos naturales y su progenie). La distinci6n entre los individuos de P. - ‘
 chichipe y del posible hibrido se hizo évidén_tq ‘en la siguiente divisién, en la que por un lado
quédaron todos los individuos del ]:;vosible hibrido y por otro los de P. chichipe. 7
En el conglomerado del posible hibrido, los individuos H1, H3, H10 y H11 (marcados

con *) son naturales; los individuos H2, H4, H5 y H12 son individuos obtenidos del hibrido H3;-
los individuos H7, H8 y H9 son la progenie del individuo H1. Se observa un agrupamiento de
los individuos hibridos H3, H1, H2, H4 y H5 por un lado y por otro los individuos H7, H12, H10,
H11, H8 y H9.

Tabla 8. Niveles de polimorfismo de los marcadores moleculares generados por AFLP.

Combinaciéon  Total de Bandas Porcentaje de Bandas monomérficas
de primers bandas Polimosficas polimo:zfismo
' (%) E. P, Hibrido
chiotilla chichipe

1 25 17 T 68 4 3 1

2 6 5 83.3 1 0

3 20 13 65 3 2 2

4 14 9 64.28 1 2 2

total 65 44 67.69 B 7 5

promedio 16.25 11 70.14
e

‘Tabla 9. Valores del coeficiente de correlacién utilizando diferentes métodos de agrupamiento para
marcadores moleculares. En negritas se resalta el valor mas alto.

UPGMA Simple Completo
Coeficiente de 0.94720 0.93250 0.92877

correlacion (r)

V.3 Hibridos artificiales

Dado que es estrictamente necesario conocer si en realidad los genomas de E. chiotilla y
de P chichip: -pueden combinarse y generar individuos hibridos y que ademas los individuos
hibrides encontrados en ¢l campo son producto de la combinacion de estos genomas, se decidio

crear hibridos artificiales. Esta decision esta rundamentada en las observaciones de campo de
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los visitadores florales de los taxa bajo estudio; en dichas observaciones se encontré que los
abejorros y las abejas son los candidatos mas fuertes para ser los polinizadores por lo siguiente:
tanto las abejas como los abejorros volaban de una flor a otra cargando cantidades cuantiosas de
polen en sus apéndices, ademads, un mismo insecto se posaba en flores de E. chiotilla, de P. chichipe
¢ incluso, en flores del posible hibrido, lo que permite el flujo de génes entre los taxa y apoya la
hipotesis propuesta de hibridacion. También se observaron algunos colibries visitando flores de
P. chichipe y del hibrido asf como hormigas y otros insectos no voladores quienes pueden estar
funcionando como ladrones de néctar (Bartola, 2000). No se colectaron ni se identificaron’
ninguno de los organismos antes mencionados. Para generar los hibridos artificiales se realizaron
polinizaciones manuales en el campo. En total se hicieron 24 polinizaciones, 10 tomaron a E.
chiotilla como receptor de polen y a P. chichipe como donador, otras 10 utilizaron a P. cliichipe
como rece;.)t.or y a E. chietilla como donador y las altimas 4 fueron retrocruzas, tomando al
hibrido como receptor de polen de E. chiotilla y de P. chichipe. Los resultados de estas cruzas
(tabla 10) muestran que las polinizaciones entre ambos progenitores asf como las retrocruzas
pueden llegar a formar frutos aunque en poca proporcion (Fig. 18). Los frutos obtenidos
presentaron un buen nimero de semillas, las cuales, comparadas con las de los progenitores son

de menor tamano.

V.4 Hibridos virtuales

El anilisis de conglomerados de los datos moleculares al igual que el de los
morfol6gicos, muestran que los individuos del ‘posible hibrido son genética y morfologicamente
dis:inlosa. los otros dos taxa, y ademas se observa en ambos analisis, un mayor parecido con P.
chichipe; sin embargo, para corroborar esto y contrarrestar el bajo mimero de individuos
identificados se realizé un ultimo analisis, el cual consistio en generar 100 individuos hibridos
virtuales y 100 individuos virtuales de cada uno de los posibles progenitores por medio de una
nueva mctodologia (Congiu et al., 2001) que se basa en ¢l patron de bandeo (frecuencia alélica)
de cada taxa, cuando el nimero de individuos naturales es escasv. Los resultados obtenidos de
este andlisis fueron similares a los obtenidos en el fenograma anterior dado que los individuos

del posible hibrido también se agruparon junto con los individuos de P. chichipc (Tabla 11).
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Figura 16. Proyccéicn de los individuos de E. chiotilla (E), P. chichipe (P} y del posible hibrido (H) en el
espacio de los dos primeros componentes principales (PC) resultantes del analisis de la matriz de datos
. noleculares.

Tabla 10. Resultados de las polinizaciones manuales en el campo

Numero de Numere de frutos
polinizaciones formados
realizadas
E. chiotilla x E. chiotilla S5 V]
P. chicliipe x P. chichipe 5 (¢}
E. chiotilla x P. chichipe 22 1
P. chiclipe x E. chiotilla 17 4
E. chiotilla x Hibrido 31 0
P. chichipe x Hibrido 18 2
Hibrido x P. chichipe 6 1
Hibrido x E. clnotitla 6 1
Hibrido x Hibrido 14 1
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Coeficiente de Jaccard

de 10s individuos de E, chroh"a (E), P. clnclupe (P) y del
de agrup UPGMA

Fxgura 17. Fenograma que el a; i
posible hibrirlo (H) resultante del an.’ahsis de conglomerados mediante el métod.
a partir de una matriz de similitud. Los individuos hibridos H1, H3, H10y H11, son los identificados en el
e = 0, 3 et TN,

campo, lvs demds corresponden a su progenie.. *= hibridos naturales. ¢ = 0.94720,
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‘Tabla 11. Probabilidad de asignacién de cada posible hibrido a las 3 clases putativas (posibles progenitores
e hibridos artificiales) basada en la correlacion de las frecuencias alélicas. En negritas se resalta la
probabilidad de asignacién mas alta. Los individuos hibridos empleados para este anilisis son los

identificados en el campo. n = nGmero total de individuos generados para el anilisis.

m
Hibrido E. chiotilla virtual P. chichipe virtual Hibrido virtual
n =100 n =100 n =100
1.12x 107 3.97 x 107 2.41 x 1073
2.11 x 10+ 2.06 x 105 3.82 x 104
3.24 x 10+ 3.2 x 10 1.68 x 10-3#
3.37 x 1031 1.18 x 10+ 1.89 x 1033

Figura 15. Fruto formado a partir de polinivacion manual realizada en el campo. P cllichype fungiacomo- - .. ...
donador de polen y E. chiotilla como recaptor.
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Se ‘desconoce si los hibridos naturales corresponden a m_1a‘ F1 o a'una generacién
posterior, 0 incluso si son el producto de una retrocruza con uno o con los dos progenitores. Sin
embargo, en este anélisis también se hace evidente la posibilidad de que los hibridos encontrados
en al campo sean generaciones hibridas avanzadas. Sin embargo, destaca la mayor semejanza

tanto morfolégica como molecular entre los hibridos y P. chichipe.
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VI. DISCUSION

En el reino vegetal, la- hibridacién es un fenémeno muy importhnte dentro de la
evolucion de las plantas y es un factor determinante para generar variabilidad grenéitica y nuéyas
especies. Un hibrido es el resultado de la mezcla de dos genomas relécionzidbs ﬁﬁdiéndose‘

'. presentar entre especies o entre géneros como en la familia Cactaceae. o )

El analisis morfologico presentado en este trabajo permite identificar >3 grupos
independientes, uno formado por E. chiotilla, otro por P. chichipe y el ultimo por el posible
hibrido. - Esta parte del trabajo apoya fuertemente la hip6tesis original de hibridacion
intergenérica, pues como se observa en la ﬁgﬁra 8, la ubicacién de los individuos del posible
hibrido es intermedia entre ambos progenitores, lo que indica que comparten caracteristicas
morfologicas. Sin embaigo, la formacion de grupos especificos de cada tax6én muestra que cada
uno tiene caracteristicas propias que los delimita como grupos. Ademaés de lo anterior, el bajo
numero de individuos identificados en el campo y los frutos de cardcter abortivo colectados, .
sustentan también que se trata de individuos hibridos.

Gibson y Horak (1978) propusieron una clasificaciéon basada en anatomia comparada y
en la revaloracion de caracteres tradicionales de la tribu Pachycereeae con una perspectiva
filogenética. En uvsta clasificacion, el grupo que se definio mas claramentc fue la subtribu
Stenocereinae, la cual de acuerdo a su propuesta incluye a Escontria, Polaskia, Myrtillocactus y
Stenocerens. Ellos proponen a Polaskia como el género con estados de cardcter mas ancestrales y a
Escontria y Myrtillocactus con:o los mas derivarlos. »

El analisis de conglomerados de los caracteres morfol6gicos revelo que el posible
hibrido se encuentra mas relacionado con P. chichipe que con E. chiotilla dado que se encuentran
dentro del mismo conglomerado principal (Fig..9)

Los estudios sobre hibridacion en la familia Cactaceae se han llevado a cabo, en su gran
mayoria a nivel morfologico, como los realizados por Glass (1963), Moran (1963), Granty Grant
(1979, 1980), Vite et al, (1996) y Méndez (2000); sin embargo, estos estudios pueden verse®
enriquecidos y complementados con analisis a nivel molecular puesto que los caracteres
morfolégicos poseen una limitante que los moleculares no tienen y es que los morfol6gicos son el
resultado de la interacciéon genotipo-ambiente, lo que puede dar lugar a una plasticidad de los
caracteres; ademads, los caracteres morfologicos pueden ser producto de convergencia.

Para complementar el estudio morfologico hecho en este trabajo, se tuvo que hacer una
cvaluacion de las relaciones genéticas entre los individuos del posible hibrido y sus supuestos
progenitores. En las cacticeas, los trabajos realizados con marcadores moleculares son poces, un

vjemplo es Opuntia prolifera en donde se utilizaron RAPD s para elucidar su origen hibrido. De
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- hecho, hasta este momento, no se han reporlado lrabajos reahzados con marcadores moleculares
generados por AFLP para la familia.
’ ; En la actualidad, las metodologfas mas utilizadas para generar marcadores moleculares
de DNA son: RFLP’s (Restricion Fragment Length Polymorfism), microsatélites y métodos
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) como los RAPD’s (Random
Amphflcanon of Polymorfic DNA) y los AFLP's (Amplified Fragment Length Polymorfism) (Liu
‘et al., 1998).

De estos métodos el que se ha empleado con mayor frecuencia en estudios sobre
hibridacién en diferentes grupos de plantas y el que mejor resultados ha proporcionado ha sido
el de AFLPs (Hughes y Harris, 1994; Caputo, et al., 1997; Urbanska, et al., 1997; Samuel, 1999;
Aggarwal, et al., 1999; Milne, et al., 1999; Mayer, et al., 2000; vaﬁ Raamsdobnk, et al., 2000; Bottini et
al. 2002). Esta técnica basada en PCR, a diferencia de las otras, requiere de pequeias cantidades
de DNA, no requiere de ninguna informacién genética previa, son altamente reproducibles y Io
que es mas importante es la obtenciéon de resultados reproducibles debido a que uno de los pasos
de PCR (alineamiento) se hace a temperaturas muy restrictivas (56° C) comparado con una baja
temperatura de alineamiento en RAPDs (40° C), lo cual promueve que existan amplificaciones de
DNA inespecificas. Sin embargo, la técnica de AFLPs -a diferencia de la de RAPDs permite
observar varios loci polimorficos en un solo analisis, lo que se traduce en una aproximacién mas
reai de las relaciones genéticas entre los individuos en estudio. Por lo anterior, en este trabajo se
utilizaron caracteres moleculares generados por la técnica de AFLP.

Al igual que los caracteres morfologicos, los moleculares discriminan 3 grupos bien
definidos (Fig. 16). En esta figura se hacen evidentes dos aspectos: 1) los individucs del posible
hibrido mantienen relaciones genéticas entre si muy cercanas sin importar a qué generacion filial
pertenecen y 2) estos individuos no son producto de un polimorfismo de ninguno de los
progenitores puesto que se encuentran agrupados y alejados de los grupos parentales. En Opuntia
prolifera, los resultados fueron similares (Mayer et al., 2000).

El analisis de conglomerados para los caracteres moleculares sustenta. que los
individuos del posible hibrido se encuentran mas cercands a P. chichipe que a E. chiotilla, 1o cual es
congruente con el andlisis de los caracteres morfolédgicos. Esto quiere decir que el genoma del
posible hibrido se encuentra mas relacionado con el de P. chichipe que con el de E. chiotilla. Este
resultado también ¢std apoyado por los hibridos virtuales pues como lo muestra la tabla 11, la
probabilidad de asignacion es mas alta en P. chichipe que en E. chiotilla e incluso que en los
hibridos virtuales. Ademas, los resultados de las polinizaciones sugieren fuertemente que el

hibrido tiende a retrocruzarse con mayor frecuencia con P. chichipe.
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. Los resultados de las polinizaciones manuales realizadas en el campo (tabla 10), junto
“con el escaso desarrollo de barreras reproductivas reportado para esta familia (Anderscn, 2001), y
los resultados de los anilisis morfolégico y molecular posibilitan la idea de que los individuos
identificados en el campo sean el producto de una retrocruza con P. chichipe. Su historia serfa la

siguiente: el primer hibrido debi6 haber sido el producto de 1a cruza entre E. chiotillay P. chichipe,

puesto que el posible hibrido presenta caracteristicas morfolégicas de ambos géneros (Fig. 7)pvew~
ademas, estos dos géneros poseen la capacidad de hibridar, por lo menos de forma artificial
(Tabla 10). Posteriormente, este individuo pudo haberse retrocruzado una o varias veces con sus
progenitores, creando una serie de combinaciones genéticas con las ‘mismas probabilidades de
éxito. Sin embargo, dado que dentro de la evolucién de cualquier organismo existe alguna
presion de seleccion que actia directa o indirectamente sobre los individuos en cuestion, los
individuos que se encuentran en el presente podrian ser derivados de una o varias retrocruzas en
donde el genoma de P. chichipe se haya visto seleccionado o favorecido de alguna manera. Esto °
explicaria la relacion mds cercana al genoma de P. chichipe que presentan los individuos actuales
del posible hibrido. ‘

La propuesta taxonémica anterior, se basa en los resultados de la tabla 10, en la cual se
observan varias cosas: ! S
i) la cruza artificial recfproca entre E. cluotilla y P. chichipe produce progenie, 2) cuando los -
progenitores funcionan como madre solo P. chichipe es capaz de formar frutos, 3) los hibridos ‘
como madre aceptan polen de ambos progenitores, 4) el hibrido es' fértil porque deja
descendencia y 5) se excluye cualquier autopolinizacién.

Esta tabla también apoya el rechazo de la posibilidad de que los individuos del posible
hibrido sean una nueva especie o una variacion de P. chichipc puesto que se hace evidente la
ausencia de barreras reproductivas que aislen a estos individuos de sus posibles progenitores.

El bajo numero de individuos encontrados en el campo se puede- explicar de dos
formas, una es que no se hayan podido identificar un nimero mayor debido a que no se
encontraron en etapa reproductiva (tnica etapa en la que se puecden identificar); de hecho, en la
zona donde se trabajo, se observaron miuchos individuos juveniles que no pudieron ‘ser
catalogados dentro de ningun taxa. En cuanto a la edad de los hibridos, se puede decir que tres
de los cuatro identificados parecen individuos ya muy maduros dado que tienen una talla de
aproximadamente de 3 a 5 m de altura, con muchas ramificaciones y ademas, parte de su tronce y
ramas se encuentran lignificadas. En cambio, ¢l cuarte individuo identificado, apenas cuenta con OP P
dos ramas, mide un metro de altura aproximadamente y en su etapa reproductiva unicamente

presentd 3 flores al momento de ser visitado en el campo. Lo anterior brinda una posibilidad de




que-en efecto, existan mas individuos hibridos juveniles que en el presente no puedan ser

identificados a nivel morfol6gico.

La otra 'posible explicacion del bajo namero de individuos es que estos hibridos sean

kproduc!o de una hibridacién poco frecuente entre E. chiotilla y P. chichipe que unido al escaso

éxito reproductivo de los individuos hibridos, su proporcién sea baja en la poblaci6n, por lo que
se considerarfia como una linea evolutiva practicamente muerta, es @&difracoft muy pocas
posibilidades de llegar a especiacion. Lo anterior también se observa en el estudio realizado por
Moran (1963) en donde unicamente encontraron a 4 individuos hibridos producto de la cruza
entre Pachycereus pringlei y Bergerocactus emoryi, aunque en este caso esos 4 individuos han sido
suficientes para reconocerlos oficialmente como un hfbrido genérico llamado xPacherocactus
orcuttii por Moran (1962, 1963) y xPachycereus orcuttii por Rowley (1982), Hunt (1999) y Anderson
(2001).

Una evidencia importante en los estudios de hibridacién es el nimero cromosémico de
los taxa en cuestién, porque la hibridacién puede ser el resultado de un arreglo cromosémico
inusual en la meiosis, lo que puede generar individuos poliploides. Con el numero cromosémico,
se puede saber si los individuos bajo estudio son homoploides o poliploides lo que brindarfia una
mejor vision de las relaciones que existen dentro de los taxa en estudio, como se hizo en Opuntia
prolifern (Mayer et al., 2000) en donde se conoce el nimero cromosémico de cada taxén. En los
sistemas de estudio de este trabajo se desconoce el numero cromosOmnico.

El trabajo que aqui se llevé a cabo, confirma la existencia de los hibridos; sin embargo,
ann se pueden realizar mas estudios dentro e los cuales se encuentra evaluar el porcentaje de
germinacion de las semillas que se obtuvieron de las cruzas mnanuales en el campo y asf obtener
plantulas que serdn procesadas de la misma manera que se hizo en este trabajo y adicionar
alguna otra metodologia como secuenciacion de genes que han sido utilizados en la
determinacion de individuos hibridos como en Oryza (Aggarwal 2t al., 1999). Los resultados que
se obtengan esclareceran las relaciones genéticas de la F1 de los hibridos artificiales con los
hibridos naturales. .

Retomando los criterios de Hughes y Harris (1994) para el estudio sobre hibridacion,
las plantas que se presentan en este trabajo pueden considerarse como hibridos puesto que
rednen 4 puntos de los 5 que enumeran; estas plantas presentan un fenotipo intermedio entre los
padres putativos, su fertilidad es reducida, existe un sobrelapamientc de la distribucion de los
padres con los hibridos, compartiendo periodos de floracién y por altimo, se-puade.dar la

resintesis artificial entre los posibles progenitores.
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Cc;mb ' ée menciona en llos antecedentes, estos criterios se basan en caraclerés
morfologicos y cromoéémicos, Qor lo que para brindar una mayor evidencia y complementar el
estudio, se tiene que hacer la parte molecular, la cual involucra una examinacién directa al DNA.
Es asf, como en este trabajo también se encontr6, a nivel molecular, que el sistema de estudio es
un hibrido entre los dos géneros propuestos puesto que forman un grupo a parte (Figs. 16 y 17),
existe un polimorfismo alto entre lop¥trdsataxa lo que indica que comparten muchos loci
(caracteres) y ademas, los hibridos poseen menos caracteres propios (bandas monomorficas) que
sus posibles progenitores lo que estarfa indicando una semejanza entre el genoma del hfbrido y

sus posibles progenitores (tabla 8).
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VII. CONCLUSIONES

La evidencia morfol6gica, molecular y genética presentada en este trabajo demuestra
que existe un hfbrido entre los géneros de cactdceas columnares Escontria chiotilla y Polaskia
chiclipe, localizados en una region de la Mixteca Baja de Oaxaca.

Los individuas hibridos sorvescasos s.in embargo, son fértiles. .

Estos hibridos se pueden retrocruzar con ambos progenitores, pero presentan una
mayor similitud genética con P. chichipe por lo que se puede considerar que la introgresién es

frecuente con este progenitor.
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APENDICE I

Matriz béasica de datos de caracteres morfoldgicos

Numero de costillas
E. chiotilla

7.80 6.60 7.20 7.00 7.00 6.80-6:80.6:80 7407007.60680 7.20 7.00 7.20 7.00 7.00 6.80 7.40 7.00 7.20
6.80 8.20 7.40 6.20 6.80

P. chichipe
7006406808408209808808208207008808608408208809.208208008801000860
900820980800900860840880900880 6084012.00

Hibrido

7.00 6.40 6.80 6.80

Distancia entre costilla
E. chiotilla G : E
61.74 83.70 70.99 56.21 64.31 62.86 62.24 58 13 61. 8368 21 4854686665457050496”55 85 51. 08
57.79 48.40 50.41 55.74 61.14 45. 1253.0047335787566051 88 53.00 53.54 C

P. chichipe

28.75 3'1’)54 33.31 39.09 24.17 39.76 30 90 41.32 32.04 44.12 39.11 34.48 35.18 41.. 46 29.‘16 38 05 31 05' .
29.47 44.95 25.10 33.76 36.76 39.23 32.82 29.39 37.03 42.14 36.35 30.43 35.28 ’ :
Hibrido

39.65 45.38 45.44 53.01

Profundidad de costilla

E. chiotilla

3-.87 38.51 34.23 29.08 34.87 36.83 30.28 27.94 31.15 35.94 28.45 34.42 20,29 32.74 29.4'1 3” 85 27. 41
34.74 26.48 26.72 30.88 35.02 27.34 29.46 30.59 28.63 31.47 29.63 28.34 27.43

P. chiclipe ) .
17.2219.23 21.19 23.01 14.94 23.57 20.45 24.32 18.93 23,89 22.43 22,07 21.68 22.02 20.30 20.96 20. 69
18.15 24.38 16.09 26.06 19.64 24.97 17.19 19.96 24.13 26.25 24.64 18.38 22.16

Hibrido

29.20 26.52 29.34 29.37

Numero de espinas radiales

E. chiotilin
b001200780800820760820900860900860860840940900880800880960800820
7.80 8.40 9.60 8.40 8.40 8.20 8.-40 8.00 8.00

P. chichipe

7. ”0300640580640740780760680660560740880580640660740640720580700
6.80 6.60 7.60 8.00 6.00 7.00 5.20 7.00 6.60 o
7.609.00 8.80 8.80 :

Longitud de espinas radiales

E. chiotillu

1046 7.67 2.97 11.75 9.17 11.27 7.26 6.37 10.62 10.64 11. 5292891578914569085929.17627

11.807.81 10.20 7.09 9.91 92”68”7843851263705 :

P. chichipe

10.04 5.41 3736597146774388173167515217096295832504‘145.396045.184.977"0
3.81 411 5.43 8.13 7.06 4.72 6.28 5.45 5.10
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Hibrido
9.727.70 6.28 6.09

Longitud de espina central
E. chiotilla

43.62 32.85 48.76 58.99 31.01 4225457923597149278635464084360428302621 28 262914
49.91 36.43 23.72 38.62 46.42 39.87 26.60 48.89 41.91 41.90 47.30 4218 38 47

P. chichipe

12.74 10.33 10.23 15.61 13.86 14.34 10 74 16.56 14.87 11.59 9.93 13 00 17.29 13 49 9.34 733 10. 8‘1
11.93 19.04 8.35 8.62 6.66 12.33 11. 53‘138313631889‘100011 21 1‘1 94
Hibrido

38.48 43.74 43.11 25.54

Diametro de espina central
E. chiotilla

1.52 2.01 0.921.89 2.18 2.38 1.16 1. 57150142145131‘1971.491451.53066146029155'164
1.891.32G.64 1.14 1.47 1.721.74 1.75 1.89
P. chichipe

0.72 0.72 0.40 0.72 0.30 0.76 0.76 1.08 1.21 0.68 0.93 0.70 1.35 0.75058050 0.950561.08 046 0.69
0.790.98 0.921.06 0.90 1. 10080075075
Hibrido

1.341.531.421.52 .

Distancia entre aréolas

E. chiotilla

8.89 2.07 10.13 4.57 5.96 -1.21 3.41 2.85 4.37 5.61 60345" 3542202..50621.30“ 9:206000200
3.84 2.220.89 1.59 6.95 1.57 4.64 2.65 3.25 .

. chichipe
7047%943096—(7539049379439057‘1875285610226968785138"0561896599936
7.14 7.76 9.84 6.42 12.64 12.45 6.27 6.61 10.35

Hibrido

6.567.11 6.04 6.63 .

Longitud del fruto

E. cliotilla

19.60 26.50 25.21 999 22,70 929 25.11 25.80 27.61 27.44 29.84 28 26 25.46 2671 20 14 21.07 24 71

’%0 74 24.51 999 27.80 999 21.92 26.82 24.75 24.52 21.92 25,73 23, 39 25. 73
P. chichipe

1657 14.97 17.20 21.96 15.24 999 19.77 16.20 21.79 20.14 18.45 23,12 2476 999 20772658 19.22

36.15 18.35 25.9217.45 31.63 16.C3 999 17.12 21.41 20.34 20.75 15.68 21.11_ "~

Hibrido

16.80 16.74 15.76 1247

Diametro del fruto

E. chiotiiiu

20.66 25.56 16.99 999 23.24 999 25.78 23.72 25.76 24.24 21.77 27.04 27.36 23.35 18.30 24.38 21.61
26.95 22.48 999 27.10 999 22.35 24.64 20.58 23.38 18.14 18.56 20.71 22.83 '
P. chichipe

16.63 17.57 17.88 22.51 15.59 999 21.09 18.87 21.65 17.98 21.66 23.60 22.57 999 23.05 23.1219.65
23.61 17.41 20.96 20.45 23.6217.22 999 17,50 22.58 19.84 23.34 17.58 20.80 Hibrido

16.11 16.7216.59 13.90
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Nimero de aréolas en. 30 cm

E. cliotilla

20.00 15.00 24.00 17.00 20.00 19.00 24.00 18.00 15.00 20.00 21.00 17.00 28.00 17.00 25.00 20.00 34.00
22.00 25.00 22.00 21.00 19.00 22.00 19.00 24.00 21.00 24.00 20.00 23.00 20.00

P. chichipe

25.00 26.00 22.00 21.00 30.00 30.00 27.00 23.00 29.00 21.00 30.00 21.00 21. 00%00320021 00 21. 00
32.00 23.00 22.00 26.00 29.00 24.00 21.00 25.00 20.00 22.00 21.00 22.00 24.00 .

Hibrido

24.00 23.00 25.00 25.00

Caracteristicas del fruto

E. chiotilla
117117171111111717111111111111111111
P. chichipe
222222222222222222222222222222
Hibrido

3353

Tépalos
E. chiotilla .
1222222:222222"222222222222222
P. chichipe
11111 11111111111111111111‘11111
Hibndo

222
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APENDICE 11

Mat:rfz bﬁﬁ'ca‘de déto; de caracteres moleculares
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APENDICE III

Soluciones

Acrilamida al 5% (500 ml)

Acrilamida: 23.75 g
Bis-acrilamida: 1.25 g
75M Urea: 225 g
TBE 10x: 50 ml
TEMED: 300 pl

VYVYYV

Disolver todo menos el TEMED Yy filtrar al vado. ElITEMED se adiciona cuando se elabora el
gel. :

Gel de acrilamida al 6%
60 ml acrilamida para secueleciacibn;

150 pl Persulfato de amonio
40 ! TEMED

vvYy

' Bromuro de ctidio (10 mg/ ml)

Disolver 0.2 g de bromuro de etidio en 20 ml de agua; mezclar perfectamente y
almacenar a 4° C. :

Buffer de PCR (10x)

»  500mM KCl

> 100 mM Tris-Cl, pH 8.8
> 30mMDTT

b 1 mg/ml BSA

Gel de agarosa 1%

Agarosa: .3 g
TAE 1x: 30 ml
Bromuro de etidio: 1.5 pl.

Y VYV

Buffer de lists

CTAB1%

1.4 M NaCl

100mM Tris/HCl

20 mM EDTA, pH 8.0, 2% PVP-iC

A CTAB
53.9 g Tris base

27.5 y Acido borico
20 mi 0.5 M EDTA pH 8.0
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Solucion 5x CTAB

5% CTAB, 0.7 M NaCl

Bhﬂ’er de digestion/fligamicnto

- >
»
>

Tris-acetato (pH 7,5).50. mM
Mg-acetato 50 mM

K-acetato 250 mM

25 ng/ul suero bovino de albumina

Buj]’r.'r de secuenciacion

Yvyy

98% (v/v) formamida

0.025% (w/v) xilen cianol

0.025% (w/v) azul de bromofenol
450 mM Tris-borato
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