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RESUMEN 

La hibridación es un evento biológico que ocurre con frecuencia en la naturaleza de 

forn1a natural; es uno de los principales mecanismos capaces de generar innovaciones evolutivas, 

que en algunos casos, llevan a la creación de nuevas especies. Este fenónteno se presenta cuando 

dos especies genéticamente relacionadas se cruzan produciendo descersci:mia-fértil, semifértil o 

estéril. Se puede presentar entre un par de especies, entre un complejo de especies o incluso, 

aunque en menor medida, entre géneros. Gcnerahnente los hfi?~dos se caracteri~ por presentar 

caracteres morfológicos intermedios entre ambos progenitores. 

En Ja familia Cactaceae, Ja hibridación es un fenómeno que ocurre muy a menudo, 

siendo en gran parte responsable de la riqueza y diversidad biológica presente en ella. Dada la 

gran importancia que tiene la hibr!d.:;.ción en la evolución, es importante conocer y caract~dzar a 

los hfbridos que se encuentren en la naturaleza; es por ésto que el presente trabajo tomó como 

sistcn1~ de estudio un posible híbrido entre Escoutri'l c/1iotilla y Polaskia c11ic/1ipe, dos géneros de 

cactL\ccas pertenecientes a la tribu Pachyccrceae, subtribu Stenocereinae. Este posible híbrido fue 

localizado en la Mixteca Baja de Oaxaca; su identificación fue posible porque que se encontraba 

en ctapn. reproductiva, fase única en la que se puede distinguir de su!:> posibles progenitores. Esta 

planlLl prt!Scntil en el fruto e!->Ca111as con10 las d'! E. c/1iotillu y espinas con10 las de P. cl1icltipe; el 

lallo pucd~ ser fc'.lciln1eontc confun~iido con cual4uicra de los do~ progenitores putah,·os; la flor es 

color blancu con los tépalos muy t!xtenUidos sin llegar a ser revolutos como en P. chicl1ipe, cuya 

ílor es verde an1arillenta; en ~ambio, en E. cl1iotilla los tépalos pcrn1anecen más cerrados y son de 

colo!" an1arillo. 

Los c~tudios sobre hibridación se han bas¿¡do principaltnente ~n criterios morfológicos, 

de distribución y cxp~ri1ncntos de crJza. Sin embargo~ estas aproximaciones no siempre 

pcnnitcn discrhninnr entre con1plejos taxonómicos. Para resolver lo anterior, se han hecho 

con1paracioncs a nivel del genoma, mediante técnicas de genética molecular, que involucran un 

análisis directo del DNA. En este trabajo la caracterización del posible hfbrido incluyó tanto la 

parte n1orfológicil con10 la molecular. Dentro de la parte morfológica, se tomaron en cuenta 12 

caracteres cuantitativos y 2 cualitativos. Por otro lado, los caracteres inoleculares fueron 

gcnl.!rados por la técnica de AFLP, la cual es altamente reproducible y permite analizar un gran 

nún1crn de lnci poli111órficos a la \'(.."Z, generar.do por lo tanto, un alto indice de diversidad. 

l·\1ril L'l nnt'1lisi!-> L'~tadí!"lico ~c llevó n cnbll un análisis de conclun1crndos y uno d.c-,.;.:o.'!:"· 

cnmpo1u.•ntcs principnlcs pilril lo~ caracteres n1orfológicos y para los n1oleculares, un análisis de 

(:·oon..kn~1dn!-- pri.ncipalc!-o y uno de i.:onglmncrndos. Adcnu'iis de estos análisis, se realizaron 
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polinizaciones manuales en el campo entre ambos géneros, asf como ictrocruzas ,de .Jos hfbridos 

con los posibles progenitores. Estas polinizaciones fueron exitosas da.do c¡ue se obtuvieron.frutos 

con sentillas viables. 

Finalmente, a partir del patrón de bandeo (frecuencia alélica) de cada laxa y mediante , 

un programa de cóntputo, se generaron hibriQos y progenitores virtuales para_yer~ficar cuales 

son las posibilidades de que los genomas de los hlbridos naturales tengan mayor similitud con 

los híbridos virtuales que con sus posibles progenitores. 

Los resultados de este trabajo sugieren fuertemente la existenda de un hlbrido entre 

estos dos géneros de cactáceas. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La hibridación se presenta cuando dos laxa genéticamente distintos se cruzan · 

produciendo una descendencia que puede ser fértil, estéril o parciahnente fértil (Rieseberg. 1997). 

Mud1os de estos nuevos individuos no llegan. a florecer ni a fructificar y algunas veces se 

reprodlJjlC.11 .vegetativamente. Este mecanismo se puede presentar entre un par de especies, entre 

complejos de especies o incluso entre géneros (Niklas, 19?7), aunque este último ocurre con 

n1enor frecuencia. · 

Puede ser que las especies de distintos géneros sean genética y fenotípicamente más 

divt,?rgentes que las especies dentro de un misn10 género, por lo tanto es raro que los híbridos 

intergenéricos sean fértiles. Incluso entre los hfbridos interespecificos se pueden encontrar 

individuos sernifértiles y otros completamente estériles, lo cual depende en grar. medida de Ja 

distancia genética que exista entre los progenitores (Rieseberg. 1997). Por otro lado, la esterilidad 

en los hlbridos también puede deber~e al inadecuado desarrollo y funcionamiento de las 

estructuras reproductoms y/o al apareamiento y segregación anormal de los cromosomas 

durante la meiosis Uones, 1988; Lester y Kang.1998). 

La hibridación aun1cnta l.:i diversidad genética, puede dar origen e:1 variaciones 

adaptativas por 1ncdio de la transferencia y 1nczcla de genotipos. Los g~notipos recombinantcs 

pueden resultar igual o mcnns Jdapt;.t.los que los progenitores, todos sujetos a s¿r probados por 

la selección natural. Es así que el papel evolutivo más obvio e importante qur. tient! la hibridación 

~n plantas es qllc a través de ell~ se pueden generar nuevas especies cuando Jos híbridos son 

fértiles, o bien, especies alopoliploidcs, cuando el hibrido es t!Stéril y su reproducción es 

vegetativa o agilll'OSpérmica (ivlu111111cnhoff y Hurka, 1995). 

Además de su itnport¡incia evolutiva, la hibridación tambil!n tiene consecuencicls en 

otros tipos de investigación, con10 en las rccori:struccioncs filogcnéticas donde la hibridación PS 

un factor que puede confundir dado que es dificil ubicar las espL-cies que surgieron a partir de 

híbridos, can1biando hastn cierto grado la topología de los árboles fi!ogcnéticos (van Raamsdonk 

et ni., 20UO). Tan1bién se hu. hcchü énfasis ~n la utilidad de los híbridos naturales y de las zonas 

híbridas con10 sisten1a 1nodclo para estudiar el proceso evolutivo, parhcularmentc aquellos que 

conllevan a la espcciación (Riescbcrg y Ellstrand, 1993; Riesebcrg, 1997). 

El éxito de la generación de nuevas especies depende de las condiciones ecológicas, de 

la distnnci¡¡ genética de Jos tax~'ln1Js. involucrados y de la capilcidad que tcngar. los diversos 

genotipos híbridos para adaptarse a diversos hábitats; dichos fenotipos que nunca antes habian 
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sido probados por la selección natural pueden generar diversos picos adap,tatÍvos' (Ríeseberg. 

1997; Barton, 2001 ). 

Las car~cterlsticas tipicas que presenta un hlbrido de la p~~ra generación"_fili~j (Fl) 

son por lo regular i.ntcrn1edias entre ambos progenitores. Cuando estos i:"di~id~~~ .i\~d~.ir~ lo 

suficiente con10 para producir flores, pueden llevarse a cabo nuevas cruzas. ~ntr~ ~º~, .. ~~brÍdos y 

los _p;i:ogenitores. Algunas de éstas serán entre las plantas del hlbrido (F1 X Fl), otras, entre un 
hibrido y un progenitor (Fl x PA) y otras entre un hlbrido y el otro progenitor (Fl x Po),. (Gibson y 

Nobel, 1986). Estas cruzas producen una gran variabilidad genética, lo que ha~e posible que 

algunos de estos genotipos nuevos puedan ser seleccionados y ·fijados en' la población, 

constituyendo una nueva especie (Naudin, 1863 citado en Rieseberg, 1997; Barton, 2001). 

La h;bridac16n prueba que la especiación entre los taxa que se cruzan es incompleta 

porqt1e no han acabado de divergir y por lo tanto no apoya el concepto de especie biológica 

propuesto por Mayr (1963 en Rieseberg, 1997): "las especies estan formadas por grupos de 

poblaciones natu1ales que se intercruzan y se ~ncuentran reproductivamente aislados de todos 

los dc1nás grupos de otras especies" ya qut! en el caso de hibridación entre dos taxa no existen 

111ecanismos de aislan1iento reproductivo. 

La n;ant.:ra 111ás silnplc en donde :;e puede llevar a cabo la hibridación natural es 

cuando dos poblaciones se sobrelapan (simpatrla) y comparten periodos de reproducción 

(Barton, 2vlJ1). 

La hibridación es un fen61ncno que se presenta de man~ra natural y también se 

pro1nocvc de forma artificial entre taxa de importancia ecunónúca como en gramíneas, cactáceas 

y orquidea~ (Gibson y 1 lorak. 1978; Cota y Wallace, 1996; Caputo el .11., 1997). Extrapolando la 

frecuencia de hibridación intcrespecifica de la flora inglesa a la flora de angiospermas, Stace 

(1989, citado en Hughes ~· Harris, 199-1) estimó que existen aproxilnadamente 78,000 hlbridos 

intcrcspecificos. Sin cn1bargo. el indicador más acertado en cuanto a la frecuencia de hibridación 

es la proporcionada por Ellstrand el al. (1996), dando un total de 27,500 combinaciones hlbridas 

entre 250,000 especies de plantas descricas. Lo anterior puede tomarse como un subestimado ya 

que 1nuchos híbridos aún no se han detectado debido al inadecuado trata&niento sistemático de 

algunos grupos en dcrtas florüs. 

La hibridacion en plantas parece estar concentrada en un 16-34% de familias, con 

híbridos distribuidos en 6-16% .de géneros, en los cuales se presenta al menos un caso de 

hihridacü'in t~ntn• "U!-i t'"PL'ciL"'' (Ric~ehl•rg, 1997). 

Las cilctaccils son plantas que se distinguen por sus caracteres anatón1icos y 

fisiológicos. tales cnn10 MIS t¡illos l~rn:-.us, reducción del lhnbo de las hojas, hipertrofia del peciolo 
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hasta su transformación en un podarlo o tubérculo, modificación de los meristemos hasta su 

conformación en aréolas, diferentes formas de espinas y un metabolismo de tipo ácido de las 

crasuláceas. 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 fenómenos, entre los cuales se encuentra Ja hibridación, la que ha jugado un papel muy 

importante en el desai;roUo de nuevas' especies (Rieseberg, 1997; C:ota y WaUace, 1996). 
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11. ANTECEDENTES 

El estudio del fenómeno de hibridación comienza con una buena y clara identificación 

de los individuos en cuestión. Según Hughes y Harris (1994) se deben de tomar en cuenta 5 

criterios: 

(1) que el fenótipo del hlbrido sea int~rmedio entre los padres putativos; (2) que la fertilidad del 

hlbrido sea reducida; (3) que exista segregación de la progenie de la segunda generación de un 

hlbrido fértil; (4) que se de un sobrelapamiento de la distribución de los hlbridos con los posibles 

padres; y (5) que se pueda dar la reslntesis artificial del hlbrido. Estos criterios pueden ser 

probados utilizando métodos biométricos tales como el análisis de componentes principales y el 

análisis de conglomerados. 

Sin embargo, la expresión de los caracteres interme~os en los hlbridos depende de la 

naturalt!za del control genético de un determinado carácter, asi como de las interacciones con el 

ambiente, es por ésto que los hibridos no siempre presentan un estado iritermedio de car~cleres, 

algunas vect!s se observan caracteres extremos o novedosos, o más aún, un mosaico de caracteres 

intermedios y extremos, dependiendo si se trata de generaciones híbridas tempranas o ya 

avanzadas (Rieseberg y Ellstrand, 1993: Riesl!bcr&- 1995). 

Er:. general, los criterios que se han utilizado para la identificación y caracterización de 

híbridos son de origen cromosó1nico y n1orfológico, como los antes mencionados. Sin embargo, 

debido a la gran importancia evolutiva atribuida a la hib!"idación y por lo tanto a la gran 

n~ccsidad de presentnr la n1ayor y tnt?jor evidf!ncia posible, se han utilizado técnicas moleculares 

que involucran un examen directo del DNA. La posibilidad de identificar hlbridos 

1nolccularn1entc es una herramienta poderosa que ha ayudado a apoyar fuerteml!nle los estudios 

realizados con caracteres n1orfológkos (Rosab.;lles, 19q9); tan1bién se puede llegar a eluddar <!l 

nlecanisn10 genético y ecológico responsable tlel origen de los taxa superiores (Niklas, 1997). 

Algunos ejetnplos de hibridación resueltos con marcadores moleculares son: RFLPs en l..eucacun 

(Hughcs y Harris, 199.J), AFLPs en A//i11111 (van Raamsdonk et aI.;2000) y Berl>eris (Bottini el al. 

(2002), RFLPs en Orc/1is (Caputo el al., 1997), DNA de cloroplasto y RAPDs en Cnrda111i11e 

(Urbanska et al., 1997), RAPDs en Q11ercus (Samuel, 1999), AFLPs en OnJza (Aggarwal et al., 1999), 

RFLPs en Rl1odode11dro11 (Milne et al., 1999) RAPDs en Op1111tia prolifera (Mayer el al •• , 2000). 

La ventnja de los n1arcndorcs moleculares sobre los nlorfológicos en el estudio de Ja 

hibrilhlción incluy~n; (·l) el gr;in nünu.!ro de marcadores n1olcculares independientes disponibles 

parn el análisis; (2) los niveles generalmente bajos de variacione~ n1olcculares no heredables; (3). 

t;i -.1pnrcntc selección neutral d1? 1nuchos 111arcadorcs 111olccularcs. En contrash.~, el nún1cro de 
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caracteres morfológicos heredables que diferencian a los taxa hfbridos de los parentales es muy 

escaso como para realizar un análisis detallado de hlbridos complejos. Finalmente, la expresión 

de los caracteres morfológicos en hlbridos es relativamente impredecible debido a la variación en 

el control genético de estos caracteres, as! como a los factores no heredables (Rieseberg y 

Ellstrand, 1993). 

Muchas de las técriicas·que ·se han desarrollado se basan en marcadores generados por 

alocnziinas o en loci de DNA nuclear como genes ribosomales. Ambas técnicas son confiables, 

pero aportan poca información o requieren de condiciones muy especificas, por ejemplo, en el 

caso de las aloenzimas !a detección dependerá 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 identificación de 

híbridos se ha preferido la utilización de metodologfas n1ás prácticas y funcionales que 

involucran la generación de marcadores moleculares, como son RAPDs, ArLPs y RFLPs, las 

cuales se basan en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, Powell et al., 1996). De las 

técnicas .antes mencionadas, la más empleada para la identificación de hfbridos e incluso de 

cultivares ha sido la de AFLP (Liu el al., 1998; Albertson el <11., 1999; Loh et al., 1999; var. 

Raamsdonk el al., 2000; Congiu et al., 2001; Mayer el al .. 2000). La ventaja de utilizar esta técnica es 

que proporciona un nuevo nivel di? precisión en el genot!po y ofrece un estupendo potencial en 

estudios de diversidad genética. En comparación con las otras técnicas aqul n1encionndas, los 

AFLP·s pcnnitcn ntapear un gran nún1ero de loci " la vez, generando por lo tanto el mtas altn 

indice de diversidad (Russcll et ni., 1997), adem.1.s, es una t~cnica altamente reproducible, menos 

laboriosa y más rápida que las demás. 

La técnica de AFLP se basa en el principie de amplificar selccdonadamente un 

conjunto de fragmentos restringidos a partir de una mezcla de fragmentos de DNA que fue 

obtenida;. partir de la digestión del DNA genómico con endonucleasas de restricción (Vos el al., 

1995; Liscum, 1999). 

La fmniliil Cactaccae está considerada como un grupo natural que ha evolucionado en 

los últintos 80 a 60 1nilloncs de años (Gibson y Nobel.1986; Leuenberger, 1986, citado c11 Gibson y 

Horak, 1978); se ha diversificado en un considerable número de especies y formas de vida y se ha 

establecido en varios ecosistemas. La diversific3ción se vio favorecida por la aparición de 4-:onas 

áridas y scmiáridas, n1anifestándosc en varias adaptaciones morfológicas, fisiológicas y 

reproductivas, p0r lo que sccrcc que los procesos de hibridación y poliploidfa ta111bién han 

jugado un papel in1portante en la evolución de la foíi\itla (Cota y \Va11ace, 1990; Bravo~Hollis, 

1997). 
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En esta familia, Jos hlbridos naturales representan un reto pa~a los· taxónomos, pues a 

·> düe~encia de otras familias de angiospermas, la ocurrencia de hibridación interespecifica es muy. 

frecuente y la intergenérica es más frecuente que en otras familias (Gibson y Horak, 1978; Cota y 

Wallace, 1996; Cap u to et al., 1997). 

Hawkes (1983) reporta un listado extenso de hlbridos para la familia Cactaceae son 

hibridos tanto irjterespecificos como "intergenéricos, sin embargo, no hace la aclaración sobre 

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

han generado varios hlbridos 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 número de· hfbridos 

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

Tabla 1. Lista de hJbñdos intergenéricos en Ja familia Cactaceae. 

HIBR!DO 
x C/eistoca11a mirabilis 

xEsposlocnct11s 

xHn.1gcspostoa a/bise/nin 

xHeliocllia va11dessi 

x.Hangcsposto.1 cli111axa11l1111 

xMyrtgerocact11s li11dsn)li 

xf'ac/1eroci1ct11s OJ"Cllttii 
(non1brado asf por Moran, 
1962, 1963) 

(xPac/1ycere11s orcuttii) 

Hibrido estéril 

PROGENITORES 
Cleistocac/11s jieldim111s x Matucm1a 
s11pcrlr.:t:/a 

Cleistocr.ctus icosngo1111s x Esposton /a11ala 

Hangeocereus pse11do111ela11ostele x Esposotn 
111elu110,/e/e 

Heliocereus speciosus x Nopn/xoc/1in 
plryllm1tlrcides 
E.sposton 111e/n11ostcle x Haag=ocereus 
a/bispi1111s 

BergeTocnctus · emoryi x Myrtillocactus 
coclra/ 

·Pachycereus pri11glei x Bergerocactus e11101 yi 

FUENTE 
Rowley (1994 
citado en Hunt, 
1999) 
Mottram (1990 
citado en Hunt, 
1999) 
Rowlcy (1982a) 
Hunt (1999) 
And.,rson (2001) 
Hawkes, (1982) 

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

Rowley (1982b) 
Hunt(1999) 
Anderson (2001) 

Neob11xba11111ia tetetzo x Ceplralocerc11s Vite el ni. (1996) 
col1111111a·ll'nia11i 
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Tabl<ll 2. Lista de hlbridos inlerespedfkos de la familia Cadaceae. 

HIBRIDO 
Arrojadoa x a/biflora 

Cleistocactus xcrassiserpeus 

Disocactus x/Jybridus'!f-~ ~ 
D. xmallisouii 
D. xviolace11s 
Ecl1i11ocercus. xroetteri 

Ec/1i11opsis xcabrerae 

Haliora xgrneseri 

Me/ocact11s xaléiceplra/11s 

M. xl1orrid11s 

Opuulia xncquatorinlis 
O. xbakeri 

O. xbcrclli11ia11n 
O. xcolumbimia 

O. xco11gesla 

O. xcube11sis 

O. xcurvispiua 

O. xdcsertn 

O. xfosbagii 

O. xkelm·11c11sis 

O. xl11n1ymw 

U. x11111/tige11ic11latn 

PROGENITORES 
A. di11ae spp. di11ae x A. rlroda11!1ra 
A. di11ae x A. rlrodmrtlra 
C. serpe11s x C. icogago1111s 

D. p/1ylla11t/1oides x D. spedos11s 
D. Jlagellifon11is x D. specios11s 
D. cker111a1111ii x D. spedosus 
E. cocd11e11s x E. daS1Jaca11t/111s 

E. strigosa x E .. tersc/reckii 

H. gaertueri x H. rosea 

M. en1estii x M. g!a11cesce11s. 

M. er11estii x M. :::.e/111t11eri 

O. p11besce11s x O. scec!erstromia11a 
O. pubescrus x Op1111tia 
soederstrominun 
O. /111111if11sa x O. strrcta 
O.fragilis x O. polyaca11tlr:r 
O. fragilis x pnly11cm1tlrn var. 
po/yaca11tlra 
O. aca11t/1ocarpa x O. wlripplei 
O. aca111l1ocnrpa var. t/1or11l;eri x O. 
w/1ipplei 
O. d;//er,;; x O. militn!is 
O. militaris x O. stricta 
Opomtia c/1/orotica x O. p/1aeaca11tl1a 

O. acautliocdrpa var. coloradeusis x O. 
ec/1i11ocnrpa 
O. bige/ouii x O. ec/1i11ocarpa 11 O. 
plraeaca11tlra 
O. bigelauii x O. ec/1i11oéarpa 
O. fulgida x O. spi11osior 

O. dillerrii x O. 11as/1ii 

O. ec/1i11ocarpa x O.wlripelei 

FUENTE 
Hunt (1999) 
Anderson (2001) 
Hunt(1999) 
Anderson (2001) 
Anderson (2001) 
Anderson (2001) 
Anderson (2001) 
Hunt(1999) 
Anderson (2001) 
Hunt(1999) 
Andcrson (2001) 
Hunt(1999) 
Anderson (2001) 
Taylor (1991, · 
citado en Anderso 
Anderson, 2001) 
Hunt (1999) 
Taylor (1991, citado 
en Anderson, 2001) 
Hunt (1999) 
Hunt (1999) 
(Madscn (1989, citado 
"" 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 (2001)­
Hunt (1999) 
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O. xueaorbuscula 

O. xoccide11tnlis 

O. prolifera 
O. xq11i)1a 
O. xspinosibncca 

O. xlctraca11llm 

0. XVnSl!yi 

O. xviridiflom 

O. xvivipara 

O. xwooto11ii 
Pilosocereus xsubsimilis 

Sc/1/11mbergera xbuckleyi , .. , 

:;. xexolicn. ''" 

S. xreginar. ,.,, 

Taci;;gn xquipn 

O. arb11sai1a·x O. spi11osior 

O. littoralis x O. e11ge/111a1111ii 
plraeaca111/1a 
O. e11gclma1111ii x O. pltaeacautlrn 
O. a/calies x A. cholla 
o, i11amoe11a x O. palmadora 
O. a11reispi11a x O. pliaeaca11tlla 

O. aca111/1ocnrpa x O. leptoca11/is 

X 0. 

O. acmit/Jocarpa var. majar x O. 
leptoca11/is 
O. littoralis x O. pl1aencn111/ra 

O. imbricata x O. wl1ipplei 

O. arb11sculn x O. "Wrsicolor 

O. e11ge1111u1111ii x O. pliaeacautlm 
P. 111ag11ific11s x P. jloccos11s 
quadricostatus 
S. n1ssellia11n x S. tnu1cnla 

S. optmtioides x S. lr1111caln 

S. orssic/1im1a x S. tnu1cata 

T. i11a111oe11a x T. pa!madora 

spp. 

Anderson (2001)" 
Hunt(1999) 
Ancierson (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 
(19!'5, citado en 
Anu.,rson. 2001) 
Hunt (1999) 
McMillan v Horobin 
(1995, cÍtado en 
Anderson, 2001) 
Sruppy y Taylor 
(citado en Anderson, 
2001) 

T. xmombergii T. lavix x T. Sl!11dopcti11at11s Anderson (2001) 
Tric/10cere11s xme11doci1111s T. cm1dicn11s x T. strigosus Méndez (2000) 
·rurbinicnrpus x1110111bcrgeri T. laui x 1·. pse11dopccli11nt11s Hunt (1999) 
x= La x antes del epíteto genérico indica hibridación intergenérica. t:.l epíteto genérico se forma 
de la combinación de cada uno de los progenitores genéricos, mientras que el epfteto especifico 
puede variar. 
La x entre el cpitcto genérico y el especifico representa un:! hibridación interespccifica. El epíteto 
genérico rcpn$enta nl género involucrado en la.hibridación y el epiteto especifico puede variar. 

Op1111t111 p.ua /\mlcrson (:::?001) y Hunt (1999) 
· C.¡/i11dro¡11111tin parn Anderson (2001)y Op1111tia para l-lunt (1999) 
«• 1 hibrido~ ~utifid¡¡lc.s 
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De acuerdo con Bartolo (2000) y Cruz (2000), en el estado de Puebla es común encontrar 

"injertos" de Polaskia c/iic/1ipe con Polaskia clumde, Myrlilloc:act11s sc/umkii y Esco11lria c/1iotilla. Estos 

injertos son al parecer hlbridos interespedficos pues no son en realidad injertos en el sentido 

agronómico, sino más bien individuos que combinan características morfológicas de las especies 

mencionadas. Sin embargo, estos lúbridos aún no han sido estudiados (Bartolo, 2000). También se 

menciona que puede haber hibridación interes¡:ieclfica en el género Sle11ocere11s (Casas el al., 1999) 

El alto porcentaje de hibridación interespeclfica e intergenérica exitosa dentro de la 

familia Cactaceae es realmente impresionante, comparado con otras familias en donde nunca se 

han reportado individuos híbridos (con excepción de las orqufdeas y de algunas gramineas), lo 

que ind~ca que en Cactaceae se da un escaso desarrollo de barreras reproductivas precigóticas 

(sistemas de incompatibilidad, polinizadores, floración diferencial) y/ o postcigóticas 

(degeneración temprana del endospermo, fruto mal desarrollado, bajo porcentaje de semillas y 

gra·nos de polen viables) que limiten el intercambio de genes Oones, 1988). 

Dentro de las cactáceas, los caracteres que comúnmente se han empleado para 

diferenciarlas son morfológicos (Moran 1962, 1963; Grant y Grant, 1979, 1980; Vite el al., 1996) y 

citogenéticos (Pinkava y Parfitt, 1982). El único estudio que incluye marcadores moleculares en 

Cactaceae es el de Op1111tia prolijáa (M,1yer el al., 2000). 

Escoutria c/1iotilln y Polaskia cl1ic/1ipe son dos especies de cactáceas columnares 

gcnéricnn1cntc distintas que coinciden en su distribución en los estados de Puebla y Oaxaca. En 

una región de la !\1ixtcca Baja de Oaxaca, se id~ntificaron cuatro individuos que se presume son 

híbridos i?ntre estos Jos géneros dado que reúnen características morfológicas de ambos géneros. 

El carácter más distintivo de estos individuos y que de hecho fue tomn.do para ~u identificación 

en el can1po, es el fruto dado que presenta escamas como en E. c/1iotil/a, y espinas como en P. 

c/1ic/1ipe. 

El posible h!brido bajo estudio fue detectado por el biólogo Jerónimo Reyes Santiago en 

las cercanfas de Huajuapam de León Oaxaca. Reyes consideró que se trataba de un hibrido 

intcrgcnérico entre Polaskin clticllipe y Esco11trin cliiotilla porque prcsentLl caracteristicLls 

n1orfológicas de ambos géneros y además, son cactáceas columnarcs muy abundantes en esta 

región, aunque también pueden encontrarse algunos individuos de My1tillocaclHs gco111etn·za11s, 

pero al con1parar el híbrido con Myrtillocact11s no existen características morfológicas con las que 

se le pueda rclLldonar con este últin10. Las carúclcrfsticas presentes de E. clziotilla en l'l posible 

hibridP son l'SC~1n1¿1~ 1•n la flor y fruto y de P. c/1ic/1ipe las espinas en el fruto. En Cil!nbi0. en M. 

geomt-•trr=cms el fruto cnrcce de espinas y esca1nas; adctnás, \as flores son totillnu~nte diferentes. 
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-Se decidió tomar como sistema de estudio a este posible hlbrido en el taller "Desarrollo 

y fisiologla de las estructuras reproductoras en la familia Cactaceae" en el .ai'lo 2000. No existe 

ningún reporte publicado de este posible hlbrido ni tampoco ejemplares de respaldo en ningún 

herbario. Es por ésto que se realizaron varias salidas al campo en los siguientes dos ai'los, durante· 

los cuales, se realizó una búsqueda extensa del posible hibrido, encontrando únicamente cuatro 

individuos en etapa reproductiva con: tales caracterlsticas. La búsqueda abarcó el área que va de 

Huajuapam de León hasta Tamazulapan, adentrándose en varios cerros (El Mirador y La 

Culebra,) asi como en áreas circunvecinas como Corral de Piedra. 

El presente trabajo comprende la caracterización e identificación morfológica y 

molecular de estos individuos que se proponen como hlbridos producto de la cruza entre· dos 

géneros de cactáceas: Escoutria clliolil/a y Polaski~ chic/1ipe. 
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111. OBJETIVOS 

Objetivo general 

'· Co~prob.ar la existencia de un hlbrido intergenérico entre Esco11tria cliiotilla y Po/askia 

· c/1icl1ipe por sus relaciones morfológicas y genéticas con los progenitores. 

·Objetivos particulares 

Describir y comparar morfológicamente al posible hlbrido entre E. cl1iotilla y P. c/1ic/1ipe. 

Estudiar la micromorfologfa del polen y semilla tanto del posible hlbrido como de E. 

cl1iotilla y P. cllicl1ipe. 

Determinar la viabilidad de las semillas y de los granos de polen de los truca 

involucrados. 

Determinar las relaciones genéticas entre el supuesto hlbrido y los proge.nitores por 

medio de marcadores de DÑA y cruzas artificiales. 

Predecir las posil>les combinaciones.genómicas de los supuestos. hlbridos derivados 

entre E. c/1iotilla y P. c/1icllipe mediante la generación de hlbridos virtuales. 
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IV. MATERIAL Y METODOS 

IV.1. Sitio de estudio 

El presente trabajo se llevó a cabo con plantas que habitan en la Mixteca Baja de 

Oaxaca, a 10 km del municipio de Huajuapan de León (Fig. 1) en los linderos de la carre.tera·que 

va hacia Tamazulapan (190 Mex.). eñ general."el clima de la Mixteca Baja es árid.o y semiárido ·'~ 
con una precipitación promedio anual de 300 mm; la vegetación varia de matorral espinoso y 

bosque tropical caducifolio en las partes bajas secas y cálidas, a bosques de pino ,.;,:;:1",.,; p~t~ 
altas húmedas y templadas (Villaseñor et al., 1990). 

De acuerdo con la morfología descrita por Bravo-Hollis (1978), en la región se 

identificaron poblacione5 simpátricas de Esco11trin cltiotilln y de Polnskin c/1ic/1ipe. Además de estos 

dos cactos coluínnares, en esta parte de la Mixteca Baja de Oaxaca hdbitan también, aünque en 

muy poca proporción, Myrtillocnct11s geo111etriza11s y Ste11ocere11s stellat11s. Par" lleva~ a cabo el 

estudio, se seleccionaron 3 localidades diferentes comprendidas dentro de esta región. La primera 

se ubica en las coordenadas N 17" 45.155" W 097" 44.73" donde habita uno de los posibles 

h!bridos; la segunda en N 17" 44. 947' W 097" 44.458'.·en la cual se localizan dos posibles híbridos; 

la última localidad se encuentra en N 17"45114' W 097"44.732'(Fig. 1). 

IV.2 Unidades de estudio 

Los génPros Esco11trla y Polaskin han sido taxonómicamente colocados en diferentes 

subtribus de la tribu Pachycereede. Leuenberger (1976, citado en Gibson y Horak, 1978), ubica a 

Esco11trin en la subtribu Pterocereinae y a Polnskin en la subtribu Myrtillocactinae (Fig .. 2a) .. 

Postcrionnenti.?, Gibson y Horak (1978) con base en caracteres anatómicos, en la 

quínúca del tallo, pigmentación del funlculo, morfologla de semilla, forma de crecimiento, 

morfologla y anatomla de costilla y morfologla floral, subdividen a la tribu Pachycereeae en la 

subtribu Pachycercinae y Stenocercinae incluyendo d Esco11tria y a Po/askia en esta última junto 

con Myrtillocactus y Stenocereus (Fig 2b), lo cual sigue siendo apoyado por Cornejo y Simpson 

(1997) quienes realizaron un análisis de la forma y función del tallo de la tribu Pachycereae, así 

como por el Grupo Internacional de Sistemática de Cactáceas (Anderson, 2001). Escn11trin cuenta 

con una solil especie: E. chiotilln y Pol11skin con dos: P. c/1icl1ipt.• y P. che11de. 
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Figura 1. Localización de los indi\'iduos )Jibridos naturales encontrados en el campo, 
en el c5l.tdo <il> 0.t'i:aca, !\léxico. 
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Figura 2.. ltclaciones íilogené~i~ás d~ lá _t.ribu Pachycereeae. A. Filogenia propuesta por BuAbaum (en Cibson 
y l lorak, 1978) basada por la pres_encia" de triterpenos en el tallo, pigmentos funiculares y morfologta de la 
semilla. U. Filogenia P.r~pu1!sta por: Co,rnejo y Simpson (1997), basada en la morfologfa y Ja arquitectura del 

. . . - 1 .. 110. 
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Esco11tria c/1iotilla (F.A.C. Weber) Rose, Cóntr. U.S. Nat._Herb.10:126. 1906. 

Subfánúlla Cactoideae, tribu Pachyce~eeae, subtribu Stenocer<:inae 

Nombre común: chiotilla, jiotilla, quiotilla. 

Planta arborescente de 3 a 4 m de altura; con b'onco corto y grueso. Tiene ramas muy 

numerosas de color verde oscuro, cada una con 7 u 8 costillas prominentes (Fig. 3). Presenta.rcii•N.d·:·.· 

aréolas muy próximas, elípticas, con fieltro grisáceo. En promedio, cada aréola tiene de 10 a 15 

espinas radiales, rectas, a veces dirigidas hacia abajo. de 1 cm de longitud. Por Jo general tiene de 

1 a 3 espinas centrales que miden de 7 a 15 cm de largo. Las flores se localizan en Ja terminación 

de las ramas, una por aréola; miden.jncluyendo el ovario 3 cm de longitud; presentan segmentos 

internos del perianto amarillos; el pericarpelo y el tubo presentan grandes escamas papiráceas 

translúcidas, brillantes, acwninadas, triangulares y membranosas. El fruto es globoso, escamoso 

de color café rojizo, de 3.5 cm de diámetro; Ja _pulpa es purpurina semiamarga, comestible. Las 

semillas son negras de 15 JlUT\ de diá111elro: con la testa rugosa. 

Distribución: Puebla, Oaxaca, Guerrero y Michoacán (Bravo-Hollis, 1978; Arias y Guzmán, 1997). 

Figura 3. Individuo adulto de Escontn·a chio tilla. 

:\·t11~J..i11 dud11pc (Roland-Go~selin) Backebcrger, Blatt. Sukk. 1 :-t 19-llJ. 
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Subfamilia Cactoideae, tribu Pachycereeae, s'ubtribu Stenocereinae. 

Nombre común: chichibe, chichipe, chiclútur\• chichituna, dichituna (Anderson, 2001). 

Planta arborescente de 3 a 5 m de alto, profusamente ramificado. Tallo principal corto, 

con ramas .color verde claro, cada una presenta de 9 a 12 costillas agudas (Fig. 4). Las. areólas se 
.. !~(. 

encuentran separadas entre si de 1 a 1.5 cm. En promedio cada aréola tiene deJ~l!Splnas 

radiales de 3 a 10 mm de largo y una sola espina central un poco más larga. Las flores son 

diurnas, pequeñas 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, Jos segmentos del perianto son revolutos y Jos estambres exertos. 

El fruto es globoso color rojo púrpura, con aréolas caducas que presentan espinas; Ja pulpa es 

jugosa y dulce, comestible. Las semillas miden 1.3 mm de largo; son negras con grandes 

puntuaciones hundidas, que se hacen más pequeñas haci;. el hilo. 

Distribución: Puebla y Oaxaca (Bravo-Hollis, 1978; Arias y Guzmán, 1997). 

Figura. 4. 1ndi\.'iduo adullo de l'ol11skin c11ic/1i11f!-

En P. c/1ic/1ipc, La libcrnción del polen ocurre aproximnc..lamcnte n las 11:00 horas y la 

111áxin1a turgidcz dcJ cslign1a a J,1s 15:00 horas. Los polinizadorcs más probables son Xilocopa sp. 
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Apis mellife,ra y Plebeya 111exica11a. En poblaciones silvestres existe una autoincompatibilidad total. 

La. polinización cruzada es exitosa durante el dfa pero nula durante la nocl1e (Bartolo, 2000). 

·Descripción del hlbrido 

Planta arborescente de 3 a 5 m de alt;ura con tronco grueso. Ram~<;;:~~erosas color verde 

olivo; presenta de 6 a 8 coslilla.s. Las aréolas se encuentran con una separación 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 diámetro. 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 diámetro; los segmentos 

del perianto son de color blanco verdoso, con pequeñas escamas. El fruto es globoso color rojo, 

con pulpa carnosa, muy duke, comestible, tiene en promedio 17.15 cm de longitud y 17.82cm de 

diámetro, posee esca1nas translúcidas y espinas caducas. Las semillas son muy pequeñas de coJor 

negro, con la testa rugosa, a veces con malformaciones en la cutícula (Fig. 5) 
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Figura S. Caracteristic.1s del posible hibrido. A. Rama con botones florales. B. Botón noral. C. flores en 
aniesis. D. Polinizadores. E. H~bito arborescente. F. Floren antesis. G. Individuo juvenil. H. Frutos 

maduros, abortivo y normal. l. Fruto inmar:Juro. 

JV.3 Caracterización morfológica 

IV.3.1 Toma dr. datos 

Se emplearon transectos para el muestreo. En total se realizaron 3 transectos, uno t!n 

cada una de las localidades que se mencionaron en el sitio de estudio. Cada transecto tu.ve como 

dimensiones 100 metros de longitud por 10 metros de ancho. Se tomaron en cuenta a todos 

aquellos individuos que presentaron tanto flor con10 fruto que estuviernn dentro del transecto, 

hasta Co111plctar 30 individuos de cildu posiblc,progcnitor. En pro1nedio se nluestrcaron de 8 a 11 

individuos por transccto. 
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Debido a que. solamente se puede identificar a Jos posibles hlbridos en etapa 

,reproductiva, ~camente fue posible detectar a 4 individuos adultos los cuales fueron incluidos · 

en el análisis; 

IV.3.2. Medición de caracteres 

'Eñ.,.total ·se tomaron en cuenta 16 caracteres morfológicos, 14 cuantitativos y 2 

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

cm. 

Tabla 3. Caracteres moríológlcos analizados en los supuestos híbridos entre P. cllichlp~ y E. chiotil/a. 

Carácter no. de partes medidas Unidades 
:eor individuo. 

Número de costillas Sramas número 
Ancho de costilla 5 costillas mm 
Profundidad de costilla 5 ramas mm 
No. espinas radiales por aréola 5 aréolas número 
Longitud de espinas radiales 1 aréola i:r.rn 

Longitud ác espina central 5 aréolas mm 
Diántetro de espina central !i aréolas mm 
Distancia entre aréolas 5 pares de aréolas mm 
Longitud de flor 3-5 flores mm 
Diámetro de flor 3-5 flores mm 
Longitud del fruto 3-5 frutos mm 
Diámetro del fruto 3-5 frutos mm 
Nún1cro de aréolas en 30 cm .. 1 rama número 
Prcsenci;i/aust:ncia de brácteas y 3-5·frutos 1= brácteas 
espinas en el fruto 2= espinas 

3= brácteas y 
espina.s 

Forma de las unidades del perianto 1 flor 1~ revolutos 
2= no revolutos 

IV.3.3 Análisis fonético 

Todos los análisis que se llevaron a cabo en el presente trabajo fueron her..hos con el 

programa NTSYS pe 2.1 (Rohlf, 2000). Los análisis que se realizaron en esta parte del trabajo 

tut..>rnn un ilná.lisis dt..> conglon1erados (AC) y uno de componentes principales {PCA). Parn fo 

rt..>alización de a1nbos análisis, se construyó una matriz básica de datos de los caracteres 

L"n1plcados (npL•ndicc 1). Debido a que se ton1¿:ron varias mediciones de un mis1no carácter en un 
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solo individuo, se utilizó la media de cada'; Uno de los cara¿teres cuantitativos, obteniendo una . . . . .. 
matriz rectangular de 34 columnas por 16 roa.;; en donde las hilera5 representan los caracteres 

evaluados y las columnas a los' individuos ,u OTUs (unidades taxonómicas operacionales) 

muestreados. 

Esta matriz fue estandarizada por hileras utilizando la media como opción de 

substracción y la desviación estándar como opción d~ división, para eliminar el efecto de las 

escalas y mantener la varianza interna de los datos. Con esta nueva matriz, se construyó una 

matriz de distancia, en la cual se empicó el coeficiente de correlación. Para el análisis 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 

seleccionó el método UPGMA puesto que fue el que presentó el valor más alto del coeficiente de 

correlación cofenéticá. 

IV.4 Caracterización molecular 

IV.4.1 Purificación de DNA genómico 

Se tomaron muestras de tejido del tallo de 13 individuos de E. cl1ioti//a y 13 de P. 

cilicl1ipe y de los 4 individuos del posible h!brido natural. Dado que el número de posibles 

hibridos naturales fue bajo, se tomaron 7 plántulas obtenidas de semillas germinadas de los 

posibles hibridos naturales para as! tener un análisis estadístico más representativo. En tot.tl, para 

la generación y el análisis de marcadores de DNA se tomaron en cuenta a 37 individuo•. 

La extracción del DNA total de estos 37 individuos se llevó ª· cabo empleando el 

protocolo de extracción modificAdo de Doy le y Doy le (1987, 1990, citado en CsaiH el al., 1998). Se 

pulverizaron O.Sg de tejido con nitrógeno líquido y se les adicionó 5 mi de buffer de lisis 

(apéndice 111) precalentado a 65 ºC por 30 minutos agitando ocasionalmente. La muestra se enfrió 

a 37° C por 10 minutos. Pasado este tiempo, se .realizó una primera extracción con 1 volumen de 

PCI (fcnol. cloroformo, isoamilico, 25:24:1). La mezck1 se cetrifugó a 10,000 rpm a 4°Cdurante10 

minutos. Se recuperó Ja faseacunsa y se agregaron 5 mi de Sx CfAB (apéndice 111) para precipitar 

carbohidratos. Se U'Cvó a cabo una segunda extracción con 1 volumen de PCI. 

La pn."Cipitación de los ácidos nucléicos se realizó adicionando 3.5 ml de isopropdnol y 

se incubó a tc111pcraturn .. 1n1bicntc por un 1nmi1110 de 1 hora. Después, se centrifugó a 10,UOO rpm 

Llur,111tc 10 nlinutos a ~Iº C. El prccipHadu se rcsuspcndió en 3 ml de agua desionizada. Se llevó a 

cabo una ~cgunda ?rccipitación con 1/3 del volutnen de acetato de amonio (10 M) y 2 volúmenes 
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de etanol (100%); se incubó por 1 hora como mínimo a -20" C. Se centrifugó a 10,000 rpm por 10 

minutos a 4° C. El precipitado se resuspendió en agua desionizada. 

Debido a que los ácidos nucleicos copurifican con una gran cantidad de pectinas, fue 

necesario hacer una purificación más fina a través de un fraccionamiento elecroforético en un gel 

de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio (10 mg/ml). El gel se corrió a 90 volts durante 45 

minutos. Además, esto permitió separar el DNA de alto peso molecular del RNA. 

Una vez separados los ácidos nucléicos, se cortaron del gel las bandas 

correspondientes a DNA y se colocaron en un tubo de 500 111 con 3 perforaciones en la base y un 

tapón de pelo de angel en el fondo. Este tubo se puso dentro de otro tubo colector de 1 mi. La 

columna, se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 minu'tos a temperatura ambiente. El eluato 

colectado se sometió a otra extracción con un volun1en de PCI y se incubó con agitación constante 

moderada a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se centrifugó a 13,000 rpm por 5 minutos. 

Se separó la fase a..:uosa y se hizo una precipitación con 1/3 ciel volumen de acetato de amonic:> 

(10 M) y 2 volúmenes de etanol (100%) durante 30 minutos a -20° C. Pasado el tiempo, se 

c"ntrifugó a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4° C. El precipitrtdo fue lavado con 500 µI de etanol 

al 70 % , agitado con vortcx y centrifugado por 3 minutos a !3,000 rpm. Se removió 

con1plctan1cnt~ los re~iduos de eta:iol y finaJn1cnt~ se resuspendió el precipitado t.!n agua 

dcsionizadn. 

Parn evaluar la pureza y cantidad e.le Ul'A obtenido. se diluyó 1 µl de la solución de 

DNA en 1 ntl de agua y St! midió su absorbancia ü 260 y 280 nm. Los ácidos nucl<."icos absorben a 

260nm y las prote!nas a 280 nm, por lo que el cociCnte 260/280 que debe ser aproximadi'mente de 

2.0 in1plica que el DNA purificado tiene una baja porción de J1rotcinas conta1ninilntes. Para 

cuantificar la cantidad de DNA se sabe que. por cada wudad dt: densidad óptica (D.0.) 

corresponde 50 nglµl de DNA. 

\ IV.4.2 Obtención de caracteres molecularPs (DNA) por medio de AFLPºs 

El protocolo que se utilizó fue el d<!sarrollado por \"os et ni: (1995) y modificado por 

Liscum (1999). . 

Primt?t· paso. Digestió11/lign111ic11to 

A 1 t""g de DZ\:A ~l.! m.tidonnron 8 Jd ~tel buffer de digestión/liganlicnto (apCndicc 111), 

u.5 t-ll dt.! h1 cnzin1n Ecol~l (lOU/¡.11), 1 1-tl de la cnzin1a ~lsel (St:. µl) y 25.5 µl de agua Jcsionizilda, 

pL1ra ohtL~ner un volun1cn finnl de 40 pi. La digestión se llevó a c;.ho por;\ horas a ?.7º C. Pasado 

cstl.~ tit:-tnpo, Ll cada n1ucstrn se agregó ·¡.ti del a ... t,1ptador para EcoRl (5º 
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CfCGTAGACfGCGT ACC 3·), 1 µ1 del adaptador para Msel (5' GACGATGAGTCCfGAG 3·), 2 

µl de ATP (lOmM), 4 µI del buffer de digestión/ligamiento, 1 unidad de T4 DNA-ligasa y 1 µ!de 

dH20; se obtuvo un volumen final de 50 µl. La reacción de ligado se llevó a cabo toda la noche a 

37" c. 

Seg1111do paso. Preampliftcaci611 por PCR (Po/ymerase Cltai11 Reaclio11) 

Para evaluar la cñciencia de ligado d~ los adaptadores al DNA digerido, se tomaron 5 

µ1 del DNA quimérico (digerido y ligado) y se agregaron 0.5 µI del primer EcoRl Ccre + 

adaptador (5.CTCGTAGACTGCGTACCAATIC 3·) (50 ng/µI), 0.5 µ1 de Msel Core +adaptador 

(5. GACGATGAGTCCTGAGTAA 3·¡ (50 ng/µI), 0.8 µ1 de dNTP's (5 rnM), 2 µ1 del buffer de PCR 

10x (apéndice 111), 0.6 pi de ~lgCb (50 rnM), 0.4 ~li de Taq DNA polirnerasa (1U/µI)y10.2 µI de 

H,O; se obtuvo un volumen final de 20 µl. 

Las condiciones de preamplificación fueron las siguientes: 

90º e 2 minutos ---1 ciclo 
9-lº e 30 segundos } 
56º e 1.0 n1inuto 
72º e 1 nlinuto 
72 o e 2 n1inutos 

19 ciclos 

Se scpaMron cle..:troforL:ticarnente 10 µl del producto de PCR un gel de agarosa al 1 % 

teiiido con bro1nuro de etidio (10111g/111!j a 100 volts durante 1 hora (Fig. 6). En esta figuras~ 

observa el producto de amplificación en un rango de 100 a 500 pb, lo cual concuerda con lo 

esperado para DNA·s quiméricos con adaptadores EcoRl - Msel (Liscum, 1999). El producto de 

Id rt.~aCl.:ión de PCR se c.lilu~·ó 10 veces (1:10). 

frrcer p<1so. />CI~ AFLP 

Se lomaron 5 µl dd DNA diluido (1:10) del paso anterior y se le adicionaron 0.25 µ1 del 

prinwr EcoRl-AFLPx (50 ng µI) marcado con el radioisótopo "P, 0.30 µI del primer Msel-AFLPz 

(50 ng/~tl) no marcado, DAµ! de dNTP·s. 1.0 µI de buffer de PCR 10x, 0.3 µ1 de MgCb (50 mM), 0.3 

unidnde~ de Taq DNA F'1.."'l1111crasa (1 unidai..Vµl) y 2.45 µl de dH:::O con lo que se obtuvo un 

volumen final de 10 µl. En tot;il se utilizaron 10 combinacion<?s de pares de primers (Tabla 4.) 
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Figura 6.Corroboración por PCR de la eficiencfa de ligado de los adaptadores. Los productos de 
amplificación fueron separados electroforélicamente en un gel de ag.uosa al J 1VP te~ido con bromuro de 

elidio (10 mg/ml). f\.j~""' marcador molecular. 

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 

94º e 2 minutos 
9.¡. e 30 segu11dos 
65º e 30 segundos 
72º e 1 n1inuto 

9.¡• C 'ID segundos 
56º e 30 segundos 
72º e 1 nlinutu 

72º e 2 Jninutos 
Mantf'nt?t il ~ºC 

} 
} 

12 ciclos reduciendo la temperatura de 
~alineamiento 0.7° e por ciclo 

25 ciclos 

P<?ra visualizar los fragn1entos amplificados~ se realizó una clectrofor~sis en gel de 

poliacrilamida al 5% de Ja siguiente forma: 

l'repnn1dó11 del gel 

La noche anterior a realizar la electroforésis se·preparó el gel mezclando 60 mi de acrilamida al 

5% para secuenciaci6n prefiltrada (apéndice JJI), 150 µJ de persulfato de amonio (lOmM) y 100 µl .. 

de TEMED. Se limpiaron perfectamente 2 vidrios para secuenciación con acetona y etanol al 70%; 

los separadores fueron colocados en el vidrio más grande y encima de éstos se puso el otro 

vidrio. Se !"Ujctan."ln a111bos vidrios con los separadores con clips grandes. Se vació el gel tratando 

de qut~ no qucd~-..r .. 111 burbujas; finahncrite se colC'Có ~• peine en la parte superior y se dejó 

puli1llL'l"Í~ .• lll1.h"I llllc.\ hord i1 lL'lllpcratura antbiCillC Y luego SC colocó i1 .Jº C para l.)UC Siguiera 

pnlin1L~rizilndo todil la noche. 
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Desnat11ralizad611 de In 11111estra 

A cada muestra de DNA qtrlmérico templ~d~'~plific~do, se agregaron 10 µJ de buffer 

de secuenciación (apéndice llI) y se col.,¡;Ó a 94~ C dw'..;rité 5. mÍiluto~. l~ediata~entl? después, 

la muestra se pasó a hielo por 5 minuios para ~vit¡.; la ~enatu~alik~iOn d~I DNA. · · .. 

Eledroforésis 

Una vez polimerizado el gel, se retiró el peine del gel y con agua se levaron Jos residuos 
.- ., ' 

de poliacrilamida que quedaron fuera de Jos vidrios. El gel se precalentó en el secuenciador 

durante 1 hora a 3000 volts con el buffer TBE O.Sx (apéndice 111). Con una jeringa s.,·retlró Jos 

restos de urea deposimdos en Jos pozos del gel, finalmente se cargó el gel con SµI de cada 

muestra de DNA. La electroforésis se realizó a 3000 volts durante 2 horas.· 

Obtención de imágc11es 

·EJ gel fue transforido a papel Whatman 3 MM y se ~brió con plástico autoadherente; 

se colocó en el secador al vado durante 90 minutos a 85° C. Posteriormente, el gel seco fue 

expuesto a una pantalla radiosensible (BioRad) durante 4 horas dentro de un cassette para 

revelar. L., pantalla fue colocada en el equil"' Personal Molecular Imagen FX de BioRad para ser 

cscaneal.fo y así poder visualizar los AFLP·s a través del programa Quantity Onc de BioRad. 

Tabla 4. Contbinaci6n de pares de eri:ner; rara la obtención de AFLP"'s 

Combinación EcoRI Msel 

de prín1crs 

5ºAGACTGCGTACCAArfCA3' SºGATGAGTCCTGAGT AAA3º 

2 AGACTGCGTACCAATTCT GATGAGTCCTGAGTAAG 

3 AGACTGCGTACCAATTCG GATGAGTCCTGAGTAAC 

.¡ AGACTGCGTACCA/\ TTCC GATGAGTCCTGAGTAAAA 

5 1\GACTGCGT ACCAA TTCT A GATGAGTCCTGAGTAATA 

6 AGACTGCGTACCAATTCiT GATGAGTCCTGAGTAATT 

7 AGACTGCGTACCAATTCTG GATGAGTCCTGAGTAATG 

8 AGACTGCGTACCAATTCTC GATGAGTCCTGAGTAATC 

9 AGACTGCGTACCAATíCGA GATGAGTCCTGAGTAAGA 

10 AGACTGCGTACCA/\ TTCGT GATGAGTCCTGAGTAAGT 
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IV.4.3 Análisis de datos moleculares 

Con Jos marcadores de DNA, se construyó una matriz básica de datos binarios 

. considerando a todos los individuos (apéndice ll). 

Únicamente se tomaron en cuenta a aqllcllas bandas que eshlvieron claramente 

definidas en todos Jos individuos o donde se observaron claramente una ausencia ·cte.;éstas>Por lo 

que para el análisis estadístico solamente se tomaron en cuenta 4 combinaciones de pares de 

primers (tabla 4). 

Para el análisis fenético se utilizó el coeficiente de similitud de Jaccard. El fenograma 

(Fig. 17) se construyó con el método de agrupamiento de UPGMA por presentar el valor más alto 

del coeficiente de correlación cofenético (tabla 9). 

El análisis de coordenadas principales (PCOORD) se realizó a p?.rtir de la misma matriz 

de.similitud que en el análisis de conglomerados con datos molP.CUlares. El PCOORD se hizo por 

colunmas para obtener la representación gráfica de los OTUs en un espacio multidimcnsional <le 

caracteres y por hileras para determinar les caracteres que más contribuyen con Jos 

agrupamientos. 

IV.5 Híbridos artificiah:s 

-IV.5.1 Polinizaciones manuaies 

Para Ja obtención de hlbridos artificiales se reab.zaron 124. polinizaciones en el campo. 

22 de ellas tomaron a E. ciriotilla como madre y a P. c/riclripe como donador de polen; otras 17 para 

la cruza reciproca. El resto de las polinizaciones se redlizaron con los individuos 1, 2 y 3 del 

posible lúbrido en cruzas reciprocas con cada uno de los progenitores y entre los hlbridos. El 

individuo 4 solamente se utilizó como donador .:le p.:ilen debido a que solamente pr<>sentaba una 

flor en postantesis. Estas cruzas se> visualizan mejor en la tabla 5. 

Las polinizaciones se llevaron.a cabo de lil siguiente manera: se colectó polen de ambos 

progenitores por sep~rado en n1icrotubos de "1.5 ml, se seleccionaron flores en preantesis de cada 

uno de los progenitores y del posible hlbrido y a cada una se le extrajeron con mucho cuidado Jos 

estambres. Se realizó una prueba de receptividad del estigma con peróxido de hidrógeno al 3% 

ya que la actividad peroxidasa en el estigma es una fomrn para probar su receptividad medi,;,,te 

la cfervescenda. El polen previamente colectad.o fue dcpositadv en el estigma de la flor receptora 

y finnlmente, <·sta fue cubierfn con una ,-,1nlln para evifn!" contaminación con polen indcseadff· 

acarreado por polinizadorcs. Dos n1eses después de las polinizaciones se colectaron 105 ,fruto3 

n1aduros. 
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Tabla S. Poliniz.aciones manua.les re~Wd.as en el campo. Los n6.meros indjcan el n6mero de flores. En la 
primer columna se enlistan Jos laxa. que fueron utiliz..dos como ma.dre; la. primer f'iJa corresponde a Jos taxa 

... que sirvjeron como donadores de polen. 

P. chic/1ipe E. c/1iotilla Hibridol Hibrido2 Hibrido3 Hibrido4 

P. cllichipe 5 17 ·5 6 6 

E. chioti/la 22 5 11 8 11 

Hibridol 4 2 2 1 1 

Hibrido2 2 o 2 2 o 

Hibrido3 2 2 2 2 o 

IV.6 Fertilidad del híbrido 

IV.6.1 Pruel..>&1s de germinación de scn1illas 

Se pusieron ia gerntinar 30 sentillas de cada progenitor y del posible híbrido en cajas 

pctri de plástico, utilizando agar al 2% como soporte. La germinación se llevó a cabo a una 

temperatura de 25ºC, con un fotoperiodo de 16.horas de luz y 8 de oscuridad. 

Se consideró .::amo semilla germinada a aquella que presentara emergencia de !a 

radícula.. L1s plántulas fueron transplautadas cunndo contaban con aproximadamente medio 

centú:nctro de altura a un sustrato ~on dos pai tes de tezontle por una de upeat moss" (Sp/1ag11111n) 

y una y inedia de tierra negra. Las plántulas crecieron en condiciones de invernadero. 

IV.6.2 Pruebas de viabilidad de polen 

Se ton1aron botones florales en preantesis y se almacenaron a 4 ºC hasta su 

procesamiento en ¿J laboratorio. Después de dos días, se pusieron a desecar las anteras en 

cántaras con silica gel para perntitir su dehiscencia. El polen se colocó en portaobjetos y se les 

ilgrcgó unas gotas del reactivo de Alexander (1980) y se observaron inmediatamente bajo 

1nic1 o~copio fotónico. Las obsPrvaciones se rea.liza ron en 3 campos de 40 x (para cada taxón)", y se 

co.1kuló el m.Jn1ero de granos de polen viable. Los granos de polen cuyo dtoplasma es color 

111~1genta s1._• considcr<-1ron viilblcs. n1icntras que aquellos granos de polen cuyo citoplasn-1a no se 

tiiió se consideraron no viabll's. 
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IV.7 Hibridos virtuales 

Para contrarrestar los efectos de pocos individuos del posible híbrido en el campo, se 

lle'l(ó a cabo un análisis que consiste en la generación de individuos virtuales a partir del patrón 

polímórfico generado por Jos AFLP"s. Para crear estos individuos, se llevó a cabo el siguiente 

procedimiento, según Jo descri~ Gongiu el al. (2001): asumiendo que existe·eqtiilibrio Hardy­

Weinberg, para cada locus (banda) se estima Ja frecuencia alélica en cada uno de los dos 

progenitores; basándose en esas frecuencias, los alelos de cada progenitor fueron sorteados y 

combinados para crear el genotipo híbrido. Este procedimiento se repitió para cada locus y as! 

producir perfiles multilocus individuales. 

Los resultados de este procedimiento se visualizan como probabilidades de asignación, 

es decir, a cada individuo hlbrido natural se le estima la probabilidad que tiene de encajar dentro 

de los individuos virtuales generados. 

A partir del patrón de bandeo de !_os posibles progenitores, se generaron 100 

individuos hlbridos virtuales y 100 individuos virtuales de cada ~o de los posibles progenitores. 

· ... ~:-
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v. RESULTADOS 

V.1 Caracterización morfológica 

Los individuos de posible origen híbrido identificados a 10 kilómetros del municipio de 

Huajuapam de León, Oaxaca, poseen caracterfsticas morfológicas intermedias entre sus posibles 

progenitores putativos; Esco11tria c11ioti1Ia y Polaskia c/1ic11ipe, dos géneros de cactáceas que habitan 

simpátricamente en la región. Estos individuos presentan pequeñas escamas parecidas a las de E. 

c/1ioti/la aunque no son triangulares, y las espinas como las de P. c/1ic11ipe en la flor y en el fruto; la 

flor posee tépalos parecidos a los de P. c11ichipe; el tallo puede ser fácilmente confundido en color, 

número de ramas y de costillas con cualquiera de los dos géneros involucrados (Fig. 7). 

Debido a los caracteres morfológicos intermedios, se planteó la hipñtesis de 'l''e estv~ 

nueves individuos podrían ser hibridos naturales producto de la cruza entre estos dos géneros. 

En esta parte de la Mixteca Baja 'de Oaxaca, únicamente se encontraron cuatro 

individuos del posible hlbrido. La identificación de estos individuos se logró gracias a que se 

eñcontraban en etapa reproductiva, ya que es la única etapa en la que se puede reconocer al 

posible hibrido y diferenciarlo de los supuestos progenitores. 

V.1.1 Análisis de componentes principales 

Se tom6 como muestra a 30 individuos de cada posible progenitor y a todos los 

individuos del posible hlbrido, haciendo un total de 64 individuos. 

Los eigenvectores resultantes del análisis de PCA mostraron que los caracteres 

responsables de la separación en tres grupos d;,finidos en el primer componente principal son los 

tépalos revolutos (forma de las unidades del perianto), la distancia entre costillas, la profundidad 

de la costilla, la longitud de la r.spin" central, el diámetro de la espina central, el número de 

costillas, el número de espinas radiales y la presencia/ausencia de espinas y escamas en el fruto 

(tabla 6). Estos caracteres separaron a los individuos de E. cltiotilln en un grupo, en otro a los de P. 

d11c/11pc y en otro a los del posible híbrido (Fig. 8). 

Dentro de los caracteres más importantes que dividieron a los individuos en el segundo 

componente principal están el diámetro y longitud del fruto (tabla 6). Proyectando estos 

resultados en un plano de dos dimensiones, se observó que las unidades de estudio se 

dividieron en 3 grupos discretos: hacia la izquierda todos los individuos de Escoutrin cltiotilla: a la 

dcrcchn todos los individuos de Polaskin ·-cl1ic/1ipe y en medio, íorn1ando un solo grupo, se 

ubicaron los cuatro individuos postulados como posible hlbrido. Esta localización intermedia de 

los posibles hibridos apoya la hipótesis original de hibridación intergcnérica (Fig. 8). 
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Tabla 6. Variad6n explicad.il pu.il los dos primeros componentes prindpa.les y caraderes de mayor peso pill'il 
cada componenle principal. 

Componente 
principal 

PCl 

PC2 

Caracteres con mayor peso 

Forma de las unidades del perianto 
Distancia entre costillas 
Profundidad de la costilla 
Longitud de la espina central 
Diámetro de Ja espina central 
Número de costillas 
Número de espinas radiales 
Presencia/ ausencia de espinas y escamas en el 
fruto 
Diámetro del fruto 
Longitud del fruto 

V.1.2 Análisis de conglomerados 

Variación 
explicada 

57.05 % 

1202% 

Variación 
acumulada 

57.05% 

69.08 % 

Este análisis tuvo como propósito el establecer las relaciones de parecido global en• 

fonna jcrárqtúca entre los OTUs. A partir de los c:aractcre5 n1orfológicos de la tabla 3, se 

construyó una matriz de correlación; se utilizó el indice de correlación (Pearson product moment 

correlation coefficient). El método de agrupanúento empleado fu" el de UPGMA debido a que 

fue el que presentó el coeficiente de correlación más alto (tabla 7), Jo que indica que el fonograma 

(Fig. 9) representa mejor a la matriz de correlación. 

Tabla 7. Valores del coefkienle de correlación empleando diferentes mélodos 
de agrupamienlo para caracteres moñoJOgicos 

Coeficiente de 

correlación (r) 

UPGMA 

0.93237 

Método de agrupanúento 

Simple Completo 

0.92385 0.90315 

Los resultados que arrojó este análisis se reCTejan en el fenograma de la figura· 9. La 

prin1cra divi.:-0ión generó d0s con~lomerados principales; en el primero St.! agrupó a todos !os 

individuc>s de L dliolillu y l'll el segundo a todos los individuos <le P. chicllipe junto con los del 

posible híl>rido. El prirncr conglomerado se subdividió quedando en un grupo los individuos E3, 

El 7 y El 9 y L'll el otro los individuos restantes. En este lllti1110 grupo, se rcali7..aron varias 
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individuos de E. cltiotil/a y en el segundo a todos los individuos de P. cltfc/1fpe junto con los del 

posible hfbrido. El primer conglomerado se subdividió quedando en un grupo los individuos E3, 

E17 y E19 y en el otro los individuos restantes. En este último grupo, se realizaron varias 

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

conglomerado se agruparon todos los individuos de P. c/1icltipe y en el otro los cuatro posibles 

hlbridos. El conglomerado de P. cltic/1i"pe se subdividió formando dos grupos; en uno el individuo 

P13 y en el otro los individuos restantes. El conglomerado de los híbridos también se 

subdividió, el individuo Hl quedó solo y los otros tres quedaron en un conglomerado aparte, el 

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

Figul·a 7. Caracleristicas principales del tallo, fJor y fruto de E. cl1iotilla, posible hibrido y P. chicltipt:. El 
fruto de E. cl1iotilla presenta escamas; el de P. clzú.i1ipt: f"Spinas y el del posible híbrido presenta tanto 

ese.unas como espinas. Los U?palos son los que diferenci•in más a los tres taxa, únicamente son revolutos en 
P. cl1icl1ipe. El color del tallo es muy similar en los tres laxa; el número d~ costillas varia. 
Uno de los aspectos iinportantcs a conocer es lil fertilidad del posible híbrido ya que en 

el ca1npo se encontraron algunos frutos de cstc taxón de carácter abortivo. Para esto, se estudió el 

polen y la presencia. de cn1brión en Ja scrnilla del posib!c híbrido y de cada uno de los posibles 

progenitores. 
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Se realizó la prueba de viabilidad éle Alexander, cuyos resultados.'indicaron altos. 

porcentajes de viabilidad: E. cliiotilla 96%, P. c/lic/iipe 94% y el híbrido B8%. se hici.,;on ~orles y 
observaciones al microscopio estereoscópico de las semillas para verificar la . presencia de 

embrión en el posible hlbrido. Los resultados de estas observaciones fueron Jos siguientes: en las 

sentiUas de Jos frutos bien formados se podían encon.trar ·ge~e~a~(ente., e~~riones bien .. 

desarrollados, pero en algunas semillas también se . encontraron'. embrlon"s ab~· en 

algunos casos se observaron maUonnaciones en la cubie;ta de Ja semilla {F;'g. 10). 

PC2 o 

-1.""f-~~-~-~-.--~-
·I . 

PC1 

Fig.¡ra. 8. Proyección de Jos individuos de E. chioh"lla (E), P. cl1ichipe (P) y del posibJ~ hlbrido (H) en el 
espacio de Jos dos primeros componentes principales (PC) resultantes del an~lisis de Ja matriz de-datos 

moríol6gicos. 

V.2· Fertilidad del posi_ble hlbrido 

La viabilidad de las semillas se evaluó a través de pruebas de germinación. E. clrioti/la 

presentó un porcentaje de 76.47% (13/17); P. c/riclripe obtuvo un porcentaje de 53.33% (16/30) y el 

híbrido de 40% (12/30). Un dato importante es que las semillas del posible hibrido ·tardaron más 

tictnpo en gcnuinar que las de Jos otros dos laxa. Tan te las semillas de E. cl1iotil/11 como las dc. . ./l:--~-­

cllicl1ipe gcrn1inaron entre el 5° y el 7° dla; en cambio, las del híbrido se tardaron en germinar de 6' ~· 
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a 15 días, siendo por Jo tanto Ja germinación más sincrónica y rápida e,:. ·J~s i>.rogenitores que en el 

hlbrido. 

Para completar el estudio de fertilidad y conocer la micromorfologfa.de Jos.individuos 

del posible hlbrido y hacer comparaciones con sus progenitores putativos, se realizaron 

observaciones al microscopio electrónico de barrido de la semilla y del polen. 

Al analizar Ja micromorfolbgla de los granos de polen de Jos taxa inVoltrctados se 

encontró que no hay diferencias significativas ya que los 3 taxa presentan granos de polen 

tricolpados y la exina con ornamentación espinulada. El tamaño del grano·es similar en los 3 (Fig. 

12). Sin embargo, el hlbrido presenta granos de polen abortivos (Fig. 11). 

Escontria clriotil/a, P. c/1ic/1ipe y el posible hlbrido presentan semillas rugosas (Fig. 13). En 

el hlbrido se detectaron anormalidades ya que algunas de las semillas son de menor tamaño y 

carecen de embrión asl como de tejidos nulritivos. 

En la familia Cactaceae la gran mayorfa de los estudios sistemáticos se han ·basado en 

aspectos morfológicos. El mayor problema con los c.aracteres morfológicos es su plasticidad 

debido en gran parte a su respuesta al cambio en los factores ambientales y a eventos de 

evolución paralela. En cam't-io, los caracteres moleculares presentan menos problemas pues son 

de origen genético y por lo tanto son hereditarios (Rieseberg y Ellstraná, 1993). Asitnismo. cabe 

1ncncionar que los datos 1nnlcculares no están separados de la información morfológica, de 

IK•cho, Hil!is (1987, citado en Cota y Wallace, 1996) ha indicado que los Cdracteres morfológicos y 

ntolecularcs se encucntrun relacionados, y e~ conjunto los datos provenientes de diferentes 

fuentes tienr.n el potencial de producir un mejor análisis (Cota y V-.'aliace, 1996) 

Es por ésto, que uno de los objetivos de esta investigación fue generar marcadores de 

DNA del posible hibrido y sus progerütores propuestos para establecer las relaciones genéticas 

entre los taxa y comple1ncntar el análisis morfológico para dar más evidencias de las relaciones 

tnxonómicas que guardan entre sf los grupos bajo estudio. Los marcadores moleculares de DNA 

se obtuvieron por medio de Ja técnica de AFLP; ésta es una técnica que combina PCR y análisis 

de fragntentos de restricción pnra detectar polimorfisn1os debidos a cambios en/o cerca.de sitios 

de corte de enzimas de restricción. 

Estos fragmentos se observan como bandas en autorradiograffas de geles de 

polin..:rilamida, las cuales hnalmente s·e traducen, cada una en un carácter. Por medio de esta 

técnica se puede generar un alto número de caracteres pues es posible detectar un número 

elevado de loci polintórficos en el genonrn. Las ventajas que ofrece este método son confiabilidad..... ..p;:J";.-; 

y rcproducibilid¿uf, debido n las condiciones de alta astringencia b~jo las cuales se llevan· acaba-

las rcnccioncs de PCR y la habilidad de detcctar.rápida1nenle muchos loci polimórficos (Vos el al., 
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1995; Liscum, 1999); además no es necesaria ninguna información de secuenciación de DNA 

previa para la realizaciÓn de la técnica. 

Figura 9. Fencgr.lma lJUe muestra el agrupamiento de Jos individuos-de E. cl1iolilln (E),-J>. cl1id1ip~ (P) y del 
posible híbrido (H) resulta me del análisis de conglomerados mediante el mélodo de agrupamiento UPGMA 

a partir de una matriz de corre ladón (r- 0.93237). 
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A B 

Figura 10. Cubierta seminal del posible hibrido. A. Formadón anómala B) Prolongaciones cuticulares 
irregulares (flecha \ 

A B 

Figma 11. Granos de pelen del híbrido. A. grano de polen normal y tres .ihortivos. B. Acercamiento de 
gr.Jnos de polen abortivo. 
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Figura 12. ~ficromorfologfa del polen 

Zona cólazal Morfologia culicu!ar 

Figur.1 13. :\1icromoriologí.-i de semilla 
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V.2 Caracterización molecular 

Al igual que en el análisis de caracteres morfológicos, los caracteres moleculares, 

fueron empleados para realizar dos análisis estadlsticos, primero un análisis de coordenadas 

principales (PCOORD) y después un análisis de conglomerados. 

Debido a que el número de.individuos detectados en .;14l;'riij5<! es bajo, y a la· necesidad 

de tener un análisis más representativo, se germinaron semillas obtenidas de Jos frutos de tres de 

los cuatro indi~·iduos híbridos identificados en el campo, a pesar de considerar que estos pueden 

ser una generación avanzada que incluso se haYa retrocruzado con alguno o ambos progenitores . 

. No obstante, esto permitiría establecer sus relaciones de p·arentesco con los cuatro hlbridos 

identificados dL .. los cuales también se desconoce su pedigree. 

Las pl.intulas utilizadas par~ la purificación de DNA presen.taron una alhlra promedio 

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

El DNA se purilicó de las .muestra de tejido colectadas en el campo por el método 

modificado de Doy le y Doyle (1987, 1990, citado en Csaiki e/ al., 1998). Las modificaciones que se 

hicieron it este protocolo se debió a que en general las cactáceas presentan un alto porcentaje de 

carbohidratos, dentro de los cuales se encuentran las pectinas. Estos carbohidratos copurifican 

con el DNA provocando que los rendimientos finnles de éste ~can nluy bajos sin lograr :!linúnar 

del todo a las pectinas. Para resolver esto, se adicionó al protocolo un paso final de purificación, 

el cual consistió en separur elcctroforéticamcntc la mezcla de DNA y pectinas en un gel de 

agarosa al 1 %. 

Este paso de purificación se agregó debido a que las pectinas (polímeros de ácido 

glucourónico) liencn una longihld aproximada y comparable en pares de bases (pb) de alrededor 

de 10,000 pb (Bcrnal-Lugo, comunicüción personal); rrüentras que el DNA genómico que es de 

alto peso molecular está por arriba de 100,000 pb. 

En la figura 14 se p<tede observar como se separó el DNA genómico del RNA, el cual 

tiene una longitud qth .. ' Vil desde 500 a '15,000 pb. Además, ·esta purificación adicional permitió 

recuperar una fracción enriquecida en DNA genórnico, ya que la banda de DNA de alto peso 

ntolecular fue la única que se recuperó del gel, evitando asl contaminación de RNA y pectinas. 

Una vez obtenido el DNA de todos los individuos a analizar, se procedió a generar Jos 

1narcadcrcs 1nolecularcs. El análisis se hizo por duplicado corriendo dos reacciones por cada par 

de pr;mt•rs, llcg•uldo a los 1nis1nos rcsult.:u.ios, corroborando así ~uc Jos-nlarcadores moléc'tiMrcs 

obtenidos por AFLP son altanlcnte reproducibles. Se probaron 10 pares de primers, de los cuales 

se eligieron los lJUC produjeron un nlayor núnl.:ro de bandas claras y bien definidas. En este caso 
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es razonable utilizar pocas combinaciones de primers dado que E. clriotilln y. P. clricliipe son dos 

.tax~ .que no se encuentran tan relacionados genéticamente como podría ser él. cas~ enb-~ especies 

de cada·uno.de.estos géneros, por lo que se esperaba detectar fácilmente.los.poliniorfismos 

asocind.os a cada geno1nn. 

Los resultados obtenidos de las 4 diferentes combinaciones de priniers finalmente 

seleccionados, se muestran en la tabla S;,S,,-observaron en total 157 marcadores de DNA (bandas) 

por colunll1as; sin embargo, se consideraron únicamente 65 ya que en algunos individuos no se 

podla realizar la lectura con claridad y confiabilidad. De las 65 bandas, 44 son poliniórfica~, 

representando el 67.69% del número total de bandas (tabla 8). Con estas 65 bandas se generó la 

matriz básica de datos (apéndice 11) para el análisis estadlstico. ;¡signándose un valor de 0/1 de 

acuerdo a la ausencia/ presencia de bandas. respectivamente. En esta matriz se hacen evidentes 

los cdractere~ nto~on16rficos (caracteres exclusivos de un taAa) de cada posible progenitor Y del 

posible hlbrido y los caracteres que comparten !odas los taxa (Fig. 15). 

H,1 ~2 
_¡, 'il 

DNA 

E------ RNA 

Figura 14. Separación electroforética ele DNA de alto peso molecular en geles de agarosa al 1°/u tP.fÜdos -:on 
bromuro de ctidio. 

V.2.1 Arálisis de coordenadas principales (l'COORD) 

Les resultados del análisis di! PCOORD discrhninaron ~grupos bien rtefinidos, uno 

formado por los individuus de E. clriotilla, otro por los individuos de P. clriclripe y el último por los 

individuos del hlbrido (Fig. 16). 

Los individuos del posible hibrido (hibrido natural y progenie de éstos) se ubicaron en 

la_ parte sup1!rio!" iz<.1uk .. rdi1 del gráf1co, forn1ando un grupo n1uy.c01npacto. Los individu0s de P. 

c/ucllipt.• se localizaron en valores negativo:, hneta ·Ja parle inferior izquierda y el grupo de E. 

c/liolilla se proyectú en la parte n1cdia, h'1cin la derecha. 
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E. chiotilla P. chichipe Híbrido 

Figura 15. Marcadores mclecu!an:s generados por AFL P a partfr de DNA de.E. cl1fotilla, 1'. d1iclripe y del· 
posible hlbrido. Se haceu evitlentes Jos marcadores propios de cada taxón y los marcadores moJeculares·que 

compa1 len los ta"'a involucrados. L~s flEt-:has continuas indican b.tndas monom6ñicas y las espadadas 
· bandas polim6ñicas. 

V.2.2 Análisis de conglomerados 

Paia el análisis de conglomerados también se utilizaron varios métodos· de 

agrupamiento, el ligamiento simple, el ligamiento completo. y el de UPGMA; se seleccionó este 

últhno pues co1110 lo n111cstra In tabla 9, es el método que presentó el índice n1ás alto de 

correl.-ación 1.·of<..•néticn. Los rcsultndos de este anális!s, que se muestran en el fonograma de la 

figura 17, fueron los siguientes: se distinguieron dos conglomerados principales; en el prin1ero se 

· ubicaron los individuos de E. cltiolilta y en el segundo los individuos de P. cllicllipt• junto con los 
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del posible hlbrido (individuos naturales y su progenie). La distinción entre los individuos de P. 

éi1icl1ipe y del posible híbrido se hizo evidente. en la siguiente división, en la que por un lado 

q..;edaron todos los individuos del posible híbrido y por otro los de P. cl1icl1ipe. 

En el conglomerado del posible hlbrido, los individuos Hl, H3, HlO y Hll (marcados 

con*) son naturales; los individuos H2, H4, H5 y H12 son individuos obtenidos del hlbrido H3;· 

los indh•i<\uos H7, H8 y H9 son la progenie del individuo Hl. Se observa un agrupamiento de 

los individuos hibridos H3, Hl, H2, H4 y H5 por un lado y por otro los individuos H7, H12, HlO, 

H11,H8yH9. 

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

Combinación Total de Bandas Porcentaje de Bandas monomórficas 

de primers bandas Polimorficas polimorfismo 

(%) E. P. Hlbrido 
cl1iotilla cl1icl1ipe 

25 17 68 4 3 

2 6 5 83.3 1 o o 
3 20 13 65 3 2 2 

4 14 9 64.28 2 2 

total 65 44 67.69 9 7 5 

p1·on1cdio 16.25 11 70.14 

Tabla 9. Valores del coeficiente de correlación utilizando diferentes ml!lodos de agrupamiento para 
marcadores moleculares. C:n negritas se resa?ta el ,.·alar más alto. 

Coeficiente de 

correlación (r) 

V.3 Hibrldos artificiales 

UPGMA 

0.94720 

Simple Completo 

0.93250 0.92877 

Dile.lo que es estnctanu!ntc necesario Conocer si en realidad los gcno1nas de E. cl1iotilln y 

de P. dlidrip•!-pucdcn contbinnrsc y generar individuos híbridos y que iu.1cn1c.1.s los individuos 

híbridos encontrados en el campo son producto de la con1binación de estos genomBs, se decidió 

crl.!ar hibridos artificiales. Esta decisión está fundan1entada en las observaciones de can1po de 
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Jos visitadores florales de Jos laxa bajo estudio; en dichas observaciones se encontró que Jos 

abejorros y las abejas son los candidatos más 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, además, un mismo insecto se posaba en flores de E. clriolilla, de P. clriclripe 

e incluso, en llores del posible hibrido, lo que permite el flujo de génes entre los taxa y apoya la 

hipótesis propuesta de hibridación. También se observaron algunos colibrles visitando flores de 

P. c/1ichi¡k~ y del híbrido asl 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 hlbridos artificiales se realizaron 

polinizaciones manuales en el campo. En total se hicieron 24 polinizaciones, 10 tomaron a E. 

chiot1/ln co~10 receptor de polen y a P. cl1ic/1ipc como donador, otras 10 utilizaron d P. c/;it/zipe 

corno recept~r y a E. clrioti//a como donador y las últimas 4 fueron retrocruzas, tomando al 

hibrido corno receptor de polen de E. c/1iotil/a y de P. c/1ic/1ipe. Los resultados de estas cruzas 

(t'1bla 10) n}uestran que las polinizaciones entre ambos progenitores asl como las retrocruzas 

pueden llegar a formar frutos aunque en poca proporción (Fig. 18). Los frutos obtenidos 

presentaron un buen número de sentillas, las cuales, comparadas con las de lo~ progenitores son 

de n1cnor tan1~1110. 

V.4 Híbridos \"irtuales 

El análisis de conglomerarlos de los <latos mol.,.,u!ares al igual que el de los 

niorfológicos, niucstran que los individuos del 'posible híbrido ~on genética y morfológicamente 

distintos a los otros dos taxa, y además se observa en ambos análisis, un mayor parecido con P. 

cl1ic/1ipe; ~in enibargo, para corroborar esto y contrarrestar el bajo núniero de individuos 

identificados se realizó un últin10 análisis, el cual consistió en g<:ncrar 100 individuos híbridos 

virtuales y 100 individuos virtuales de cada uno de Jos posibles progenitores por n1edio U.e una 

nueva mctodologla (Congiu el a/., 2001) que se basa en d patrón de bandeo (frecuencia alélica) 

de cada taxa, cuando el núnicro de individuos naturales es e~caso. Los result¡¡dos obtenidos de 

este análisis fueron similares a los obtenidos en el fenograma anterior dado que los individuos 

del posible hibrido también se agruparon junto con los individuo; de P. c/1ic/1ipc (fabla 11). 
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Figura 16. Proyección de los indi\'iduos de E. cl1iotilla (E), P. c11icl1ipe (P) y del posible hlbrido (H) en el 
espacio de los dos primeros componentes principales (PC) resultantes del an~lisis de la matriz de datos 

:nol~culares. 

Tabla 10. !tesultados de las polimzaciones manuales en el campo 

Número de 
polinizaciones 

realizadas 
~~~~~·~~~~~~~~~~~~ 

E. chiotilla x E. clliolilln 5 

P. cl1iclúpe x P. d1id1ipe 5 

E. ci1iotilln x P. cltic/1ipe 22 

P. c/1ic/1ip~ x E. cl1iolilln 17 

E. clliotilla x Hibrido 31 

P. chic/1ipc. .. x Híbrido 18 

Hlbrido x I'. cl1id1ip< 6 

Híbrido>.. E. cfuotiJ/11 6 

Hibrido x Híhridn 14 

Número de frutos 
formados 

o 

o 

4 

o 

2 

1 
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Figura 17. Fenograma que muestra el agrupamiento de los individuos de E. cltiotilla (E), P. cliicl1ipe (P) y del 
posible hlbrirlo (HJ resultante del análisis de conglomerados mediante el ml!todo de agrupamiento UPGMA 
.t partir de una n1alriz de similitud. Los individuos hibñdo!il H"J,. H3, HIO y Hll, son Jos identificados en el 

c.1mpo, k'S demás corresponden a su progenie •. _ ..... hibridos naturales.,.""' 0,94720. 

47 



Tabla 11. Probabilidad de asignación de cada posible hlbrido a las 3 clases putativas (posibles progenitores 
e hlbridos artificiales) basada en Ja conefaci6n de las frecuencias a.lélicas. En negritas se resalta la 
probabilidad de asignación m~s alta. Los individuos hfbridos empleados poara. este an.tlisis son Jos 

identificados en el ca.mpo. n .,. n6mero tOta.I de individuos generados para. el an.tlisis. 

Probabilidad de asignación 

Híbrido E. clliolilln virl11nl P. cl1icllipe! virttml Hfbrido t1irt11al 

11 = 100 11 = 100 11=100 

J.12 X 10"" 3.97X10 .. ' 2.41 X 1(}7l 

3 2.11 X 10"3 2.06X1(}SS 3.82 X 10-M 

10 3.24 X 10<• 3.2x lo-" 1.68 X 10·>8 

11 3.37 X 10·51 1.18x1~ J.89 X 10·53 

flgur.1 JS. 1:ruto furni.uJo .1 p.1rtir de pulini:.-ación m.inual re.iliz,;:ul.i cn el c.-unpo. J>. c.'11d11JJt' fungit."1-comu~ ·­
donador de polen y C. cl1iotill.l como rcc·~ptor. 

48 



Se desconoce si los hlbridos naturales corresponden a una F1 o a una generación 

posterior, o incluso si son el producto de una retrocruza con uno o con los dos progenitores. Sin 

embargo, én este análisis también se hace evidente la posibilidad de que los hlbridos encontrados 

en \?l campo sean generaciones hfbridas avanzadas. Sin embargo, destaca la mayor semejanza 

tanto morfológica como molecular entre los hibndos y P. chic/1ipe. 
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VI. DISCUSIÓN 

En el reino vegetal, la hibridación es un fenómeno muy importante dentro de la 

evolución de las plantas y es un factor determinante para generar variabilidad genética y nuevas 

especies. Un hlbrido es el resultado de Ja mezcla de dos genomas relacionádos pudiéndose 

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

El análisis morfológico presentado en este trabajo permite identificar 3 grupos 

independientes, uno formado por E. c/1iotilla, otro por P. clric/1ipe y el último por el posible 

.hlbrido .. Esta parte del trabajo apoya fuertemente Ja hipótesis original de hibridación 

intergenérica .. pues como se observa en la fig~ra 8, la ubicación de los individuos del posible 

hibrido es intermedia t!nlre an1bos progenitores, lo que indica que comparten características 

n1orfológicas. !:>in e1nba1go, la formación de grupos específicos de cada taxón muestra que cada 

uno tiene características propias que los delimita como grupos. Además de lo anterior, el bajo 

nún1cro de individuos identüicados en el campo y los frutos de carácter abortivo colectadcs, 

sustentan tan1bién que se trata de individuos híbridos. 

Gibson y Hordk (1978) propusieron una clasificación basada en anatomla comparada y 

en la revaloración de caracteres tradicionales de la tribu Pachycereeae con una perspl?Ctiva 

lilogcn~tica. En 1..·sta cla~ificadón, el gn...po qt:c se definió más claramente fue la subtribu 

Stenoccrein.:u .. •, In cual de acuerdo a su propuesta incluye a Escontrin, Polnskin, Myrtillocactus y 

Sle11ocen.·us. Ellos proponC'n n Po/nskin como el g~ncro con estados de carácter más ancestrales y a 

Esco11tria y Myrtil/ucnct11s con10 los más derivarlos. 

El análisis de conglomerados de los caracteres morfológicos reveló que el posible 

híbrido se cncucntrn mits relacionado con P. cl1ichipe que con E. cl1iotilla dado que se encuentran 

dentro del 111isn10 conglomerado principal (Fig .. 9) 

Los estudios sobr~ hihridación en la familia Cactaceat! St! han llevado a cabo, en su gran 

mayoria ~ nivel morfológico, como los realizados por Glass (1963), Moran (1963), Grant y Grant 

(1979, 1980), Vite <"I ni., (1996) y Méndez (2000).: sin embargo, estos estudios pueden verse· 

e1uiquccido~ y co111pll.'111entildos con análisis a nivel n1olecular puesto que los caracteres 

111orfológicos poseen una lin1itantc que los moleculares no tienen y es que los morfológicos son el 

resultado de la interacción genotipo-ambiente, lo que puede dar lugar a una plasticidad de los 

caracteres; adenitis, los caracteres morfológicos pueden ser producto de convergencia. 

Para Cllmplcn1Pntnr P) estudio mo1 fológico hecho en este trabajo, se tuvo que hacer una 

1..•v.1lu.h .. -1ól\ de lc.ls relaciones genéticas entre los individuos del posible híbrido y sus supuestos 

progenitores. En las c;ictáccas, los trabajos realizados con n1arcadorcs moleculares son pocos, un 

ejc1nplo es Op1111ti11 prolifi.•n1 en dondc se utilizaron RAPD's para elucidar su origen hlbrido. De 
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hecho, hasta este momento, no se han reportado trabajos realizados con marcadores molecul~es 

generados por AFLP para la familia. 

En la actualidad, las metodologías más utilizadas para generar marcadores moleculares 

de DNA son: RFLP's (Restriction Fragment Length Polymorfism), microsatélites y métodos 

basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) como los RAPD's (Random 

Amplification of Polymorfic DNA) y los AFLP's (Amplified Fragment Length Polymorfism) (Liu 

et ni., 1998). 

De estos métodos el que se ha empleado con mayor frecuencia en estudios sobre 

hibridación 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; van Raamsdonk, et al., 2000; 13ottini et 

al. 2002). Esta técnica basada en PCR a diferencia de las otras, requiere de pequeñas cantidades 

de DNA, no requiere de ninguna información genética previa, son altamente reproducibles y io 
que es más i."1portante es la obtención 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 

t"mperatura de alineamiento en RAPDs (40° C), lo cual p~omueve que existan amplificaciones de 

DNA inespe..:lficas. Sin embnr¡;o, la técnica de AFLPs ·a diferencia de Ja de RAPDs permite 

observar varios loci polin1orficos en un solo análisis, lo que se traduce en una aproximacióii más 

real de las relaciones genéticas entre los individuos en estudio. Por lo anterior, en este trabajo se 

utilizaron caracteres 1noleculares generados por Ja técnica de AFLP. 

Al igual que los caracteres morfológicos, los moleculares discriminan 3 grupos bien 

definidos (Fig. 16). En esta figura se hacen evidentes dos aspectos: 1) Jos individues del posible 

hibtido 1nanticncn relaciones genéticas entre si muy cercanas sin importar d qué generación filial 

perlenécen y 2) estos individuo~ no son producto de un polimorfismo de ninguno de los 

prog<mitores puesto que se er>cuentran agrupados y alejados de los grupos parentales. En Op1111tia 

prolifera, los resultados fueron similares (Mayer et al., 2000). 

El ilnálisis de conglo111erados para los caracteres moleculares sustenta que los 

individuos del posible híbrido se encuentran más cercands a P. cl1icl1ipe que a E. cl1iotilla, lo cual es 

congruente con el análisis de los caracteres morfológicos. Esto quiere decir que el genoma del 

posible hibrido se encuentra más relacionado con el de P. clriclripe que con el de E. c/1iotilla. Este 

resultado tantbién está apoyado por los hfbridOs virtuales pues con10 lo muestra la tabla 11, la 

probilbilidad de a.signnción es rnás alta en /l. r/1id1ipe que en E. cl1iotilln e incluso que en los 

híbridos virtuales. Adcntás, los resultados de las polinizaciones sugieren fuertemente que el 

híbrido tiende a rclrocruzarse con n1ayor frecuencia con P. cl1icl1ipe. 
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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 (Anderson, 2001), y 

los resultados de los análisis morfológico y molecular posibilitan la idea de que los individuos 

identificados en el campo sean el producto de una retrocruza con P. c/1ic/1ipe. Su historia serla la 

siguiente: el primer lúbrido debió haber sido el producto de la cruza entre E. c/1iotil/a y P. c/1ichipe, 

puesto que el posible hlbrido presenta caract~rlsticas morfológicas de ambos géneros (Fig. 7)~··"°"" 

además, 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 

progenitores1 creando una serie de combinaciones genéticas con las ·mismas probabilidades de 

éxito. Sin embargo, dado que dentro de la evolución de cualquier organismo existe alguna 

presión de selección que actúa directa o indirectamente sobre los individuos en cuestión, los 

individuos que se encuentran en el presente podrían ser derivados de una o varias retrocruzas en 

donde el genoma de P. c/1ic/1ipe se haya visto seleccionado o favorecido de alguna manera. Esto · 

explicarla.la relación más cercana al genoma de P. cllic/1ipe que presentan los individuos actuales 

-del posible hibrido. 

La propuesta taxonómica anterior, se basa en los resultados de la tabla 10, en la cual se 

observan varias cos<ts: 

i) la o:ruza artificial reciproca entre E. c/110/i//a y P. c/:ic/1ipe produce progenie, 2) cuando los 

progenitores funcionan co1no n1adrc sólo P. c/1ic/1ipe es capaz de formar fr11tos,. 3) los htbridos 

como madre '1Ceptan polen de ambos progenitores, 4) el lúbrido es· fértil porque deja 

rlesc·~ndencia y 5) se excluye cua!quier autopol.Úlizadón. 

Esta tabla también apoya el ~echazo de Ja posibilidad de que los individuos dP.l po>ible 

híbrido sean una nueva especie o una variación de P. cl1icl1ipc puesto que se hace evidente la 

ausencia de barreras reproductivas que aislen a estos individuos de sus posibles progenitores. 

El b~jo número de individuos encontrados en el campo se puede- explicar de dos 

fonnas, una es que no se hayan podido identificar un número mayor debido a que no se 

encontraron en etapa reproductiva (única etapa en la que se pueden identificar); de hecho, en la 

zona donde se trabajó, se observaron niuchos individuos juveniles que no pudieron ·ser 

catalogados dentro de ningún laxa. En cuanto a la edad de los hlbridos, se puede decir que tres 

de los cuatro identificados parecen individuos ya muy maduros dado que tienen una talla de 

aproxin1adan1ente de 3 a 5 1n de altura, con muchas ramificaciones y además, parte de su tronco y 

ranu-1s se ~ncuentran lignificadaF. En cambio, el cuart0 individuo identificado, apenas cuenta con 

dos rmn,1s. 111idc un n1ctro de altura aproximadainente y en su etapa reproductiva únicamente 

pn .. •sentó 3 flores al n1omcnto de ser visitado en el can1po. Lo anterior brinda una posibilidnd de 
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que· en efecto, existan más individuos hibridos juveniles que en el presente no puedan ser 

identificados a nivel morfológico. 

La otra posible explicación del bajo número de individuos es que estos hlbridos sean 

producto de una hibridación poco frecuente entre E. clriotilla y P. c/1ic/1ipe que unido al escaso 

éxito reproductivo de los individuos hlbridos, su proporción sea baja en la población, por lo que 

se considerarla como una llnea evolutiva prácticamente muerta, es d&..~T"Cóft" muy pocas 

posibilidades de llegar a especiación. Lo anterior también se observa en el estudio realizado por 

Moran (1963) en donde únicamente encontraron a 4 individuos hlbrido& producto de la cruza 

entre Pacl1ycere11s priuglei y Bergerocactus emonJi, aunque en este caso esos 4 individuos han sido 

suficientes para reconocerlos oficialmente como un híbrido genérico llamado xPacllerocactus 

orcuttii por Moran (1962, 1963) y xPnclrycereus orcrrttii por Rowley (1982), Hunt (1999) y Anderson 

(2001). 

Una evidencia importante en los estudios de hibridación es el número cromosómico de 

los taxa en cuestión, porque la hibridac.ión puede se~ el re~ultado de un arreglo cromosórnico 

inusual en la meiosis, lo que puede generar individuos poliploides. Con t?l número cromosómico, 

se puede saber si los individuos bajo estudio son homoploides o poliploides lo que brindarla una 

n1ejor visión de las telaciones que existen dentro de los taxa en estudio, como se hizo er\ Op1t11tin 

prolifera (Mayer et ni., 2000) "" donde se conoce el número cromosómico de cada taxón: En los 

sisten1as de estudio de este trabajo se desconoce el número cromosóntico. 

El trabajo que aquí sP llevó a .:abo, confirma la existencia Ue lo;; híbridos; ~in embargo, 

aún se pueden rcahzar más cstuJios dentro e ?os cuales ~e encuentra evaluar el porcentaje de 

germinación d~ las semillas que se obtuvieron de las cn1zas manuales en el campo y asf obtene1 

plántulas que serán procesadas de la misma manera que se hizo en este trabajo y adicionar 

.:ilguna otra metodolog!a como secuendación de genes que han sido utilizados en la 

determinación de individuos hibridos como en.Onpa (Aggarwal ot al., 1999). Los resultados que 

se obtengan esclarecerán las relaciones genéticas de la Fl de los hibridos artificiales con los 

híbridos naturales. 

Retomando los criterios de Hughes y Harris (1994) para el estudio sobre hibridación, 

las plantas que se presentan en este trabajo pueden considerarse como hlbridos puesto que 

reúnen 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 distribución de los 

padres -:on Ios htbridos, compnrticndo periodos de íloración y por último, se· puode--dar la 

rcslntcsis artificial entre los posibles progenitores. 
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Como se menciona en los antecetlentes, estos criterios se basan en caracteres 

morfológicos y cromosómicos, por lo que para brindar una mayor evidencia y complementar el 

estudio, se tiene que hacer la parte molecular, la cual involucra una exanúnación directa al DN A. 

Es as(, como en este trabajo también se encontró, a nivel molecular, que el sistema de estudio es 

un híbrido entre los dos géneros propuestos puesto que forman un grupo a parte (Figs. 16 y 17), 

existe un polimorfismo alto entre lb91rtrl:!s'.,.taxa lo que indica que comparten muchos loci 

(caracteres) y además, los híbridos poseen menos caracteres propios (bandas monomórficas) que 

sus posibles progenitores lo que estaría indicando una semejanza entre el genoma del hlbrido y 

sus posibles progenitores (tabla 8). 
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VII. CONCLUSIONES 

La evidencia morfológica, molecular y genética presentada en este trabajo demuestra 

que existe un hibrido entre los géneros de cactáceas colurnnares Esco11tria chiotilla y Po/askia 

clricllipe, localizados en una región de la Mixtec~ Baja de Oaxaca. 

Los individuos híbridos son· escasos sin embargo, son fértiles. 

Estos híbridos se pueden retrocruzar con ambos progenitores, pero presentan una 

mayor similitud genética con P. c/1ic/1ipe por lo que se puede considerar que la introgresión es 

frecuente con este progenitor. 
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APENDICEI 

Matriz básica de datos de caracteres morfológicos 

Número de costillas 
E. c/1iot11/n 
7.80 6.60 7.20 7.00 7.00 6.80..6180·6,SO 7.40 7.00 7.60 6.80 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. c/1icl1ipe 
7.00 6.40 6.80 8.40 8.20 9.80 8.80 8.20 8.20 7.00 8.80 8.60 8.40 8.20 8.80 9.20 8.20 8.008.8010.00 8.60 
9.00 8.20 9.80 8.00 9.00 8.60 8.40 8.80 9.00 S.80 8.60 8.40 12.00 
Híbrido 
7.00 6.40 6.80 6.80 

Distancia entre costilla 
E. cl1ioli/J.i 
61.74 83.70 70.99 56.21 64.31 62.86 62.24 58.13 61.83 68.21 48.54 68.66 65.45 70.50 49.62 55.85 51.08 
57.79 48.40 50.41 55.74 61.14 45.12 53:00 47.33 57.87 56.60 51.88 53.00 53.54 
P. c/1icl1ipe 
28.75 31.54 33.31 39.09 24.17 39.76 30.90 41.32 32.04 44.12 39.11 34.48 35.18 41.26 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 
Híbrido 
39.65 45.38 45.44 53.01 

Profundidad de costilla 
E. c/1iotilln 
34.87 3S.51 34.23 29.08 34.87 36.83 30.28 27.94 31.15 35.94 28.45 34.42 29.29 32.74 29.41 33.85 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. chichipe 
17.2219.23 21.19 23.01 14.94 23.57 20.<15 24.3218.93 23.89 22.43 22.07 21.68 22.0220.30 20.96 20.69 
18.15 24.3816.09 26.0619.64 24.9717.1919.96 24.13 26.25 24.6418.38 :?.2.16 
Hibrido 
29.20 26.52 29.34 29.37 

Número de espinas radiales 
E. c/1iotilln 
8.00 12.00 7.80 8.00 8.20 7.60 8.20 9.00 8.60 9.00 8.60 8.60 8.40 9.40 9.00 8.80 8.00 8.80 9.60 8.00 8.20 
7.so 8..io 9.60 8.40 8.40 8.20 8.40 8.oo 8.oo 
/1. c/Jidript.• 
7.20 5.00 6.40 5.8U 6.40 7.40 7.80 7.60 6.80 6.60 5.60 7.4U 8.80 5.80 6.40 6.60 7.40 6.40 7.20 5.80 7.00 
6.80 6.60 7.60 8.00 6.00 7.00 5.20 7.00 6.60 . . 
7.60 9.00 8.80 8.80 

Longitud de espinas radiales 
E. c/11olil/11 
lll..16 7.67 2.97 11.75 9.17 11.27 7.26 6.37 10.62 10.64 11.52 9.28 9.15 7.89 14.56 9.08 5.92 9.17 6.27 
11.80 7.81 10.20 7.09 9.919.226.82 7,84 8.8512.63.7.05 . 
P. c/lic/ripe 
10.ll-I 5.41 5.75 6.59 7.14 6.77 4.38 8.17 3.16 7.51 5.21 7.09 6.29 5.83 2.50 4.14 5.39 6.04 5.18 '1.97 7.20 
3.81 .J.11 5.43 8.13 7.06 4.72 6.28 5.45 5.10 
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Hibrido 
9.72'7.70 6.28 6.09 

Longitud de espina central 
E. c/1iotil/a 
43.62 32.85 48.76 58.99 31.0142.2545.79 23.59 71.49 27.86 35.46 40.84 36.04 28.30 26.21 28.26 29.14 
49.91 36.43 23.72 38.62 46.42 39.87 26.60 48.89 41.9141.9047.30 42.18 38.47 
~~~ . 
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 7.33 10.81 
11.9319.04 8.35 8.626.6612.3311.5313.8313.6318.8910.0011.2111.94 . 
Hibrido 
38.48 43.74 43.11 25.54 

Diámetro de espina central 
E. c/1iotilla 
1.52 2.01 0.921.89 2.182.381.161.571.501.421.451.311.971.491.451.53 0.661.46 0.29.1.551.64 
1.89 1.32 0.0-11.14 1.471.721.74 1.751.89 
~~~~ . 
o.72 o.72 o.40 o.72 o.3o o.76 o.761.081.21 o.68 o.93 o.7o 1.35 o.75 o.58°0.50 o.95 o.561.08 0.46 o.69 
0.79 0.98 0.92 1.06 0.90 1.10 0.80 0.75 0.75 
Hibrido 
1.3.J 1.531.421.52 

Distancia entre aréolas 
f. c/1ioli!ln 
8.89 2.0710.13 .¡,57 5.96 .¡,21 3A1 2.85 4.37 5.61 6.03 4.51.3.54 2.20· 2.25 0.621.3C.1.CJ5 2.06 0.00 2~06 
3.84 2.22 0.89 ... 59 6. 95 1 57 .¡_6-j 2.65 3.25 
P. clticllipl' 
7.0.J 759 .J.3ll 9.6-l 7.53 9.0.J 9.37 9.43 9.05 7.18 7.52 8.5610.22 6.96 8.78 5.13 8.20 5.618.965.99 9.36 
7.14 7.76 9.8.J 6."1212.64 12.45 6.27 6.6110.35 
Híbrido 
6.59 7.11 6.04 6.63 

Longitud del fruto 
E. c/1iotilla · · : . . • . . 
19.60 26.50 25.21 999 22.70 999 25.11 25.80 27.61 27.44 29.84 28.26 25.46_.26,71 20.14 21.07 24.71 
30.74 24.51 999 27.80 999 21.92 26.82 24.75 24.52 21.92 25.73 23.39 25.73 
P. cllid1ipc 
16.57 14.97 17.20 21.96 15.2.J 999 19.77 16.20 21.79 20.14 18.45 23.12 24.76 999.20.77 26.58 19.22 
26.15 18.35 25.9217.45 31.6316.03 99917.12 21.4120.3420.7515.68 21.11 
Híbrido 
16.80 16.74 15.76 12.47 

Diámetro del fruto 
E. c/liotiUa 
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 
2(,,95 22.48 999 27.10 999 22.35 24.64 20.58 23.3818.1418.56 :?0.71 22.83 
P. clric/1i1'~ 
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 23.12 19.65 
23.61 17.41 20. 96 20.45 23.62 17.22 999 17.50 22.58 19.84 23.34 17.58 20.80 Hibrido · 
16.11 16.7216.5913.90 
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Número de aréolas en 30 cm 
E. c/1iotil/a 
20.00 15.00 24.00 17.00 20.00 19.0024.0018.0015.00 20.0021.0017.0028.0017.00 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. c/1iclripe 
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 23.00 32.00 21.00 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 
Hlbrido 
2-l.00 23.00 25.00 25.00 

Características del fruto 
E. c/1iotil/a 
111111111111111111111111111111 
P. c/1ic/1ipc 
222222222222222222222222222222 
Hlbrido 
J~J3 

Tépalos 
E. d1iot illa 
222222222222222222222222222222 
P. cl1ic/lipe 
111111111111111111111111111111 
Hlbrido 
::! 2 22 
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APENDICEII 

Matriz báska. de datos .de caracteres moleculares 
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APENDICE 111 

Soluciones 

Acrilamida al 5% (500 mi) 

:.> Acrilamida: 23.75 g 
:.> Bis-acrilamida: 1.25 g 
>- 7.5 M Urea: 225 g 
:.> TBE lOx: 50 mi 
>- TEMED: 300 µI 

Disolver todo menos el TEMED y filtrar al vado. El TEMED se adiciona cuando se elabora el 
gel. 

Gel de acrilamida al 6% 

J;. bO ml acrilamida para secuenciación. 
:;.. 150 µI Persulfato de amonio· 
>- 40µ1TEMED 

Bromuro de ctidio (10 mg/111/) 

Disolver 0.2 g de bro1nuro de etidio en 20 mi de agua; mezclar pcrfcct01mcntc y 
aln1accnür a 4º C. 

ll11ffcr de PC/{ (10x) 

:;.. 500mMKCI 
:;.. l 00 mM Tris-CI, pH 8.8 
:;.. 30mM DTT 
:;.. l mg/ml BSA 

Gel de agnrosn 1 % 

> Agarosa: .3 g 
>- TAE lx: 30 mi 
:;.. Bromuro de etidio: 1.5 µl. 

ll11ffer de lisis 

CTAB1% 
1.4 M NaCI 
100mM Tris/HCI 
21l mM EDTA, pH 8.0, 2% PVP-10 

.l.\· CTAt: 

53.9 g Tris bnsc 
27.5 g Acido bórico 
20 mi 0.5 M EDT A pH E.O 
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So/ució11 Sx CI'AB 

5% CTAB, 0.7 M NaCI 

Buffer de digestió11/lign111ie11to 

::;.. Tris-acetato (pH.7,5).50 mM 
>- Mg-acetato 50 mM 
>- K-acetato 250 mM 
>- 25 ng/µl suero bovino de albúmina 

Buffer de secue11ciació11 
);;o 98% (v/v) formamida 
);;o 0.025% (w /v) xilen cianol 
::;.. 0.025% (w/v) azul de bromofcnol 
:;.. 450 mM Tris-borato 
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