AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(1):01-10. 2011
ISSN: 1021-7444

VARIACION DE LA REGION RIBOSOMICA NUCLEAR EN Crataegus L.
DEL CENTRO Y SUR DE MEXICO!

Carlos Alberto Niifiez-Colin?, Ernestina Valadez-Moctezuma’®, Alejandro Facundo Barrientos-Priego’,
Fernando Gonzdlez-Andrés*, Raiil Nieto-Angel’

RESUMEN

Variacion de la region ribosémica nuclear en Cra-
taegus L. del centro y sur de México. Este estudio fue
realizado en la Universidad Auténoma Chapingo y concluido
en octubre de 2008 y tuvo como objetivo determinar las
relaciones genéticas entre especies de Crataegus del centro
y sur de México. La variacion en las secuencias de la re-
gidén ribosémica nuclear fue baja en todas las accesiones de
germoplasma de Crataegus mexicanos, y el filograma sélo
mostré separacion de las especies usadas como controles
positivos, pero no mostré una clara separaciéon de grupos
de especies. Sin embargo, todas las accesiones tuvieron un
mismo patrén de sustitucién de nucledtidos y muy bajos
valores en la distancia de composicién de nucledtidos; por
lo que las especies mexicanas de Crataegus mostraron alta
relacion genética, pero falta evidencia para concluir que son
variantes de una misma especie taxondmica. C nelsoni'y C.
stipulosa pueden ser una fuente de genes para C. mexicana
porque ambas especies, originarias de Chiapas, tienen la mds
estrecha relacién con esta especie, que es la que presenta las
mejores caracteristicas agrondmicas.

Palabras clave: ITS-1, ITS-2 y 5.8S rDNA, secuencia-
cién de ADN, Tejocote, Rosaceae Sub-tribu Pyrinae.

ABSTRACT

Variation of the nuclear ribosomal region in
Crataegus L. from central and southern Mexico. This
study was conducted at the Universidad Auténoma de
Chapingo and concluded in October 2008, to determine
the genetic relationships among species of Crataegus from
central and southern Mexico. The variation in the sequences
of the nuclear ribosomal region was low in all accessions
of germplasm of Mexican Crataegus, and the phylogram
only showed separation of the species used as positive
controls, but did not show a clear separation of groups of
species. However, all accessions had the same pattern of
nucleotide substitution and very low values of the distance
of nucleotide composition; thus, Mexican Crataegus species
have high genetic relationship among them, but there is a
lack of evidence to conclude that they are variants of the
same taxonomic species. C. nelsoni and C. stipulosa could
be a source of genes for C. mexicana because both species,
from Chiapas, have the closest relationship with this species,
which has the best agronomic characteristics.

Key words: ITS-1, ITS-2 and 5.8S rDNA, DNA
sequencing, Tejocote, Rosaceae Sub-tribe Pyrinae.
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INTRODUCCION

El género Crataegus pertenece a la familia Ro-
saceae subtribu Pyrinae (Campbell et al. 2007). Esta
constituido por aproximadamente 140 especies a nivel
mundial divididas en cuarenta series, de las cuales dos
terceras partes se encuentran en Norteamérica y el
resto en Europa y Asia (Phipps et al. 2003).

Crataegus L. es el mds grande y taxondmicamente
complejo de los géneros de plantas arbdreas de Nortea-
mérica (Phipps et al. 2003). La taxonomia de este género
en México no es clara debido a que sélo se han propuesto
dos tratados botdnicos al respecto. El primero fue hecho
a principios del siglo veinte por Eggleston (1909), y el
mds reciente, que so6lo incluye el norte y algunas regio-
nes del centro de México, fue propuesto por J. B. Phipps
(1997). No existe una clasificacion completa de este
género en México, ya que falta colecta e identificacion
principalmente para los estados de Morelos, Guerrero,
Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Nufiez-Colin 2008).

Se ha reportado que en el centro y sur de México
fueron encontrados un complejo de especies relacio-
nadas con C. mexicana DC (C. mexicana sensu lato),
incluyendo especies pertenecientes a la serie Mexica-
nae (Loud.) Rehder (Phipps 1997), como lo son C.
stipulosa (Kunth) Steud descrita por Eggleston con
ese nombre) y C. nelsoni Eggl. (Phipps et al. 1990),
aunque se incluye también a C. gracilior Phipps perte-
neciente a la serie Crus-galli (Loud.) Rehder.

Nufiez-Colin et al. (2008) demostraron que geno-
tipos originarios de Chiapas, que fueron identificados
principalmente como C. stipulosa (Kunth) Steud. y C.
nelsoni Eggl. usando las claves de Eggleston (1909),
fueron morfolégicamente diferentes a los genotipos
del centro de México, que fueron identificados princi-
palmente como C. mexicana DC y C. gracilior Phipps
mediante las claves de Phipps (1997).

Recientemente, usando marcadores moleculares
se traté de clarificar la complicada taxonomia del
género Crataegus (Lo et al. 2007), pero en su estudio
incluyeron muy pocas especies mexicanas. En este
sentido, el ejemplar de C. mexicana DC utilizado en el
estudio de Lo et al. (2007) fue obtenido de un genotipo
propagado en Estados Unidos que puede no ser repre-
sentativo de los genotipos de esta especie mexicana.

Por otro lado, los beneficios econdmicos actuales
obtenidos de la mejora de la produccidn, calidad de los
cultivos y la reduccion del riesgo de la pérdida de las co-
sechas es muy importante; en este sentido, los silvestres
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relativos, como ancestros de los cultivos modernos, pro-
veen genes Utiles a los cultivos de importancia mundial
en programas de mejoramiento genético (Zagaja 1988).
En el caso especifico del tejocote (Crataegus spp.) es un
cultivo sin mejoramiento genético formal (Nufiez-Colin
et al. 2009); sin embargo, ha venido adquiriendo una
alta relevancia comercial entre la poblacién latina de
los Estados Unidos (Karp 2010) por lo que siguiendo
un mejoramiento genético formal pueden mejorarse la
calidad nutrimental del fruto y hacerlo mds atractivo y
competitivo no sélo en Estados Unidos sino en México
y Centroamérica donde también es cultivado y consu-
mido (Nufiez-Colin 2009, Nufiez-Colin et al. 2008)

La presente investigaciéon tuvo como objetivo
determinar las relaciones genéticas entre especies de
Crataegus del centro y sur de México y para verificar
el postulado de que el complejo C. mexicana sensu
lato es abundante en el centro y sur de México.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion del ensayo

Se trabajé en el laboratorio de marcadores mo-
leculares del Departamento de Fitotecnia de la Uni-
versidad Auténoma Chapingo entre enero de 2006 y
octubre de 2008.

Material vegetal

Se us6 el ADN de 21 accesiones del banco de
germoplasma de tejocote (Crataegus spp.) de la Uni-
versidad Auténoma Chapingo y que fueron identifica-
das como seis diferentes especies (Cuadro 1). Una de
ellas fue identificada como C. pinnatifida Bunge (de
origen Chino), la cual fue donada por el Dr. Leszek S.
Jankiewicz del Research Institute of Pomology, Skie-
miewioe, Polonia. Ademds se incluyeron accesiones
mexicanas de C. mexicana DC (4), C. gracilior Phipps
(4), C. stipulosa (Kunth) Steud. (6), C. nelsoni Eggl.
(3) y tres accesiones que no pudieron ser identificadas
(dos de Chiapas y una de Puebla y que basados en los
comentarios del Dr. J. B. Phipps® pudieran ser nuevas
especies) y también se incluyé ADN de manzana ‘ro-
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Phipps, JB. 2009. Identificacion de Ejemplares de Herbario de
Crataegus mexicanos. London, Canadd. University of West
Ontario. Comunicacién personal.
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Cuadro 1. Datos de pasaporte de accesiones de Crataegus del Banco de germoplasma de Tejocote (Crataegus spp.) de la Universidad

Auténoma Chapingo colectados en el 2007 y la manzana ‘royal gala’ (Malus x domestica Borkh.) usada como control
positivo. México. 2008.

Numero de accesion Codigo Lugar de recoleccion Identidad taxonémica Colector y aiio de la
colecta original

5 RNUO0S Rancho Nuevo, Chiapas C. stipulosa Borys, 1982

11 HUE13 Huejotzingo, Puebla C. mexicana Nieto, 1989

17 RNUO7 Rancho Nuevo, Chiapas C. stipulosa Borys, 1982

25 CALP6 Calpan, Puebla C.sp. * Nieto y Borys, 1983
26 CALP3 Calpan, Puebla C. gracilior Nieto y Borys, 1983
34 SNTP2 San Nicolds Tlamincas, Mexico C. gracilior Nieto y Borys, 1982
36 SPI03 San Pablo Ixayoc, Mexico C. mexicana Nieto y Borys, 1982
54 HUEOS Huejotzingo, Puebla C. mexicana Nieto y Borys, 1983
55 HUEO06 Huejotzingo, Puebla C. gracilior Nieto y Borys, 1983
59 CANO2 Candelaria, Chiapas C. stipulosa Nieto y Barrientos, 1989
70 CANO6 Candelaria, Chiapas C. nelsoni Nieto y Barrientos, 1989
71 SJYO1 San José Yashitinin, Chiapas C.sp. * Nieto y Barrientos, 1989
72 SJY02 San José Yashitinin, Chiapas C.sp. * Nieto y Barrientos, 1989
81 SCCO07 San Cristébal de las Casas, Chiapas C. nelsoni Nieto y Barrientos, 1989
82 SCCO08 San Cristébal de las Casas, Chiapas C. nelsoni Nieto y Barrientos, 1989
83 SCCO09 San Cristdébal de las Casas, Chiapas C. stipulosa Nieto y Barrientos, 1989
86 HUEI10 Huejotzingo, Puebla C. mexicana Nieto y Barrientos, 1988
88 SCC12 San Cristébal de las Casas, Chiapas C. stipulosa Nieto y Barrientos, 1989
89 SCC13 San Cristébal de las Casas, Chiapas C. stipulosa Nieto y Barrientos, 1989
91 XAMO02 Xamimilulco, Puebla C. gracilior Nieto y Barrientos, 1988
CP CP Polonia (Donacién) C. pinnatifida Jankiewicz, 2000
MZ Toluca, México M. X domestica Nuez-Colin, 2007

* Estas accesiones no pudieron ser identificadas mediante las claves de Phipps (1997) ni las de Eggleston (1909).

yal gala’ (Malus x domestica Borkh.) como control
positivo.

Procedimientos de extraccion de ADN, PCR y Se-
cuenciacion

Se extrajo ADN gendmico total de hojas jovenes
deshidratadas con silica gel con base en el protocolo de
CTAB propuesto por Weising et al. (2005). Se usaron
los iniciadores ITS4 e ITSS para amplificar la region
ribosémica nuclear, que comprende el ITS1, el gen
5.8S tDNA y el ITS 2 (White et al. 1990); la decision
sobre utilizar ITS y no otros genes conservados fue
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debido a que se ha demostrado que esta secuencia
nuclear es una de las mds utiles para hacer filogenia en
la subtribu Pyrinae (Campbell et al. 2007) asi como
del género Crataegus (Lo et al. 2007). Ademads, se
utiliz6 la mezcla de reaccién de PCR y las condiciones
de termociclaje propuestas por Lo et al. (2007).

Los productos de PCR fueron visualizados en ge-
les de agarosa (1%) y purificados con filtros de silice y
diferentes soluciones comerciales de alcoholes y sales.
Después, estos productos fueron secuenciados en Setil,
Corea por la empresa Macrogen, y las secuencias fue-
ron leidas y analizadas en ambos sentidos (5’ y 3’) con
el programa BioEdit version 7.0.5.3 (Hall 1999).
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Analisis estadisticos

Se realizaron para todas las secuencias un alinea-
miento multiple usando el modelo Clustal X. Una vez
alineadas se obtuvieron las frecuencias de nucledtidos
para cada accesion. Se obtuvo una clasificacién filo-
genética utilizando el método Neighbor-Joining (Sai-
tou y Nei 1987); el filograma obtenido fue validado
utilizando el método Bootstrap con 1000 remuestros
(Efron 1979).

Se obtuvo la prueba de homogeneidad de los pa-
trones de sustitucién entre secuencias y el indice de
disparidad por medio de la distancia de composicidn.
La prueba de homogeneidad de los patrones de susti-
tucion entre las secuencias es un indice de disparidad
(una distancia genética), que es evaluada por medio de
una prueba de hipdtesis para conocer si las secuencias
evaluadas tienen un mismo patrén de sustitucion. Si la
hipétesis no es rechazada, entonces esas dos secuencias
tienen el mismo patrén aunque puede existir un cierto
grado de diferencias o sesgo en la composicién de
bases (Tamura et al. 2007a, Tamura et al. 2007b). La
distancia de composicién es una medida para conocer
las diferencias en la composicion de nucleétidos entre
dos diferentes secuencias (Tamura et al. 2007a). Todos
los andlisis fueron realizados usando el programa Mega
4 (Tamura et al. 2007a).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de los diferentes nucledtidos fue-
ron similares en todas las accesiones, especialmente
en Guanina (G) y Adenina (A), pero existié un cambio
en la frecuencia de Timina (T) y Citosina (C) entre los
Crataegus mexicanos, el Crataegus chino y ain mds
significativamente fue esta variacién con la manzana.
Sin embargo, todas las accesiones mexicanas presen-
taron el mismo patrén (Cuadro 2).

C. pinnatifida Bunge present6é una secuencia con
dos bases menos que los Crataegus mexicanos y la
manzana presentd 28 bases menos que las accesiones
mexicanas de Crataegus (Cuadro 2).

En el filograma se observa que todos los Cratae-
gus mexicanos estuvieron estrechamente relaciona-
dos, este grupo se unié a C. pinnatifida y la manzana
mostré una mayor distancia al grupo de los Crataegus
(Figura 1). Sin embargo, las accesiones mexicanas de
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Cuadro 2. Frecuencias de nucleétidos de las secuencias de la
regién ribosémica nuclear de 20 accesiones mexi-
canas de Crataegus, una accesion de C. pinnatifida
Bunge y una accesién de manzana (Malus x do-
mestica Borkh.) de DNA extraido en el laboratorio
del departamento de Fitotecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo, México, de enero de 2007 a
septiembre del 2008.

Numero de T C A G
accesion (%) (%) (%) (%)

Nucleoti-
dos totales

5 16,1 342 18,1 31,6 652
11 16,1 342 18,1 31,6 652
54 16,1 342 18,1 31,6 652
86 16,1 344 18,1 314 652
17 16,1 344 18,1 314 652
89 16 345 18,1 314 652
88 16,1 344 181 314 652
34 16 345 18,1 314 652
59 16 345 18,1 314 652
72 16 344 181 315 652
71 16 344 181 315 652
36 16,1 342 18,1 31,6 652
55 16,1 342 181 31,6 652
25 16,1 344 18,1 314 652
70 16 345 18,1 314 652
81 16 34,5 18,1 314 652
26 16 34,5 182 313 652
82 16,3 342 179 316 652
91 16,1 345 18,1 313 652
83 16,3 342 179 31,6 652
CP 17,10 33,7 17,8 314 650
MZ 195 31,3 17,6 31,6 624

Promedio 16,3 342 181 315 650,6

Crataegus no tuvieron una estructura taxonémica en-
tre las especies identificadas debido a que solamente se
encontraron diferencias minimas entre sus secuencias.

La manzana presenté un patrén de sustitucion
estadisticamente diferente con todas las accesiones de
Crataegus (Cuadro 3) en la prueba de homogeneidad
de los patrones de sustitucién. Por otra parte, todos los
patrones de sustitucion de las accesiones de Crataegus

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(1):01-10. 2011
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Figura 1. Filograma de 20 accesiones mexicanas de Cra-

taegus, una accesion de C. pinnatifida Bunge y
una accesion de manzana ‘royal gala’ (Malus x
domestica Borkh.) mediante las secuencias de la
region ribosdmica nuclear con base en el método
Neighbor-Joining y validado mediante el método
Bootstrap con 1000 remuestreos de DNA extraido
en el laboratorio del departamento de Fitotecnia
de la Universidad Auténoma Chapingo, México de
enero de 2007 a septiembre del 2008.

en la regién ribosomica nuclear fueron similares,
aunque C. pinnatifida presenté un alto valor en el
indice de disparidad al compararlo con la mayoria
de los Crataegus mexicanos, con excepcion de las
accesiones 82 y 83 identificadas como C. nelsoni
Eggl. y C. stipulosa (Kunth) Steud., respectivamente.
Ambas accesiones originarias de San Cristébal de
la Casas, Chiapas tuvieron un patrén de sustitucion
idéntico entre ellas (Cuadro 3).

Todas las accesiones mexicanas mostraron valo-
res bajos en el indice de disparidad entre ellos (0,0000
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y 0,0048), las mexicanas de Crataegus tuvieron patro-
nes de sustitucién idénticos en la region ribosémica
nuclear o pudieran tener variaciones minimas entre sus
patrones (Cuadro 3).

La manzana tuvo los mds altos valores en la dis-
tancia de composicién en comparacién con todos los
Crataegus; lo que significa que la manzana presentd
la mayor diferencia en la secuencia de la region ribo-
somica nuclear entre todas las accesiones estudiadas
(Cuadro 4).

C. pinnatifida mostrd altos valores en la distancia
de composicion con todas las accesiones mexicanas
debido a que el mdximo valor ellas fue de 0,0128, ob-
tenido entre las 82 y 83 con la accesién 26, mds bajo
que cualquier valor entre C. pinnatifida con cualquiera
de las mexicanas (Cuadro 4).

Dentro de las accesiones mexicanas, las iden-
tificadas como C. stipulosa presentaron valores de
distancia de cero como minimo, con accesiones iden-
tificadas como otras especies. Esto da como resultado
que se tengan secuencias idénticas entre algunas de C.
stipulosa y de otras especies (Cuadro 5).

C. gracilior fue la inica especie que no mostré se-
cuencias idénticas entre accesiones identificadas como
esta; sin embargo, algunas accesiones de C. gracilior
presentaron secuencias idénticas con accesiones de C.
mexicana, C. stipulosa 'y C. nelsoni (Cuadro 5).

C. mexicana mostré la distancia promedio mads
baja entre sus accesiones de todas las especies en es-
tudio, aunque también presentd un alto coeficiente de
variacion, esto es porque s6lo una accesién tuvo una
diferente secuencia en la region ribosémica nuclear
(Cuadro 5).

Accesiones de C. nelsoni presentaron secuencias
idénticas con los de otras especies excepto con las
accesiones no identificadas de Crataegus (Cuadro 5).
Ademds, presentd el mds alto valor promedio entre sus
accesiones en todas las especies mexicanas.

Las accesiones de especies no identificadas (C.
sp.) mostraron la misma secuencia entre sus accesiones
de Chiapas y tuvieron unos pocos cambios con la de
Puebla, pero s6lo mostraron diferencias con todas
las otras especies excepto con C. stipulosa. Ademads,
presentaron el segundo mds bajo valor promedio entre
sus accesiones después de C. mexicana.

Se encontré una muy alta similaridad en las se-
cuencias de la regién ribosémica nuclear entre los
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Crataegus mexicanos aqui estudiados, lo que significa
que se encuentran genéticamente relacionados; sin
embargo, Nufez-Colin et al. (2008) demostraron que
accesiones de Chiapas (sur de México) son morfolégi-
camente diferentes en comparacién con las del centro
de México; por lo que pueden considerarse especies re-
lacionadas pero diferentes. Estos hallazgos corroboran
el postulado de Phipps (1997) sobre que los materiales
del centro y sur de México pertenecen a un complejo
taxondmico alrededor de C. mexicana sensu lato.

Por otro lado, Phipps et al. (1990) clasificaron, a
C. nelsoni y C. stipulosa dentro de la serie Mexicanae
(Loud.) Rehder, pero es necesario revisar la clasifica-
cién taxondmica para los Crataegus del sur de México
y considerar que algunas de las accesiones de Chiapas
puedan ser reclasificadas como nuevas especies debido
a que se pueden tener errores de clasificacion por uti-
lizar las claves taxondmicas de Eggleston (1909). Es
por esto que existe la duda sobre si los especimenes de
Crataegus de Chiapas realmente pertenecen a la serie
Maexicanae o que puedan pertenecer a series relacio-
nadas como la Serie Crus-galli (Loud.) Rehder.

En esta investigacién no es claro si C. gracilior
pertenece a la serie Crus-galli debido a que estas ac-
cesiones mostraron similaridad en la secuencia de la
region ribosémica nuclear con otras accesiones que se
menciona, por la especie que se identificd, que pertene-
cen a la Serie Mexicanae (Phipps et al. 1990). Phipps
(1997) demostré usando morfologia que C. gracilior
pertenece a la serie Crus-galli pero no se encontraron
las diferencias esperadas en esta investigacion.

Debido a que las accesiones mexicanas de Cra-
taegus se distribuyeron de manera aleatoria dentro del
filograma no pudo observarse grupos por cada una de
las especies; ademds, dichas accesiones presentaron el
mismo patrén de sustitucién de nucledtidos y valores
bajos de la distancia de composicion. Esto puede ser
interpretado como que todas las accesiones de Cratae-
gus del centro y sur de México estdn estrechamente
relacionadas y pudieron ser originadas por un ances-
tro en comtun reciente (Saitou y Nei 1987, Kumar y
Gadagkar 2001, Tamura et al. 2007b), o bien puede
tratarse de variantes de una misma especie, pero para
corroborar esta afirmacion deben probarse con otras
secuencias de genes filogenéticos como las regiones
intragénicas de ADN de cloroplasto, el segundo intron
del gen LEAFY, etc. (Lo et al. 2007).

ISSN: 1021-7444

Estos resultados no sélo son importantes desde el
punto de vista taxondmico, sino que también pueden
ser utilizados en gestién de los recursos genéticos
de este género. Por ejemplo, si los datos de Talent y
Dickinson (2005) pudieran ser generalizados sobre
que C. mexicana 'y C. stipulosa son diploides y poder
probar el nivel de ploidia de C. nelsoni; estas espe-
cies de Chiapas pueden ser una fuente de genes para
programas de mejoramiento genético de C. mexicana
que es la especie mds cultivada y usada en México,
ademds de que tiene el mejor potencial agronémico
(Zagaja 1988, Biittner 2001, Nuifiez-Colin et al. 2009,
Karp 2010). Algunos especimenes de C. stipulosa y
C. nelsoni del Banco de Germoplasma de Tejocote
de la Universidad Auténoma Chapingo presentan
caracteristicas deseables en cuanto a color de pulpa
y de cdscara, asi como en compuestos fendlicos y
otras sustancias que serfan deseables incorporar a
los tejocotes cultivados (Nufiez-Colin et al. 2007,
Nufiez-Colin 2009) y que en esta investigacién dichas
especies mostraron una alta similitud genética con la
cultivada.

Puede concluirse que la variacion en las secuen-
cias de la region ribosémica nuclear fue baja en todas
las accesiones del germoplasma mexicano de Cra-
taegus. Ademds, en el filograma sélo se muestra la
separacién de las especies utilizadas como controles
positivos por lo que no se observaron grupos de espe-
cies de manera clara.

Ademads, todas las accesiones mexicanas de
Crataegus tienen el mismo patrén de sustitucién de
nucledtidos y muy bajos valores de la distancia de
composicion de nucledtidos; por lo tanto, las espe-
cies de Crataegus mexicanas tienen una alta relacion
genética entre ellas, pero falta evidencia sobre si se
trata de variantes de una misma especie taxondmica,
po lo que se podria considerar que todos los Cra-
taegus del centro y sur de México son un complejo
taxonomico alrededor de C. mexicana sensu lato,
aunque hay que secuenciar otros genes filogenéticos
para corroborarla.

C. nelsoni y C. stipulosa pueden ser estimados
como una fuente de genes para C. mexicana, que es
la especie que presenta las mejores caracteristicas
agrondmicas, porque ambas especies de Chiapas son
las mds estrechamente relacionadas con esta especie
cultivada.
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