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Resumen. El objetivo de esta investigacién fue incrementar
la diversidad genética del Banco de Germoplasma de Nopal de la
FAUANL utilizando marcadores moleculares del tipo RAPD para
estimar la diversidad genética de 15 accesiones de nopal a partir
de marcadores moleculares registrados en el Banco. La extraccién
de ADN se realiz6 por el método del ruptor celular usando el Kit
FastDNAR®. La cuantificacién del rendimiento del ADN se realizé
a través del Picoflour. Se observé que las concentraciones de ADN
fluctuaron entre 74,91 ng/pL, y 12,32 ng/pL. Se usaron 12 iniciado-
res generando de 1 a 5 bandas por iniciador con un peso molecular
que fluctué entre los 200 a 1000 pb. El indice de diversidad (ID) pro-
medio de las 15 accesiones fue de 0,8539. Para el anilisis de los datos
moleculares se utilizé la matriz binaria de 20 marcadores registrados
en el Banco, junto con los marcadores generados de las accesiones co-
lectadas. Se utilizé el andlisis de conglomerados jerdrquico mediante
el método de agrupamiento de pares no ponderados (UPGMA). El
dendograma generado mostré claramente que no existe ninguna ac-
cesién con distancia genética de cero, por lo cual se concluye que no
existe duplicidad entre las accesiones mencionadas.
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Abstract. The objective of this research was to increase the genet-
ic diversity of the Nopal Germplasm Bank of the FAUANL using
RAPD molecular markers to estimate the genetic diversity of 15 ac-
cessions of cactus pear from molecular markers recorded in the Bank.
DNA extraction was performed by the method of cellular ruptor us-
ing FastDNA® Kit. Performance measurement of DNA was carried
out through Picoflour. It was observed that the DNA concentrations
ranged from 74.91 ng/pL to 12.32 ng/uL.. Twelve primers were used
to generate from 1 to 5 bands per primer with a molecular weight
ranging from 200 to 1000 bp. The average diversity index (DI) of the
15 accessions was 0.8539. For the analysis of molecular data, it was
used the binary matrix of 20 markers recorded in the bank, along
with the markers generated from the collected accesions. We used
cluster analysis by the method of unweighted pair-grouping (UP-
GMA). The generated dendrogram showed clearly that there was no
accession with a genetic distance of zero, and it was determined that
there was no duplication among the mentioned accessions.
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INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos constituyen un patrimonio de
la humanidad de valor incalculable. Su pérdida es un proceso
irreversible que supone una grave amenaza para la estabili-
dad de los ecosistemas, el desarrollo agricola y la seguridad
alimentaria del mundo (Martin, 2003). Reconociendo la im-
portancia del nopal como recurso natural mexicano, se salva-
guarda en bancos de germoplasma. Estos bancos contienen
colecciones de valor comercial o agronémico que se describen
desde un punto de vista morfolégico y antropocéntrico (Pi-
mienta, 1997). La Facultad de Agronomia de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn cuenta con un Banco de Germo-
plasma de Nopal formado por 100 accesiones. A las mismas se
les estimé su diversidad genética a través de una base de datos
moleculares registrada en el Banco, a partir de 12 iniciadores
los cuales generaron 20 marcadores moleculares por medio de
la técnica de RAPD (Garcia, 2006).

Hoelzel (1994) y Liu (2004) informaron que la alternati-
va para evaluar correctamente la biodiversidad en las pobla-
ciones de cacticeas es la caracterizacion genética con huellas
de ADN. Esta es la unica forma de identificacién que puede
proteger los recursos genéticos en forma eficiente, porque es
infalsificable, y en contraste con los marcadores morfofisiol6-
gicos, no es afectada por las condiciones ambientales.

El objetivo de esta investigacién fue incrementar la diver-
sidad genética del Banco de Germoplasma de Nopal de la Fa-
cultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo
Leén utilizando marcadores moleculares de tipo RAPD en
el material colectado de Opuntia spp. a partir de marcadores
moleculares registrados en el Banco.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. E1 material colectado consistié en 15
accesiones de las cuales se colectaron 8 en el municipio de
Tturbide, localizado al sureste de Nuevo Ledn, México, en la
regién denominada Sierra Madre Oriental (24° 43’ 60” N, 99°
5360’0, 1850 msnm). Las otras 7 accesiones provinieron del
Banco de Germoplasma del Centro Regional Universitario
Centro Norte de la Universidad Auténoma de Chapingo, en
el Estado de Zacatecas, dentro de la localidad denominada
“Huertas El Orito” (22° 44’ 47,28” N, 102° 36’26, 90” O, Ta-
bla 1). Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Biotec-
nologia de la Facultad de Agronomia de la UANL Campus

Ciencias Agropecuarias para ser analizadas.

Extraccion de ADN. Se realiz6 la extracciéon de ADN por
el método del ruptor celular con el kit FastDNA® (Qbiogene,
Inc., C.A)). La cuantificacién del ADN se realizé6 mediante
el Picofluor; la calidad del ADN se determiné en un gel de

agarosa 1%.
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Tabla 1. Nombre comun, lugar v Estado en que se efectud la
colecta, asi como el uso principal que se le da a las accesiones
de nopal.

Table 1. Common name, location, and State where the collection was
conducted and primary use given to the accessions of cactus pear.

Material  Nombre Comin Lugar Estado Uso

Vegetal

1 Amarillo sin Espinas  Iturbide N.L Fruta
Tturbide

2 Blanco Zacatecas Tturbide N.L Fruta
Amarillo P.BlancaT  Tturbide N.L Fruta
Chico

4 Amarillo con Espinas  Iturbide N.L. Fruta
Santa Rosa
Verdura Santa Rosa Tturbide N.L Fruta

6 Amarillo Chico Tturbide N.L Fruta
Mazoso

7 Tapon Santa Rosa Tturbide N.L. Fruta

8 T-Morada - Cdscara  Iturbide N.L Fruta
Roja

9 Forrajero Aguascali-  Los Conos Zac. Fruta
entes

10 Mango Sierra Zac. Fruta

Vieja
11 Rojo Azteca Villanueva Zac. Fruta
12 Duraznillo Bufa Zac. Frutay
Verdura
13 Roja Libertad Sureste Zac. Fruta
Zacatecas
14 Chicle CRUCEN Zac. Frutay
Forraje
15 Rosa de Castilla CRUCEN Zac. Fruta

Generaciéon de RAPD en Nopal. Para la generacién de
RAPD en nopal se siguié como base el protocolo de Williams
et al. (1990), realizando algunas modificaciones. Las reaccio-
nes de amplificacién (Tabla 2) se llevaron a cabo en un volu-
men de reaccién de 25uL,, utilizando los 12 iniciadores (Tabla
3) que dieron origen a los 20 marcadores registrados en el
Banco, sefialados por Gareia et al. (2006). Las muestras fueron
colocadas en el termociclador Thermo Hybrid PCR Express;
el programa térmico utilizado fue 1 ciclo inicial de 93 °C por
1 min, 45 ciclos de 92 °C por 1 min; 34 °C por 1 min; 71 °C
por 1 min, y 1 ciclo final de 72 °C por 5 min. El periodo de
tiempo en que se procesaron las muestras fue de 255 minutos.

Se cargaron 20 pL de los productos de amplificacién, mas
3 pL de bufter de carga BioLine® al 5X utilizando un mar-
cador de 100 pb BioLine® en un gel de agarosa al 2% tefiido
con 2 pL de Syber Green®; tiempo de corrida del gel fue de
una hora a 120V.
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Tabla 2. Reactivos para PCR.
Table 2. Reagents for PCR.

REACTIVO [FINAL]

Buffer para Taq 10 X 1X

MgCl, 2.5 mM

Mezcla de deoxinuclesétidos 0.04 mM
(dATPACTP,dGTPdTTP) 10 mM

Enzima Taq 1U

Primer (Iniciador) 15 ng

DNA 20 ng

dd H,0 Hasta completar 25 uLL

Total de pLL por reaccién

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la estimacion de diversidad
genética.
Table 3. Primers used for estimating genetic diversity.

Iniciador Secuencia Nucleo- Concentraciéon
tidica
A-07 GAAACGGGTG 50 nmole
A-08 GTGACGTAGG 50 nmole
A-09 GGGTAACGCC 50 nmole
A-11 CAATCGCCGT 50 nmole
G-02 GGCACTGAGG 50 nmole
G-03 GAGCCCTCCA 50 nmole
G-04 AGCGTGTCTG 50 nmole
G-05 CTGAGACGGA 50 nmole
G-07 GAACCTGCGG 50 nmole
G-08 TCACGTCCAC 50 nmole
G-18 GGCTCATGTG 50 nmole
G-19 GTCAGGGCAA 50 nmole

Analisis de datos moleculares. Para la clasificacién de
Opuntia se usé el anilisis por conglomerados (“cluster analy-
sis”) o “agglomerative hierarchical cluster analysis” (Luna et
al.,2007). Se ha demostrado que dicho método es tan robusto
para la reconstruccién de relaciones filogenéticas jerdrquicas
como los métodos cladisticos (James y McCulloch, 1990).

Los fragmentos de ADN amplificados bien definidos (ban-
das) obtenidos con los iniciadores, se analizaron visualmente
para generar una matriz de datos binaria (0 y 1) donde “0”
representa la ausencia de la banda y “1” representa la presencia
de la banda (Bramardi, 2002). Con la matriz de datos bina-
ria se construyé la matriz de distancias genéticas mediante la
comparacién de cada par de genotipos utilizando el método
de Nei y Li (1979).

Para la formacién de los conglomerados por el método
jerdrquico se us6é el método de agrupamiento de pares no
ponderados (UPGMA) para maximizar la variacion entre los
grupos y minimizar dicha variacién dentro de ellos (Hair et

al., 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccién de ADN. Se observé que las concentraciones
de ADN fueron mayores cuando se utilizaron cladodios jé-
venes, obteniendo el valor mds alto de 74,91 ng/uL en la ac-
cesiéon Verdura Santa Rosa. Sin embargo, el valor mds bajo
(12,32 ng/pL) se obtuvo en la accesién Tuna Morada-Ciscara
Roja, a pesar de utilizar un cladodio joven para la extraccién.
Esto podria estar relacionado con la rdpida oxidacién que pre-
sentd la muestra.

Generacion de datos moleculares. Los resultados obte-
nidos de los 12 iniciadores (A-07, A-08, A-09, A-11, G-02,
G-03, G-04, G-05, G-07, G-08, G-18, G-19) que dieron
origen a los 20 marcadores registrados en el Banco fueron sa-
tisfactorios. Esto se debi6 a que se obtuvieron de 1 a 5 bandas
por iniciador con un peso molecular que fluctué entre los 200
21000 pb. Los iniciadores que rindieron mejores resultados de
amplificacién en las 15 accesiones analizadas fueron el A-11y
G-02 con un 100 y 80%, respectivamente. Los que presenta-
ron menos amplificacién fueron el A-08 y G-18 conun 13 y
40%, respectivamente. En esta investigacién se generaron diez

Fig. 1. Productos amplificados por los iniciadores G-04 (carriles
1-5), G-056 (carriles 6-10) y G-19 (carriles 11-15) con la accesion
14 Chicle. El marcador (M) de 100 pb se aprecia en los extremos
del gel de agarosa al 2%.

Fig. 1. Amplified products by primers G-04 (lanes 1-5), G-05 (lanes
6-10) and G-19 (lanes 11-158) with the accession 14 Chicle. The
marker (M) of 100 bp is apparent at the ends of the agarose gelto 2 %.
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marcadores que no se encontraron registrados en el banco de
germoplasma. A estos se deben sumar los veinte marcadores
generados por Garcia et al. (2006), formando la base de da-
tos moleculares del Banco de Germoplasma de Nopal de la
FAUANL.

El indice de diversidad (ID) promedio de las 15 accesiones
de nopal fue de 0,8539, el cual es muy similar al reportado por
Garcia et al. (2006). Esta diferencia se debié a que el 46% del
material colectado de nopal fue del Banco de Germoplasma

del Centro Regional Universitario Centro Norte de la Uni-
versidad Auténoma de Chapingo, en el cual existe una alta
variabilidad genética; el 54% del material restante se colecté
en nopaleras del municipio de Iturbide Nuevo Ledn, México,
buscando ejemplares distintos morfolégicamente de los que
cuenta el banco.

Scheepers et al. (2000) sostienen que las criticas que co-
munmente se hacen contra la tecnologia RAPD no son gene-
ralizables en cuanto a la reproduccién de los resultados. Esto

Dendograma de 115 accesiones del Banco de Germoplasma de Nopal
(Opuntia spp.) de la FAUNAL
Meétodo: UPGMA
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Fig. 2. Dendrograma generado a partir de datos moleculares de las 100 accesiones que tiene el Banco, y las 15 accesiones colectadas

para ser incluidas en el Banco de Germoplasma de la FAUANL.

Fig. 2. Dendrogram generated from molecular data of the 100 accessions of the Germplasm Bank and the 15 accessions collected for inclusion

in that Bank of the FAUANL.
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es debido a que en sus investigaciones ellos los han repeti-
do utilizando diversos tejidos de las plantas, diferentes tipos
de Taq polimerasa y diferentes maquinas PCR, obteniendo
siempre los mismos resultados. En esta investigacion, se rea-
lizaron pruebas con las accesiones Roja Libertad y Chicle
usando los iniciadores G-04, G-05, G-19 (Fig. 1). Se hicieron
5 extracciones de ADN en cada muestra, las cuales se procesa-
ron para la generacién de RAPD con diferentes tipos de Taq
(Taq polimerasa® y Go Taq® Flexi), obteniendo el 100% de

reproducibilidad entre las accesiones.

Anilisis de datos moleculares por el método de UPG-
MA. Para el andlisis de los datos moleculares, se incorporaron
los marcadores que se generaron de las 15 accesiones colecta-
das a la matriz binaria de las 100 accesiones registradas en el
banco, considerando solamente los 20 marcadores moleculares
reportados por Garcia et al. (2006): A-07(300 pb), A-08 (314
pb), A-08 (400 pb), A-09 (700 pb), A-11 (300 pb), A-11 (500
pb), G-02 (450 pb), G-03 (500 pb), G-04 (300 pb), G-04
(635 pb), G-05 (600 pb), G-07 (550 pb), G-08 (300 pb),
G-08 (465 pb), G-08 (500 pb), G-18 (700 pb), G-19 (300
pb), G-19 (500 pb), G-19 (730 pb), G-19 (965 pb).

Del total de las accesiones que tiene el banco, aunado con
el material colectado que se desea incorporar, 15 accesiones
presentaron una distancia genética de cero, de las cuales 3 son
del material colectado en esta investigacion (Amarillo P Blan-
ca'T Chico, Amarillo Chico Masozo y Tuna Morada-Ciscara
Roja, Fig. 2), y las 12 accesiones restantes fueron analizadas
molecularmente por Garcfa et al. (2009). Ellos aplicaron la
técnica de AFLP (Amplification Fragment Length Polymor-
phisms), mencionando que las accesiones reportadas como
posibles duplicados por medio de la técnica de RAPD pre-
sentaron una distancia genética mayor que cero, por lo cual se
descart6 la duplicidad.

El material colectado si-

(Amarillo sin Espinas Iturbide, Amarillo P Blanca T Chico,
Amarillo Chico Masozo y Tuna Morada-Céscara Roja) y 11
accesiones (Rosa de Castilla, Amarillo con Espinas Santa
Rosa, Chicle, Tapén Santa Rosa, Rojo Azteca, Mango, Du-
raznillo, Forrajero Aguascalientes, Roja Libertad, Verdura
Santa Rosa y Blanco Zacatecas), que compartieron la misma
caracteristica del grupo. En el subgrupo de las cuatro ac-
cesiones se observé que las mismas fueron colectadas en el
municipio de Iturbide N.L., y éstas se agruparon en forma
consecutiva en el dendrograma: tres de ellas mostraron una
distancia genética de cero; es posible que este material sea
duplicado, es decir que sea el mismo tipo de nopal.

El segundo grupo se encontré compuesto por 59 accesio-
nes, las cuales se usan para la produccién de fruta y verdura.
En lo que se refiere al tercer grupo se encontré compuesto por
3 accesiones, las cuales no compartieron ninguna caracteristica
en comun, por lo cual no se le dio ningin nombre especifico.

Para poder determinar si las 3 accesiones que presentaron
distancia genética 0 en la Figura 2 son duplicadas, se anali-
26 por separado el material colectado utilizando 30 marca-
dores moleculares. De estos, 20 marcadores fueron los que
usaron para realizar la estimacién de la diversidad genética
del banco y 10 marcadores se generaron en esta investigacién
[A-07 (100 pb), A-07 (600 pb), A-09 (200 pb), A-02 (850
pb), G-04 (700 pb), G-04 (810 pb), G-05 (1000 pb), G-05
(800 pb), G-05 (700 pb), G-19 (410 pb)]. Las 15 accesiones
colectadas formaron dos grupos: uno con 8 accesiones, pro-
cedentes del municipio de Iturbide N. L. )y el otro con 7 ac-
cesiones, las cuales provinieron del Banco de Germoplasma
del CRUCEN-UACH en el Estado de Zacatecas (Fig. 3). Las
accesiones tuvieron la produccién de tuna como caracteristica
principal. Ninguna accesién tuvo distancia genética de cero
en el dendrograma, por lo cual no existe duplicidad entre las
accesiones colectadas.

guié un comportamiento

similar en su agrupamiento
a las 100 accesiones reporta-
das por Garcia et al. (2006),
formédndose tres grupos en
un rango de 0 a 8 unidades,
dentro de los cuales se produ-
jo la incorporacién del nuevo
material dentro del primer
grupo en dos subgrupos.

El primer grupo se en-
contré formado por 53 acce-
siones teniendo como carac-
teristica cladodios ovalados
y elipticos. Con la inclusion
de los nuevos materiales se
anexaron dos subgrupos for-
mados por cuatro accesiones

1.Amarillo sin Espinas Iturbide
3. Amarillo Pulpa Blanca T chico
2. Blanco Zacatecas

4. Amarillo con Espinas Santa Rosa
5. Verdura Santa Rosa

6. Amarillo Chico Mazoso
8.T-Morada - Céscara Roja

9. Forrajero Aguascalientes

10. Mango

11. Rojo Azteca

12. Duraznillo

13. Roja Libertad

14. Chicle

15. Rosa de Castilla

I

—

—
—

1 2 3 4 5

6 7 8 9

Distancia de Eslabolamiento

Fig. 3. Dendrograma generado por las 15 accesiones colectadas utilizando 30 marcadores moleculares.
Fig. 3. Dendrogram generated by the 15 collected accessions using 30 molecular markers.
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CONCLUSIONES

La utilizacién de marcadores genéticos moleculares tipo
RAPD es una herramienta eficiente para la estimacion de la
diversidad genética en nopal, al haberse detectado duplicidad
entre las accesiones en el banco de germoplasma.

Se generaron 10 marcadores polimdrficos de tipo RAPD,
adicionales a los 20 que tiene registrado el banco de germo-
plasma. Estos sirvieron para estimar de una manera mds pre-
cisa la diversidad genética entre las accesiones de nopal que se
quieren establecer dentro del banco de germoplasma de nopal
de la FAUANL.

Los marcadores moleculares tipo RAPD generados de las
15 accesiones colectadas se analizaron junto a la base de datos
moleculares que se tienen registrados en el banco. Se concluye
que ninguna de las accesiones es duplicada, debido a que la
distancia genética existente en las accesiones colectadas nunca
fue cero, pardmetro por el cual se detectan posibles duplicados
en el dendograma.
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