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RESUMEN

Stenocereus thurberi es un cactus columnar que se caracteriza por producir frutos conocidos
coloquialmente como "pitayas”, los cuales presentan una variedad de coloraciones en la pulpa.
Estas coloraciones son causadas por la presencia de pigmentos conocidos como betalainas. En
otras especies del género se ha reportado que algunos atributos quimico-proximales dependen
de la coloracion del fruto. El identificar a los individuos que producen pitayas de distinta
coloracion podria ayudar a producir pitayas con un contenido nutricional especifico para el
consumidor. Una manera préactica de identificar a estos individuos es con el codigo de barras de
ADN, el cual utiliza secuencias nucleotidicas para poder discriminar entre individuos. Con base
en lo anterior, el objetivo de este estudio fue el estudiar las diferencias genéticas y la
composicion fitoquimica de frutos de S. thurberi que presentan distintas pigmentaciones. Para
lograr este objetivo, se recolecto tejido vegetativo de individuos que producen frutos de color
rojo, naranja, rosa, y blanco, asi como frutos de coloraciones rojas, naranjas y rosadas en los
sitios de Carbo y Guasimas de Belem, ambos ubicados en el estado de Sonora, México. Al tejido
vegetativo se le extrajo ADN y fue amplificado por medio de la PCR utilizando los marcadores
rbcL, matK y trnH-psbA. La pulpa de los frutos fue sometida a un anéalisis quimico-proximal y
se realiz6 una comparacién entre frutos de distinta pigmentacion. A través de un concatenado
de los tres marcadores moleculares (rbcL+matK+ trnH-psbA), se detectaron diferencias en las
secuencias nucleotidicas estudiadas. Algunos atributos como la acidez titulable, proteina,
lipidos, ceniza y humedad demostraron ser dependientes del color de pitaya. Los datos sugieren
que las secuencias estudiadas de los individuos que producen pitayas de distinta coloracién son
polimorficas y que el concatenado rbcL+matK+ trnH-psbA podria ser utilizado como marcador
para identificar variantes de individuos con frutos de diferente color. Ademéas de que el
contenido quimico-proximal es dependiente de la coloracién del fruto.



ABSTRACT

Stenocereus thurberi is a columnar cactus characterized by producing fruits known colloquially
as "pitayas”, which have a variety of colorations in the pulp. These colorations are caused by
the presence of pigments known as betalains. It has been reported in other species of the genus
that some chemical-proximal attributes depend on fruit coloration. Identifying individuals that
produce pitayas with different coloration could help to produce pitayas with specific nutritional
content for the consumer. A practical way to identify these individuals is with DNA barcoding,
which uses nucleotide sequences to discriminate between individuals. Based on the above, the
objective of this study was to study the genetic differences and phytochemical composition of
S. thurberi fruits with different pigmentations. To achieve this objective, vegetative tissue was
collected from individuals producing red, orange, pink, and white fruits as well as red- and
orange-colored fruits at the Carb6 and Guasimas de Belem sites, both located in the state of
Sonora, Mexico. DNA was extracted from the vegetative tissue and amplified by PCR using the
markers rbcL, matK, and trnH-psbA. Fruit pulp was subjected to chemical-proximal analysis
and a comparison between fruits of different pigmentation was done. Through a concatenation
of the three molecular markers (rbcL+matK+trnH-psbA), differences in the nucleotide
sequences studied were detected. Some attributes such as titratable acidity, protein, lipid, ash,
and humidity were shown to be dependent on pitaya color. The data suggest that individuals
producing pitayas of different coloration vary in genetic composition and could be identified
using the concatenated rbcL+matK+trnH-psbA, and that the chemical-proximal content is

dependent on fruit coloration.
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INTRODUCCION

La pitaya dulce (Stenocereus thurberi (Engelm.) Buxb.) es una especie de cactus columnar que
se distribuye en zonas &ridas y semiaridas del noroeste de México, incluyendo algunos estados
como Sinaloa, Sonora, Baja California y Arizona en los Estados Unidos. En el estado de Sonora,
el nombre general de esta especie se atribuye a que en épocas de verano produce frutos
conocidos coloquialmente como “pitayas” o “pitayas dulces” (Molina y Van Devender, 2010;

Bustamante y Barquez, 2008; Arenas et al., 2023).

Las pitayas dulces se caracterizan por tener una forma esférica o globosa con una pulpa
jugosa, dulce y con colores llamativos en la pulpa, principalmente rojo, aungue también existen
otros frutos con coloraciones amarillas, naranjas, rosas, violetas y blancas. Estos frutos son un
recurso apreciado en el estado de Sonora debido a que son recolectados en el verano y se
destinan para autoconsumo o para su venta en los mercados locales de los distintos municipios
del estado de Sonora (Turner et al., 1997; Muy y Siller, 1999; Yetman y Van Devender, 2002;
Yetman, 2020; Garcia-Cruz et al., 2022).

En la Gltima década, las pitayas de otras especies pertenecientes al género Stenocereus
han sido estudiadas, y varios de estos estudios se han enfocado en la coloracion de la pulpa del
fruto, la cual es causada por la presencia de pigmentos hidrosolubles conocidos como betalainas.
Estas moléculas se subdividen en dos grupos principales: betacianinas y betaxantinas, las cuales
generan coloraciones rojas-violetas y amarillas-anaranjadas, respectivamente. Ambas
moléculas estan presentes en la pulpa de las pitayas y su proporcion es la que determina el color
del fruto, a excepcion de las pitayas blancas que no presentan estos pigmentos ya que no tienen
coloracion en la pulpa (Madadi et al., 2020; Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2021; Garcia-Cruz et
al., 2022).

Se ha reportado en frutos del género Stenocereus que algunos atributos proximales
varian segun la pigmentacion de la pulpa del fruto. Por ejemplo, en S. stellatus el contenido de
carbohidratos varia entre frutos blancos, amarillos, morados y rojos (Pérez-Loredo et al., 2016).

Esto significa que el contenido nutricional podria estar influenciado por pigmentacion del fruto,



por lo que es indispensable reportar estas diferencias para el comerciante y el consumidor
(Garcia-Cruz et al., 2013; Soto-Castro et al., 2019; Fu et al., 2020).

Identificar morfoldgicamente a individuos del género Stenocereus que producen pitayas
con distinta pigmentacion puede ser una tarea laboriosa y complicada. Una alternativa rapida y
préactica para poder identificarlos es el utilizar el cddigo de barras del ADN, el cual utiliza
secuencias estandarizadas de ADN para identificar individuos hasta el nivel de especie. En un
estudio realizado por Cervantes-Arista et al. (2020) se utilizaron los marcadores moleculares
matK y trnH-psbA en variantes de S. stellatus que producen pitayas de diferente color y se
encontraron diferencias en las secuencias de dichas variantes, sugiriendo que las variantes de S.
stellatus podrian ser identificadas con estos marcadores (CBOL, 2009; Li et al., 2015; Sevindik
etal., 2023).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios en S. thurberi se han enfocado en el contenido
quimico-proximal de las pitayas con pigmentacion roja (Rodriguez-Félix et al., 2019; Castro-
Enriquez et al., 2020; Rodriguez-Félix et al., 2023). El Unico estudio donde se han analizado
pitayas de diferente coloracion en esta especie se realizd con muestras provenientes de
Badiraguato, Sinaloa, México donde las condiciones climéticas y de suelo son diferentes a las
del estado de Sonora (Hinojosa-Gomez y Muy-Rangel, 2023). Por otra parte, los estudios
moleculares en esta especie también son escasos y se han enfocado a la ecologia poblacional de
la especie, aunque ninguno de estos se ha enfocado en la pigmentacion del fruto que producen
estos individuos (Bustamante et al., 2016; Arenas et al., 2023). En este sentido, caracterizar a
las pitayas de S. thurberi de diferente color podria brindar informacion de interés comercial
sobre su contenido nutricional. Ademas, el identificar variantes utilizando secuencias
nucleotidicas de marcadores moleculares podria facilitar la identificacion de estos individuos.
Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio consistio en estudiar las diferencias genéticas

y la composicidn fitoquimica de frutos de S. thurberi que presentan distintas pigmentaciones.



I. ANTECEDENTES

I.1. Familia Cactaceae

Las cactaceas son una familia de plantas eudicotiledoneas perteneciente a la familia
Caryophyllales con alrededor de 111 — 118 géneros y 1200 — 1500 especies descritas que
incluyen arboles o arbustos perenes con tallos suculentos y hojas usualmente reducidas o
ausentes. Contienen meristemos axilares modificados denominados areolas de los cuales
emergen espinas. Las flores son bisexuales con numerosos estambres y un ovario inferior con
numerosos ovulos; son epiperiginosas (el hipanto, receptaculo de ciertas flores de donde nace
el caliz, la corola y los estambres, esta fusionado al gineceo) con un perianto (parte no
reproductiva de la flor que consiste en un céliz y corola) que se integra desde partes externas en
forma de bracteas (hojas modificadas proximas a la flor) a partes internas en forma de pétalos
(Simpson, 2010). Los frutos suelen ser indehiscentes en la mayoria de los casos (no abren para
dispersar semillas cuando estdn maduros) y muchos de estos suelen contener pigmentos
Ilamados betalainas en lugar de antocianinas, aunque estos pigmentos también pueden estar

presentes en otros tejidos vegetativos (Simpson, 2010).

Una de las adaptaciones remarcables que este grupo ha tenido es el metabolismo acido
de las crasulaceas (CAM). Este sistema ha surgido como una adaptacion para sobrevivir en
climas aridos y semiaridos, donde las temperaturas son altas y el agua suele ser escasa. El
sistema CAM les permite incrementar la eficiencia en el uso de agua ya que abren los estomas
solamente en la noche y el CO: es fijado y almacenado en forma de malato cuando las
temperaturas son mas bajas y la humedad mas alta. Al dia siguiente cuando hay luz, el malato
vuelve a ser transformado en CO: y se lleva a cabo el ciclo de Calvin en presencia de luz con

los estomas cerrados (Hernandez-Gonzélez y Briones, 2007; Simpson, 2010).



1.2. Género Stenocereus

1.2.1. Clasificacion sistematica del género

Se utilizé la informacion de la sistematica del género de acuerdo con los criterios de la USDA
(2023; https://plants.usda.gov).

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)

Superdivision: Spermatophyta (plantas que producen semilla)
Divisién: Magnoliophyta (plantas con flor)

Clase: Magnoliopsida (plantas dicotiledoneas)

Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae

Género: Stenocereus

1.2.2. Caracteristicas del género Stenocereus

El género Stenocereus esta constituido por especies que crecen en zonas aridas, semidridas,
calidas subhumedas y semiaridas que abarcan desde el sureste de Estados Unidos hasta
Centroamérica. El género contiene 24 especies descritas de las cuales 22 se encuentran en
Américay a su vez 20 son endémicas de México (Garcia-Cruz et al., 2022). Las plantas de este
género suelen ser cactus columnares de 3 — 4 metros de altura, tienen un tronco definido
ramificado desde la base o desde los tallos jovenes y ramas con hasta 20 0 mas brotes. Los tallos
suelen tener alrededor de 8 costillas prominentes y un diametro de 13 a 18 cm cuando llegan a

la madurez (Pimienta-Barrios y Nobel, 1994; Quiroz-Gonzalez et al., 2018).

Las flores suelen ser de color rojo a blanco en el interior y crecen entre las areolas y las

espinas. Suelen poseer un ovario inferior, un receptaculo elongado de aproximadamente 9 cm,



un perianto con escamas y segmentos exteriores de color verde-café. El hipanto tiene numerosos

podarios con escamas que albergan aréolas (Pimienta-Barrios, 1999; Garcia-Cruz et al., 2022).

Los frutos producidos por las especies de este género se conocen como “pitayas”, estos
son bayas poliespermaticas (frutos con muchas semillas) con formas globosas u ovoides y con
un pericarpio que contiene areolas espinosas. Los frutos del género son dehiscentes (se abren en
la madurez). El peso y tamafio de los frutos es muy variable entre especies e incluso entre
individuos de la misma especie, albergando desde los 85 hasta los 400 g (Quiroz-Gonzalez et
al., 2018). La pulpa del fruto suele ser dulce, jugosa y, dependiendo de la especie y de cada
individuo en especifico, puede presentar una coloracion roja, rosa, amarilla, naranja, violeta,
blanca, entre otras. Estos colores son producidos por la presencia de pigmentos conocidos como
betalainas (Garcia-Cruz et al., 2022).

1.2.3. Importancia econdmica del género Stenocereus

En México, la mayoria de las pitayas producidas son de tipo silvestre, aunque hay algunas
variedades que se han seleccionado para crecer en los hogares familiares. Las zonas principales
del territorio mexicano donde se producen pitayas son la cuenca de Sayula (Jalisco, Zacatecas,
Guanajuato, Michoacan y Querétaro) y la region Mixteca (Oaxaca y Puebla). Las pitayas
comerciales con mayor popularidad son la pitaya de mayo (S. griseus; producida en Oaxaca,
Guerrero y Puebla), la pitaya de Querétaro (S. queretaroensis; producida en Querétaro, Jalisco,
Michoacéan y Guanajuato) y la pitaya agria (S. stellatus; producida en Morelos, Puebla y Oaxaca)
(Chuck-Hernéndez et al., 2016).

Segun los datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en
2022 se cosecharon 5,191 toneladas de pitaya (provenientes de distintas especies del género) a
lo largo de la republica mexicana, representando un valor en produccion de aproximadamente
105 millones de pesos mexicanos. Los estados con mayor produccién fueron Baja California
Sur, Jalisco y Michoacan (SIAP, 2022). Segun los datos del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), en 2023 se exportaron un total de 1742
toneladas de los estados de Tamaulipas, Oaxaca, Michoacan y Puebla, siendo este ultimo el

mayor contribuyente a la exportacion del fruto (SENASICA, 2023). En el caso de las pitayas



que son recolectadas de poblaciones silvestres, estas suelen ser destinadas para su venta en
distintos mercados locales. Ademé&s de ser comercializada como un fruto simple, algunas
poblaciones del pais las han utilizado para la elaboracion de alimentos como jaleas, helados,
pulpa congelada, paletas, bebidas refrescantes y bebidas fermentadas (Chuck-Hernandez et al.,
2016).

Por otra parte, las plantas del género Stenocereus han sido utilizadas por distintas
poblaciones ancestrales de Mexico y del sur de Estados Unidos. El tejido vegetativo ha sido
utilizado como biomasa, fuente de agua, material de construccion, fuente de carbohidratos,
material de decoracion, entre otros. Distintas partes de la planta también han sido utilizadas por
poblaciones indigenas como medicina tradicional para curar algunas lesiones y enfermedades
como mordeduras de serpientes, Ulceras, problemas cardiacos, desérdenes gastrointestinales,

entre otros (Molina y Van-Devender, 2010; Garcia-Cruz et al., 2022).

Los usos que tienen las partes vegetativas y los frutos de las especies del género, junto
con el bajo requerimiento de agua y el crecimiento en suelos acidos, arenosos y rocosos, han
hecho que el género Stenocereus sea explotado a nivel comercial y que sea una fuente de

sustento econdmico para varias poblaciones (Soriano et al., 2019; Garcia-Cruz et al., 2022).

1.3. Stenocereus thurberi

1.3.1. Caracteristicas generales y distribucion de la especie

Stenocereus thurberi, conocido generalmente como pitaya dulce, es un cactus columnar que se
distribuye en las regiones aridas del noroeste de México. Su habitat incluye matorrales espinosos
de piedemonte (matorral espinoso arbustivo o semiarborescente) y matorrales espinosos
costeros que se encuentran generalmente por debajo de los 1000 metros de altura. Su
distribucion en México abarca el norte de Sinaloa, la mayoria del estado de Sonora, la mitad
inferior de la peninsula de Baja California y algunas islas del golfo de California. El pitayo se
distribuye también en algunas localidades fragmentadas del sur de Arizona en los Estados
Unidos (Bustamante y Burquez, 2008; Molina y Van Devender, 2010; Bradley y Colodner,
2020; Arenas et al., 2023).



La pitaya es un cactus columnar de 3 a 8 metros de altura y un perimetro de 3 a 4 metros,
generalmente con numerosos brazos que emergen desde la base o desde un tronco corto. Los
tallos miden aproximadamente 15 cm de didmetro con aproximadamente 12 a 17 costillas por
brazo, tienen varias areolas de 4 a 6 mm de color rojo o café, cada una conteniendo entre 9y 10
espinas delgadas, rectas y de color rojo a café (Turner et al., 1995; Bustamante y Blrquez,
2008).

Las flores de la pitaya son solitarias, perfectas (con ambos érganos sexuales), robustas
y tubulares y con pétalos coloridos oscilando entre rosa y crema; abren generalmente en el
crepusculo y cierran en el transcurso de la mafana del dia siguiente. La época y la duracion de
la floracion depende de la localizacién geogréfica, pero suele ser entre el inicio y la mitad de
mayo con una durabilidad de 8 a 12 semanas (Turner et al., 1995; Arreola-Nava y Terrazas,
2003; Bustamante y Burquez, 2008; Wright y Setzer, 2013; Arenas 2015).

Los frutos de la pitaya se conocen como "pitayas" o “pitayas dulces” en el estado de
Sonora. Las pitayas dulces tienen forma esférica o globosa con diametros de entre 5y 8 cm 'y
suelen pesar entre 56 y 76 g, siendo un peso menor al promedio de las pitayas de otras especies
del género (Garcia-Cruz et al., 2022). La pulpa suele ser jugosa, dulce y generalmente de color
rojo, aunque también puede ser de color naranja, purpura, blanca, entre otros. El fruto es
dehiscente (abre una vez alcanzada la madurez) y esta cubierto por un exocarpo verde-rojiza
con escamas verdes y espinas que se desprenden cuando éste llega a la madurez (Turner et al.,
1995; Rodriguez-Félix et al., 2019; Castro-Enriquez et al., 2020).

1.3.2. Importancia econdmica y cultural de la especie

Las pitayas son recursos con alto potencial econdmico ya que su comercializacion ha
beneficiado a distintas comunidades de la regidn sonorense. Diversas partes de la planta de la
pitaya han sido utilizadas por comunidades indigenas para la elaboracion de distintos bienes
materiales: el tronco y las ramas, por ejemplo, suelen ser utilizados para la fabricacion de cercas,
paredes, techos, muebles y también forman parte de distintos aspectos de construccion como
vigas. Asimismo, la madera seca proveniente del tronco es usada como combustible para

hornear pan y para fabricar ladrillos de adobe (Yetman y VVan Devender, 2002).



Las pitayas dulces, por otra parte, también son un recurso apreciado por distintas
comunidades del estado de Sonora. Los frutos maduros suelen ser recolectados en los meses de
junio, julio y agosto por trabajadores denominados “pitayeros”, los cuales cosechan el fruto al
inicio del dia y lo destinan para autoconsumo o para ser vendido en los mercados locales de
distintos municipios del estado de Sonora. Las pitayas mas comunes que se encuentran en dichos
mercados suelen tener pigmentacion roja oscura y su precio en el afio 2023 fue de
aproximadamente $10 MXN por fruto (Yetman y Van Devender, 2002; Flores-Valdez, 2002;
Hernandez, 2023).

Existe un valor cultural y medicinal hacia la pitaya, principalmente por las etnias del
estado de Sonora. Los mayos, por ejemplo, utilizan el tallo de la pitaya para tratar mordeduras
de serpientes y picaduras de insectos, mientras que la cascara o el epicarpio lo usan para tratar
problemas estomacales, hemorroides, Glceras y algunos problemas cardiacos. Por otra parte, los
seris utilizan la pulpa de la pitaya para elaborar bebidas alcohdlicas en ceremonias espirituales.
Estas tradiciones de los seris se siguen celebrando en la actualidad ya que hay algunos
municipios del estado de Sonora en los cuales se organizan ferias y festivales donde se ofrecen
platillos a base de pitaya: mermeladas, nieves, refrescos, paletas, fruto deshidratado, coyotas,

empanadas, tamales, entre otros (Yetman y Van Devender, 2002; Garcia-Cruz et al., 2022).

1.3.3. Aspectos ecoldgicos de la especie

La pitaya, junto con otros cactus columnares, es un elemento esencial para el funcionamiento
ecoldgico de zonas aridas y semiaridas. Este cactus al ser una especie autoincompatible (no
puede polinizarse a si mismo), depende fuertemente de la interaccion con polinizadores para
dispersar el polen hacia otras plantas (zoofilia) y poder producir frutos. Ademas, las pitayas
producidas son fuente alimenticia de varios animales y sus semillas son principalmente

dispersadas a través de estos (zoocoria) (Sahley et al., 2001; Bustamente et al., 2010).

Stenocereus thurberi se considera un cactus quiropterofilico: es polinizado
principalmente por el murciélago Leptonycteris yerbabuenae y en menor medida por otras
especies de esfingidos (Agrius cingulata, Erinnyis ello, Hyles lineata, Sphinx istar), polillas

(Upiga virescens), escarabajos (Familia Staphylinidae), abejas (Apis mellifera), aves



paseriformes (Amazilia violiceps, Calypte costae, Cynanthus latirostris) y colibries (Cadinalis
cardinalis, Melanerpes uropygialis y Toxostoma curvirostre). En Sonora, las poblaciones que
se ubican al norte del estado son polinizadas Unicamente por L. yerbabuenae mientras que las
poblaciones del sur son visitadas inicialmente por aves y esfingidos al comienzo de la floracion

y al final de la época reproductiva empiezan a aparecer murciélagos (Bustamante et al., 2010).

Estudios moleculares han destacado la importancia del flujo génico entre poblaciones de
S. thurberi mediada por polinizadores. Utilizando Inter Secuencias Simples Repetidas (ISSR
por sus siglas en inglés Inter-Spaced Single Repeats), Bustamante et al. (2016) determinaron la
estructura génica y el flujo de genes entre distintas poblaciones de pitaya distribuidas en el
estado de Sonora. Generalmente, las plantas que tienen un sistema de polinizacion abierto y una
dispersion de semillas a larga distancia suelen tener un alto flujo génico y una estructura
poblacional reducida debido a que los polinizadores y dispersores de semillas estan ayudando a
homogenizar las poblaciones a través de dicho flujo y por lo tanto a mantener la diversidad
genética de estas poblaciones. Sin embargo, se descubri6 una alta diferenciacion genética y un
moderado flujo de genes entre las distintas poblaciones estudiadas de S. thurberi, indicando que
algunos factores como las diferencias en la fenologia de las poblaciones y las variaciones
espaciales y temporales de los polinizadores influyen en la alta diversidad genética (Bustamante
et al., 2016; Smith et al., 2020).

Recientemente, estudios como el de Arenas et al. (2023), utilizaron secuencias no
codificantes de cloroplasto (rpl32-trnL y trnL-trnF) para evaluar la diversidad y la estructura
génica entre poblaciones de S. thurberi ubicadas en el estado de Sonora, representando la
plataforma continental y la peninsula de Baja California. A pesar de la existencia de una barrera
geografica impuesta por el Golfo de California, se demostrd la existencia de flujo de genes entre
las poblaciones peninsulares y las poblaciones continentales del estado de Sonora. Dicho flujo
de genes es posible gracias a la polinizacién y a la dispersion de semillas por parte de
murciélagos (quiropterofilia y quiropterocoria, respectivamente) los cuales pueden viajar
distancias de hasta 100 km y utilizar las islas ubicadas en el golfo para migrar y acceder a flores

y frutos entre dichas poblaciones (Arenas et al., 2023).



1.3.4. Caracteristicas de las pitayas de S. thurberi

La pitaya dulce es un fruto que tiene forma esférica-globosa con didmetro de entre 5y 8 cmy
un peso de 56 a 76 g. La mayoria de las pitayas de otras especies del género suelen ser de mayor
peso, desde los 100 hasta los 200 g como en S. pruinosus, S. stellatus y S. queretaroensis (Luna-
Morales y Aguirre; 2001; Arriaga et al., 2015; Garcia-Cruz et al., 2013). En el estado de Sonora,
el fruto maduro se suele cosechar generalmente entre los meses de junio a agosto, siendo el fruto

con pulpa de color rojo el mas comercializado (Rodriguez-Félix, 2019).

Se han realizado anélisis proximales a la pulpa de la pitaya dulce y se ha demostrado
que el contenido de humedad es de alrededor del 86%, indicando que es un fruto con alto
contenido de agua. El contenido de proteina en la pulpa con respecto a peso seco es de alrededor
del 0.86%; los aminoéacidos principales presentes fueron determinados por Rodriguez-Félix et
al. (2019) utilizando HPLC y encontraron que la tirosina, el glutamato y la metionina,
representan mas del 40% de amino&cidos en la pulpa. Otros componentes del analisis proximal
como el contenido de carbohidratos, lipidos o extracto etéreo, fibra cruda y cenizas no han sido

determinados en la pitaya dulce (Garcia-Cruz et al., 2022).

Otros analisis quimicos realizados también en la pulpa de la pitaya dulce han
determinado que el contenido de sélidos solubles totales (SST) es de 12.98° Brix, indicando que
la pitaya tiene un sabor “dulce” como su nombre lo indica. Rodriguez-Félix et al. (2019)
determinaron a través de HPLC que los azucares principales son la glucosa y fructosa, similar a
frutos de otros cactus. El pH de la pulpa ronda entre 5.5y 6.0, sugiriendo bajos niveles de acidez.
La acidez titulable (TA), expresado generalmente como porcentaje de &cido malico ya que estas
especies tienen metabolismo CAM y almacenan altas cantidades de malato, ronda entre el 0.18
al 0.22%, considerandose como valores intermedios (Rodriguez-Félix et al., 2019; Castro-
Enriquez et al., 2020; Garcia-Cruz et al., 2022).

Por otro lado, el contenido de pigmentos presentes en la pulpa de la pitaya dulce,
conocidos como “betalainas”, se han determinado a traves de espectrofotometria. Dicho
contenido total ha demostrado ser variable entre frutos, pero los valores reportados oscilan entre
el 0.58-2.6 mg/g con respecto al peso seco, considerando a la pitaya dulce como una fuente

natural de betalainas. El contenido de betacianinas y betaxantinas, los cuales dan lugar a colores
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rojos-violetas y amarillos-naranjas respectivamente, también han sido determinados, donde los
valores de betacianinas oscilan entre el 0.97 y 1.17 mg/g y el de betaxantinas entre 1.37 y 1.46
mg/g, ambos con respecto al peso seco. Estas proporciones de betacianinas/betaxantinas generan
tonalidades rojas en la pitaya dulce. Cabe destacar que el contenido de betalainas depende del
grado de madurez del fruto, de las caracteristicas internas del individuo muestreado y del
solvente utilizado para la extraccion (Rodriguez-Félix et al., 2019; Castro-Enriquez et al., 2020;
Rodriguez-Felix et al., 2023).

A pesar de que existen estudios que reportan el contenido quimico-proximal de la pitaya
dulce, la mayoria de ellos se han realizado en frutos con pigmentacion roja. El nico estudio
donde se caracterizaron quimico-proximalmente a las pitayas dulces de otras pigmentaciones
involucré frutos del estado Sinaloa, donde las condiciones climéticas y de suelo son diferentes
a los sitios de Sonora donde S. thurberi se distribuye (Hinojosa-Gémez y Muy-Rangel et al.,
2023). Debido a que se ha demostrado en otras especies del género Stenocereus que el contenido
quimico-proximal varia entre frutos de distinta pigmentacion, es importante reportar estas
diferencias en las pitayas dulces de distintos colores para proporcionar una informacion
nutrimental detallada para el consumidor y para el comerciante (Garcia-Cruz et al., 2013; Soto-
Castro et al., 2019; Cervantes-Avrista et al., 2020).

1.4. Betalainas

1.4.1. Caracteristicas de las betalainas

Las betalainas son pigmentos solubles en aguay ricos en nitrogeno, sintetizados en el citoplasma
y almacenados en las vacuolas celulares, principalmente en la epidermis y subepidermis del
tejido en que son producidos. Estos pigmentos son producidos por varias familias de plantas
pertenecientes al orden Caryophyllales, generalmente en las flores y en los frutos (Sadowska-
Bartosz y Bartosz, 2021).

Existen alrededor de 80 moléculas distintas de betalainas que han sido caracterizadas,
sin embargo, estas pueden dividirse en dos grupos principales: betacianinas y betaxantinas. Las

betacianinas son las responsables de brindar pigmentaciones rojas-violetas, mientras que las
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betaxantinas generan pigmentaciones amarillas-anaranjadas. La estructura molecular base de las
betalainas incluye al &cido betalamico [4-(2-oxoetilideno)-1,2,3,4,-tetrahidropiridina,2,6-acido
dicarboxilico; CAS 18766-66-0] (figura 1). El acido betaldmico (C9H9NOs) estd compuesto por
un anillo de seis carbonos unido a dos grupos carboxilo (-COOH), a un atomo de nitrégeno en
el carbono 7 del anillo. Dentro del anillo, hay un doble enlace carbono-carbono (C=C). El &cido
betalamico esta unido a una cadena lateral donde se ubica un grupo carbonilo (C=0) (Figura 1).
Las betalainas se consideran compuestos derivados de la imina (compuestos organicos con
estructura general RR’C=NR) y con un sistema 1,7-Diazaheptametina responsable de la
coloracion de estas moléculas y que a su vez las distingue de las antocianinas (Figura 1) (Khan
y Giridhar; 2015; Sandate-Flores et al., 2020; Madadi et al., 2020).

Figura 1. Estructura molecular del acido betalamico (CoHgNOs). Circulos rojos: grupos
carboxilo; circulo verde: nitrégeno en la séptima posicion del anillo; circulo azul: grupo
carbonilo. Autoria de la imagen: Dumbrava et al. (2012).

1.4.2. Betacianinas

Las betacianinas son pigmentos rojos-violetas derivados de la betanidina (C10H1sN3), la cual es
una molécula formada por la condensacion de ciclo-dioxifenilalalina (ciclo-DOPA) y acido

betalamico. Las betacianinas se producen cuando la betatinidina es glucosilada en el carb6n 5 o
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6 (Figura 2). EI maximo de absorcidn de las betacianinas es a 540 nm, un efecto batocromico
(aumento en la longitud de onda de absorcién) generado por la condensacién de ciclo-DOPA 'y
acido betalamico. Dicha absorcion se ve afectada dependiendo de la naturaleza del sustituyente:
la esterificacion con cadenas alifaticas reduce la absorcion maxima mientras que la

esterificacion con 4cidos aromaticos la incrementa.

Las betacianinas pueden emitir fluorescencia, aunque en menor medida comparada con
las betaxantinas que contienen residuos de aminoacidos. Otra de las caracteristicas que tienen
las betacianinas es que son altamente estables a temperatura ambiente, temperaturas calidas
(entre los 40 y 50°C) y a un rango de pH de 5 — 6. Las betacianinas mas estudiadas son la
betanidina (figura 2) y algunos derivados de estas como la 2-Descarboxi-betanidina, 6’-O-
Malonil-2-descarboxi—betanina, Hilocerenina, Lamprantina (I y 1), entre otras (Sadowska-
Bartosz y Bartosz, 2021).

HO,Ci,..

- H g

Figura 2. Estructura molecular de la betanidina (C10H1sNs). Circulos rojos: carbono 5 (superior)
y carbono 6 (inferior) donde la molecula puedes ser glucosilada para dar lugar a mas
betacianinas. Autoria de la imagen: Dumbrava et al. (2012).
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1.4.3. Betaxantinas

Las betaxantinas son pigmentos amarillos-anaranjados que son producidos mediante la
condensacion del &cido betalamico con un aminoacido, principalmente tirosina, o con otras
aminas. EI maximo de absorcion de las betaxantinas es a 480 nm, pero este varia si esta
condensado con amino&cidos, generando un efecto batocromico (aumento en la longitud de onda
de absorcidn), o si esta condensado con otras aminas ya que genera un efecto hipsocromico
(decremento en la longitud de onda de absorcion). A diferencia de las betacianinas, las
betaxantinas se caracterizan por emitir fluorescencia, teniendo espectros con maximo de
excitacion entre 463-535 nm y un méximo de emisién en el rango de 508-608 nm; ademas, son
estables en un pH de 4 a 7. Algunas de las betaxantinas mas estudiadas son la indicaxantina
(Figura 3), portulacaxantina (I, 11y 111), vulgaxantina (I, II, 1111y 1V) y miraxantina (I, I1, 111 V),
entre otras (Figura 3) (Khan y Giridhar, 2015).

Ho,Co| |

N COH
- H 2

Figura 3. Estructura molecular de la indicaxantina (C14H16N2Og). Circulo rojo: residuo
aminoacidico que es conjugado a la molécula central. Autoria de la imagen: Dumbrava et al.
(2012).
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1.4.4. Biosintesis de betalainas

Las betalainas, en el caso de las plantas, se sintetizan en el citoplasma para posteriormente ser
transferidas y almacenadas en las vacuolas localizadas en frutos, flores y algunos tejidos
vegetativos de manera ocasional. La estructura basica se forma al unir un grupo fenilo a una
cadena lateral n-propil hasta formar una unidad de tres a seis carbonos. Estas moléculas suelen
producirse a partir del &cido siquimico o de la tirosina. La ruta mas estudiada, es conocida como
ruta clasica, que parte de la tirosina y ha sido ampliamente estudiada en plantas de la familia de
las cactaceas. Por otra parte, existe una ruta alternativa la cual parte de la tiramina y ha sido
reportada en algunos miembros de la familia Aizzoaceae y Amaranthaceae (Hussain et al., 2018;
Coy-Barrera, 2020).

1.4.4.1. Ruta clasica

La ruta clasica comienza con la acumulacion masiva de tirosina, esta puede ser producida a
partir de arogenato por la arogenato deshidrogenasa. Posteriormente, la tirosina es hidroxilada
por la tirosina hidroxilasa (TOH) para producir I-5,6-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). La L-
DOPA se considera una molécula intermediaria en esta ruta metabolica ya que puede tener tres
destinos: a) formacion de acido betaldmico, b) sintesis de ciclo-DOPAy c) sintesis de dopamina
(Gritzner et al., 2021).

La formacion de acido betalamico comienza con la produccion de 4,5-seco-DOPA, esta
proviene de la apertura del anillo del L-DOPA, entre los carbonos 4 y 5. La reaccion es
catalizada por la 4,5-DOPA-estradiol dioxigenasa (DODA). Posteriormente, el 4,5-seco-DOPA
se reordenara internamente a traves de sus grupos aldehido y amino, de tal manera que producira
acido betalamico. El acido betalamico es un pigmento de color amarillo y es la estructura base
de las betalainas ya que a partir de éste se podran sintetizar betacianinas y betaxantinas (Hussain
etal., 2018).

Cuando no hay un agente reductor presente, el L-DOPA sera reducido a 0-DOPA-
quinona por la tirosinasa o la DOPA oxidasa utilizando oxigeno molecular. Esta misma

molécula tendra una reaccion espontanea de ciclizacion para producir una molécula conocida
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como ciclo-DOPA. La molécula de ciclo-DOPA también puede ser catalizada por el citocromo
P450 utilizando L-DOPA como sustrato (Sadowska y Bartosz, 2021).

Una vez producida suficiente cantidad de ciclo-DOPA, éste se condensara con el acido
betalamico a través de su grupo imino para formar betanidina, molécula precursora de las
betacianinas. Esta Ultima sera glucosilada por la 5-O-glucosiltransferasa para producir betanina.
Esta enzima une una molécula de glucosa proveniente de la uridina difosfato glucosa (UDP-G)
con el grupo -OH en la quinta posicion. De manera similar, la 6-O-glucosiltransferasa puede
glucosilar el carbono 6 de la betanidina para producir gonfrenina, un isomero de la betanina.
Finalmente, la betanina o gonfrenina sera transferida y almacenada en la vacuola citoplasmética
(Khan y Gridhar, 2015).

En el caso de las betaxantinas, éstas se sintetizan cuando el grupo amino de la tirosina
(o también de otros aminoacidos como la prolina) se condensa espontaneamente con el grupo
aldehido del &cido betalamico. A partir de esta molécula producida, la enzima tirosinasa cataliza
la conversion de dopaxantina, donde ésta a su vez sirve como sustrato para producir
dopaxantina-quinona por la misma enzima. La Ultima molécula puede tener una reaccion de
ciclizacion para convertirse en betanidina, principalmente cuando hay falta de un agente
reductor (Hussain et al., 2018).

Otro de los destinos que puede tener el L-DOPA es la sintesis de dopamina, la cual
ocurre gracias a la descarboxilacion de la L-DOPA por la DOPA descarboxilasa. Esta tltima
tendra una reaccién de ciclizacion y producira 2-descarboxi-ciclo-DOPA. A través de una
reaccion de condensacion con el acido betalamico previamente sintetizado se producira 2-

descarboxi-betanidina, molécula con pigmentacion roja (Hussain et al., 2018).

1.4.4.2 Ruta alternativa

La ruta alternativa se caracteriza por utilizar al aminoacido tiramina como sustrato inicial. A su
vez, esta ruta se divide en otras dos: ruta A y ruta B. La ruta A parte de la hidroxilacion de la
tiramina por la tirosina hidroxilasa para producir dopamina, la cual sera también oxidada por el
polifenol oxidasa para producir dopamina-quinona. La dopamina quinona se transforma en 2-

descarboxi-ciclo-DOPA por una enzima desconocida para finalmente condensarse con el acido
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betaldmico previamente producido y generar una molécula de descarboxi-betanidina (Hussain
et al., 2018). Por otro lado, la ruta B también parte de la hidroxilacion de la tiramina para
producir dopamina. Esta ultima molécula se transformara en dopamina-betaxatina al
condensarse con el acido betalamico para posteriormente ser oxidada a dopamina-betaxantina-
quinona. Al final ocurrira una reaccion de ciclizacion donde se producira 2-descarboxi-

betanidina al igual que en la ruta A (Hussain et al., 2018).

1.4.5. Aspectos ecologicos y moleculares de las betalainas

Las betalainas tienen diversas funciones y varian segun el tejido en el que son producidas, asi
como en la especie productora. De manera general, estas moléculas brindan proteccion, por
ejemplo, poseen un efecto fotoprotector hacia los tejidos en los que se encuentran ya que reducen
la transmitancia y reflectividad de la luz entre los 500 y 600 nm. Las betalainas también tienen
la capacidad de proteger a la planta contra la sequia y el estrés salino al decrementar el potencial
osmatico y al mantener turgencia de las células. Otra funcion destacable es su capacidad
antioxidante, sobre todo para combatir radicales libres generados en la fotosintesis y en otras
reacciones del metabolismo (Jain y Gould, 2015; Abedi et al., 2023).

Las betalainas han sido ampliamente estudiadas y comparadas con las antocianinas, las
cuales son otro tipo de pigmentos derivados de la fenilalanina presentes en varias angiospermas
y gimnospermas. A pesar de que los colores y funciones de las betalainas y antocianinas son
similares, las rutas de biosintesis, estructuras y mecanismos moleculares difieren. La ruta de
biosintesis de betalainas necesita de tres enzimas principales: citocromo P450 (tirosina
hidroxilasa), L-DOPA oxidasa (CYP76AD1) y la DOPA-4,5-dioxigenasa (DODA). La
necesidad de estas tres enzimas hace a esta ruta méas sencilla que la ruta de biosintesis de las

antocianinas la cual requiere de al menos nueve enzimas clave (Brockington et al., 2015).

En el caso de los mecanismos moleculares de regulacién, una de estas diferencias se
encuentra en la familia de los factores de transcripcién MYB, los cuales en plantas que producen
antocianinas suele formar un complejo (llamado cominmente complejo MBW) con otros
factores de transcripcion de la familia bHLH. Este complejo es critico para la sintesis de

antocianinas. En el caso de las plantas productoras de betalainas como la remolacha, los MYB
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no interacttan con los bHLH y se ha demostrado que 5 de los 7 aminoacidos conservados y
necesarios para que ocurra esta interaccion no estan presentes en los factores de transcripcion
MYB de la remolacha (Hatlestad et al., 2014).

Los MYB de la remolacha (B. vulgaris) han sido ampliamente estudiados y se sabe que
estos tienen la capacidad de unirse a secuencias regulatorias rio arriba y en cis de los genes que
codifican para las enzimas BvDODA1 y BvCYP76AD1. La sobreexpresion de BvMYBL1 induce
la sobreexpresion de BvDODA1 y BvCYP76AD1, induciendo a su vez la acumulacién de
betaninas en las raices de la remolacha. Por otra parte, el silenciamiento de BvMYBL1 disminuye
la expresion de estas mismas enzimas y el contenido de betacianinas, sugiriendo que este factor
de transcripcion tiene un rol fundamental en la sintesis de estos pigmentos (Hatlestad et al.,
2014; Zhao et al., 2022). Por otra parte, los factores de transcripcién MYB también han sido
estudiados en el fruto del dragdn (Hylocereus sp.) y se ha visto que su actividad difiere de los
que se encuentran en la remolacha. Por ejemplo, en H. undatus el factor HUMYB1 reprime la
biosinteis de betalainas al unirse a las secuencias codificantes de los genes HUADHI,
HuCYP76AD1-1 y HUDODA1 (Xie et al., 2021). Otro factor de transcripcién estudiado en H.
monacanthus es el HmoWRKY44, el cual pertenece a la familia WRKY y promueve la
transcripcion de HmoCYP76AD1 que codifica para una enzima que participa en la conversion
de DOPA a ciclo-DOPA. Asimismo, se ha estudiado que estas enzimas contienen un motivo
conservado en la secuencia proteica llamado WRKY, el cual esta relacionado con la union del
factor de transcripcion HmoWRKY44 a la secuencia promotora de HmoCYP7AD1 (Zhang et
al., 2021; Zhao et al., 2022; Chen et al., 2022).

A pesar de los estudios existentes, los mecanismos que activan o reprimen las rutas de
biosintesis de betalainas no estdn completamente claros. En el caso de los frutos con pulpa
blanca o tejidos sin pigmentacion se ha demostrado que estas rutas son reprimidas. Se ha visto
que la represion del factor de transcripcion BvMYBL esta correlacionada con una baja expresion
de las enzimas BvDOAL y BvCYP76AD1, produciendo raices sin pigmentacion principalmente
en la remolacha (Hatlestad et al., 2014). Tampoco se sabe con certeza qué es lo que activa la
ruta de biosintesis de betacianinas sobre betaxantinas y viceversa, aunque se ha sugerido que
altas temperaturas y el estrés osmatico pueden ser dos factores relacionados posibles (Morales

et al., 2021). Se ha visto que las betacianinas suelen producirse en la hipodermis (capa que se
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encuentra debajo de la epidermis) y en las capas externas del clorénquima (tejido compuesto
por células del parénquima que posee multiples cloroplastos) donde funcionan como capa
protectora de los fotosistemas. Tomando en cuenta esto, puede que el sistema de fotosintesis

CAM esté relacionado con la biosintesis de betacianinas (Mosco, 2012).

1.4.6. Aplicaciones de las betalainas

Varios estudios han demostrado que el consumo de betalainas tiene beneficios a la salud. La
mayoria de estas investigaciones han utilizado extractos vegetales que contienen betalainas y
otras moléculas presentes. Algunos extractos ricos en betalainas de Opuntia matudae, Beta
vulgaris L. e Hylocereus polyrhizus han mostrado actividad antibacteriana contra Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, entre otros. Esta
propiedad bioldgica puede estar relacionada a que las betalainas actian en la estructura,
permeabilidad y otras funciones de la membrana de los microorganismos llevando a cabo su

muerte celular (Kumar y Brook, 2018; Chang et al., 2020, Sadowska-Bartosz y Grzegorz, 2021).

Adicionalmente, la administracion de betalainas ha demostrado tener citotoxicidad en
algunas lineas celulares cancerigenas como células de melanoma, linfoblastos con leucemia,
células de carcinoma hepatico, células de adenomas, células endoteliales, células cervicales,
entre otras. No se sabe con detalle el mecanismo de accion exacto, pero se ha visto que las
betalainas inhiben la angiogénesis e inducen apoptosis a través de la expresion de caspasas en

células cancerigenas (Sreekanth et al., 2007; Zhang et al., 2013).

Otras aplicaciones de las betalainas relacionadas a la salud incluyen la reduccion de
proteinas de baja densidad (LDL) en la sangre (Ribiero et al., 2019), efectos hepatoprotectivos
a través de la induccién de la quinona reductasa y los receptores activados por proliferadores
peroxisémicos tipo alfa (PPAR-alfa) y la inhibicion de proteinas reguladores de esteroles
(Manchester y Anand, 2017; Yahaghi et al., 2020); efectos neuroprotectivos en la enfermedad
del Parkinson a traves del retardo de la muerte celular en neuronas (Madadi et al., 2020), efectos
cardiovasculares relacionados a la regulacion de la presion arterial a través de la regulacion de
la angiotensina 1y la sirtuina-1 (Rahimi et al., 2019), efectos en la diabetes al ayudar a regular

los niveles de azlcar en la sangre (Lugo-Radillo et al., 2012) y efectos antiinflamatorios al
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inhibir ciclooxigenasas, lipoxigenasas y los niveles de interleucinas (IL-1beta e IL-2beta),
prostaglandinas (PGE2) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) (Raish et al., 2019;
Sadowska-Bartosz y Grzegorz, 2021).

Las betaninas han sido utilizadas como moléculas indicadoras en el empaquetamiento
de alimentos ya que tienen la capacidad de cambiar de color cuando sufren un proceso
desglicolizacién por incrementos en el pH. Los alimentos que se encuentran en proceso de
descomposicion liberan compuestos nitrogenados (amonio, dimetilamina, trimetilamina, etc.) y
tienden a sufrir un incremento en su pH. Por lo tanto, el afadir betaninas a una matriz que
empaquete el alimento servird como molécula indicadora sensible a cambios en el pH (Abedi et
al., 2023).

1.4.7. Betalainas en pitayas

La fuente comestible mas conocida de betalainas es la remolacha (B. vulgaris), la cual contiene
dos pigmentos principales: la betanina (roja) y la vulgaxantina I (amarilla). La remolacha es
cultivada y consumida alrededor de todo el mundo, produciendo 275 millones de toneladas
métricas en 2018. Las betacianinas constituyen aproximadamente el 75 — 95% de los pigmentos
de laremolacha y el 5- 25% restante son betaxantinas. La concentracion de betalainas va desde
los 0.64 hasta los 6.69 mg/g en peso seco (Fu et al., 2020).

A pesar de que la remolacha produce una cantidad considerable de betalainas, existen
algunas desventajas asociadas: limitaciébn en la composicién de pigmentos, frecuente
contaminacion de microorganismos del suelo por efectos de acarreamiento y sabores terrosos
debido al alto contenido de geosmina y pirazinas. Por esta razon, se han buscado fuentes

naturales de betalainas alternativas (Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2021).

Los frutos de las pitayas son una de las fuentes naturales de betalainas, estas se acumulan
principalmente en la pulpa del fruto y presentan una mayor diversidad de coloraciones (figura
4). La cantidad de betalainas en pitayas ronda entre los 0.8 y 8.1 mg/g con respecto a peso seco,
aunque dicha cantidad varia entre pitayas de distintas especies e incluso entre los frutos
producidos por distintos individuos de la misma especie (Garcia-Cruz et al., 2022). En el caso

de S. thurberi, su contenido total ronda entre 0.58 y 2.6 mg/g con respecto al peso seco, con
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valores de 0.97 y 1.17 mg/g para betacianinas y 1.37 y 1.46 mg/g para betaxantinas, ambos con
respecto a peso seco. El contenido de betalainas totales en pitayas puede llegar a ser superior
que algunos cultivos de remolacha, por lo que pueden ser consideradas como una fuente natural
y alternativa de estos pigmentos (Rodriguez-Félix et al., 2019; Castro-Enriquez et al., 2020;
Rodriguez-Félix et al., 2023).
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Figura 4. Pitayas de diferente color de distintas especies del género Stenocereus. A) Pitaya roja
de S. pruinosus; B) Pitaya naranja de S. pruinosus; C) pitaya rosada de S. stellatus; D) pitaya
amarilla de S. stellatus; E) pitayas blancas, rosas, naranjas y rojas de S. thurberi. Fotografias A
y B son autoria de Garcia-Cruz et al. (2013). Fotografias C y D son autoria de Cervantes-Arista
(2020). Fotografia E es autoria de Rodriguez-Félix et al. (2019).
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I.5. Cddigo de barras del ADN en plantas

El codigo de barras del ADN es una técnica que permite reconocer e identificar especies
utilizando una o varias secuencias universales y estandarizadas de ADN. EIl c6digo de barras
tiene la capacidad de identificar especies morfologicamente similares en distintas etapas del
desarrollo de manera rapida y precisa. También permite identificar especies cripticas, variantes
0 subespecies y muestras procesadas donde el tejido es imposible de distinguir. Estas acciones
son complicadas de realizar con métodos de taxonomia tradicional, sobre todo cuando la
morfologia de las especies es indistinta (Wang et al., 2022).

En animales, el codigo de barras ha tenido un éxito remarcable debido a que el gen
mitocondrial citocromo oxidasa subunidad I (COI) puede utilizarse como secuencia universal
en distintos phylum. En el caso de plantas, los genes mitocondriales evolucionan a una menor
tasa por lo que no es adecuado utilizar estas secuencias. Varios estudios han intentado buscar
codigos de barras nucleares y mitocondriales desde que la técnica fue propuesta en 2003, aunque
no fue hasta el 2009 que el consorcio para el cddigo de barras de la vida (CBOL) propuso utilizar

dos fragmentos del cloroplasto como secuencias universales: rbcL + matK (CBOL, 2009).

A pesar de que el uso conjunto de rbcL + matK como codigo de barras universal ha sido
de utilidad para distintos grupos de angiospermas y gimnospermas (Li et al., 2015), existen
varios grupos donde estas secuencias no presentan suficiente variabilidad para poder discernir
entre especies. Es decir, el codigo de barras “universal” funciona solamente en ciertos grupos
especificos, por ejemplo, en gramineas (Wang et al., 2022), orquideas (Ho et al., 2021), roséaceas
(Sevindik et al., 2023), asteraceas (Fu et al., 2016), entre otros.

Para solucionar los problemas relacionados a la baja variabilidad que presentan rbcL +
matK, se ha propuesto usar otras regiones del cloroplasto que funcionan como complemento a
estos dos codigos de barras. Entre las regiones mas utilizadas se encuentran: trnH-psbA, trnL-
F, trnL, rpcoB y rpoC1l, entre otros. La idea general es utilizar estos loci individual o
conjuntamente con otros codigos de barras para poder identificar especies, subespecies o
variantes, aunque el grado de variabilidad de cada secuencia depende de los taxa estudiados

(Holllingsworth et al., 2011). Por ejemplo, trnH-psbA+rbcL, trnH-psbA+rpoB2 y trnH-
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psbA+matK han demostrado ser cddigos de barras eficientes para distintas familias de
angiospermas y gimnospermas (Kress y Erickson, 2007). También es posible utilizar mas de
dos marcadores como cédigo de barras, como el estudio de Chase et al. (2007) donde se
demostro que rpoC1 + matK + trnH-psbA sirven para identificar con éxito a diversos taxa que

representan plantas terrestres.

1.5.1. Marcador rbcL

El gen rbcL es un gen que codifica para la subunidad grande de la enzima ribulosa-1-5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo), una de las enzimas principales del ciclo de Calvin que fija el
COo.. La ventaja principal de este gen es que es facil de amplificar, secuenciar y alinear para la
mayoria de las plantas terrestres. Sin embargo, se ha reportado que este gen tiene una tasa de
sustitucion lenta y presenta baja divergencia comparada con otros genes del cloroplasto, por lo
gue normalmente no se puede utilizar para identificar individuos al nivel de especie. Aunque
rbcL no puede usarse por si solo como codigo de barras, se ha aceptado que es Gtil cuando es

combinado con otra o varias secuencias del cloroplasto (Li et al., 2015).

1.5.2. Marcador matK

El cddigo de barras matK es un fragmento que se encuentra dentro del gen de cloroplasto trnkK,
el cual se encarga del splicing de intrones tipo Il de varios transcritos de ARN del cloroplasto.
Esta secuencia tiene una tasa evolutiva hasta 3 veces mayor que rbcL y ha sido utilizada en
varios estudios filogenéticos debido a su alta variabilidad y poder discriminatorio. No obstante,
matK suele presentar problemas de amplificacion debido a que no hay en realidad primers
universales para todo los taxa, de tal manera que hay ciertos linajes que necesitan un set de
primers especificos. Otra desventaja que tiene matK es que hay algunos linajes en los que no
proporciona suficiente variabilidad, por lo que es recomendado también utilizar este codigo de

barras en conjunto con otros para poder identificar hasta el nivel de especie (Kang et al., 2017).
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1.5.3. Marcador trnH-psbA

El marcador trnH-psbA es un espaciador intergénico (secuencia no codificante) localizado en el
cloroplasto. Esta secuencia es uno de los codigos de barras mas utilizados en plantas debido al
éxito que ha tenido para identificar a la mayoria de angiospermas. trnH-psbA exhibe altas tasas
de insercion/delecion, divergencia de secuencias y disefio de primers universales, haciéndolo un
marcador ideal para la discriminacion de especies. Algunas de las desventajas que posee este
codigo de barras son las frecuentes inversiones en algunos linajes de plantas, lo que puede llevar
a una sobreestimacion de la divergencia genética. Adicionalmente, se ha reportado que las
lecturas de secuenciacion pueden finalizar prematuramente a causa de repeticiones
mononucleotidicas, por lo que las secuencias pueden variar entre taxa desde 334 a 600 pb. Por
estas razones, trnH-psbA se ha recomendado utilizar junto con uno o mas codigos de barras (Li
et al., 2015; Kang et al., 2017; Loera-Sanchez et al., 2020).

1.5.4. Estudios del cddigo de barras en especies del género Stenocereus

El cddigo de barras del ADN ha sido propuesto para identificar de una manera rapida y eficaz a
distintas especies de cactaceas amenazadas y que son recolectadas ilegalmente. En un estudio
realizado por Yesson et al. (2011) se utiliz6 la region matK para identificar a 528 especies de
pertenecientes a 43 géneros de la familia Cactaceae, donde se logro identificar al 77% de los
individuos. A pesar de que la region matK por si sola no es una region que pueda cumplir con
el umbral del 95% de identificacion para considerarse como buen marcador en esta familia, se
ha propuesto que esta regidn junto con otro marcador complementario podria identificar al nivel
de especie a la mayoria de cactaceas. En la Subfamilia Opuntioideae, por ejemplo, se ha
demostrado que matK + ITS pueden identificar al 98% de las especies pertenecientes a 11

géneros (Yesson et al., 2011; Kang et al., 2017).

Los estudios del cddigo de barras en el género Stenocereus son escasos. Sanchez et al.
(2014) utilizaron un concatenado de rbcL+matK+ trnH-psbA+trnQ-rps16+rpl16+trnL-f para
determinar las relaciones evolutivas entre especies del género Echinocereus y otros géneros de
la familia Cactaceae, entre ellos el género Stenocereus. El concatenado utilizado tuvo éxito en

agrupar a S. montanus, S. stellatus, S. alamosensis y S. pruinosus en un mismo grupo
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monofilético, por lo que al menos estas secuencias en conjunto sirven para discernir al género
Stenocereus de otros géneros de cactaceas (Sanchez et al., 2014). En otro estudio realizado por
Yesson et al. (2011) se utiliz6 ITS y matK como cddigos de barras por separado para intentar
identificar a individuos del género. Sin embargo, ITS no sirvio para identificar a ningin
individuo y matK solo pudo tener éxito en la identificacion de ciertas especies, por lo que
ninguno de estos marcadores es ideal para ser utilizado como codigo de barras en el género, al

menos de manera individual (Yesson et al., 2011).

En un estudio realizado por Cervantes-Avrista et al. (2020) se utiliz6 matK y trnH-psbA
con la finalidad de identificar diferencias genéticas entre individuos de S. stellatus que producen
pitayas de distinto color (naranjas, moradas, rojas y blancas). Utilizando este enfoque, se
determind que estas variantes de S. stellatus presentan ciertos polimorfismos para ser agrupados
en diferentes subclados. En el mismo estudio, se determin0 que estas variantes también difieren

en composicién fitoquimica (Cervantes-Arista et al., 2020).

En el caso de S. thurberi, el Unico estudio que se ha hecho con respecto al cédigo de
barras fue por Yesson et al. (2011), donde se intent6 utilizar matK para poder identificar a la
especie, aunque no hubo éxito. Hasta la fecha, no hay estudios ni publicaciones de las secuencias
mas utilizadas para el codigo de barras (rbcL, matK, trnH-psbA, entre otros) en esta especie. Por
esta razon, es necesario obtener una secuencia nucleotidica y estandarizada que permita
identificar de manera eficiente a individuos de S. thurberi a través de cualquier muestra de tejido

o de cualquier estadio del desarrollo.

Se ha demostrado que las pitayas de distinta pigmentacién del género Stenocereus varian
en composicion quimica-proximal. Desafortunadamente, el identificar a estas posibles variantes
de colores puede tomar tiempo ya que no hay aparentes distinciones morfologicas entre estos
individuos y por lo tanto solamente se puede discernir entre ellos en la época de produccién de
frutos. Por esta razon, el cddigo de barras tiene un alto potencial para poder identificar a estas
posibles variantes de color de S. thurberi utilizando secuencias nucleotidicas y asi tener
localizados a individuos que producen pitayas con una composicion quimica especifica.
Identificar estas variantes de pitaya con distinta composicién sera de utilidad para informar

sobre el contenido nutrimental del fruto al consumidor y al comerciante. Ademas, utilizar estas
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secuencias podrian servir para futuros estudios que intentan determinar la filogenia de la

especie.
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Il. HIPOTESIS

Los individuos de S. thurberi que producen frutos con pulpa de diferente pigmentacion tienen
distinta composicion genética y sus frutos varian en su composicion quimica-proximal debido

a que podrian ser diferentes variantes de la misma especie.
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I11. OBJETIVO

I11.1. Objetivo general

Estudiar las diferencias genéticas y la composicion fitoquimica de frutos de S. thurberi que

presentan distintas pigmentaciones.

111.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el contenido de sélidos totales, acidez titulable, pH y los atributos de color de S.
thurberi con pulpa de diferente pigmentacion.

2. Determinar el contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas) en los frutos de S.
thurberi con pulpa de distintas pigmentaciones.

3. Evaluar a través de un analisis proximal el contenido total de nitrégeno, grasas, agua, cenizas
y fibra de los frutos de S. thurberi con pulpa de diferente pigmentacion.

4. Analizar por medio del cddigo de barras (rbcL, matK y trnH-psbA) las diferencias genéticas

entre individuos de S. thurberi que producen frutos con distinta pigmentacion.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Colecta de tejido y frutos

La colecta de los frutos y del tejido vegetativo de Stenocereus thurberi se realiz6 en las
localidades de Carbo, municipio de Hermosillo (29°4059.88” N, 110°57'0” W) y Guasimas de
Belem, municipio Guaymas (27° 53' 8" N, 110° 34' 54" W) del estado de Sonora, México
(Figura 5a). En ambos sitios se identificaron previamente individuos que producen pitayas con
pulpa de distinta pigmentacidn, asi como la ubicacion geogréafica de cada uno utilizando un GPS
(Garmin eTrex® 10). Cabe destacar que la clasificacion inicial del color de las pitayas fue
totalmente subjetiva, es decir que a cada individuo muestreado se le asigné un color con base
en la opinién coman del grupo de trabajo. En total, se colectd tejido vegetativo de 13 individuos

y un total de 58 frutos maduros con diferente color de pulpa (roja, naranja y rosa).

El primer muestreo se realizd en el mes de junio del 2021 y se colecto tejido vegetativo
de una costilla del tallo de cada individuo previamente identificado (Figura 5b). Esta fue
almacenada dentro de una bolsa de plastico rotulada y a su vez colocada en un recipiente con
hielo para evitar la degradacion del material bioldgico. El tejido vegetativo fue transportado al
laboratorio ese mismo dia y almacenado a -80°C hasta su procesamiento. EI material bioldgico
se triturd utilizando un mortero y nitrégeno liquido para finalmente almacenarlo en tubos

rotulados de 50 mL dentro de un ultracongelador a -80°C para su uso posterior.
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Figura 5. Colecta de tejido vegetativo y frutos de S. thurberi. a) Sitios de muestreo
correspondientes a la localidad de Carbo (brudjula roja con punto en el centro) y Guasimas de
Belem (brajula amarilla con estrella en el centro), ambas ubicadas en el estado de Sonora,
México. b) Tejido vegetativo recolectado de S. thurberi. ¢) Fruto recolectado de S. thurberi.

El segundo muestreo se realiz6 en el mes de julio del 2022 y en éste se colectaron varios
frutos de cada individuo previamente identificado utilizando un gancho rastico, cominmente
llamado “pitayero”. Solamente se recolectaron frutos maduros, los cuales suelen estar abiertos
y las espinas de su pericarpio pueden quitarse con facilidad (Garcia-Cruz et al., 2022).
Desafortunadamente, no todos los individuos que se identificaron en el primer muestreo (y de
los cuales se colecto tejido vegetal) produjeron frutos ese afio por lo que se optd por buscar a
otros individuos que si tuvieran en ese momento. Los frutos fueron almacenados en una hielera
con hielo y se transportaron al laboratorio en donde se retir6 el pericarpio con espinas. Para
homogenizar el tejido de cada individuo, se utiliz6 una malla para retirar las semillas y conservar
solamente la pulpa de cada fruto, la cual fue almacenada en tubos de 50 mL. Los tubos con la

pulpa fueron almacenados en un congelador a -20°C para su uso posterior.
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V.2 Andlisis proximal de frutos

1VV.2.1. Contenido de humedad

El contenido de humedad se cuantificd con base en el método 930.15 de la AOAC (AOAC,
2012). Para esto, se pesaron 2 g de pulpa de fruto sin semillas en charolas de aluminio
previamente llevadas a peso constante y pesadas. Las charolas fueron colocadas en una estufa
(Horno Oven Scorpion Scientific) a 135 °C durante dos horas. Una vez transcurrido el tiempo,
las charolas fueron llevadas a un desecador hasta que se aclimataron a temperatura ambiente
para ser posteriormente pesadas. Para obtener el porcentaje de humedad se utilizé la siguiente

ecuacion:

peso final de la muestra (g) 100

% humedad = —
peso inicial de la muestra (g)

El porcentaje de humedad fue considerado en las determinaciones para poder calcular

contenido en base seca.

1VV.2.2. Determinacién de cenizas

Las cenizas en los alimentos son los residuos inorganicos, principalmente minerales, que
permanecen después de que la materia organica pasa por un proceso de ignicion u oxidacion.
Cuando las cenizas se obtienen por ignicién, el alimento es calentado a altas temperaturas (500-
600 °C) en una mufla en donde el agua y los compuestos volatiles se evaporaran mientras que
la materia organica se quemara en presencia de oxigeno para producir CO2 y 6xidos de N2
(Ismail, 2017).

La cuantificacion de cenizas se realizd con base en el método 923.03 de la AOAC
(AOAC, 2012). Se pes6 1g de muestra fresca sin semillas en un crisol de porcelana previamente
Ilevado a peso constante y pesado. Los crisoles con muestra se llevaron a una mufla (Felisa AR-
340) y se incineraron a 600°C durante 6 horas hasta que se observo la presencia de cenizas de
un color gris ligero. Posteriormente, los crisoles se colocaron en un desecador y se pesaron hasta
que llegaron a temperatura ambiente. El porcentaje de cenizas fue calculado utilizando la

siguiente ecuacion:
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peso final de la muestra (g)

%0 cenizas = x 100

peso inicial de la muestra (g)

IV.2.3. Cuantificacion de fraccién indigestible

La fraccion indigestible o no digestible (FI) se define como la parte de los alimentos vegetales
que no es digerida ni absorbida por el intestino delgado y que llega al colon para ser fermentada
por la microbiota. La fraccién indigestible se subdivide en fraccidn indigestible insoluble (FII)
y fraccion indigestible soluble (FIS). La FIl estd compuesta por fibra insoluble (hemicelulosa,
lignina, almiddén resistente), proteinas resistentes, polifenoles (taninos condensados e
hidrolizados) y minerales, entre otros; mientras que la FIS estd compuesta por fibra soluble
(pectinas, B-glucanos, gomas, mucilago, oligosacaridos), polifenoles asociados y algunas
proteinas resistentes (Pérez-Jiménez et al., 2013; Quirds-Sauceda et al., 2014). Se considera que
la fraccion indigestible es una medida analoga a la fibra dietaria, pero con mayor precision
debido a que en el proceso de obtencidn de fibra dietaria se suele perder gran parte del almidén

y proteina resistente (Saura-Calixto et al., 2000).

La cuantificacion de fraccion indigestible se realizé con base en la metodologia descrita
por Saura-Calixto et al. (2000) y Gofii et al. (2009), con ciertas modificaciones. El primer paso
consistio en una simulacién de la digestion estomacal para la cual se pesaron 300 mg de muestra
fresca sin semillas en tubos conicos de 50 mL y a estos se les afiadié 10 mL de regulador KCI-
HCI 0.2 M para ajustar a un pH final de 1.5 (Hanna HI 2210). Una vez ajustado el pH, se
afiadieron 200 pL de solucion de pepsina (300 mg/mL de pepsina en regulador KCI-HCI 0.2 M)
y las muestras se incubaron a 40 °C en bafio maria (Thermo Precision 2870) durante una hora
con agitacion constante. Una vez pasada la simulacion de la digestion estomacal, se paso a la
simulacion de la digestion intestinal para la cual se afiadié a cada tubo 4.5 mL de solucion de
regulador de fosfatos 0.1 M (fosfato de sodio dibasico anhidro, Na2HPOa4, 0.1 M ajustado a pH
de 6.0 con fosfato de sodio monobasico monohidratado, NaH2PO4-H20, 0.1 M) y se ajusto el
pH de cada tubo a 7.5. Posteriormente se afiadio 1 mL de solucion de pancreatina (5mg/mL en
regulador fosfatos 0.1 M), 2 mL de lipasa (7 mg/mL en regulador fosfatos 0.1 M) y 2 mL de
sales biliares (7 mg/mL en regulador fosfatos 0.1 M). Los tubos se incubaron a 37°C en bafio

maria durante 6 horas con agitacién constante.
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Después de la incubacion que simuld la digestion intestinal, los tubos se centrifugaron
(Thermo Scientific Megafuge 16) por 15 minutos a 3000 g y a 4 °C. Los sobrenadantes de cada
tubo se colectaron, se almacenaron y a los tubos que contenian el residuo se les afiadié 10 mL
de agua destilada para ser centrifugados por segunda vez. Los sobrenadantes de la segunda
centrifugacion se mezclaron con sus respectivos sobrenadantes provenientes de la primera

centrifugacion.

Para determinar la fraccion indigestible insoluble (FI1), los residuos que quedaron en los
tubos conicos como producto de las dos centrifugaciones fueron llevados a una estufa (Horno
Oven Scorpion Scientific) a 60 °C durante 24 horas o hasta que estuvieran totalmente secos.
Una vez secos, se realizé una cuantificacion gravimétrica pesando los tubos en una balanza

analitica. Los resultados fueron expresados como porcentaje de FlI.

Para determinar la fraccion indigestible soluble (FIS), los sobrenadantes obtenidos de la
centrifugacion fueron sometidos a un proceso de dialisis. Para esto, los sobrenadantes se
colocaron en membranas de dialisis y éstas se colocaron en un recipiente con agua a un flujo de
7 L/h durante 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo, los dializados se llevaron a un volumen
conocido (10 mL) para después transferir 8.5 mL de muestra a tubos de ensaye a los cuales
también se les afiadié 0.5 mL de &cido sulfurico (H2SOa). Los tubos fueron llevados a bafio
maria a 100 °C durante 90 minutos con agitacion constante con la finalidad de realizar una
hidrolisis de las moléculas con el acido sulfdrico. Finalmente, los tubos se sacaron del bafio y
se les afiadio 1 mL de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y 0.5 mL de NaOH 3.9 N para ajustar a
pH bésico con la finalidad de evitar la formacion de precipitados en el DNS (el tartrato de sodio
se precipita en medio acido). Los tubos fueron devueltos al bafio maria a 100°C durante 15
minutos con agitacién constante y una vez transcurrido el tiempo se observé un ligero cambio
de color amarillo a naranja en el contenido de los tubos. Este cambio de color es debido a que
el DNS que es de color amarillo es reducido por los azlcares reductores (glucosa, fructosa,
galactosa, etc.) a acido 3-amino-5-nitrosalisilico, generando una coloracion naranja. Para que
ocurra la reduccion del DNS, es necesaria la presencia de un medio alcalino (pH basico) ya que
de otra manera puede ocurrir una hidroélisis del azGcar o una menor reaccion entre el azlcar y el
DNS. EI cambio en la intensidad de color estd directamente relacionado con el contenido de

azucares reductores (Montafez, 2018).

34



Una vez que las muestras se enfriaron, se afladieron 10 mL de agua destilada a cada tubo
y se midio absorbancia en un espectrofotdmetro UV-VIS (Varian Cary 100 BIO) a 530 nm. La
cantidad de azucares reductores fue calculada utilizando una curva de calibracion para la cual
se utilizd glucosa como estandar externo. Para poder realizar dicha curva, se utilizaron
concentraciones de glucosa de 0.082, 0.065, 0.049, 0.033, 0.016 y 0 mg/mL y se empleo la
misma metodologia previamente descrita a partir de la adicion del DNS. De derecha a izquierda
(Figura 6), se puede observar en los estandares que el cambio de coloracion fue gradual de
amarillo a naranja intenso desde el control hasta el estandar que tenia mayor concentracion de
glucosa, tal como lo demuestra la curva de calibracion (figura 7) (Montafiez, 2018). Los
resultados de FIS fueron expresados como porcentaje de FIS con base en peso seco.

Finalmente, para obtener el contenido de la fraccion indigestible total (FIT) se sumaron
los contenidos de la FIS y la FII. Los resultados se expresaron también como porcentaje de FIT

con base en peso seco.

0.082 mg/mL |
0.065 mg/mL
0.033 mg/mL
0.016 mg/mL

Figura 6. Estandares de glucosa con DNS utilizando concentraciones de 0.082, 0.065, 0.049,
0.033, 0.016 y 0.0mg/mL de glucosa. Los tubos con mayor intensidad de color naranja
corresponden a los que contenian mayor concentracion de glucosa.
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Figura 7. Curva de calibracion para la cuantificacion de azlcares reductores utilizando glucosa
como estandar externo.

I1V.2.4. Cuantificacion de proteinas totales

La determinacion de proteinas totales se bas6 en el método Kjeldahl de la AOAC (método
920.152; AOAC, 2012) con algunas modificaciones al protocolo. El principio de este método
consiste en realizar una digestién con acido sulfurico para romper los enlaces peptidicos y
convertir el nitrégeno organico presente en la muestra en iones de amonio (NH4"). Los iones
amonio generados en este proceso son convertidos en amoniaco (NHs) utilizando hidréxido de
sodio (NaOH) a través de un proceso de destilacion al vapor donde se utiliza acido bérico para
capturar este gas. Finalmente, se realiza una valoracion acido-base utilizando acido clorhidrico

y rojo de metilo o azul de metileno como indicadores para la deteccién del punto final.

Se pesaron 200 mg de muestra fresca sin semillas y se introdujeron en un matraz
microkjeldahl de 100 mL a los cuales se les agrego 4 mL de acido sulfdrico y 1.6 g de mezcla
catalizadora (5 g sulfato ctprico + 5 g sulfato de potasio) para acelerar el proceso de ebullicién
del &cido sulfurico. EI matraz se coloc6 en un digestor microkjeldahl (Electrothermal

MQ3868B/EX6) y se calentd hasta que la muestra se tornd completamente clara 'y de un ligero

36



color azul. Una vez que se enfrio la muestra a temperatura ambiente se afiadieron 10 mL de agua
destilada y ésta misma fue depositada en el destilador. Posteriormente, la solucion se destild
afiadiendo lentamente 15 mL de NaOH al 40% para transformar las sales de amonio en
amoniaco y se colecto en otro vaso de precipitado que contenia 15 mL de acido bérico como
solucidn receptoray 2 gotas de rojo de metilo al 0.5% como indicador. El proceso de destilacion
se completd cuando la solucidn capturada en el vaso de precipitado se torné de un azul verdoso,
indicando la presencia del amoniaco. Finalmente, se valoro el contenido del vaso de precipitado

utilizando HCI al 0.05 N hasta que la solucion se tornd de un color ligeramente violeta.

Para calcular el porcentaje de proteina se utilizé la siguiente formula:

p mL de HClL X N de HClX 0.01401 X Factor
% proteina= x 100

peso de lamuestra (g)

Se utiliz6 6.25 como factor general de conversidén genérico para realizar el célculo en las

muestras de pitaya.

IVV.2.5. Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

Se utiliz6 la metodologia descrita por Folch et al. (1957) con algunas modificaciones para la
extraccion de lipidos totales. Se disolvieron 200 mg de muestra sin semillas en 4 mL de
cloroformo metanol 2:1 (v/v) y se dejaron agitando durante toda la noche. Al dia siguiente, la
muestra se centrifug6 a 10,000 rpm durante 15 minutos (Thermo Scientific Megafuge 16) para
finalmente colectar y medir el volumen de sobrenadante obtenido. El sobrenadante que contenia
el extracto oleaginoso fue depositado y sellado en tubos de vidrio y estos a su vez fueron

almacenados en un refrigerador a 4 °C hasta su uso posterior.

Para realizar la cuantificacion de lipidos totales en los extractos oleaginosos de pitaya se
utilizaron las metodologias descritas por Gusbeth et al. (2016) y Byreddy et al. (2016) con
modificaciones. La metodologia se baso en el método colorimétrico sulfo-fosfo-vanilina (SVP),
el cual utiliza &cido sulfdrico concentrado y una solucion de acido fosforico con vanilina. El
método consiste en realizar una hidrélisis con acido sulfdrico a las moléculas lipidicas para

posteriormente reaccionar con la solucion de acido fosfdrico-vanilina y generar una coloracion
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a la cual se le mide la absorbancia en un espectrofotémetro a 530 nm (Varian Cary 100 BIO);
la intensidad del color generado es directamente proporcional a la concentracion de lipidos en
la muestra. Para preparar la solucion de acido fosforico con vanilina, se disolvieron 120 mg de
vanilina en 20 mL de H>O para finalmente aforar a 100 mL con acido fosfdrico al 85%, la

solucion se prepard el mismo dia en que se realizo la cuantificacion de lipidos totales.

El extracto oleaginoso (100 pL) previamente obtenido, se transfirié a tubos de ensayo
de vidrio y se incub6 a 100 °C por 10 minutos en un horno de secado (Horno Oven Scorpion
Scientific) para evaporar el solvente y concentrar la muestra. Una vez transcurrido el tiempo, se
afiadieron 2 mL de &cido sulfarico concentrado a los tubos y se incubaron a 100 °C por 20
minutos. Los tubos se dejaron posteriormente enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos
para después afiadir 1.5 mL de solucion vanilina-acido fosforico previamente preparada. Los
tubos se dejaron a temperatura ambiente durante 15 minutos aproximadamente con la solucion
de vanilina-acido fosférico hasta que se empez6 a notar un cambio en la coloracién de los tubos.
Finalmente, se determind la absorbancia a cada una de las reacciones realizadas a 530 nm en un
espectrofotometro UV-VIS (Varian Cary 100 BIO). Los resultados se expresaron como

porcentaje de lipidos con respecto a peso seco.

La cuantificacion de lipidos totales se realiz6 con una curva de calibracion utilizando
aceite de soya comercial. Para esta Ultima, se emple6 la misma metodologia previamente
mencionada utilizando concentraciones de 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125, 0.15 y 0.2 mg totales
de aceite disueltos en 10 mL de cloroformo metanol 1:1 (v/v). Cuando se afiadi6 la solucion de
vanilina-acido fosférico a los tubos que contenian los estandares se observo un cambio gradual
en la coloracion: las concentraciones méas bajas cambiaron a un color amarillo/rosa palido
mientras que las concentraciones altas cambiaron a rosa intenso (Figura 8). Los tubos con
distintas intensidades de color fueron cuantificados en un espectrofotémetro UV-VIS a 530 nm

para construir la curva de calibracion (Figura 9).
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Figura 8. Estandares de aceite comercial de soya utilizando 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125, 0.15
y 0.2 mg de lipidos totales. Se observé un cambio gradual en la coloracion amarilla/rosa palido
a rosa intenso conforme se aumento la concentracion de lipidos totales.

. Curva de calibracion (aceite de soya)

.
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Concentracion de aceite de soya (mg)

Figura 9. Curva de calibracion para la cuantificacion de lipidos totales utilizando aceite de soya
comercial como estandar externo.
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IV.3. Andlisis fisicoquimico de frutos

1VV.3.1. Cuantificacion de sélidos solubles totales

Los sélidos solubles totales (SST) son un grupo de moléculas que generan el dulzor en los frutos.
Las moléculas principales presentes en los SST son los azlcares como glucosa, fructosa y
sacarosa, ademas de las moléculas que se encuentran en menor proporcién como acidos
organicos y aminoacidos solubles. La medicion de los SST se realiza con un refractometro y las
unidades empleadas se denominan grados brix (°Brix). La medicion de los SST en frutos es un
aproximado del contenido de azucares y de la calidad del fruto (Kleinhenz y Bumgarner, 2013).

Para cuantificar los SST, se utilizd el método 932.12 de la AOAC (AOAC, 2012). Se
extrajo una gota de pulpa sin semillas utilizando una pipeta Pasteur. Para cuantificar los °Brix
de cada muestra, la gota obtenida fue colocada en un refractometro (DEF OTC 5025) y se anot6

su lectura.

1VV.3.2. Cuantificacion de acidez titulable

La acidez titulable es una medida estimada de la concentracion total de acido en un alimento.
Los acidos organicos como el &cido citrico, &cido malico, acido lactico y acido tartarico suelen
ser los mas abundantes mientras que otros acidos inorganicos como el fosforico y carbonico
suelen estar presentes en menores cantidades. La importancia de los acidos organicos reside en
que estos influencian el sabor final de los alimentos, el color, el grado de madurez y algunas
propiedades microbianas. La acidez titulable se determina neutralizando una cantidad
desconocida de &cido presente con una cantidad conocida de base estandar, donde el punto final
suele ser un pH en especifico o un cambio de color en el medio cuando se utiliza un indicador
(Nielsen, 2017).

La cuantificacion de la acidez titulable se baso en la metodologia 935.57 de la AOAC
(AOAC, 2012). Para ello, se pesd 1 g de pulpa sin semillas y se adicionaron 30 mL de agua
mili-Q para agitar posteriormente. La titulacion se llevo a cabo a un pH de 8.2 utilizando una
solucion NaOH 0.1 N y un potenciometro (Hanna HI 2210) previamente calibrado. Los

resultados se expresaron como % de acido malico utilizando la siguiente ecuacion:
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N XV X mEq. ac. malico
P

% 4c. malico = x 100

Donde N es la concentracion de NaOH, V es el volumen de NaOH utilizado en la titulacion,

mEq son los miliequivalentes de &c. mélico (0.067) y P es el peso de la muestra (g).

1VV.3.3. Determinacion del pH

El pH se define como el logaritmo negativo (base 10) de la concentracion de iones hidrégeno
(H") de una solucion. EI pH brinda informacién sobre la acidez o basicidad de una solucién
acuosa y utiliza una escala logaritmica de 14 érdenes, donde un pH de 7 indica que una solucién
es neutra, mientras que valores menores a este indican acidez (pH < 7) y valores superiores
indican un pH baésico (pH > 7). En alimentos, el pH esta determinado principalmente por el tipo

y concentracion de acidos presentes y por la concentracion de bases ionizadas (Nielsen, 2017).

La determinacion de pH se realiz6 con base en la metodologia 981.12 de la AOAC
(AOAC, 2012). Se peso6 1g de pulpa sin semillas y se afiadieron 10 mL de agua mili-Q. La
muestra se agitd y se tomo lectura del pH utilizando un potenciémetro (Hanna HI 2210)

previamente calibrado.

1VV.3.4. Determinacién de los atributos del color

La determinacion del color utilizando sistemas de medicion precisos es una manera de definir
el color que un cuerpo posee de manera objetiva. Dichas mediciones son necesarias para poder
comunicar los colores que el ojo humano percibe de una manera precisa y reproducible. La
Comision Internacional de lluminacion (CIE) propuso un sistema universalmente aceptado que
sirve de referencia como modelo del color y que es denominado CIELAB. Dicho sistema esta
basado en que el cerebro traduce los estimulos del color captados en distinciones entre claro y
oscuro (denominado luminosidad) y entre zonas mutuamente exclusivas de colores: rojo-verde
y azul-amarillo. Este principio se denomina “principio de correlacion de oposicion del color”
debido a que un cuerpo no puede ser rojo y verde o amarillo y azul al mismo tiempo (Lamb y
Bourriau, 1995; Field, 2004).
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El sistema CIELAB provee coordenadas que sirven como punto de referencia dentro de
una esfera que contiene todo el color visible. Las coordenadas obtenidas con un instrumento de
medicion, usualmente un colorimetro, pueden ser utilizadas para definir y especificar el color
que posee un objeto. En este sistema de color existen dos canales, uno para la luminosidad (L*)
y dos para color (a* y b*) (Figura 10). En el modelo tridimensional, el eje cromatico a* se
extiende desde el verde (-a*) hacia rojo (+a*), mientras que el eje cromético b* se extiende
desde azul (-b*) hasta amarillo (+b*). La luminosidad (L*) describe qué tan oscuro o claro es
un objeto y abarca valores desde O (negro) hasta 100 (blanco). Cuando se obtienen las
coordenadas o valores L*, a* y b* de un objeto, cualquier color visible puede ser sefialado dentro
del espacio de color CIELAB (Lamb y Bourriau, 1995; Field, 2004).

*=100

L*=0

Figura 10. Modelo de color tridimensional utilizado por el sistema CIELAB el cual incluye los
canales de luminosidad (L*; negro=0, blanco=100), rojo-verde (a*; rojo=+, verde=-) y amarillo-
azul (b*; amarillo=+, verde=-) (Lamb y Bourriau, 1995).
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Dos conceptos que también son considerados en el sistema CIELAB son el angulo de
tono (H*) y el croma o saturacion (C*). El angulo de tono es el color que el ojo humano puede
percibir y al cual se le asignan distintos nombres: rojo, azul, rosa, morado, amarillo, etc. Los
angulos de tono se describen y clasifican de acuerdo con las longitudes de onda dominantes de
luz que ocupan posiciones especificas en una esfera de color tedrica. Los valores de H* varian
de 0° (color rojo puro), 90° (color amarillo puro), 180° (color verde puro) hasta 270° (color azul
puro). Por otra parte, el croma o saturacion describe el grado de pureza de un color en relacion
al gris neutro, es decir, la intensidad del color que posee un objeto. Cuando un color (angulo de
tono) se empieza a saturar éste deja de ser cada vez mas gris, mientras que un color que se esta
desaturando se esta convirtiendo cada vez mas en gris. En la esfera tedrica tridimensional del
color, los colores opuestos (rojo y verde; amarillo y azul) se encuentran directamente uno frente
al otro, donde el gris neutro ocupa el centro de la esfera. Cuando los colores se aproximan al
perimetro exterior estos se vuelven méas puros (saturados) y cuando se aproximan al centro se

vuelven més grises (desaturados) (Figura 11) (Lamb y Bourriau, 1995; Field, 2004).

Figura 11. Modelo de color tridimensional utilizado por el sistema CIELAB el cual incluye al
angulo de tono (H*) y el croma o saturacion (C*). A medida que un color (H*) se satura, se
acerca més a la periferia de la esfera (Lamb y Bourriau, 1995).
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Con base en lo anterior, para determinar los atributos de color de las pitayas se pesaron
2 g de pulpa sin semillas del fruto en una caja Petri y posteriormente su color se cuantifico
utilizando un colorimetro (Konica Minolta CR-400) y se expresé segun los parametros de la
escala CIELAB (L*, a* y b*). Los valores como el angulo de tono (H*) y el croma (C*) se

calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:
C* = Va*2+ b #?

* bx?
H* = arctan( )

)
IV.4. Extraccion y cuantificacion de betalainas

La extraccion de betalainas se realiz6 con base en la metodologia descrita por Rodriguez-Félix
et al. (2023) con ciertas modificaciones. Se pesé en tubos conicos 1 g de la pulpa sin semillas y
se mezclo con 36 mL de etanol absoluto al 30%. Los tubos fueron colocados en un sonicador a
20°C por 20 minutos y posteriormente fueron centrifugados a 6500 g por 15 minutos. El
sobrenadante fue filtrado al vacio y fue almacenado en un tubo distinto. Los extractos fueron
diluidos utilizando un factor de dilucion de 10 y se midi6 absorbancia en un espectrofotémetro

UV-VIS (Varian Cary 100 BIO) a 538 nm para betacianinas y 483 nm para betaxantinas.

Para cuantificar el contenido de betacianinas y betaxantinas se utiliz la siguiente

ecuacion:

mg _ A-DF-MW -V

g e-P-L

Donde B indica la concentracion de betalainas (mg/g), A es la absorbancia obtenida de
la muestra, DF es el factor de dilucion, MW es el peso molecular (betanina 550 g/mol;
indicaxantina 308 g/mol), V es el volumen en L, € es el coeficiente de extincion molar (betanina
60,000 mol/L cm; indicaxantina 48,000 mol/L cm), P es el peso de la muestra (g) y L es la
longitud de la celda (1 cm). El contenido total de betalainas se obtuvo al sumar el contenido de

betacianinas y betaxantinas.
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IVV.5. Cddigo de barras del ADN

IV.5.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

Para la extraccion de ADN de tejido vegetativo se utilizd tejido de 13 individuos
correspondientes a 7 individuos que producen pitayas rojas, 2 que producen pitayas rosas, 2 que
producen pitayas blancas y 2 que producen pitayas naranjas. La extraccion de ADN se realizd
con base en el protocolo de Lopes et al. (1995) con ciertas modificaciones. Se afiadieron 600
pL de buffer de lisis (Tris-HCI 100 mM a pH 8.0, NaCl 20 mM, EDTA 20 mM y N-Lauril
sarcosina al 1%) en un microtubo de 2 mL para después afiadir 1 g de tejido vegetativo
previamente molido y congelado a -80°C. La muestra y el buffer dentro del tubo se
homogenizaron por agitacion y se dej6 reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego
se agregaron 7 uL de RNAsa (RNAse A® Thermo Scientific) al tubo y se incub6 a 37 °C por
15 minutos (HCM100-Pro, DLAB). Después de la incubacion, se afiadieron 600 upL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (Tris 10mM, pH 8.0, EDTA 1mM; Sigma-
Aldrich), se agité vigorosamente en vortex y se centrifug6é a 12,000 rpm a 4 °C durante 20
minutos (Micro 17R, Fisher Scientific). Se tomo la fase acuosa y se transfirié a un microtubo
nuevo y estéril de 2 mL al cual se le afiadié posteriormente 600 L de alcohol isopropilico y se
dejo en hielo durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugd a 12,000 rpm a
4 °C durante 10 minutos para después desechar el sobrenadante y agregar otros 600 uL de
alcohol etilico absoluto grado molecular (Sigma-Aldrich E7023). Se realiz6 una Ultima
centrifugacion a 7500 rpm a 4 °C durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante y se dejo secar
el tubo sobre un papel toalla durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se
afiadieron 50 pL de agua desionizada estéril para suspender el pellet formado y el tubo se

almacend en hielo a 4°C.

Una vez extraido el ADN, se tom6 1 puL de muestra y se cuantificd utilizando un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Se anotaron las lecturas
correspondientes a la concentracion de ADN (ng/uL) y las relaciones 260/280 y 260/230
procurando que éstas fueran de 1.8 a 2.0 y de 2.0 a 2.2, respectivamente. Para poder observar la
integridad del ADN, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% usando 2uL de Gel
Red para tefiir el ADN y el resultado fue visualizado en un fotodocumentador (MiniBIS Pro,

45



DNR Bio-Imaging Systems). EI ADN fue resuspendido en agua desionizada estéril hasta
alcanzar una concentracion de 100 ng/pL. Finalmente, el ADN extraido fue almacenado a -20°C

hasta su uso posterior.

Los primers para los marcadores rbcL, matK y trnH-psbA utilizados en este estudio
fueron tomados de la literatura ya que estos se consideran universales (Tabla 1) (Jamdade et al.,
2022). Sin embargo, también se disefiaron primers especificos de estos marcadores para S.
thurberi con la finalidad de utilizarlos en caso de que los primers universales no amplificaran o
produjeran productos no especificos (Tabla 2). Para disefiar los primers, se utilizé la herramienta

OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) y algunos parametros

fueron evaluados. Entre estos, se procurd que la longitud de los primers fuera de 20 a 25 pb, el
porcentaje de guanina-citosina (%GC) entre 40-60%, la temperatura de fusion (Tm) entre 52 a
58°C, las horquillas (interacciones intramoleculares de un mismo primer) con un AG (kcal/mol)
de entre -2 a -3, los homodimeros (interacciones intermoleculares entre dos primers del mismo
sentido) y heterodimeros (interacciones intermoleculares entre dos primers de diferente sentido)
con un AG (kcal/mol) de entre -5 y -6. Estos parametros son importantes a considerar para
optimizar la reaccion de PCR y para obtener la mayor cantidad de producto posible (Dieffenbach
et al., 2024).
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Tabla 1. Secuencia y tamario aproximado de los primers forward (F) y reverso (R) de los
marcadores universales rbcL, matK y trnH-psbA utilizados en este estudio.

Secuencia Tamafio
Marcador (5°-3") aproximado (pb) Referencia
F
ATGTCACCACAAACAGA Levin et al. (2009)
rbcL 500 Kress y Erickson
R GTAAAATCAAGTCCACCR (2007)
CG
F ACCCAGTCCATCTGGAAA
TCTTGGTTC
matK 900 Fazekas et al. (2012)
R CGTACAGTACTTTTGTGT
TTACGAG
F CGCGCATGGTGGATTCAC Sang et al. (1997);
AATCC Tate 'y  Simpson
trnH- 400 (2003)
psbA R GTTATGCATGAACGTAAT
GCTC

Tabla 2. Secuencia y tamafio aproximado de los primers forward (F) y reverso (R) de los
marcadores especificos rbcL, matK y trnH-psbA para S. thurberi disefiados y utilizados en este
estudio.

Secuencia Tamafio
Marcador (5°-3") aproximado (pb)

rbcL F ATGCCACCACAAACAGAAACT 600

R GTAAAATCAAGTCCACCGCGAAGA
matK F ACCCCGAAGAGGCCAAATTTGTCC 800

R GTGCCAGATACGGGAAAGGC

F CAGATTCGGTCAAGAGGAAGAAAC
trnH-psbA 600

R GCCTTTGATTAATTCTTAATTGAAATTC
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IV.5.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 utilizando el kit GoTag® Colorless
Master Mix (Promega) en un termociclador SimpliAmp (ThermoFisher Scientific), el ADN
extraido de cada individuo muestreado y los primers forward y reverse para los marcadores
rbcL, matK, y trnH-psbA. Las condiciones utilizadas en el programa de PCR para cada marcador

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones utilizadas en el programa de PCR para amplificar los marcadores rbcL,
matK y trnH-psbA de S. thurberi

Fase Temperatura Tiempo NUmero de
(°C) (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 1
Desnaturalizacion 95 0.5

Alineamientos

rbcL 53 0.75
matK 53 0.75
trnH-psbA 59 0.75
Extension
rbcL 72 0.5 30
matK 72 0.75
trnH-psbA 72 0.5
Extension final 75 5 1

Los tres marcadores fueron amplificados en cada uno de los individuos y cada reaccién
fue almacenada a -20°C. Todas las reacciones de PCR fueron enviadas a secuenciar. La
secuenciacion fue llevada a cabo en el Laboratorio de Servicios Gendmicos (LabSerGen, UGA-
Irapuato, México) usando el servicio de secuenciacion capilar (conocida también como
secuenciacion Sanger). Se obtuvieron dos secuencias para cada marcador en cada individuo, una

correspondiente al primer forward y otra correspondiente al primer reverso.
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1V.6. Andlisis estadistico

IV.6.1. Andlisis fisicogquimico y proximal de frutos

Antes de realizar el analisis estadistico, se realizd un anélisis de cluster con la finalidad de
conocer el agrupamiento de los datos. El anélisis fue realizado en R (v4.3.2) con RStudio
(v2023.12.0+369) utilizando los paquetes tidyverse, cluster, factorextra, NbClust y tidyr a través
de la funcion IPAK. Para este andlisis se utilizd el algoritmo K-means para realizar las
agrupaciones y distancias euclidianas. Las variables utilizadas fueron todas las relacionadas al
color obtenidas en este estudio: L*, a*, b*, C*, H*, betalainas totales, betacianinas totales y

betaxantinas totales.

El analisis proximal, fisicoquimico y la cuantificacion de betalainas se realizd por
triplicado para cada muestra. Todos los anlisis estadisticos fueron realizados en R (v4.3.2) con
RStudio (v2023.12.0+369) en donde se utilizé la prueba de Anderson-Darling para detectar
distribucion normal en los datos y una prueba de Barlett para detectar igualdad de varianzas para
verificar la homocedasticidad de los datos. Una vez confirmada la distribucién normal y la
igualdad de varianzas, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con un nivel de
confianza del 95% y donde el factor utilizado fue el color del fruto. En caso de haber detectado
diferencias significativas (p < 0.05), se realiz6 una prueba de Tukey para realizar comparaciones

entre tratamientos.

I1V.6.2. Anélisis de las secuencias de codigo de barras de ADN

Una vez que se obtuvieron las secuencias de cada marcador para cada individuo se procedié a
verificar la calidad de éstas a través de sus respectivos electroferogramas utilizando el software
FinchTV 1.4 (Geospiza Inc.). Las secuencias se consideraron aceptables si las bases de cada
posicion tenian un valor de calidad Q (conocido también como Q score) mayor o igual a 20 y
un pico definido para cada nucle6tido en cada posicion. EI Q score es un valor de calidad que
indica la probabilidad de que una base haya sido asignada incorrectamente por el secuenciador,

donde valores bajos (Q<20) indican que hay una alta probabilidad de que la base N haya sido

49



asignada incorrectamente a la posicion x mientras que valores altos (Q>20) indican una muy

baja probabilidad de una incorrecta asignacion (Ewing y Green, 1998).

Todas las secuencias fueron posteriormente editadas con el software ChromasPro
(Technelysium Inc.). Los extremos de las secuencias, los cuales suelen tener un Q score bajo,
fueron recortados en todos los casos hasta observar un Q score que fuera mayor o igual a 20.
Posterior al recorte, las secuencias forward y reverse de cada individuo para cada marcador
respectivamente fueron ensambladas con ChromasPro (v2.1.10.1) para obtener una secuencia
consenso en direccion 5° — 3°. Para esto, se uso el software ChromasPro utilizando las secuencias
en sentido 5° — 3’ y 3’ — 5’ obtenidas. Primero, se tom¢ la secuencia 3’ — 5’ y se convirtio a la
secuencia inversa complementaria en direccion 5° — 3°, de tal manera que al final se obtuvieron
las dos secuencias en direcciéon 5’ — 3°. Posteriormente, las secuencias fueron alineadas y
ensambladas utilizando la posicidn de cada nucle6tido, de tal manera que mismos nucleétidos
en las mismas posiciones se incorporan a la secuencia consenso, mientras que para los
nucledtidos que difieren en una posicién especifica se toma el nucle6tido con mayor Q score.

Estas secuencias fueron utilizadas para analisis posteriores.

Con la finalidad de observar el patron de agrupamiento entre secuencias, se realizaron
alineamientos mualtiples de secuencias iniciales en Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para cada marcador molecular amplificado: rbcL,

matK, trnH-psbA. Estos alineamientos fueron visualizados y editados en JalView (v2.11.2.0),
en donde las secuencias fueron recortadas de tal manera que para cada marcador todas las
secuencias tuvieran la misma longitud en todos los individuos. Estas secuencias recortadas para
cada marcador fueron utilizadas para construir distintos concatenados en un archivo FASTA al
unir los extremos de las secuencias en sentido 5’ - 3°, de tal manera que se obtuvieron los
siguientes  concatenados:  rbcL+matK, +  rbcL+trnH-psbA, matK+trnH-psbA y
rbcL+matK+trnH-psbA. A estos concatenados también se les realizé un alineamiento multiple

de secuencias en Clustal Omega.

En todos los alineamientos realizados y editados (rbcL, matK, trnH-psbA, rbcL+matkK,
rbcL+trnH-psbA, matK+trnH-psbA y rbcL+matK+ trnH-psbA) se utilizaron secuencias de
Opuntia ficus-indica como grupo externo. El alineamiento de cada marcador o concatenado fue

exportado en formato FASTA y se utilizé el software DnaSP6 (version 6.12.03) para
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transformar el archivo a formato NEXUS. Estos archivos fueron utilizados para crear los &rboles
filogenéticos.

Los arboles filogenéticos de los alineamientos se realizaron en el software PAUP
(version 4.0a169) utilizando los archivos en formato NEXUS. Para la creacion de los arboles,
se utiliz6 para cada marcador o concatenado la secuencia de O. ficus-indica como grupo externo.
Los pardmetros utilizados para los 3 arboles fueron los siguientes: anélisis de distancias con
UPGMA, modelo evolutivo Kimura de dos parametros (K2P) y un Bootstrap con 1000 réplicas.
Los éarboles obtenidos fueron exportados para finalmente ser visualizados y editados

visualmente con FigTree (version 1.4.4) (Rambaut, 2007).

Después de observar el patron de agrupamiento entre las secuencias de cada marcador y
concatenados, se eligieron las secuencias que presentaran una aparente agrupacion entre
individuos que producen pitayas de diferente color. Con la secuencia o concatenado elegido, se
cred una secuencia consenso para cada grupo de individuos que producen pitayas de diferente
color: una secuencia para pitayas rojas, una para pitayas naranjas, una para pitayas moradas y
una para pitayas blancas. Para crear cada secuencia consenso, se alinearon las secuencias de
todos los individuos de un mismo color y se selecciond el nucle6tido con mayor frecuencia o
que fuera el mismo en todos los individuos del mismo color. En el caso de los grupos de
individuos naranjas, blancos y rosas que estuvieron compuestos de dos individuos, los
nucleotidos que diferian entre secuencias fueron seleccionados con base en el mayor Q score
visualizado en ChromasPro. Las secuencias consenso fueron alineadas, editadas, recortadas y
se cre6 un arbol filogenético utilizando los mismos software y parametros descritos
previamente, con la Unica diferencia de que se agregaron las secuencias de S. stellatus y S.
pruinosus como grupo hermano. Finalmente, el arbol obtenido fue editado visualmente en

Figtree para darle una mejor apariencia.
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V. RESULTADOS

V.1. Recolecta de tejido y frutos

El tejido vegetativo de pitaya dulce (Stenocereus thurberi) fue obtenido de una costilla de un
tallo de un total de 13 de individuos. Del total de individuos, 7 muestras correspondieron a
pitayas con pulpa de color rojo, 2 individuos de color rosa, 2 individuos de color naranja 'y 2
individuos de pulpa color blanca. En la Tabla 4 se presenta la ubicacion geogréfica de cada

plantas de pitaya (S. thurberi) muestreada.

Tabla 4. Ubicacion geogréfica de plantas de pitaya (S. thurberi) de los individuos muestreados
en el afio 2021 en la localidad de Carbo, Sonora, México.

Nombre de muestra Coordenadas Tipo de tejido muestreado
Roja 2 29°32'36.7"N 111°00'35.8"W Costilla
Roja 3 29°32'35.8"N 111°00'33.7"W Costilla
Roja 4 29°32'36.0"N 111°00'31.3"W Costilla
Roja 5 29°32'36.2"N 111°00'29.9"W Costilla
Roja 6 29°32'36.3"N 111°00'28.6"W Costilla
Roja F 29°32'25.5"N 111°00'47.8"W Costilla
Roja M 29°31'49.2"N 111°01'26.1"W Costilla
Rosa 1 29°32'16.9"N 111°01'07.7"W Costilla
Rosa 3 29°31'34.7"N 111°01'27.4"W Costilla

Naranja 1 29°32'25.6"N 111°00'47.8"W Costilla
Naranja 8 29°31'50.6"N 111°01'25.4"W Costilla
Blanca 1 29°32'25.9"N 111°00'51.1"W Costilla
Blanca 2 29°31'35.8"N 111°01'24.8"W Costilla

52



Con respecto a la colecta de frutos, se obtuvieron un total de 58 frutos de pitaya dulce
(S. thurberi). Se muestrearon alrededor de 3 frutos por planta, los cuales representaron a 3
individuos que producen pitayas rojas, 5 individuos que producen pitayas naranjas y 3
individuos que producen pitayas rosadas. Desafortunadamente no fue posible colectar pitayas
con pulpa blanca por lo que el andlisis fisicoquimico y proximal fue descartado en pitayas
blancas. Las comparaciones de atributos quimicos entre pitayas blancas y pitayas con
pigmentacion (pitayas rojas, naranjas y rosas) también fueron descartadas. EI niUmero de frutos

recolectados de cada individuo y sus respectivas coordenadas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Ubicacion geogréafica y numero de frutos muestreados en el afio 2022 en la localidad
de Carb0, Sonora, México.

Nombre de Coordenadas Tipo de tejido NUmero de
muestra muestreado unidades
Roja B 29°31'37.4"N 111°01'27.1"W Fruto 6
Roja D 29°31'36.1"N 111°01'24.6"W Fruto 3
Roja F 29°31'39.5"N 111°01'20.6"W Fruto 5

Naranja 6 29°32'23.4"N 111°00'57.4"W Fruto 6
Naranja 7 29°32'09.7"N 111°01'08.2"W Fruto 8
Naranja 8 29°31'50.6"N 111°01'25.3"W Fruto 2
Naranja 9 29°31'35.0"N 111°01'27.3"W Fruto 6

Naranja C 29°31'34.7"N 111°01'27.9"W Fruto 8
Rosa 1 29°32'16.9"N 111°01'07.7"W Fruto 1
Rosa 3 29°31'34.7"N 111°01'27.2"W Fruto 5
Rosa R 29°31'37.5"N 111°01'26.3"W Fruto 8
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V.2. Atributos de color

Los datos obtenidos para los atributos del color para cada grupo de pitayas se presentan en la
Tabla 6. Los atributos del color en todos los frutos demostraron tener valores intermedios de
luminosidad (L*) los cuales suelen ir del 0 al 100. En este pardmetro, los frutos naranjas
presentaron un valor significativamente superior (57.23+1.48) en comparacion con los frutos
rojos y rosados, demostrando que los frutos naranjas fueron el grupo con mayor luminosidad.
En el caso del rojo-verde (a*), este fue el Gnico valor que mostré diferencias significativas entre
los tres grupos. Los datos indican que el rojo es predominante sobre el verde en todos los casos,
donde los frutos rosas demostraron tener mayor predominancia del rojo comparado con los
frutos rojos y naranjas. Por otro lado, al evaluar el amarillo-azul (b*), el color amarillo fue
predominante sobre el azul en los tres grupos. Solo se detectaron diferencias significativas entre
los frutos rosados y naranjas, siendo estos Ultimos los mas amarillos (Tabla 6) (Lamb y Bourriau,
1995; Field, 2004).

El angulo de tono (H*) observado en todos los frutos indica que, al estar entre valores
de 0y 90, los frutos presentan una alta dominancia del color rojo. Los resultados muestran que
los frutos naranjas mostraron valores significativamente diferentes de los frutos rojos y rosados,
ya que presentaron los valores H* mas altos, indicando que estan mas cercanos al color amarillo
que los otros dos grupos. Mientras que los frutos rojos y rosados estan mas cercanos al color
rojo debido a que sus valores se acercan mas al 0 que los frutos naranjas. En el caso de la
saturacion (C*), todos los frutos demostraron tener valores cercanos al 100, indicando una
intensidad elevada del color en cada grupo, aungue no hubo diferencias significativas entre los
tres grupos (Tabla 6) (Lamb y Bourriau, 1995; Field, 2004).
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Tabla 6. Atributos de color obtenidos en frutos de pitaya con pigmentacion naranja, roja y rosa.

Frutos Frutos Frutos
Naranjas Rojos Rosados
Color
Luminosidad (L*) 57.23% + 1.48  50.35° + 0.72  45.77° + 1.22
Rojo-Verde (a*) 46.92° + 0.75  58.03° + 0.67 65.17% + 1.09
Amarillo-Azul (b*) 86.11* + 2.67  80.98%+ 0.58  74.02° * 0.56
Angulo de tono (H*) 62.812 + 1.38 54.38° + 050 46.15° + 2.87
Saturacion (C*) 101.76* + 1.16  99.63° + 0.19  98.06° + 0.92

Los valores se presentan como la media + error estandar. Los valores de cada fila con diferente
literal presentan diferencias significativas (p < 0.05).

A través del andlisis de cluster, se detectaron 3 clUsteres o grupos principales: el cllster
1 esté constituido por los individuos nombrados como “Roja B”, “Roja D”, “Roja F” y “Roja
M?”; el cluster 2 esta constituido por los individuos identificados como “Naranja 6”, “Naranja
77, “Naranja 8”, “Naranja 9” y “Naranja C”; el cluster 3 esta constituido por los individuos
nombrados “Rosa A”, “Rosa 1” y “Rosa 3” (Figura 12). La agrupacion de los individuos
muestreados utilizando los datos relacionados al color coincide con la pigmentacion observada
de los frutos al realizar el muestreo: pitayas naranjas (grupo 1), pitayas rosas (grupo 2) y pitayas
rojas (grupo 3). Por otra parte, se utilizaron los valores L*, a* y b* (Tabla 6) de cada grupo

descritos previamente para obtener el nombre del color registrado (https://colorizer.org/).

Con base en el analisis de cluster, se puede observar que el grupo de pitayas naranjas
estd mas relacionado con el grupo de pitayas rojas en comparacion con el grupo de pitayas rosas
(Figura 12).
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Figura 12. Cldaster plot generado en RStudio con los datos relacionados al color en pitayas
utilizando el algoritmo K-means y distancias euclidianas. Cluster 1 (circulos rojos): pitayas
rojas, Cluster 2 (triangulos azules): pitayas naranjas, Cluster 3 (rectangulos verdes): pitayas

rosas.

De manera similar, el clister dendogram muestra la agrupacion de los datos en tres
grupos principales: uno para pitayas rosas, uno para pitayas rojas y otro para pitayas naranjas,
siendo estos ultimos dos los mas relacionados debido a su agrupacion proxima (Figura 13). El
analisis de clUster sirvié para poder realizar los andlisis posteriores a los tres grupos de frutos:

frutos naranjas, frutos rojos y frutos rosados.
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Figura 13. Cluster dendogram generado en RStudio con los datos relacionados al color en
pitayas utilizando el algoritmo K-means y distancias euclidianas.

Los resultados relacionados a los atributos de color coinciden con lo observado en el
analisis de clUster: existen tres grupos en los datos muestreados los cuales se pueden denominar
como frutos naranjas, frutos rojos y frutos rosados. Estos frutos varian principalmente en los

valores a*, b* y H. Ademas, frutos rojos y naranjas estan mas relacionados entre ellos que con
los frutos rosados segun el clister dendogram (Figura 13).

V.3. Caracterizacion quimica

Los datos obtenidos en la caracterizacion quimica para cada grupo de pitayas se presentan en la
Tabla 7 y 9. Adicionalmente, se realiz6 una comparacion de los datos obtenidos en la
caracterizacion quimica de los frutos muestreados en verano del 2022 con frutos colectados en
verano del 2023 en el mismo sitio de muestreo.
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Tabla 7. Caracterizacion quimica de frutos de pitaya con pigmentacion naranja, roja y rosa (%
en base seca).

Frutos Frutos Frutos rosados

Caracterizacion Quimica naranjas rojos
Betalainas totales (mg/g) 2380+ 014 2.20° £ 0.30 3.38% + 0.28
Betacianinas (mg/g) 0.45° + 0.02 055" + 0.10 1.31* + 0.10
Betaxantinas (mg/g) 1.93°+ 0.213  1.65®+ 022  2.45% + 0.27
Solidos solubles (°Brix) 6.40° + 0.06 6.72% £ 0.06 7.00* + 0.07

Acidez titulable (%éac. Malico) 0.112 + 0.01 0.11* + 0.01 1.02°> + 0.23

I+

pH 583 £ 0.02 5.63* + 0.09 548 x 0.27

Los valores se presentan como la media + error estandar. Los valores de cada fila con diferente
literal presentan diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 8. Comparacion de variables obtenidas en la caracterizacién quimica de frutos de pitaya
dulce con pigmentacion naranja, roja y rosa muestreados en el afio 2022 y 2023.

Color del Sélidos solubles Acidez titulable pH
fruto (°Brix) (%éc. Malico)
Afio Afio Afio
2022 2023 2022 2023 2022 2023
Naranja 6.40 15.47 0.11 0.15 5.83 5.80
Rojo 6.72 12.8 0.11 0.14 5.63 5.84
Rosa 7.00 13.30 1.02 0.20 5.48 5.44

Para determinar las posibles diferencias en la composicion quimica de la pulpa de los
frutos con diferente pigmentacion, se evalud el contenido de betacianinas, betaxantinas y
betalainas totales. Los resultados mostraron que el contenido fue significativamente diferente
entre pitayas rojas y rosadas, siendo este ultimo grupo el que presentdé mayor cantidad de

betalainas. De manera especifica, en todos los grupos se encontré una mayor cantidad de
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betaxantinas en comparacion con las betacianinas, siendo los frutos rosados los que presentaron
la mayor cantidad de ambos pigmentos. Sin embargo, la proporcion de
betaxantinas/betacianinas (bx/bc) fue mayor en los frutos naranjas y rojos, lo cual explica la
dominancia de color naranja descrita en los atributos de color (Tabla 6). A pesar de que no se
detectaron diferencias significativas entre frutos rojos y naranjas, la proporcion bx/bc en frutos
naranjas fue ligeramente mayor. Por otra parte, la proporcion bx/bc fue menor en los frutos
rosados, lo cual explica una menor intensidad del color naranja-amarillo y una mayor del color

rojo-violeta (Tabla 7).

Por otro lado, se evaluaron los sélidos solubles, la acidez titulable y el pH (Tabla 7). En
cuanto a los solidos solubles totales (SST), los frutos mostraron un intervalo de 6.40 a los 7.0
°Brix y no se detectaron diferencias significativas entre grupos. Estos valores indican que los
frutos presentan un bajo nivel de dulzor en comparacién con otros frutos comerciales que
superan valores de 10 (Smith y Villalobos, 1996). Sin embargo, en el afio 2023 los SST
mostraron un rango 12.8 — 15.5, similar a lo que se ha reportado en otras pitayas (Tabla 8)
(Garcia-Cruz et al., 2022). Cabe destacar que la precipitacion en el sitio de muestreo fue mayor
en Julio del 2022 (138.1 mm mensuales) que en Julio del 2023 (62.2 mm). Esta mayor
precipitacion en 2022 pudo haber influenciado en los valores de los SST, generando frutos con
mas agua y por lo tanto aztcares més diluidos. Ademas, en el 2023 la temperatura promedio
mensual del mes de julio (32.8°C) fue aproximadamente 2°C mas calida que en julio del 2022
(30.9°C), por lo que esto pudo acelerar la maduracion y concentracion de azUcares en los frutos
muestreados ese aifio (CONAGUA, 2023).

En el caso de la acidez titulable, los valores obtenidos para los frutos rojos y naranjas
fueron significativamente diferentes en comparacion con los frutos rosados, los cuales
registraron un valor alrededor del 1.02%, siendo considerablemente superior al de los otros
frutos que registraron 0.11%. Estos datos indican que los frutos rosados presentan mayor
cantidad de acidos organicos que los frutos rojos y naranjas. La acidez titulable fue similar en
frutos rojos y naranjas entre los afios 2022 y 2023, mientras que los frutos rosados difirieron
entre las dos colectas. Esto puede ser debido también a la diferencia en precipitacion y
temperaturas entre ambas temporadas, donde el afio que Ilovié menos fue el 2023, en este caso,

se favorecieron otras rutas de sintesis en lugar de la produccion de &cidos organicos.
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Adicionalmente, otra explicacion viable para explicar las variaciones observadas de acidez
titulable entre las dos temporadas es la variabilidad biol6gica de la especie, ya que los individuos
que fueron analizados en el muestreo del 2022 no fueron los mismos al del 2023, por lo que
también puede haber afectado en los valores obtenidos de acidez titulable en ambos afios (Tabla
8).

Con respecto al pH, todos los frutos demostraron un pH acido con valores oscilando
entre 5.38 a 5.83 sin detectar diferencias significativas entre grupos (Tabla 7). Los valores de
pH fueron similares en los frutos del 2022 y del 2023 (Tabla 8).

V.4 Andlisis proximal general

Los datos obtenidos en el analisis proximal para cada grupo de pitayas se presentan en la Tabla
9.

Tabla 9. Analisis proximal general de frutos de pitaya con pigmentacién naranja, rojay rosa (%
en base seca).

Frutos Frutos Frutos

Analisis proximal general Naranjas Rojos Rosados
Humedad (%) 84.42% + 0.70 86.63° + 0.23  82.47° + 1.09
Proteina (%) 0.72° + 0.02 1.13* + 0.05 0.71° + 1.22
Lipidos (%) 0.33" + 0.03 0.31%® + 0.06 0.40° + 0.04
Ceniza (%) 0.10° + 0.00 0.21% + 0.03 0.35% + 0.14
Fraccion indigestible total (%)  95.89% + 1.32 95.30% + 0.77  94.62* + 0.50
Fraccion Insoluble 94.84% + 0.77 95.28% + 1.32  94.60* + 0.51
Fraccion Soluble 0.022 + 0.00 0.022 + 0.00  0.02* + 0.00

Los valores se presentan como la media + error estandar. Los valores de cada fila con diferente
literal presentan diferencias significativas (p < 0.05).
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El analisis proximal nos da informacion sobre la composicion general en términos
nutricionales del fruto. En el caso de los frutos de pitaya, el contenido de humedad de los frutos
estudiados oscil6 entre el 82.47 a 86.63%, indicando que todos los frutos estan conformados
principalmente por agua. El 14-18% restante podria estar conformado por otras moléculas
orgénicas como carbohidratos, proteinas, lipidos, &cidos orgénicos, entre otros. Se detectaron
diferencias significativas entre frutos rosados y frutos rojos, siendo los dltimos los que

presentaron mayor contenido de agua con un valor de 86.63 %.

Los valores de proteina total mostraron que los frutos rojos presentan un mayor
contenido de proteinas totales sobre los frutos naranjas y frutos rosados. En el caso de los frutos
naranjas y frutos rosados los valores fueron similares, con un 0.71 y 0.72%, respectivamente.
Mientras que en los frutos rojos, se obtuvieron los valores de 1.13%, los cuales fueron

significativamente diferentes en comparacion con los otros grupos.

El contenido de lipidos oscilé entre el 0.31 y el 0.40%, donde los frutos rosados
presentaron el mayor contenido de lipidos con 0.40% y mostraron diferencias significativas en
comparacion con los frutos rojos y naranjas, los cuales registraron valores de 0.31 y 0.33%,

respectivamente.

En el caso del contenido de ceniza, los valores detectados en los tres grupos de frutos
fueron menos del 0.5% en los tres grupos. Los frutos con menor contenido registrado fueron los
de pulpa naranja con 0.10%, mientras que los frutos rojos registraron los valores maximos con
0.35%, registrando diferencias significativas entre estos dos grupos. Estos valores indican que
las pitayas tienen un bajo contenido de materia inorganica comparado con otros frutos
comerciales que pueden llegar a tener mas del 0.5%.

Con respecto al contenido de fraccion indigestible total (FIT), se detectaron valores entre
94.63 al 95.89% con respecto a peso seco, sin identificar diferencias significativas entre grupos.
Préacticamente toda la FIT cuantificada estuvo compuesta por la fraccion indigestible insoluble
(FI1), ya que los valores de fraccion indigestible soluble (FIS) fueron bajos en todos los frutos
(0.02%). Considerando que los frutos reportaron alrededor de 82 a 87% de humedad, los datos
indican que el 13 al 18% de materia organica restante que queda esta constituida principalmente

por la FII.
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V.5. Cédigo de barras del ADN

V.5.1. Disefio de primers universales y especificos

Los resultados del analisis y disefio de primers obtenidos con la herramienta OligoAnalyzer se
muestran en la Tabla 10.

A pesar de que se intentd optimizar el disefio de primers para garantizar una reaccion de
PCR eficiente, hubo algunos parametros como la temperatura de fusion (Tm) o la energia libre
de Gibbs (AG) de las interacciones intra e interespecificas que excedieron los valores
recomendados. Generalmente, una Tm mayor a los 58°C evita la unién del primer a la cadena
molde de ADN y por lo tanto la amplificacion es nula. En el caso de la AG, valores menores a
-3 para homodimeros y -6 para heterodimeros sugieren gue habra interacciones no especificas
entre primers en lugar de una unién entre el primer y la cadena molde de ADN (Dieffenbach et
al., 2024). A pesar de que estos valores sobrepasaron el umbral recomendado, los primers

siguieron siendo considerados para el disefio y uso posterior de los primers especificos.
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Tabla 10. Disefio y analisis de primers para la amplificacion de marcadores moleculares especificos de S. thurberi. Los primers fueron
disefiados con la herramienta OligoAnalyzer. Los resultados de horquillas, homodimeros y heterodimeros representan la energia libre
de Gibbs (AG) expresada en kcal/mol. Abreviaturas: Long: longitud; GC: Contenido GC; HP: Hairpin; HOD: Homodimeros; HED:
Heterodimeros; FW: forward; RV: reverso; nt= nucleotidos; GC: guanina-citosina; Tm: temperatura de fusion.

Secuencia Long GC Tm HP HOD HED
Nombre (5'-3) (nt) (%) (°C) (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)
rbcL
FW ATG CCA CCA CAA ACA GAA ACT 21 42 5530 1 -3.14
bl GTA AAA TCA AGT CCA CCG CGA -3.14
RV AGA C 25 48 5810 0.12 -3.61
matk  ACC CCG AAG AGG CCA AAT TTG
FW TCC 24 542 618 -0.31 -9.28
matK 6.21
RV  GTG CCA GAT ACG GGA AAG GC 20 60 585 -1.31 -3.14
trnH-
psbA
FW CAG ATT CGG TCA AGA GGA AG 20 50 527 -0.07 -3.61
trnH-
PSPA  Gce TTT GAT TAA TTC TTA ATT -3.16
RV  GAAATTC 28 25 506 -0.56 -6.32
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V/.5.2. Extraccion de ADN

Las muestras de ADN extraido utilizando la metodologia descrita por Lépes et al. (1995) se
muestran en la Figura 14. El utilizar esta metodologia previamente descrita permitié obtener
ADN integro y de una calidad aceptable ya que las relaciones 260/280 y 260/230 obtenidas en
un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) oscilaron entre 1.8 a 2.0 y de 2.0 a 2.2, respectivamente.

Figura 14. ADN extraido de tejido vegetativo de S. thurberi utilizando la metodologia descrita
por Lopes et al. (1995). Carril 1: marcador de peso molecular de 1kb; carril 2 — 8: muestras de
ADN extraido de individuos de S. thurberi que producen pitayas rojas.

V.5.3. Amplificacion de productos de PCR

La amplificacion de los productos de PCR utilizando las condiciones descritas en la Tabla 3, se
muestran en las Figuras 15, 16 y 17 para los marcadores moleculares rbcL, matK y trnH-psbA,
respectivamente. Los amplicones obtenidos utilizando los marcadores universales de rbcL
fueron de aproximadamente 600 pb (Figura 15), mientras que los que fueron obtenidos con los
marcadores universales de matK fueron de aproximadamente 800 pb (Figura 16). En ambos
casos, los tamarios de los amplicones coinciden con lo reportado en la literatura (Levin et al.,

2003; Kress y Erickson, 2007; Fazekase et al., 2012). En el caso del marcador molecular trnH-
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psbA, los primers universales no permitieron obtener un resultado exitoso, ya que en la mayoria
de los casos no hubo amplificacion y en los que si ocurrid la banda obtenida no era del tamafio
esperado de 400 pb (Sang et al., 1997; Tate y Simpson, 2003). Por esta razdn, se opté por utilizar
los primers especificos, con los cuales se obtuvieron productos de aproximadamente 600 pb

como se esperaba (Figura 17).

Figura 15. Productos de PCR amplificados utilizando los primers universales rbcL en S.
thurberi. Carril 1: marcador de peso molecular (1 kb); Carril 2 — 5: productos de PCR
amplificados. Los nimeros rojos indican el tamafio del marcador del peso molecular en pares
de bases (pb).
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Figura 16. Productos de PCR amplificados utilizando los primers universales matK en S.
thurberi. Carril 1: marcador de peso molecular (1 kb); Carril 2 — 5: productos de PCR

amplificados. Los numeros rojos indican el tamafio del marcador del peso molecular en pares
de bases (pb).
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Figura 17. Productos de PCR amplificados utilizando los primers especificos trnH-psbA en S.
thurberi. Carril 1: marcador de peso molecular (1 kb); Carril 2 — 5: productos de PCR
amplificados. Los numeros rojos indican el tamafio del marcador del peso molecular en pares

de bases (pb).

Los productos de PCR obtenidos para los tres marcadores fueron cuantificados y
analizados a través de un NanoDrop 1000, procurando gue la concentracion fuera de al menos
50 ng/uL y las relaciones 260/280 y 260/230 fueran de 1.8 a2.0 y de 2.0 a 2.2, respectivamente.
Estos productos fueron enviados a secuenciar al Laboratorio de Servicios Gendmicos
(LabSerGen, UGA-Irapuato, México).
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V.5.4. Obtencion y filtrado de calidad de las secuencias obtenidas

Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion, se procedié a realizar el ensamble y el
filtrado de calidad de las secuencias utilizando ChromasPro (v2.1.10.1). Estas secuencias fueron
alineadas utilizando ClustalOmega para después ser visualizadas y editadas en JalView
(v2.11.2.0). Los alineamientos para rbcL, matK y trnH-psbA se muestran en las Figuras 18, 19
y 20, respectivamente. El alineamiento de rbcL demostré que estas secuencias son altamente
conservadas en todos los individuos analizados (Figura 18). En el caso de los alineamientos de
matK y trnH-psbA, estos demostraron que las secuencias son polimarficas entre los individuos
analizados, ademés de que los tamafios de las secuencias variaron entre individuos (Figura 19y
Figura 20). El tamafio inicial (antes del recorte) y el tamafio final de los alineamientos obtenidos
después de los recortes para los marcadores rbcL, matK y trnH-psbA, asi como sus respectivos
concatenados, se encuentran en la Tabla 11. En el caso de trnH-psbA donde se obtuvieron
fragmentos de hasta 1350 pb, se tuvo que realizar un corte de mayor longitud debido a que la
longitud de las secuencias fue variable entre individuos. Con los alineamientos obtenidos se

construyeron los arboles filogenéticos.
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Figura 18. Alineamiento multiple de secuencias del marcador rbcL de distintos individuos que
de S. thurberi que producen pitayas de distinta pigmentacion.
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Figura 19. Alineamiento multiple de secuencias del marcador matK de distintos individuos que
de S. thurberi que producen pitayas de distinta pigmentacion.
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BL1/283-593
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Figura 20. Alineamiento multiple de secuencias del marcador trnH-psbA de distintos individuos
que de S. thurberi que producen pitayas de distinta pigmentacion.
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Tabla 11. Tamafio inicial y final en pares de bases (pb) para las secuencias rbcL, matK, trnH-
psbA y sus respectivos concatenados. El tamafio final corresponde al recorte realizado a las
secuencias iniciales.

Secuencia Tamaiio inicial (pb) Tamaiio final (pb)
rbcL 583 523
matK 1041 810
trnH-psbA 1350 353
rbcL + matK 1350 1350
rbcL + trnH-psbA 846 846
matK + trnH-psbA 1185 1182
rbcL + trnH- psbA + matK 1685 1660

V.5.5. Andlisis de secuencias de los marcadores secuenciados

El arbol filogenético obtenido para rbcL agrupd a las secuencias de todos los individuos
muestreados en un mismo clado, sin una aparente distincion entre individuos (Figura 21). En el
caso de matK, las secuencias obtenidas demostraron ser polimorficas y las secuencias fueron
agrupadas en distintos clados. Sin embargo, las secuencias no mostraron tener una aparente
agrupacioén de individuos segun el color de pulpa que producen (Figura 22). Igualmente, las
secuencias obtenidas para trnH-psbA también demostraron ser polimoérficas debido a la
agrupacion de éstas en distintos clados. A diferencia de matK, el arbol de trnH-psbA demostrd
tener una aparente agrupacion de individuos con base en el color de pitaya que producen. En
este caso, los tres grupos generados en el arbol fueron los siguientes: un grupo para “Rosa 1y
“Rosa 37, otro grupo para “Roja 57, “Roja 6, “Roja 3”, “Roja 2” y “Roja 4” y otro grupo para
“Naranja 8”, “Roja M”, “Blanca 2”, “Blanca 1” y “Naranja 1” (Figura 23).
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Figura 21. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el marcador rbcL en varios individuos
de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacion. Los nimeros sobre las ramas
representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma agrupacion usando un
bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa unidades de distancias
evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon con el método de Kimura

de 2 parametros.
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Figura 22. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el marcador matK en varios individuos
de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacion. Los nimeros sobre las ramas
representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma agrupacion usando un
80ootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa unidades de
distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon con el método
de Kimura de 2 parametros.
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Figura 23. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el marcador trnH-psbA en varios
individuos de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacién. Los nimeros sobre
las ramas representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma agrupacion
usando un bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa unidades
de distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon con el
método de Kimura de 2 parametros.

Una vez analizados los arboles de los marcadores individuales se realiz6 el concatenado
de las secuencias. En el caso del concatenado rbcL+matK no mostr6 alguna agrupacion aparente
entre individuos que producen pitayas con un mismo color (Figura 24). En el caso del
concatenado matK+trnH-psbA, la agrupacién coloco a la mayoria de los individuos etiquetados
como “Roja” como el grupo més externo del clado (a excepcion de “Roja M” y “Roja 57),
mientras que el grupo etiquetado como “Rosa” y el individuo “Roja 2” fueron colocados a la
mitad del arbol como un grupo mas interno. Por su parte, los individuos etiquetados como
“Blanca” y “Naranja” fueron agrupados hasta el interior del arbol, aunque la agrupacion de los
individuos naranjas no es totalmente clara ya que se agrupan con “Roja M” (Figura 25). En el
caso del concatenado rbcL+trnH-psbA, este demostro tener una topologia similar al arbol trnH-
psbA (Figura 26). Sin embargo, la agrupacién sigue sin ser totalmente clara ya que el individuo

“Roja 2” fue agrupado de manera mas cercana a los individuos “Rosa”.
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Figura 24. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el concatenado rbcL+matK en varios
individuos de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacion. Los numeros sobre
las ramas representan el porcentaje de veces que cada clado mostré6 una misma agrupacion
usando un bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa unidades
de distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon con el
método de Kimura de 2 parametros.
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Figura 25. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el concatenado matK+trnH-psbA en
varios individuos de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacion. Los nimeros
sobre las ramas representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma agrupacion
usando un bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa unidades
de distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon con el
método de Kimura de 2 parametros.
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Figura 26. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el concatenado rbcL+trnH-psbA en
varios individuos de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacion. Los nimeros
sobre las ramas representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma agrupacion
usando un bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa unidades
de distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon con el
método de Kimura de 2 parametros.

Posteriormente, al realizar el concatenado rbcL+matK+trnH-psbA, éste formé un solo
clado donde los individuos etiquetados como “Rojo” (a excepcion de “Roja M) fueron
agrupados como el grupo més externo, similar al arbol matK+trnH-psbA. A su vez, se detectd
un clado interno formado por dos grupos: el primero conformado por los individuos etiquetados
como “Rosa” y el segundo que comprende a individuos “Roja 57, “Naranja 8” “Naranja 17,
“Roja M” y los individuos etiquetados como “Blanca 1 y 27, siendo estos ultimos un clado
todavia mas interno. A pesar de que la agrupacion de los individuos etiquetados como Naranja
no es totalmente clara, la agrupacion en general de los individuos “rojos”, “rosas” y “blancos”

mostrd una tendencia al reunir a los individuos que producen pitayas de un mismo color en un

solo clado o grupo. Por esta razon, se utilizd el concatenado rbcL+matK-+trnH-psbA para
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realizar los analisis posteriores. Por otra parte, debido a que no se pudo cuantificar el color de
la pitaya del individuo “Roja 5” por falta de muestra, cabe la posibilidad de que este individuo

produzca pitayas naranjas y no rojas (Figura 27).

Opuntia ficu
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Figura 27. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el concatenado rbcL+matK+ trnH-psbA
en varios individuos de S. thurberi que producen pitayas con distinta pigmentacion. Los
nameros sobre las ramas representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma
agrupacién usando un bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa
unidades de distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon
con el método de Kimura de 2 pardmetros.

Adicionalmente, para evaluar la relacion de las secuencias obtenidas para S. thurberi y
las secuencias de otras especies de Stenocereus sp. se construyo un arbol filogenético con el
concatenado rbcL+matK+trnH-psbA. Para esto, se utilizaron las secuencias consenso de los

grupos de individuos que producen pitayas “Rojas”, “Rosas”, “Naranjas” y “Blancas”, asi como
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las secuencias de este concatenado para S. stellatus y S. pruinosus (Figura 28). Como resultado,
el arbol filogenético agrup6 una vez mas un clado en donde los individuos que producen pitayas
rojas se encuentran en la parte mas externa, seguido de los que producen pitayas rosas y estos a
su vez seguidos de los que producen pitayas naranjas. EI grupo mas interno consistio en un clado
formado por los individuos que producen pitayas blancas y por S. stellatus y S. pruinosus. Esto
quiere decir que la secuencia de las “blancas” utilizadas en este estudio tienen mayor similitud

a las otras dos especies de Stenocereus que las secuencias de los “naranjas”, “rosas” y “rojas”.

2

Opuntia ficus-indica
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Naranjas

Blancas
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D 1 2 3 4 5 6 7

Figura 28. Arbol filogenético con UPGMA utilizando el concatenado rbcL+matK-+trnH-psbA.
Se utilizaron secuencias consenso de S. thurberi de cada grupo de individuos que producen
pitayas con distinta pigmentacion (Rojas, Rosas, Naranjas y Blancas) obtenidas en este trabajo
y estas se compararon con secuencias de S. stellatus, S. pruinosus y Opuntia ficus-indica. Los
numeros sobre las ramas representan el porcentaje de veces que cada clado mostré una misma
agrupacion usando un bootstrap de 1000 réplicas. La barra situada en la parte inferior representa
unidades de distancias de evolutivas (sustituciones de bases por sitio), las cuales se calcularon
con el método de Kimura de 2 parametros.
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La topologia del &rbol esta descrita por el niUmero de caracteres Unicos en cada grupo
(Tabla 11) y, a su vez, por el numero de caracteres compartidos (Tabla 12) entre grupos. Los
caracteres Unicos son, en este caso, nucleétidos en una posicion especifica dentro de la secuencia
que solamente estan presentes en un grupo. Por otra parte, los caracteres compartidos son
nucledtidos en una posicién especifica que pueden ser compartidos por dos 0 mas grupos. Un
grupo que solamente tiene caracteres Unicos y no compartidos seré colocado en un clado exterior
lejos de los demas clados, mientras que grupos que comparten un nimero de caracteres
especificos tenderan a agruparse en un solo clado o en clados cercanos. Después de analizar las
secuencias de los concatenados, como muestra la Figura 19 y las Tablas 12 y 13, se detectaron
un total de 90 caracteres compartidos entre los cuatro grupos de individuos, siendo las naranjas
+ blancas el grupo que compartié el mayor nimero (16 caracteres) seguido de las rojas + rosas
(13 caracteres). A su vez, es claro que los grupos de rojas + blancas no presentaron caracteres
compartidos, lo cual explica su distancia en el &rbol. Con respecto a los caracteres unicos
identificados, los individuos rojos fueron el grupo con mayor nimero (63 caracteres), seguido
de los rosas (27 caracteres) mientras que los individuos naranjas y blancos tuvieron la misma
cantidad (23 caracteres) (Figura 19 y Tabla 13). Los datos sugieren que el grupo de individuos
que producen pitayas rojas es el grupo externo (definido por el nimero mayor de caracteres
externos) del cual los deméas grupos podrian haber surgido.
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Rosas Blancas

Naranjas

Figura 29. Diagrama de Venn de los caracteres Unicos y compartidos en individuos de S.
thurberi. Los numeros situados dentro de cada 6valo e interseccion entre ovalos representan el
namero de caracteres Unicos 0 compartidos entre grupos, respectivamente.

Tabla 12. NUmero y posicion de caracteres Unicos presentes en individuos de S. thurberi que

producen pitayas de color rojo, rosa, naranja y blanco en el concatenado rbcL+matK+trnH-
psbA.

Color del NUmero de Posicion del nucleétido en la secuencia
fruto caracteres Unicos

23, 47,48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 61, 74, 75, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 126, 134, 135, 136, 137, 138, 140, 141,
142,143, 144, 145, 146, 148, 149, 150, 152, 153, 154, 155,

Rojo 63 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 167, 169, 188, 191, 201,
202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 215, 216

22,23, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 36, 37, 38, 123, 124, 125, 131,

Rosa 27 132, 133, 181, 182, 183, 184, 186, 187, 188, 191, 202, 211
21,24, 26,44, 45, 46, 62, 63, 64, 65, 69, 70, 71, 72, 73, 114,
Naranja 23 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122
Blanco 23 24, 27,28, 29,112, 162
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Tabla 13. NUmero y posicion de caracteres compartidos presentes en individuos de S. thurberi
que producen pitayas de color rojo, rosa, naranja y blanco en el concatenado rbcL+matK+trnH-

psbA.
Grupo NUmero de Posicion del nucleotido
de frutos caracteres en la secuencia
compartidos
Rojos + Rosas 13 24, 113, 128, 129, 130, 163, 164, 165, 166,
189, 190, 210, 212
Rojos + Naranjas 5 25, 28, 29, 59, 60
Rojos + Blancos 0 0
Rosas + Naranjas 1 162
Rosas + Blancos 3 25, 59, 60
Naranjas + Blancos 16 23, 113, 128, 129, 130, 163, 164, 165, 166,
188, 189, 190, 191, 202, 210, 212
Rojas + Rosas + Naranjas 2 27,112
Rojas + Naranjas + Blancos 22 22, 30, 31, 33, 34, 36, 37, 38, 123, 124, 125,
131, 132, 133, 181, 182, 183, 184, 186, 187,
211
Rosas + Naranjas + Blancos 58 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 61,
74, 75, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 126, 134, 135,
136, 137, 138, 140, 141, 142, 143, 144, 145,
146, 148, 149, 150, 152, 153, 154, 155, 156,
157, 158, 159, 160, 161, 167, 169, 201, 203,
204, 205, 206, 207, 208, 209, 215, 216
Rojos + Rosas + Blancos 22 21, 26, 44, 45, 46, 62, 63, 64, 65, 69, 70, 71,
72,773,114, 116, 117,118, 119, 120, 121, 122
Rojos + Rosas + Naranjas + 90 1,2,3,4,5/6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,

Blancos

16, 17, 18, 19, 20, 32, 35, 39, 40, 41, 42, 43,
58, 66, 67, 68, 76, 77, 78, 79, 79, 80, 81, 82,
83, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 115, 127, 139, 147, 151, 168, 170,
171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 180,
185, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,
200, 213, 214
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VI. DISCUSION

Stenocereus thurberi es una planta con importancia econdémica, cultural y ecologica. En el
estado de Sonora, &rea que abarca parte de la distribucion de la especie, S. thurberi ha sido
utilizada por distintas comunidades indigenas para la elaboracion de distintos bienes materiales
derivados del tronco y las ramas. Asimismo, ha contribuido con la elaboracion de remedios
caseros para tratar distintas lesiones y enfermedades. El fruto, conocido coloquialmente como
“pitaya” o “pitaya dulce”, es una fuente de ingreso para distintas familias sonorenses en el
verano, época en donde la pitaya se produce. En Sonora, las pitayas suelen ser recolectadas de
poblaciones silvestres y después son transportadas a los mercados locales para ser vendidas
(Yerman y Van Devener, 2002; Flores-Valdez, 2002; Garcia-Cruz et al., 2022).

Ademaés del valor econémico y cultural, S. thurberi es un elemento esencial para el
funcionamiento ecoldgico de zonas aridas y semiaridas. Al ser una especie autoincompatible, S.
thurberi depende de la interaccion con sus polinizadores para dispersar el polen hacia otras
plantas. Ademas, los frutos producidos por esta especie son fuente alimenticia de varios
animales, principalmente el murciélago Leptonycteris yerbabuenae y algunas especies de aves
y esfingidos (Sahley et al., 2001; Bustamente et al., 2010; Bustamente et al., 2016; Arenas et
al., 2023).

Las pitayas del género Stenocereus son conocidas por tener coloraciones llamativas en
la pulpa del fruto e incluyen tonalidades rojas, violetas, rosas, amarillas, anaranjadas y blancas
(Garcia-Cruz et al., 2022). En las tltimas décadas, se ha demostrado en distintas especies del
género (S. pruinosus, S. stellatus y S. queretaroensis) que el contenido quimico-proximal varia
con respecto a la coloracion de la pulpa del fruto (Garcia-Cruz et al., 2013; Pérez-Loredo et al.,
2016; Cervantes-Arista et al., 2020). En el caso de S. thurberi, la mayoria de los estudios
existentes se han realizado en frutos con pigmentacion roja (Rodriguez-Féliz et al., 2019;
Castro-Enriquez et al., 2020) y el Unico estudio que ha tomado en cuenta las otras
pigmentaciones de la pulpa fue realizado en individuos distribuidos al norte de Sinaloa en donde
las condiciones climaticas y de suelo difieren de las de Sonora (Hinojosa-Gémez y Muy-Rangel,
2023). En este contexto, en este estudio se determind la composicién quimico-proximal de frutos

de S. thurberi con pulpa de distinta pigmentacion. Estos frutos provinieron de individuos
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distribuidos en la poblacién de Carbo, Sonora (Figura 5). A pesar de que en la literatura se
reportan coloraciones rojas, moradas, anaranjadas, amarillas, rosas y blancas (Flores, 2002), el
sitio de muestreo mostr6 una dominancia de individuos que producen pitayas de color rojo.
Afortunadamente, fue posible encontrar algunos individuos que producen pitayas naranjas y
rosadas, aunque la frecuencia de estos es mucho menor que la de los individuos que producen

pitayas rojas.

Inicialmente, el color de los frutos muestreados en campo fue clasificado de manera
arbitraria por el grupo de trabajo. Por esta razén, se cuantificaron los atributos de color de todos
los frutos y se obtuvieron las coordenadas del sistema CIELAB. Estas coordenadas (a*, b*y L)
confirmaron la presencia de tres grupos principales de frutos: rojos, rosas y naranjas. Los
resultados demostraron que los tres grupos de frutos tienen una dominancia del color rojo sobre
verde y una del color amarillo sobre azul. Estos resultados coinciden con el analisis de cldster,

en el cual los frutos estudiados pueden categorizarse en tres grupos o clsteres.

El anélisis de cluster indicd que los frutos rojos y naranjas son similares entre ellos ya
que fueron agrupados de manera préxima en el clister plot y en el clister dendogram. Por otra
parte, los frutos rosas fueron agrupados como un grupo externo en ambas figuras (figura 12 y
Figura 13). La agrupacion puede ser explicada debido a que los frutos naranjas y los frutos rojos
comparten valores similares para el amarillo-azul (b*), saturacion (C*), contenido de betalainas
totales, contenido de betacianinas y contenido de betaxantinas, mientras que los frutos rosas
fueron el grupo que presentd la mayoria de los valores estadisticamente diferentes a los otros

dos grupos.

Por otra parte, el hecho de que los frutos presenten dominancias de los colores rojo y
amarillo es debido a la proporcion de betacianinas y betaxantinas presentes en la pulpa. Un
parametro que esta directamente al color de la pulpa de los frutos es el contenido de betalainas.
De hecho, el color de los frutos puede ser explicado por la proporcion de
betacianinas/betaxantinas (Bc/Bx). Los frutos que tienen pigmentaciones rojas-violetas suelen
tener una mayor proporcion de Bc/Bx que los frutos con pigmentaciones naranjas-violetas, esto
quiere decir que los frutos rojos/violetas tienen méas betacianinas que betaxantinas mientras que
frutos naranjas/amarillos tienen mas betaxantinas que betacianinas. Nuestros resultados

mostraron que las pitayas naranjas analizadas tienen una menor proporcion de Bc/Bx, mientras
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que las pitayas rojas y rosadas analizadas demostraron tener una mayor proporcion de Bc/BXx.
Los resultados concuerdan con lo esperado, ya que las betaxantinas suelen estar en mayor
proporcion en frutos con pigmentaciones naranjas o amarillas mientras que las betacianinas
suelen estar en mayor proporcion en frutos rojos y morados (Sadowska-Bartosz y Bartosz,
2021).

El hecho de que los frutos rojos y rosas sean visualmente diferentes es debido a que
la proporcién Bc/Bx fue mayor en los frutos rosados, ademas de que los valores a* también
fueron mayores (Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2021). Los datos relacionados al contenido de
betalainas obtenidos en este estudio concuerdan con lo que se ha reportado para otras pitayas de
las distintas especies del género Stenocereus, donde la proporcidn de betaxantinas es mayor que
la de betacianinas incluso en frutos rojos o violetas (Garcia-Cruz et al., 2022). La proporcion de
betacianinas y betaxantinas en las pitayas del género Stenocereus difiere de la de los frutos de
otras especies comerciales, como en los frutos del dragén (Hylocereus sp.) y en las tunas
(Opuntia sp.) donde la proporcion de betacianinas es mayor en frutos rojos y la proporcién de
betaxantinas es mayor en frutos naranjas y amarillos (Gémez-Magueo et al., 2020; Hernandez-
Ramos et al., 2020).

La diferencia en las proporciones Bc/Bx observadas en los frutos analizados también
puede ser explicada por la ruta de biosintesis de betalainas. Una vez que se ha producido &cido
betalamico, el cual es molécula precursora de betacianinas y betaxantinas, este puede tomar dos
rutas: 1) condensacion con una molécula de ciclo-DOPA a través del grupo imino para formar
betanidina y posteriormente ser glucosilada para formar una betacianinas; 2) condensacién con
un grupo amino (generalmente tirosina) para formar betaxantinas. No se sabe con certeza qué
es lo que causa una preferencia en la sintesis de estos pigmentos, por lo que puede estar regulado
por factores genéticos, epigenéticos, transcripcionales, ambientales, alostéricos, entre otros
(Khan y Gridhar, 2015).

Las betaxantinas mas comunes en las pitayas del género Stenocereus son la indicaxantina
y su isémero isoindicaxantina, mientras que las betacianinas mas comunes son glucoésidos de
betanidina, gomfrenina-l, isogomfrenina-1, betanidinas descarboxiladas, filolactina e
isofilolactina. A pesar de que en este estudio no se cuantificaron betacianinas y betaxantinas

especificas, estos pigmentos han sido cuantificados en pitayas de S. pruinosus y S. stellatus por
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lo que muy posiblemente también estén presentes en los frutos de S. thurberi (Garcia-Cruz et
al., 2017).

Las betalainas son pigmentos solubles en agua que han Ilamado la atencion en afios
recientes por sus multiples beneficios a la salud. Estos pigmentos tienen propiedades
antimicrobianas, anticancerigenas, neuroprotectoras, cardiovasculares, antiinflamatorias, entre
otras (Khan y Giridhar, 2015; Ribiero et al., 2019; Madadi et al., 2020; Yahaghi et al., 2020).
Estos pigmentos estan presentes en distintos frutos de la familia Cactaceae, entre estos, los del
género Stenocereus (conocidos como pitayas). Las betalainas presentes en la pulpa de las pitayas
ayudan a la atraccion de dispersores de semillas que se alimentan del fruto, también brindan un
efecto protector a las células al reducir la transmitancia y reflectividad de la luz, asi como el
decrementar el potencial osmatico y a mantener la turgencia de las células (Jain y Gould, 2015;
Abedi et al., 2023). El contenido de betalainas totales ha demostrado ser variable entre pitayas
de cada especie y entre los métodos de deteccion utilizados. Por ejemplo, utilizando
espectrofotometria se detectd que S. queretaroensis es la especie reportada con la mayor
produccidn de betalainas hasta el momento con alrededor de 4.9 mg/g con respecto a peso seco.

Utilizando el mismo método, las pitayas de S. thurberi analizadas en este estudio
tuvieron un contenido similar de betalainas totales (2.38 a 3.38 mg/g), concordando con lo que
se ha reportado en otros estudios donde se analizaron pitayas rojas de S. thurberi (Castro-
Enriquez et al., 2020; Hinojosa-Gémez y Muy-Rangel, 2023). Por otra parte, en S. pruinosus y
S. griseus se ha detectado a través de HPLC hasta mas de 20 mg/g de betalainas totales con
respecto a peso seco, por lo que el método de deteccién también debe de tomarse en cuenta
(Garcia-Cruz et al., 2022). Otras especies productoras de betalainas, como la remolacha (Beta
vulgaris) suelen producir entre 0.64 hasta 6.7 mg/g de betalainas totales con respecto a peso
seco dependiendo del cultivo. Entre las especies del género Hylocereus se ha reportado que
producen desde 0.2 a 0.50 mg/g de betalainas totales en la pulpa con respecto a peso seco,
mientras que las especies del género Opuntia producen entre 0.2 hasta 1.90 mg/g de betalainas
totales en la pulpa con respecto a peso seco (Barkociova et al., 2021). En este estudio, se
obtuvieron un total de 2.38, 2.20 y 3.34 mg/g de betalainas totales en frutos naranjas, rojos y
rosados, respectivamente. Estos valores sugieren que la pitaya dulce es una fuente natural y

alternativa de estos pigmentos.
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Las betalainas también tienen propiedades antioxidantes la cual esta atribuida al numero
de grupos hidroxilo (-OH) y grupos imino (=NH) en su estructura molecular, asi como el sistema
de resonancia existente en estas moléculas. Se ha demostrado que la pitaya dulce es una fuente
de antioxidantes, la cual es otorgada principalmente por estos pigmentos y por algunos
compuestos fendlicos (Castro-Enriquez et al., 2020). En el Gnico estudio realizado en frutos de
S. thurberi con distintas pigmentaciones, se demostro a través de la prueba ABTS y ORAC que
los frutos rojos, amarillos, anaranjados y morados (o tinta como reportan en el estudio) tienen
capacidad antioxidante. En ambas pruebas, los frutos anaranjados demostraron tener la mayor
capacidad antioxidante (Hinojosa-Gomez y Muy-Rangel, 2023). Por lo tanto, la pitaya dulce
puede ser considerada como una fuente de antioxidantes, la cual esta atribuida por la presencia

.de betalainas.

Por otro lado, los frutos analizados en este estudio fueron sometidos a un anélisis
quimico-proximal con la finalidad de detectar diferencias en composicion entre los grupos de
frutos. Este tipo de analisis permite estudiar la composicién de los alimentos y sirve para conocer
el valor nutricional de los frutos, asi como su calidad. En este estudio, algunos atributos
demostraron variar con respecto a la pigmentacion de la pulpa. Uno de los mas notorios fue el
porcentaje de acidez titulable en los frutos rosados, los cuales superaron ligeramente el 1%
mientras que los otros frutos obtuvieron valores del 0.11%. Hasta la fecha, se ha reportado que
los frutos con mayor porcentaje de acido malico son los de S. stellatus con alrededor del 0.5%
para frutos con pigmentacion roja, amarilla y morada, y hasta 0.81% para frutos blancos (Pérez-
Loredo et al., 2016). Esto sugiere que 1) las pitayas rosadas tienen la mayor acidez reportadas
hasta la fecha, y 2) los frutos rosados tienen un sabor amargo comparado con los otros dos frutos
debido al mayor contenido de acido malico. El acido malico tiene distintas funciones en la célula
vegetal, entre estas es utilizado como sustrato por distintas enzimas, es un agente reductor,
participa en la regulacion de distintas reacciones metabolicas, se encarga de la apertura y cierre
de estomas y promueve el crecimiento y resistencia al frio. Ademas, la acidez titulable es un
parametro comun utilizado para evaluar la calidad de los frutos (Si et al., 2022). De acuerdo con
esto, la presencia de una mayor cantidad de este acido en los frutos rosados analizados podria
sugerir que alguna ruta metabdlica es mayormente regulada que en los otros tipos de frutos,

aunque se necesitarian mas estudios para poder comprobar y definir esta hipotesis (Sun et al.,

94



2019). Como se menciond previamente, las pitayas rosadas fueron los frutos que se observaron
con menor frecuencia. Este hecho podria estar relacionado con el contenido de acidez en el fruto,
asi como con la preferencia alimenticia de los principales dispersores de semillas de S. thurberi,
los cuales son murciélagos que suelen buscar frutos con sabores dulces en lugar de amargos,
agrios o &cidos (Lei et al., 2021). Los valores de acidez en los frutos rosas difirieron entre el afio
2022 y el afio 2023 (Tabla 8). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que en julio del afio 2022
hubo mayor precipitacion que en julio del afio 2023, ademas de que la temperatura media de
julio de 2023 también fue mas calida que en julio de 2022. El hecho de que se hayan encontrado
valores menores de acidez en el afio 2023 podria indicar que la planta opta por sintetizar otras

moléculas que sirvan para su supervivencia en tiempos de sequia (Srivastava et al., 2021).

A pesar de que el pH no fue estadisticamente diferente entre frutos, este atributo también
se considera relevante ya que influye en la actividad enzimatica y en la estabilidad de distintas
moléculas (incluyendo betalainas). EI hecho de que la acidez titulable (TA) haya variado y el
pH no, puede ser explicado a través del tipo de &cidos organicos presentes en el fruto y con su
constante de disociacion (Ka). Los acidos organicos que tienen una menor K, (acido malico, por
ejemplo) se disocian ligeramente en solucién acuosa y liberan algunos iones hidrégeno (HY),
mientras que los acidos organicos que tienen una mayor K, se disocian completamente en H* .
La TA cuantifica la cantidad de base (NaOH) que se necesita para neutralizar a los acidos
presentes (organicos en este caso). El pH, por otra parte, mide la concentracion de H* en una
solucion. ElI pH mide el nivel de disociacion actual de los acidos presentes en una muestra,
mientras que el TA refleja la cantidad de &cidos presentes en la muestra, los cuales dependeran
de su Ka y de la tendencia que tengan para disociarse (Nielsen, 2017).

Otro atributo que vario en mayor medida fue el contenido de proteina, el cual demostrd
ser superior en los frutos rojos. El contenido de proteina cuantificado fue similar a los valores
obtenidos reportados por Hinojosa-Gémez y Muy-Rangel (2023) en S. thurberi, en donde
también los frutos con pigmentacion roja presentaron el mayor contenido (1.13%). El contenido
de proteina reportado para otros frutos con distinta pigmentacion del género ronda entre el 1.00
al 1.30% (Garcia-Cruz et al., 2022). En el caso de los frutos naranjas y rosados, su contenido de
proteina ha sido el menor reportado entre los frutos del género. No se sabe cual es la causa de

que las pitayas rojas tengan mayor contenido de proteina sobre las pitayas de otro color. Algunas
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posibles explicaciones podrian estar relacionadas a que los individuos que producen pitayas
rojas destinan sus recursos proteicos hacia el fruto, mientras que los individuos que producen
pitayas de otro color (haranjas o rosadas, por ejemplo) priorizan sus recursos metabdlicos hacia
otras funciones de la planta (crecimiento, reproduccién, defensa, entre otros). Otra posible
explicacion podria ser que los individuos que producen pitayas de color diferente al rojo
prioricen el producir mas betaxantinas a expensas de un mayor contenido proteico en el fruto.
Las condiciones del climaticas, asi como las del suelo también podrian ser una A pesar de que
estas son algunas posibilidades, se necesitarian de estudios adicionales para confirmar estas

suposiciones.

El contenido de sélidos solubles totales (SST) no vario significativamente entre los
grupos de pitayas de color (Tabla 7). Sin embargo, en el afio 2023 se obtuvieron valores de
aproximadamente el doble que en el afio 2022 (Tabla 8). Esto puede ser explicado porque en el
afio 2022 se reporté mayor precipitacion que en el afio 2023, por lo que los frutos producidos
en 2022 pueden haber tenido mayor cantidad de agua y por lo tanto az(cares mucho mas
diluidos. También puede haber influenciado que las temperaturas calidas en julio de 2023 hayan
acelerado la maduracién del fruto y por lo tanto haya habido menos azlcares al momento del

muestreo.

El contenido de ceniza cuantificado en este estudio fue superior para los frutos rosados
(0.35%) y menor para los frutos naranjas (0.10%). En otro estudio realizado por Hinojosa-
Gbémez y Muy-Rangel (2023), se reportd un contenido de ceniza del 0.8% en frutos rojos y
naranjas de S. thurberi sin detectar diferencias significativas. El hecho de que Hinojosa-Gomez
y Muy-Rangel (2023) reporten valores superiores en el contenido de ceniza que los obtenidos
en este estudio, puede ser debido a las diferencias en las condiciones ambientales y de suelo en
las que los frutos fueron muestreados. En este estudio, las pitayas dulces fueron obtenidas de la
localidad de Carb6, Sonora (Figura 5) en donde el clima es calido y subcélido, la vegetacion es
rica en matorrales y pastizales, la precipitacion anual es de 200 — 600 mm, la temperatura anual
promedio oscila entre los 18 — 24 °C y el suelo es rico en regosol y leptosol (INEGI, 2010). En
el estudio de Hinojosa-Gomez y Muy-Rangel (2023), las pitayas dulces fueron obtenidas de
Badiraguato (Sinaloa) donde el clima es célido subhumedo, la vegetacion corresponde a selva 'y

bosque, la precipitacion anual es de 700 — 1200 mm, la temperatura anual promedio es de 10 —
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26°C y el suelo es rico en luvisol y leptosol (INEGI, 2010). Estas diferencias en condiciones
ambientales, junto con la distancia entre sitios de muestreo, podrian ser la causa de que los frutos
de este estudio y el de Hinojosa-Gomez y Muy-Rangel (2023) presenten un contenido de ceniza
distinto. Se ha reportado que el contenido de ceniza en las pitayas del género no suele ser mas
del 0.8% con respecto al peso seco, lo que sugiere que los frutos analizados tienen un bajo
contenido mineral comparado con las pitayas del género. Esto es debido a que los individuos
silvestres se desarrollan en suelos pedregosos o poco profundos y donde el ambiente puede ser
una causa de estrés debido a la baja disponibilidad de agua y minerales (Peréz-Loredo et al.,
2016).

En el caso de la cantidad de lipidos contenida en las pitayas de S. thurberi, los resultados
de este estudio mostraron que el contenido fue mayor en frutos rosados (0.40%) y menor en
naranjas (0.33%). Se han reportado valores similares en las pitayas de S. stellatus, en el caso de
las pitayas de S. griseus se ha reportado un contenido de hasta el 7%. En general, se ha reportado
que las pitayas del género Stenocereus son frutos con un bajo contenido lipidico comparado con
otros frutos comerciales y con una mayor proporcion de carbohidratos ya que son polinizados
principalmente por murciélagos que buscan el dulzor de los frutos, a diferencia de otros que son
polinizados principalmente por aves que necesitan de un requerimiento de energia mayor para
el vuelo y movimientos migratorios. Esto sugiere que las plantas de S. thurberi pueden haber
adaptado su proporcion de carbohidratos/lipidos para satisfacer las necesidades de sus
dispersores de semillas, aungque se necesitarian mas estudios para confirmar esto (Lei et al.,
2021; Garcia-Cruz et al., 2022; Arenas et al., 2023).

El contenido de humedad es uno de los pardmetros esenciales del analisis proximal ya
que permite determinar la calidad, madurez y frescura del fruto, ademas de que este valor se
toma en cuenta para determinar el contenido de otras moléculas con base en peso seco. El
contenido de humedad de los frutos analizados mostro diferencias significativas entre los grupos
de pitayas de distinta pigmentacion siendo superior en los frutos rojos (86.63%) y menor en los
rosados (82.47%). Algunos estudios han reportado diferencias en el contenido de humedad de
las pitayas de diferente color de otras especies, por ejemplo, S. pruinosus tiene un mayor
contenido de humedad en frutos naranjas (89%) y menor en frutos rojos (87.1%) (Garcia-Cruz

et al. 2013); mientras que en S. stellatus se ha reportado que el contenido de humedad es mayor

97



en frutos rojos, morados y blancos (86.6%) que en frutos amarillos (85.39) (Pérez-Loredo et
al.,2016). Todas las pitayas del género han demostrado estar compuestas de un alto contenido
de agua, generalmente entre el 80 al 87%. Similar a lo que se ha reportado, los resultados
obtenidos en este estudio sobre el contenido de agua variaron entre frutos con distinta
pigmentacion. El alto contenido de agua en frutos es otra caracteristica que se ha reportado ser
preferible por especies frugivoras, principalmente murciélagos. En el caso de las pitayas dulces,
estas se encuentran en zonas aridas y semiaridas con alturas cercanas al nivel del mar, donde el
agua es escasa para distintas especies de animales, convirtiendo a estos frutos en una fuente de

agua para sus dispersores de semillas (Lei et al., 2021).

Es importante destacar que las condiciones climéticas (temperatura, nivel del mar,
irradiacion, precipitacion, etc.) también pueden influir en la composicion quimico-proximal de
las pitayas. En la tuna (Opuntia sp.) se ha visto que las condiciones climéticas influyen en la
produccion y la calidad del fruto, donde altitudes medias (500-700 m) y clima templado generan
frutos de mayor calidad (Potgieter, 2007). Desafortunadamente no hay ningln estudio en el
género Stenocereus que compare la calidad o la composicion quimico de frutos en distintas
condiciones climaticas, por lo que se necesitaria realizar trabajos adicionales para confirmar que

la composicién quimica depende también de condiciones climaticas.

La fraccion indigestible esta compuesta principalmente por moléculas provenientes de
los alimentos que no son digeridas en el proceso de digestion o que son resistentes a dicho
proceso, como el almidon resistente, proteinas resistentes, taninos condensados, lignina, entre
otros. Esta fraccion indigestible (principalmente insoluble) juega un papel importante para la
microbiota humana ya que puede ser utilizada como fuente de energia para los colonocitos
(Saura-Calixto et al., 2000). Hasta la fecha, no se han reportado valores de la fraccion
indigestible en pitayas del género Stenocereus, solamente valores de fibra cruda la cual es una
medida analoga con menor precision ya que varias moléculas resistentes a la digestion como
proteina resistente, almidon resistente, polifenoles, entre otros, se pierden en el proceso. En este
sentido, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los frutos de pitaya dulce podrian
ser una buena fuente de estos compuestos, ya que alrededor del 95% del fruto estd compuesto

por la fraccion indigestible insoluble (FI1).
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Se ha demostrado que algunos atributos son dependientes de la pigmentacion de la pulpa
de la pitaya (Garcia-Cruz et al., 2016; Pérez-Loredo et al., 2016; Cervantes-Arista et al., 2020;
Garcia-Cruz et al., 2022). Ademas, dichas variaciones en atributos son especificos en cada
especie. Por ejemplo, el contenido de lipidos y carbohidratos en las pitayas de S. griseus es
significativamente mayor en los frutos rojos mientras que en los frutos anaranjados el contenido
de SST, agua y algunos minerales es mayor (Garcia-Cruz et al., 2013; Garcia-Cruz et al., 2016).
En el caso de las pitayas de S. stellatus, las pitayas amarillas son las mas ricas en carbohidratos
totales y en cenizas, las pitayas blancas son las mas altas en azucares reductores, en acido malico
y son las que tienen menor contenido de proteina mientras que las pitayas moradas tienen el pH
mas bésico y el menor contenido de fibra cruda (Pérez-Loredo et al., 2016). Otros atributos
como la capacidad antioxidante han demostrado ser superior en las pitayas blancas de S. stellatus

sobre las pitayas moradas y anaranjadas (Cervantes-Arista et al., 2020).

De acuerdo con lo discutido, los datos obtenidos en este estudio sugieren que las pitayas
dulces son una fuente de alimento con aporte nutricional, ya que son ricas en betalainas las
cuales han demostrado inhibir actividad bacteriana, son moléculas con actividad antioxidante,
reducen las proteinas de baja densidad en la sangre, tienen efectos hepatoprotectivos y
neuroprotectivos, entre otros (Zhang et al., 2013; Chang et al., 2020; Sadowska-Bartosz y
Grzegorz, 2021). Ademas, son una fuente de agua y proteina, principalmente los frutos rojos.
Los datos también sugieren que la pitaya dulce es una fuente de fraccion indigestible,
principalmente insoluble, la cual incluye distintos metabolitos que no son absorbidos en la
digestion y que pueden ser utilizados por la microbiota humana (Saura-Calixto et al., 2000). La
pulpa de los frutos de otras cactaceas como la tuna (Opuntia sp.) y la pitahaya o fruto del dragon
(Hylocereus sp.) también se caracterizan por presentar un contenido elevado de agua (>80%)
(Fernandez-L6pez et al., 2018), un contenido lipidico que ronda entre el 0.5 al 3% (peso seco),
un contenido proteico del 0.9 al 1.10% (peso seco), contenido de cenizas del 0.7 al 1%,
contenido de un pH que varia entre 4.80 — 5.5 y un contenido de acidez del 0.1 al 0.2%, ademas
de que el contenido proximal reportado para los frutos de cactaceas, incluyendo a las especies
del género Stenocereus, sugieren que son una fuente nutricional para el humano (Salim et al.,
2010; Arivalagan et al., 2021).
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La razon por la cual las pitayas de distinta pigmentacion del género Stenocereus varian
en ciertos atributos (contenido de proteina, contenido de lipidos, acidez, entre otros) no ha sido
estudiada y por lo tanto es totalmente desconocida. Una posible explicacion podria estar
relacionada con una hipotesis llamada el sindrome de dispersion (dispersal-syndrome
hypothesis) en la cual se propone que el contenido nutricional del fruto (lipidos, proteina,
carbohidratos, contenido de humedad, antioxidantes y micronutrientes esenciales) y los rasgos
fenotipicos (tamafio, formay color del fruto) han evolucionado para adaptarse a las necesidades
dietéticas y capacidades sensoriales de sus dispersores de semillas en cada habitat, comunidad

0 regidn biogeogréafica (Debussche et al., 1987).

La hipotesis del sindrome de dispersion podria explicar algunos hechos observados en
este proyecto. A pesar de que no se hizo un registro o un analisis sobre la frecuencia de los
individuos que generan pitayas de una coloracion especifica, se observo que los individuos que
producen pitayas rojas fueron los mas comunes en el sitio de muestreo, seguido de los que
producen pitayas naranjas y en ultimo lugar los que producen pitayas rosadas. Los frutos rojos
analizados en este estudio demostraron tener el mayor contenido de humedad y proteina. Estas
dos caracteristicas son esenciales para Leptonycteris yerbabuenae, el principal polinizador y
dispersor de semillas de la pitaya (Sahley, 2001; Rojas-Martinez, 2012). Se ha reportado en
distintas especies de la familia Pteropodidae (familia donde se encuentra el género
Leptonycteris) y Phyllostomidae que los murciélagos son animales que buscan frutos con un
alto contenido proteico, posiblemente para poder regenerar distintos tejidos y para realizar
distintas actividades fisiologicas. También se ha reportado que estos murciélagos suelen
alimentarse de frutos con alto contenido de agua, principalmente en ambientes extremos como
lo son las zonas aridas y semidridas. Esto podria sugerir que las pitayas rojas de S. thurberi
pueden, de acuerdo con la hipotesis del sindrome de dispersion, haber adaptado algunos de sus
atributos nutricionales a lo largo de su evolucion para poder atraer principalmente a L.

yerbabuenae a través de una especifica pigmentacion (Lei et al., 2021).

Por otra parte, las pitayas rosadas fueron las que se observaron con menor frecuencia en
la zona estudiada. En estos frutos, el contenido de acido malico y el contenido lipidico
reportaron los valores més altos. Estos atributos podrian influenciar a que estas pitayas sean

menos comunes, ya que 1) los murciélagos tienen la capacidad de detectar con sensibilidad
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sabores no deseables como amargos, agrios o acidos y 2) al menos los murciélagos de la familia
Phyllostomidae no suelen consumir frutos con un alto contenido lipidico, ya que sus
requerimientos energéticos no son tan altos como lo son en algunas aves. Esto podria sugerir
que los frutos rosados son detectados y consumidos principalmente por aves paseriformes o
colibries, ya que tienen una menor sensibilidad para detectar sabores amargos o &cidos y porque
suelen alimentarse de frutos con un alto contenido lipidico para suplir su demanda energética
(Lei et al., 2011).

A pesar de que la hipdtesis del sindrome de dispersion ha podido explicar distintos
procesos en otros animales que son dispersores, se necesitarian mas estudios para poder
confirmar la razon por la que ciertos atributos en las pitayas con distinta pigmentacion de S.

thurberi son variables y dependen de esa pigmentacion.

Por otro lado, la identificacion de atributos especificos de las pitayas con distinta
pigmentacion es importante para informar al consumidor de su contenido nutricional. A su vez,
si el consumidor estd interesado en un fruto con pigmentacion y contenido nutricional
especifico, esta informacion es de utilidad para poder producir individuos que producen una
variante de pitaya particular. Ademas, el describir a las pitayas con distinta pigmentacion es
relevante para identificar fuentes alternativas de betalainas, ya que la fuente comercial actual
(B. vulgaris) tiene algunas limitaciones como composicion limitada de pigmentos (betanina y
vulgaxantina I, principalmente) y sabores terrosos por la presencia de geosmina y pirazinas
Sadoswka-Bartosz y Bartosz, 2021). Hasta la fecha, se desconoce si los atributos morfoldgicos
de individuos de S. thurberi que producen pitayas de distinta coloracion varian. En caso de que
dichos atributos existan, es posible que estos no sean visibles ni detectables entre estas variantes
con métodos de taxonomia tradicional, por lo que, la identificacion de estas variantes podria ser
todavia mas complicada. Una alternativa para poder identificar a estas variantes es a través del
analisis de codigo de barras del ADN, el cual propone el discriminar individuos a través de una

secuencia conservada del genoma (Wang et al., 2022).

Los estudios del codigo de barras en el género Stenocereus son pocos (Yesson et al.,
2011; Kang et al., 2017). Sin embargo, Cervantes-Arista et al. (2020) detectaron diferencias
genéticas utilizando matK y trnH-psbA entre individuos de S. stellatus que producen pitayas de

distinta pigmentacion, ademas de detectar también diferencias entre atributos especificos en los

101



frutos de distintos colores. De manera similar, el objetivo de este trabajo fue el detectar
diferencias genéticas entre individuos de S. thurberi que producen pitayas de distinta

pigmentacion utilizando los marcadores rbcl, matK y trnH-psbA.

El andlisis de las secuencias obtenidas mostré que los tamafios obtenidos para los tres
marcadores coinciden con lo reportado por el codigo de barras. A pesar de que las secuencias
de trnH-psbA utilizando primers especificos fueron recortadas por més de 1000 pares de bases
(pb), el tamafio final sigue coincidiendo con lo reportado para otras secuencias, las cuales van
desde los 300 hasta los 600 pb (Loera-Sanchez et al., 2020).

El arbol generado con rbcL no permitié discriminar entre individuos que producen
pitayas con distinta pigmentacidn ya que todas las secuencias fueron conservadas y se agruparon
en un solo clado. A pesar de que rbcL es un gen facil de amplificar, secuenciar y alinear, no
presenta la suficiente informacion para discriminar entre distintos linajes de plantas. Por esta
razon, el CBOL ha propuesto utilizar rbcL + matK (CBOL, 2009; Li et al., 2015). En este
sentido, las secuencias demostraron ser polimorficas entre individuos en el caso del arbol
generado para matK, aungque no demostraron un patron de agrupacion por el color de pitaya que
producen. Se ha reportado que matK es un marcador altamente variable en distintos linajes de
plantas. En el caso del género Stenocereus, se ha reportado que matK es eficiente para identificar
individuos al nivel de género, pero no a nivel de especie, ya que la secuencia es altamente
polimorfica (Yesson et al., 2011). Por esta razon, este marcador por si solo no seria ideal para
identificar a individuos que producen pitayas de distinta pigmentacion. Por otro lado, trnH-psbA
ha demostrado ser un marcador con un poder de discriminacion aceptable ya que tiene una alta
tasa de insercion/delecion y divergencia de secuencias (Loera-Sanchez et al., 2020). Acorde con
esto, el andlisis del marcador trnH-psbA demostré que las secuencias son polimorficas y que fue
posible agrupar parcialmente entre individuos segun el color de pitaya que producen, incluyendo
algunas discrepancias ya que individuos como “Naranja 8” y “Roja M” fueron agrupados de
manera cercana, similar a “Blanca 17, “Blanca 2” y “Naranja 1. A pesar de que el marcador
trnH-psbA demostré una aparente agrupacion de individuos segun el color de pitaya que
producen, las discrepancias mencionadas generan duda sobre su eficiencia para identificar a

dichos individuos, al menos para ser utilizado de manera solitaria. Por esta razon, se
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recomendaria hacer uso de trnH-psbA junto con otro marcador que sea lo suficientemente

polimorfico para poder discernir entre individuos.

A pesar de que los marcadores matK y trnH-psbA demostraron ser secuencias variables
en los distintos individuos analizados de S. thurberi, se opto por realizar distintos concatenados
de estas secuencias junto con el marcador rbcL (Tabla 10). Se ha reportado que el analizar
secuencias concatenadas en lugar de secuencias sencillas permite una mayor discriminacion de
especies, asi como una mayor precision para poder discernir entre individuos. Kress y Erickson
(2007) reportaron que el uso de rbcL+trnH-psbA como cddigo de barras permitio identificar
individuos al nivel de especie en distintas plantas terrestres del género Citrus, Encephalartos,
Ludisia, Magnolia, entre otros. En otro estudio realizado por Chase et al. (2007), se propuso a
los concatenados rpoCl+matK+ trnH-psbA y rpoCl+rpoB+matK como codigos de barras
universales para identificar a la mayoria de plantas terrestres. Con base en lo anterior, se
analizaron distintos concatenados de los marcadores rbcL, matK y trnH-psbA (Tabla 10) con la
finalidad de obtener una secuencia con mayor precision y que permita una mayor discriminacion
entre individuos. Entre los concatenados analizados, rbcL+matK+trnH-psbA demostr6 agrupar
de manera coherente a las secuencias segun el color de pitaya. Los concatenados rbcL+trnH-
psbA y matK+trnH-psbA demostraron también una aparente agrupacién de secuencias segun el
color de pitaya, aunque no demostraron resultados aceptables o coherentes como el concatenado
rbcL+matK+trnH-psbA. Por esta razon, se decidid usar este Gltimo para realizar una secuencia

consenso para individuos rojos, rosas, naranjas y blancos, respectivamente.

El arbol final con las secuencias consenso y el concatenado rbcL+matK+trnH-psbA
(Figura 28) agrup6 a las secuencias de los individuos rojos como el grupo més externo y a los
individuos blancos como el grupo mas interno. Segun este arbol, las secuencias de los individuos
blancos son mucho maés parecidas a las de S. stellatus y S. pruinosus, especies que se distribuyen
por el sur de México (Garcia-Cruz et al., 2013; Pérez-Loredo et al., 2016). La topologia del
arbol puede ser explicada por el nUmero de caracteres unicos y compartidos entre grupos (Tabla
11y 12). Los individuos rojos fueron el grupo que mas caracteres tnicos obtuvo, seguido de los
rosas y finalmente de los naranjas y blancos que compartieron el mismo numero de caracteres.
A su vez, los individuos naranjas y blancos compartieron el mayor nimero de caracteres,

seguido de los rojos y rosas lo cual explica el agrupamiento préximo entre estos grupos. Otro

103



detalle por destacar fue el que los frutos rojos y blancos no compartieron ningin caracter en

comun, lo que también explica su agrupacion distante.

De acuerdo con el arbol final, los individuos que producen pitayas rojas serian un grupo
ancestral situado en la parte mas externa del clado. A partir de este grupo, surgirian los
individuos que producen pitayas rosas y de estos a su vez surgirian los que producen pitayas
naranjas. Finalmente, los individuos que producen pitayas blancas surgirian al Gltimo y se
ubicarian como un grupo interno dentro de todo el clado. Siguiendo esta historia evolutiva, la
topologia del arbol sugeriria que los individuos que producen pitayas blancas se originaron a
partir de individuos que producen pitayas con distinta pigmentacion. Estos resultados son un
caso contrario a lo que reporta Cervantes-Arista et al. (2020), en donde los individuos de S.
stellatus que producen pitayas blancas se encontraron como grupo externo dentro del clado. Sin
embargo, cabe destacar que S. stellatus es una especie que ha sido domesticada en el valle de
Tehuacéan y en la region Mixteca por lo menos hace mas de 5000 afios (Smith,1967) y ha sufrido
un proceso de seleccidn artificial. En este proceso, algunos atributos deseables de los frutos
como el color de la pulpa, el sabor, la cantidad de pulpa, el grosor de la piel y cantidad de espinas
han sido utilizados para la seleccién de individuos en distintos cultivos de estas regiones. Se ha
reportado que las pitayas rojas de S. stellatus son las mas abundantes en estas regiones, tanto en
poblaciones silvestres como en cultivos, mientras que las pitayas naranjas, amarillas y blancas
se encuentran solamente en los sitios de cultivo y en menor frecuencia que las rojas (Casas et
al., 1999). En el caso de las pitayas blancas de S. stellatus, no se sabe con certeza si este fenotipo
se origind en poblaciones silvestres y fue llevado hacia los sitios de cultivo o si se originaron en
estos sitios y se escaparon al medio silvestre. Sin embargo, se ha propuesto que el surgimiento
de este fenotipo puede deberse al proceso de domesticacién o mecanismo de seleccion artificial
ya que el fruto blanco presenta las caracteristicas de acidez, dulzor y tamafio preferidas por la
poblacién de la region Mixteca y del valle de Tehuacéan (Casas et al., 2007; Cervantes-Avrista,
2021).

En el caso de S. thurberi, la especie no ha sido domesticada y las pitayas son solamente
recolectadas de poblaciones silvestres. Desafortunadamente, no hay estudios ni se sabe la razon
por la cual las pitayas rojas de S. thurberi son mas abundantes que las pitayas de otro color en

el estado de Sonora y, particularmente, en el sitio de Carbd donde se realizé el muestreo de este
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estudio (Figura 5). Como se menciond antes, los individuos que producen pitayas blancas fueron
los més extrafios o dificiles de encontrar en el sitio de muestreo. Se sabe que las betalainas
brindan un ambiente protector al fruto contra condiciones climaticas adversas y ayudan a captar
la atencion de dispersores de semillas (Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2021); por lo que, la
ausencia de estos pigmentos en las pitayas blancas podria ser una de las razones por la que
disminuya el éxito de estos individuos, mientras que en los individuos que producen pitayas
rojas sea mayor. Sin embargo, el hecho de que estos individuos que producen pitayas blancas
existan también podria estar relacionada con dispersores de semillas especificos que se

alimentan de este fruto, aunque se necesitarian de estudios para poder comprobar esto.

A pesar de que el arbol final sugiere que los individuos que producen pitayas blancas
son el grupo mas interno, los resultados obtenidos en este estudio son preliminares y limitados
a sus conclusiones. Debido a la poca cantidad de individuos muestreados, no es posible
determinar con certeza si los caracteres Unicos o compartidos son mutaciones o polimorfismos.
Las mutaciones son sustituciones alélicas individuales y Gnicas que ocurren en cada individuo
y que pueden o no transmitirse. Los polimorfismos, por otra parte, son multiplos alelos que
segregan en un locus particular y que estan presentes en las poblaciones (y por lo tanto en varios
individuos). Si los caracteres Unicos y compartidos detectados en S. thurberi con el concatenado
rbcL+matK+trnH-psbA son solamente mutaciones, no seria posible identificar a las variantes
de color con este concatenado. Sin embargo, si los caracteres mencionados son polimorfismos,
el concatenado podria utilizarse para identificar a dichas variantes (Meneely et al., 2017;
Ballesteros-Cérdova et al., 2019). Para poder determinar que los caracteres detectados, tanto
unicos como compartidos, son polimorfismos y no mutaciones se deberia de recolectar un
namero mayor de individuos por color de pitaya que producen y no solo dos como fue en el
caso de las pitayas rosas, naranjas y blancas. Por otra parte, también se podria utilizar un
algoritmo de agrupamiento para la generacién de arboles evolutivos que sea estadisticamente
mas riguroso como lo es la inferencia bayesiana, la cual utiliza un modelo evolutivo especifico
(por ejemplo, K2P, Jukes-Cantor, etc.) para calcular la probabilidad de diferentes topologias del

arbol junto con las longitudes de sus ramas.

A pesar de las limitaciones de este estudio, los resultados demostraron que las secuencias

de matK y trnH-psbA son variables entre individuos de S. thurberi. Al unir estas secuencias
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junto con rbcL en un concatenado llamado rbcL+matK+trnH-psbA, fue posible detectar
diferencias genéticas entre los individuos que producen pitayas de distinta pigmentacion. Los
resultados parecen indicar que hay diferencias genéticas establecidas (polimorfismos) entre
estos individuos de S. thurberi, de tal manera que es un codigo de barras candidato para la
identificacion répida, préctica y segura de variantes de color de la pitaya. El utilizar este
concatenado ayudard a la identificacion de individuos inmaduros o individuos que se encuentran
en épocas del afio donde no se producen pitayas y no se sabe con certeza qué coloracién de
pitaya producen. Para poder realizar dicha identificacion, se tendria que extraer ADN de un
individuo de S. thurberi, amplificar los marcadores utilizados en este estudio y formar una
secuencia para el concatenado rbcL+matK+trnH-psbA. Este concatenado, que tedricamente es
unico y diferente para cada variante de color, debera ser comparado con una secuencia consenso
de cada variante de color previamente determinada para finalmente definir qué pitaya produce

el individuo.
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VII. CONCLUSIONES

Los atributos de color de los frutos de S. thurberi demostraron que la presencia de frutos
naranjas, rojos y rosados. Todos los grupos analizados tienen una dominancia del color
rojo (a*) y amarillo (b*), donde los frutos naranjas estan méas cercanos al amarillo y los

frutos rojos y rosados al color rojo.

La pigmentacion de los frutos de S. thurberi es causada por la proporcion de betacianinas
y betaxantinas. Los frutos con pigmentacién roja y naranja estudiados presentan una
mayor proporcion de betaxantinas, mientras que los frutos rosados presentan una mayor

proporcidn de betacianinas.

La composicion quimico-proximal de los frutos de pitaya dulce varia en ciertos atributos
de acuerdo con la pigmentacion del fruto. Las pitayas rojas analizadas presentan el
mayor contenido de proteina y de humedad, mientras que las pitayas rosadas analizadas
presentaron el mayor contenido acidez, lipidos y cenizas. La pitaya dulce es una fuente
de alimento con valor nutricional ya que es rica en fraccion indigestible, proteinas,
lipidos, minerales y acidos organicos, ademas de ser una fuente natural de betalainas y
de antioxidantes. Estas diferencias en composicion quimico-proximal detectadas en cada
variante son de utilidad para identificar las propiedades nutricionales especificas de cada

variante de pitaya dulce.

Los individuos de Stenocereus thurberi que producen pulpa con distinta pigmentacion
varian en su composicion genética. En el caso de los marcadores individuales rbcL (=500
pb), matK (=800 pb) y trnH-psbA (=350 pb), estos no presentan la suficiente cantidad
de polimorfismos en sus secuencias nucleotidicas. No obstante, el concatenado
rbcL+matK+trnH-psbA posee caracteres Unicos en cada grupo de individuos que
producen un mismo color de pitaya, por lo que es un marcador candidato que podria ser
atil para la identificacion de individuos que producen una pitaya con coloracion

especifica.
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VIill. RECOMENDACIONES

Este estudio permitio identificar diferencias en las secuencias nucleotidicas de un concatenado
compuesto por tres marcadores moleculares utilizados generalmente en el codigo de barras del
ADN (rbcL+matK+trnH-psbA). Se identificaron caracteres Unicos y compartidos entre
individuos que producen pitayas rojas, naranjas, rosadas y blancas. A pesar de que el utilizar
dicho concatenado parece indicar que es posible discernir entre estos grupos de individuos, se
necesitaria realizar un estudio adicional para poder concluir que estos caracteres Unicos entre
grupos son mutaciones establecidas en la poblacion y no polimorfismos sencillos. Para poder
llegar a esta conclusion, se recomendaria aumentar el nimero de individuos muestreados por
grupo de color de pitaya para asi determinar si los caracteres Unicos identificados estan fijos en

la poblacion para cada grupo.

El algoritmo utilizado para la creacion de arboles filogenéticos fue UPGMA, el cual es
un algoritmo sencillo que brinda resultados robustos cuando un set de datos es pequefio o cuando
se necesita realizar un andlisis exploratorio. Por esta razén se recomendaria utilizar un método
estadisticamente mas sofisticado como lo es la inferencia bayesiana, la cual genera un set de
arboles a los cuales se les calcula una probabilidad posterior que servira para estimar el mejor
arbol que represente las relaciones evolutivas entre secuencias. Utilizar la inferencia bayesiana,
asi como aumentar el tamafio de la muestra podria dar resultados que sean mas confiables y

representativos de la poblacién de individuos muestreados.

Con respecto a los frutos, se realiz6 un andlisis quimico-proximal que demostrd que
ciertos atributos dependen del color de la pulpa. Para complementar esta informacion y generar
un resultado mas evidente, se recomendaria cuantificar otros atributos que se han demostrado
en otras pitayas del género Stenocereus ser dependientes del color como el contenido de
vitamina C, el contenido total de azucares (reductores y no reductores), contenido total de
fenoles, actividad antioxidante, entre otros. También se recomendaria realizar una identificacion
y cuantificacion de betalainas a través de métodos mas sensibles como lo es la HPLC acoplado
a espectrometria de masas. Estos andlisis brindarian mayor informacién sobre el contenido
nutricional de la pitaya, asi como una conclusion mas firme sobre la dependencia de atributos

especificos al color de la pulpa.
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