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RESUMEN

La importancia del zapote mamey radica en el valor comercial de sus frutos por su
uso en la alimentacion humana debido a sus caracteristicas organolépticas y
nutricionales. México es centro de origen de este frutal, distribuyéndose en 15
estados de la republica, su propagacion ha sido por semilla por lo cual existe gran
diversidad genética. El objetivo del presente estudio fue hacer la caracterizacion
morfologica de 12 selecciones provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, asi
como el estudio molecular mediante la técnica AFLPs incluyendo siete materiales
de Guerrero y cuatro especies de la familia de las Sapotaceas (Pouteria
campechiana, P. fossicola, Manilkara zapota y Chrisophyllum cainito. También se
determind el perfil y concentracién de azlcares en hoja y fruto. Se evaluaron 24
caracteristicas cuantitativas de arbol, hoja, fruto y semilla, a las cuales se le realizé
un analisis de componentes principales y 8 caracteristicas cualitativas con un
andlisis de correspondencia simple. Asi mismo se hizo el andlisis de
conglomerados. Los primeros cuatro componentes principales explicaron el 82 %
de la variacion total. Las caracteristicas mas discriminantes para diferenciar entre
materiales fueron principalmente del fruto (peso de fruto, peso de mesocarpio,
peso de epicarpio, peso de semilla y longitud de fruto). Mientras que el analisis de
correspondencia mostré que las variables cualitativas mas discriminantes fueron
forma del fruto y variegacion de la semilla. Mediante el analisis de conglomerados
se formaron 5 grupos. Los marcadores AFLP’s mostraron pocas bandas

polimorficas (81), sin embargo, se logro separar claramente las cuatro especies de



sapotaceas diferentes a mamey. Por otra parte las selecciones de mamey no
lograron agruparse de acuerdo a su lugar de origen a excepcion de los materiales
de Guerrero. En la determinacién de azucares en hoja y fruto se encontrd,
estaquiosa, sacarosa, fructosa y glucosa. En hoja estaquiosa fue la de mayor
concentracion (2 g-100 g* de peso de materia fresca) y en fruto fue sacarosa
(11.66 g-100 g™* pm).

Palabras clave: Pouteria sapota, diversidad, analisis de conglomerados,

marcadores moleculares, azlcares, estaquiosa.
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ABSTRACT

The importance of sapote mamey is the market value of the fruit for use in human
food because of the organoleptic and nutritional characteristics. Mexico is the
center of origin of this fruit, distributed in 15 states of the republic, the spread is by
seed and in consequence exist a great genetic diversity. The objective of this study
was to realize the morphological characterization of 12 selections from Puebla,
Veracruz and Yucatan, and molecular study by AFLP's of seven materials from
Guerrero and four species of the family Sapotaceae (Pouteria campechiana, P.
fossicola, Manilkara zapota and Chrisophyllum cainito) were included. The profile
and concentration of sugars in leaf and fruit were determined. 24 quantitative
characteristics of tree, leaf, fruit and seed were evaluated using a principal
components analysis and 8 quality characteristics with a simple correspondence
analysis. The first four principal components explained 82% of the total variation.
The most discriminating characteristics to differentiate between materials were
mainly belonging to the fruit (fruit, mesocarp, epicarp, and seed weight and fruit
length). While correspondence analysis showed that the most discriminant
qualitative variables were shape of the fruit and seed variegation. Cluster analysis
formed 5 groups, which differ mainly by the weight of fruit, mesocarp, epicarp and
mesocarp weight ratio/seed weight. AFLP's markers showed few polymorphic
bands (81), however, was achieved clearly separate the four different species of
Sapotaceae to mamey. Moreover mamey selections were unable to group

according to their place of origin except the materials from Guerrero. In the



determination of sugars in leaves and fruit stachyose, sucrose, fructose and
glucose was found. In leaf stachyose was the highest concentration (2 g-100 g™ of

weight of fresh matter), while in fruit was sucrose (11.66 g-100 g™ wfm).

Key words: Pouteria sapota, diversity, cluster analysis, molecular markers, sugar,

stachyose.
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Stroduccion

INTRODUCCION

El zapote mamey es originario del sur de México y Centro América (Yucatan, Belice,
Guatemala, Norte de Honduras y Nicaragua) (Pennington, 1990). En México se puede
encontrar en forma natural o bien en cultivos establecidos en los estados de Yucatan,
Guerrero, Chiapas, Michoacan, Tabasco, Veracruz, Edo., de México, Colima, Puebla,
Oaxaca, Morelos, Campeche, Hidalgo, Jalisco y Nayarit; siendo Yucatan el estado con
mayor numero de hectareas en produccion (374 ha, SIACON, 2010).

La diversidad genética en esta especie es amplia, dado que la mayoria de las
plantaciones provienen de semilla (Villegas y Mora, 2008; Andrade et al., 2008). La
diversidad es también fuente de material genético para futuros trabajos que conlleven
al registro de variedades asi como al mejoramiento genético y la conservacion, ésta
tltima de vital importancia para México debido a que es centro de origen de zapote

mamey.

Uno de los pasos iniciales para la conservacién y proteccion del germoplasma es la
caracterizacion del recurso genético mediante la medicion de las caracteristicas

morfoldgicas, bioquimicas y moleculares (Picca et al., 2004).

A la fecha, se han realizado escasas investigaciones sobre la caracterizacion
morfolégica de zapote mamey (Espinos et al., 2005, Bayuelo-Jiménez et al., 2006,
Gaona-Garcia et al., 2008). En particular, Bayuelo-Jiménez et al. 2006, realizaron un
estudio de caracterizaciéon morfolégica en 44 accesiones del Estado de Michoacan y los
resultados mostraron que las caracteristicas del fruto: peso, longitud, diametro,
espesor, peso del mesocarpio, relacién longitud/diametro, forma, aroma y textura
fueron determinantes en diferenciar la variabilidad morfol6gica entre accesiones.
Similarmente, los estudios realizados en selecciones del Estado de Morelos (Gaona-
Garcia et al., 2008) y Guerrero (Espinos et al.,, 2005) demostraron que la mayor
variabilidad morfolégica de la especie esta contenida en caracteres del fruto,

particularmente en el peso, tamafio y color del fruto, cascara, pulpa y nimero de



Stroduccion

semillas. Gazel, et al (1999) también reportd que el didmetro, peso y longitud de fruto y
la semilla son componentes importantes en la diferenciacion de accesiones. Los
estudios de caracterizacion bioquimica del fruto, demuestran que la relacion de solidos
solubles totales y acidez titulable del mesocarpio (Bayuelo-Jiménez et al., 2007),
azucares totales, azucares reductores, sacarosa, acidez, pH, contenido de proteinas y
carbohidratos (Morera, 1992, Gazel, et al., 1999; Alia-Tejacal et al., 2002) son

importantes en la estimacion de la diversidad en mamey.

En lo que se refiere a estudios moleculares, Carraca et al. (2004) desarrollaron
AFLP’s en 41 selecciones de zapote mamey provenientes de la coleccion del jardin
botanico Tropical Fairchild y de la Universidad de Florida, con accesiones procedentes
de Cuba Yucatan, Petén, Guatemala, Belice, Guatemala, el Salvador, Nicaragua y
Costa Rica. Los marcadores moleculares mostraron que la diversidad genética es
mayor en las accesiones de Centro América.

Las evaluaciones de diversidad de especies como aguacate (Rodriguez-Medina et
al., 2003), mandarina (Tapia et al., 2005), mango (Géalvez, 2006) y tejocote (Franco-
Mora et al., 2009) integraron mayor informacién debido al uso en conjunto de
caracteristicas morfologicas, bioguimicas y moleculares. En zapote mamey no hay un
reporte que reuna esta informacion por lo que la presente investigacion tuvo como
objetivo estudiar la variabilidad entre 19 materiales de las zonas productoras de
Guerrero, Puebla, Veracruz y Yucatan a través de la caracterizacion morfolégica a nivel
de planta, la determinacion del perfil de azlcares y el estudio molecular de AFLP’s en

zapote mamey.



Obyetives ¢ @@bﬁ’lﬁm

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la diversidad morfolégica, bioguimica y molecular de 19 selecciones de
zapote mamey provenientes de los Estados de Guerrero, Puebla, Veracruz y
Yucatan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir las caracteristicas morfologicas determinantes en la variabilidad de las
selecciones de zapote mamey.

e Estimar la diversidad genética en las selecciones de estudio mediante
marcadores AFLP’s.

e Determinar el contenido y perfil de azGcares presentes en fruto y hoja de zapote
mamey.

HIPOTESIS

e La procedencia de las selecciones de zapote mamey afecta las caracteristicas
morfoldgicas, asi como contenido se azucares en hoja y fruto.

e Los marcadores moleculares AFLP’s seran capaces de diferenciar entre
selecciones de acuerdo a su origen.
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REVISION DE LITERATURA

Origen e importancia del zapote mamey

El zapote mamey es originario del sur de México y Centro América, se ubica desde
la Peninsula de Yucatdn, Guatemala, Belice, Norte de Honduras y Nicaragua
(Pennington, 1990).

La importancia del zapote mamey radica en el valor comercial de sus frutos y en el
uso en la alimentacion humana. Es una fruta exdtica y debido a sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales se consume en fresco (Azurdia, 2006). Los materiales de
buena calidad se caracterizan por tener frutos de una semilla con cascara dura
mesocarpio suave y de aroma intenso (Espinos et al., 2005; Gaona-Garcia et al.,
2008).

A esta especie se le ha dado diferentes nombres cientificos: Sideroxylum sapota
(Jaquin, 1760); Achras zapota (Linnaeus, 1753); Achras zapota major (Jacquin, 1753);
Achras mammosa (Linnaeus, 1980); Achras mammosum (Linnaeus, 1860);
Calocarpum mammosum (Linnaeus, 1904); Calocarpum sapota (Jacquin, 1923);
Pouteria mammmosa (1946) y Pouteria sapota (Jacquin) H.E. Moore & Stearn (1967),
(Pennington, 1990; Azurdia, 2006).

En México se le atribuyen diferentes nombres vernaculos tales como mamey,
zapote mamey, mamey colorado, atzapotlcuahuitl (nahuatl), haaz, chacal-haaz (maya,
Yucatan) ca-ac, potkak (mixe, Oaxaca), cuyg auac (popoluca, Veracruz), guela-gue,
guandashuno (zapoteco, Oaxaca), uacusiuruata, huacuz (tarasco, Michoacan) y

taquisapane (zoque, Chiapas) (Azurdia, 2006).

Descripcion botanica

El zapote mamey pertenece a la familia de las Sapotaceas. El arbol es de copa

abierta, tronco central grueso con ramificaciones. De acuerdo a Morton (1987), la altura
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varia desde 18 hasta 50 m y el diametro de un metro o mas, la corteza es color pardo,
agrietada que al cortarla exuda latex blanco utilizado en la fabricacion de goma (Balerdi
y Crane, 2009).

El peciolo de las hojas presenta pubescencia color marron, de 2 a 5 cm. Las hojas
se encuentran agrupadas en los apices de las ramas, son de forma ovada o
lanceoladas de 10 a 30 cm de largo y 4 a 10 cm de ancho de 20 a 25 pares de
nervaduras secundarias, casi perpendiculares a la nervadura central; en el envés son
de color verde claro o marrén y pubescente cuando son jovenes; ya maduras son
glabras (Morton, 1987; Pennington, 1990; Azurdia, 2006 Balerdi y Crane 2009).
Ledesma et al., (2011) reportan que miden 15.4 cm de largo y 3.9 cm de ancho en

materiales de Alpoyeca, Guerrero.

Las flores emergen de las axilas de las hojas caidas a lo largo de las ramas, surgen
en grupos de 6 a 12, son sésiles, pequefias, perfectas, y de color blanco o amarillo
palido (Morton, 1987; Balerdi y Crane, 2009). Dominguez-Ordofiez et al. (2007)
mencionan que en materiales de Alpoyeca, Guerrero, presentan de 6 a 16 flores por

inflorescencia.

El fruto es una baya, de forma ovoide o elipsoidal, su tamafio fluctia entre 7.5y 22.8
cm de largo y su peso puede ser de 227 a 2300 g (Morton, 1987). La cubierta es
gruesa y lefiosa, la pulpa del fruto maduro puede ser color salmoén, naranja, roja con
textura suave y uniforme a finamente granulada. Por lo regular, la pulpa tiene pequefias
cantidades de fibras (Balerdi y Crane, 2009).

Los frutos de mamey tienen de una hasta cinco semillas, de forma elipsoidal, de
color negro brillante, el hilio es blancuzco conspicuo, presenta un embrion plano
convexo Yy la radicula se extiende hasta la superficie de la semilla, presenta fuerte

aroma a almendras (Azurdia, 2006).
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Situacion del zapote mamey en México

En México existen diferentes estados en los cuales se puede encontrar zapote

mamey de forma natural o bien en cultivos establecidos.

SIACON (2010), reporta 1,511 ha cultivadas, de las cuales los Estados de Yucatan
(403 ha), Guerrero (389 ha), Chiapas (162 ha) Michoacén (146 ha) y Tabasco (104 ha)
ocupan la mayor superficie de cultivo. En menor extension, se encuentran los Estados
de Veracruz (49 ha), Edo. de México (44 ha), Colima (42 ha), Puebla (40 ha), Oaxaca
(40 ha), Morelos (38 ha), Campeche (33 ha). El resto lo ocupan el Estado de Hidalgo
Jalisco y Nayarit.

Magarfa (2006) menciona que en Yucatan se cultivan aproximadamente 700 ha de
zapote mamey con méas de 11 selecciones y sus rendimientos son de hasta 15 t ha™.
En este Estado se usan plantas injertadas principalmente de dos selecciones: Magafia
1y 2, provenientes de una seleccion realizada por el Sr. Carlos M. Magafia R. en Akil,
Yucatan, México (Cituk et al., 2008).

Lépez et al. (2008), sefialan que en Chiapas se encuentra zapote mamey en la zona
del Soconusco y Selva Palenque, mientras que en Tabasco se encuentra asociado con
plantaciones de cacao. En el Estado de Morelos se cultiva en los municipios de Coatlan
del Rio y Tetecala de la Reforma en pequefas extensiones. Martinez et al. (2008)
mencionan que en Tabasco, la comercializacion no es buena ya que la calidad es baja
debido a daflos por hongos y mosca de la fruta, sin embargo; tiene potencial de
produccion. SIACON (2010), indica que en los Estados de Yucatan, Guerrero, Chiapas
y Michoacan es donde se cultiva mas de 70% de zapote mamey. Sin embargo, hay

varios estados que tienen microclimas donde se puede desarrollar el cultivo.
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Selecciones

En general, la propagacion de zapote mamey se realiza por semilla y es por ello que
existe una amplia variabilidad en el tamafio y forma de fruto, el color de la pulpa y otras
caracteristicas (Andrade et al., 2008; Villegas y Mora, 2008).

A pesar de que México es el centro de origen de zapote mamey, aun no se tienen
variedades registradas. En Florida, se tienen materiales con caracteristicas
sobresalientes: Pantini, Magafia, Copan, Mayapan, Tazumal, AREC No. 3, Piloto, Pace,
Florida, Lara, Chenox, Abuelo, Francisco Fernandez, Flores y Viejo (Balerdi y Crane,
2009), sin embargo, aun no estan registradas ya que hasta el momento no existen
descriptores para mamey y solo podrian considerarse como materiales introducidos de

México, Guatemala, El Salvador y Cuba.

Variabilidad genética y caracterizacion de especies vegetales

El proceso de evolucion y domesticacion dan como resultado la variabilidad entre
miembros de la poblacion que forman una especie. La variabilidad contenida en el
genoma puede ser aquella expresada en caracteristicas visibles que dan como
resultado el fenotipo o bien las que no son visibles, sino mas bien el resultado de

procesos y productos internos (Hidalgo, 2003).

La diversidad genética de las plantas regularmente estd amenazada por la pérdida
de su habitat, cambio climéatico, sobreexplotacion y el crecimiento demogréfico, factores
gue constantemente estan en aumento. Es por ello que la conservacion de los recursos
genéticos cada vez tenga mayor importancia a nivel mundial y sea motivo de
preocupacion mantener mayor niumero de especies conservadas no so6lo en su centro
de origen, sino también en aquellos lugares donde su uso tiene importancia o potencial
(Hidalgo, 2003; Picca et al., 2004).
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Mediante la caracterizacion se estima la variabilidad existente en el genoma de la
poblacién de una especie. El genoma tendra toda la informacién codificada en forma de
genes que se requieren tanto para establecer su identidad morfolégica como para
desarrollar los procesos y funciones vitales para su supervivencia (Hidalgo, 2003).

Marcadores genéticos

Segun Bretting y Widrlechner (1995), los marcadores genéticos se caracterizan
principalmente por 1) ser polimorficos, existen varios alelos por locus; 2) deben ser
altamente heredables, es decir que la expresion fenotipica no sea afectada
(relativamente) por las variaciones de ambiente o por la interaccién genotipo ambiente;
3) de herencia simple, o bien genes Mendelianos con alelos codominantes, este tipo de
marcadores son de facil interpretacion (alelo/locus); 4) la variedad de fenotipos de un
tipo de marcador ideal pueden estar regidos por diferentes loci que estan dispersos en
todo el genoma. Finalmente se espera que un marcador pueda ser evaluado en un

estado temprano del ciclo de vida de la planta (idealmente en la fase embrionaria).

Los primeros marcadores genéticos empleados en el mejoramiento de plantas eran
controlados con genes asociados a caracteristicas morfolégicos de facil interpretacion
visual (Nuez y Carrillo, 2000). Posteriormente, se desarrollaron los marcadores
isoenzimaticos (bioquimicos) y con el surgimiento de nuevas técnicas de la biologia
molecular, surgieron métodos para detectar polimorfismos a nivel de ADN (Nuez y
Carrillo, 2000)

Marcadores morfologicos

Los marcadores morfolégicos son los mas antiguos y ampliamente usados en el
manejo del germoplasma. Estos marcadores son de facil uso pero su empleo es
limitado debido a que presentan dominancia (que existan mas de dos variantes o lelos
de un gen y solo se expresa el alelo dominante), epistasis e incluso algunos son

deletéreos. Estos rasgos o atributos se vuelven importantes descriptores en el registro
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de nuevas variedades (Bretting y Widrlechner, 1995; Hidalgo, 2003; Martinez et al.,
2010).

Marcadores moleculares

Un marcador molecular es una secuencia de ADN o proteina que puede ser
facilmente detectada y cuya herencia puede ser monitoreada (CIAT, 2007). Agarwal et
al. (2008) mencionan que un marcador molecular se define como un segmento
particular de ADN que es representativo de las diferencias en el genoma. Asi mismo,
los marcadores moleculares consideran metodologias para aislar, cortar y visualizar

moléculas de ADN (fragmentos) y conocer el grado de polimorfismo (Karp et al., 1997).

Las ventajas de los marcadores moleculares es que son considerados neutros,
debido a que no son afectados por el ambiente, se puede analizar toda la planta o parte

de ella, en sus primeros estados de desarrollo (Masuelli, 1999; Agarwal et al., 2008).

La importancia de los marcadores moleculares se basa en la infinidad de
aplicaciones que tienen en la conservacion y uso de los recursos genéticos,
elaboracion de mapas genomicos, analisis de germoplasma, nuevas fuentes de
variacion, etiquetado de genes que controlan caracteres de importancia comercial,
elaboracién de mapas loci con rangos cuantitativos, estudio de introgresién de genes y

estudios taxonémicos (Moore y Durham, 1992; Nuez y Carrillo, 2000; Wilches, 2004).

Las técnicas moleculares més utilizadas son: polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccidon (RFLP), amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD),
amplificacion de la longitud de los fragmentos de restriccion polimorficos (AFLP)
(Garcia-Mas et al., 2000; Picca et al., 2004) y la conocida como microsatélites o
secuencias simples repetidas (SSR) (Wilches, 2004). Todas las anteriores son basadas
en la técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) a excepcion de los RFLP
(Mondini et al., 2009).
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La técnica PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) fue descrita por Mullis
(1985). Es un procedimiento eficaz que genera grandes cantidades de una secuencia
especifica de ADN a partir de una cadena doble de ADN que actia como molde, dos
oligonucledtidos sintéticos también llamados iniciadores, enzima ADN polimerasa
termoestable (Taq polimerasa de Thermus acuaticus) y cuatro dexosirribonucleoétidos
sintéticos (dNTP’s) que forman la cadena de ADN (Valadez y Ginter, 2005). Esta
amplificacion se consigue a través de ciclos repetidos de reacciones enziméticas. La
reaccion consta de tres pasos: a) desnaturalizacion, en la cual se separa la doble
cadena ADN en dos sencillas, de 90 a 95° C, b) alineamiento, donde los iniciadores
reconocen la secuencia original del ADN, esto sucede de 50 a 60° C y c) la extension
de la molécula iniciadora con ayuda de la Taq polimerasa uniendo los dNTP’s a 72°C
(Valadez y Ginter, 2005).

Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

La técnica RFLP permite distinguir organismos entre si, mediante andlisis de los
patrones que surgen al digerir ADN gendmico en pequefios fragmentos, si dos
organismos son diferentes, en la distancia que exista entre dos sitios de ruptura
particular, la longitud de los fragmentos generados sera distinta cuando el ADN se
digiera con una enzima de restriccion. La metodologia consiste en digestion de ADN vy
amplificacion en gel de agarosa para observar los fragmentos obtenidos (Wilches,
2004; Weising et al., 2005).

Amplificacién al azar del ADN polimérfico (RAPD)

Los RAPD’s se obtienen mediante amplificacién por PCR el ADN gendmico usando
un uUnico cebador, normalmente de 10 nucleétidos de longitud. Esta técnica permite
amplificar de manera aleatoria el genoma de un individuo en aquellas zonas en las que
los cebadores hibridan con ADN molde en ambas cadenas y en direcciones opuestas.

Se heredan de manera mendeliana y la técnica tiende a producir marcadores
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dominantes. La técnica se divide en la reaccion de PCR vy la electroforesis donde se

lleva a cabo la visualizacion de la amplificacion (Nuez y Catrrillo, 2000).

Simples secuencias repetidas (SSR)

Los microsatélites o secuencias simples repetidas son regiones de secuencias
pequefias (dos a 10 pares de bases) repetidas, arregladas en serie, las cuales se
asume que estan distribuidas azarosamente por todo el ADN. Estas regiones son a
menudo altamente variables y consecuentemente utiles para medir el polimorfismo

entre especies o variedades relacionadas (Nuez y Carrillo, 2000, Azofeifa, 2006).

Polimorfismos de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP)

Estos son marcadores de alta eficiencia, permiten el analisis de un elevado niumero
de loci por experimento sin requerir informacion previa de su secuencia, en la mayoria
dominantes y altamente reproducibles (Weising et al., 2005; Azofeifa, 2006). Es una de
las técnicas mas recientes, usadas en trabajos de identificacion de genotipos repetidos
en colecciones de germoplasma, diversidad y relaciones genéticas en vid (Martinez et
al.,, 2003), agave (Gil-Vega et al., 2005) banana (Wongniam et al., 2010), asi como
caracterizacion en aguacate (Rodriguez-Medina et al., 2003), pifia (Yanes et al., 2005)

y papaya (Alonso et al., 2009).

Esta técnica se basa en la amplificacidon selectiva por medio de PCR de fragmentos
de restriccion del total de ADN gendmico digerido. Los pasos que considera son la
digestion de ADN, ligacion de adaptadores, amplificacion y analisis en geles de
acrilamida para su visualizacion (Vos et al., 1995; CIMMYT, 2006).

El primer paso se basa en la digestion, el cual se lleva a cabo una vez que se tiene

ADN de alta calidad, por medio de dos enzimas de restriccion también llamadas
endonucleasas (Mondini et al., 2009), de las cuales una es de corte raro Eco Rl que

11
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reconoce de 6 a 8 pares de bases, y otra corte frecuente Msel que reconoce 4 pares de

bases (Masiga y Turner, 2004).

El siguiente paso es la ligacion de adaptadores, donde fragmentos de ADN doble
cadena de 20 a 30 pares de bases llamados adaptadores previamente alineados son
ligados de manera especifica a los extremos de los fragmentos obtenidos en la
digestion, lo que da como resultado el molde para la amplificacion siguiente (Garcia-
Mas et al., 2000; Martinez et al.,, 2010). Después de la ligacion se lleva a cabo la
amplificacion selectiva (Fry et al., 2009) o bien pre-amplificacion (CIMMYT, 2006),
mediante PCR se amplifican fragmentos utilizando iniciadores de aproximadamente 20
nucleotidos que tienen secuencia especifica complementaria a los adaptadores y
ademas un nucledtido selectivo adicional en su extremo 3’. El producto de la pre-
amplificacion se emplea como molde de una nueva amplificacion (amplificacion
selectiva) utilizando iniciadores que poseen 3 nucledtidos selectivos adicionales
(Martinez et al., 2010). Finalmente el producto de la amplificacion selectiva se visualiza
en geles de poliacrilamida desnaturalizantes, si unos de los iniciadores es marcado
radioactivamente se observa mediante autoradiografia (Masuelli, 1999; CIMMYT,
2006).

Los marcadores antes mencionados tienen ciertas caracteristicas que deben ser

tomadas en cuenta:

a) Nivel de polimorfismo: en isoenzimas es bajo, mientras que RFLP, RAPD, AFLP
es medio, y en SSR alto.

b) Dominancia: las Isoenzimas son por lo regular codominantes al igual que los
RFLP y SSR, mientras que los RAPD y AFLP son dominantes.

c) Numero de loci: todos los marcadores, Isoenzimas, RFLP, RAPD, AFLP y SSR
son multiloci.

d) Abundancia en el genoma: Isoenzimas es baja, RFLP y SSR media, AFLP alta, y
RAPD muy alta (Azofeifa, 2006).

Azofeifa (2006) menciono el uso de distintos marcadores en el analisis la diversidad
genética de frutales tropicales. El uso de RFLP para analizar la diversidad genética de

12



Revision de Eileratura

Theobroma cacao L., Cocos nucifera L., Caricaceas, Cucumis melo L., y Musa spp. El
uso de RAPD en el caso de Ananas y Pseudoananas, Carica papaya, Psidium spp.
Manilkara sapota (L.), Bertholletia excelsa Humb.& Bonpl (nuez de Brasil) y AFLP en el
analisis genético de Anacardium occidentale L., Elaeis guineensis Jacq., Euterpe edulis
Mart., Bactris gasipaes, Theobroma cacao L. Mangifera indica, Ananas comosus,
Carica papaya, Vasconcella spp., Jacaratia spp. y Artocarpus altilis (fruta de pan). La
comparacién entre marcadores moleculares para el andlisis de la diversidad genética
de frutales demostré que los AFLP proporcionan mayor informacién y discriminacion

con respecto a los restantes.

Caracterizacion en frutales y sapotaceas

Existe poca informacion relacionada con caracterizacion de zapote mamey. A la

fecha, no existen descriptores para esta especie.

Gazel, et al. (1999) caracterizaron morfolégica y quimicamente la coleccion de
germoplasma de sapote mamey del CATIE. Evaluaron caracteristicas del fruto, arbol y
hoja. Observaron que las variables mas significativas para la discriminacion entre
grupos fueron: didmetro, peso y longitud de fruto, longitud de hoja y semilla, solidos
totales, azUcares totales, azUcares reductores, sacarosa, contenido de proteinas y
carbohidratos, acidez, pH, distribucion de la floracién, produccién, época de floracién y

fructificacion. La clasificacion de los materiales se dio de acuerdo a su origen.

En la Cafana de Huamuxtitlan, Guerrero se caracterizaron materiales de zapote
mamey seleccionados por los productores con base a caracteristicas sobresalientes del
fruto: color, sabor y tamafio. De 11 materiales se midi6é el largo, ancho e indice de
relacion largo/ancho; proporcion de pulpa semilla y epicarpio con respecto al peso total,
color de pulpa y semilla asi como color de epicarpio, cantidad y desprendimiento de
escamas. De acuerdo a lo anterior "‘Diaz’, 'Pardo” Il y "Risuefio” fueron los mas
sobresalientes por tener entre 81 a 83 % de pulpa roja con poca fibra y una semilla
(Espinos et al., 2005).

13
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Por otra parte, en materiales de zapote mamey del Centro-Occidente de Michoacan,
municipios de Ziracuaretiro, Taretan y Nuevo Urecho, se realiz0 la caracterizacion en
base a parametros morfolégicos cualitativos y cuantitativos de 44 arboles. Se evaluo
altura del arbol y diametro del tronco a la altura del pecho; peso, longitud y diametro de
fruto, asi como relacién largo-diametro, relacion peso de fruto-peso semilla y forma; del
mesocarpio se considero la textura, aroma, peso, color, y de la semilla nimero, peso,
largo y diametro, también se peso el epicarpio y se midi6 el grosor (Bayuelo-Jiménez et
al., 2006). Los autores sefalaron que las caracteristicas de fruto y mesocarpio fueron

las de mayor aportacion a variabilidad morfologica de las accesiones.

Bayuelo-Jiménez et al. (2007), caracterizaron 118 genotipos de tres municipios del
estado de Michoacan, considerando del arbol: altura, diAmetro del tronco y héabito de
crecimiento, del fruto: forma, peso, longitud, ancho, relacion largo/ancho, relacién
peso/pulpa peso semilla; de la pulpa: peso, grosor, sabor, textura, color, pH, acidez,
proteina, ceniza, solidos solubles totales, contenido de humedad; de la semilla: peso,
longitud, ancho y nimero, también se peso el epicarpio y se midio el grosor. Mencionan
gue tanto peso del fruto, como del mesocarpio fueron determinantes para diferenciar
selecciones, mismas caracteristicas que definen tamafio de fruto y por tanto, la
preferencia del consumidor, en el caso de las caracteristicas quimicas la relacion

solidos solubles totales y acidez titulable fueron las de mayor variacion entre frutos.

Gaona-Garcia et al. (2008) caracterizaron frutos de zapote mamey de 19 materiales
localizados en el estado de Morelos, donde se evaluaron dimensiones de fruto, masa,
longitud, didmetro, indice de relacion longitud/ancho, también peso de epicarpio,
semilla y pulpa, asi como grosor de epicarpio; en pulpa: contenido se sélidos solubles y
azucares solubles totales, luminosidad, matiz y cromaticidad. Las variables que
representaron mayor variabilidad fueron; peso de fruto, largo, ancho, nimero y peso de

semillas, concentracién de azucares y grosor de pulpa.

14



Revision de Eileratura

Batista y Fhilo (2002), caracterizaron 13 arboles de Manilkara. zapota (L.) P. Royen
establecidos en el CATIE, en base variables morfologicas del arbol, fruto y andlisis
quimico de éste, asi como caracteristicas de semilla y hoja. Mencionan que de 31
caracteristicas evaluadas, solo el diametro de fruto, diAmetro de copa, rendimiento,
largo de hoja, acidez y glucosa fueron determinantes en la variabilidad entre materiales.
Asi mismo, Heaton et al., (1999), en la misma especie compararon diversidad
morfoldgica y molecular en cuatro poblaciones mediante el uso de RAPD, sin embargo;
el analisis de esos marcadores no mostro diferencia genética, lo que puede inferir que
no existe un componente genético en la variacion morfoldgica observada, mas bien se
deba a factores ambientales, o a la falta de correlacién entre los loci RAPD vy las

caracteristicas adaptativas.

En aguacate, se caracterizo morfo-agronémica, isoenzimatica y molecular usando
ISTR. En la parte morfolégica se usaron descriptores ya establecidos, de esta manera
se distinguen los antillanos de guatemaltecos y los hibridos de estos quedando en el
grupo de los guatemaltecos, tanto las técnica enzimatica como molecular aportan
informacion que permitid identificar cultivares y observar la similitud entre estos
(Rodriguez-Medina et al., 2003).

Diversos autores han realizado estudios de caracterizacion molecular usando
RAPD, ISSR y RFLP y han encontrado diferencias en polimorfismo entre genotipos.
Por ejemplo, en pifia se ha usado RAPD e ISSR, los ISSR mostraron mayor porcentaje
de polimorfismo, sin embargo con ambas técnicas el agrupamiento de materiales de

acuerdo a su similitud fue parecido (Tapia et al., 2005).

En tejocote se realizé la caracterizacion morfologica a nivel de planta para buscar
las variables que sirvieran como discriminantes en la diferenciacion taxonémica. De 76
variables evaluadas de hoja, flor y amarre de fruto, 35 resultaron determinantes en la
caracterizacion (LOopez-Santiago et al., 2008). Por otra parte, en la caracterizacion
bioquimica y morfoldgica del fruto de tejocote se evalud el peso, longitud y diametro de

fruto, relacion L/D, porcentaje de pulpa, peso, longitud del eje mayor y longitud del eje
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menor del endocarpio; pH, acidez titulable, compuestos fendlicos y azlcares totales,
todas las caracteristicas mostraron diferencias significativas, sin embargo, el peso de
fruto, compuestos fendlicos y concentracién de azucares fueron las variables de mayor

importancia en la variabilidad observada (Franco-Mora et al., 2009).

La caracterizacion morfolégica comunmente va respaldada con la molecular o
bioquimica y viceversa, de esta manera se suele tener mayor informacion para evaluar

la diversidad de las especies (Franco-Mora et al., 2009).

Caracterizacién de especies vegetales mediante técnica de AFLP

Los AFLP’s han sido ampliamente usados en la caracterizacion de diferentes
especies frutales tales como mandarina (Chao et al., 2004) manzana (Guo et al., 2007)

cafia de azucar (Arencibia et al., 2006).

Hasta el momento existen escasos trabajos de analisis molecular en zapote mamey.
Carrara et al. (2004) realizaron un estudio con materiales provenientes de Cuba, Costa
Caribefia de América Central, (Yucatan, Petén, Guatemala y Belice) y la costa del
pacifico de América central (Guatemala, el Salvador, Nicaragua y Costa Rica) de la
coleccién del Jardin Botanico Tropical Fairchild (Fairchild Tropical Botanic Garden,
FTBG) y de la Universidad de Florida del Centro de Educacion e investigacion Tropical
(University of Florida’s Tropical Research and Education Center, TREC) con la finalidad
de analizar la diversidad genética en zapote mamey mediante el uso de marcadores
AFLP. En general el estudio indic6 que existe poca diversidad genética entre
selecciones del FTBG y TREC. La mayoria de las selecciones de Yucatan y Cuba
mostraron alto nivel de similitud, mientras que los materiales de Guatemala, el Salvador

Nicaragua y Costa Rica mostraron mayor disimilitud.

En citricos, Bastianel (2006) evalué diversidad genética en hibridos de tangor
‘Murcott' (Citrus reticulata Blanco x C. sinensis L. Osbeck) y naranja 'Péra’ dulce (C.

sinensis L. Osbeck), mediante el uso de AFLP y RAPD, determinando que el uso de los
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primeros detectan mayor polimorfismo y son adecuados para seleccionar hibridos
cercanos a los progenitores. Chao et al. (2004), logaron identificar diferentes cultivares
de mandarina 'satsuma’ (Citrus unshiu) para la coleccibn y conservacion de
germoplasma mediante el uso de AFLP, Liang et al. (2007), realizaron un estudio en 87
taxones de Citrus, Fortunella y Poncirus y demostraron que con la misma técnica se

obtuvieron las relaciones filogenéticas de los géneros estudiados.

En Veracruz, México se hizo la caracterizacion molecular de 46 materiales de pifia
incluyendo 39 genotipos de A. comusus var. comomosus Coppens & Leal, dos de A.
comosus var. bracteatus (Lindl) Coppens & Leal, dos de A comosus var. ananassoides
(Baker) Coppens & Leal y tres del género Bromelia L., mediante AFLP’s. El analisis
identificé 169 fragmentos polimorficos con cuatro combinaciones de primers (EcoRlI-
ATT con Mse-AAG, Mse-AAC, Mse-AGT, Mse-ATG). En general se observd un bajo
nivel de diversidad genética en la coleccion, sin embargo, se identificaron materiales
gue morfolégicamente eran muy similares y en la caracterizacidn molecular resultaron
ser diferentes (Yanes et al., 2005). Se ve la importancia de la caracterizacion molecular
gue no es influenciada por el ambiente y sirve como complemento en los trabajos de

caracterizacion morfolégica.

Azlcares en hoja

Los carbohidratos son moléculas organicas compuestas por carbono, hidrégeno y
oxigeno; son fuentes de energia para todas las actividades celulares vitales vy
constituyen la mayor parte de los componentes estructurales de los vegetales (Sthefen
y Merrifield, 2005).

Los principales productos de la fotosintesis en las plantas son: la sacarosa formada
de una molécula de glucosa y una de fructosa, y almidén un polimero de glucosa
insoluble el cual es el principal carbohidrato de almacenamiento en las plantas (Lodisch
et al., 2000).
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La sacarosa es el principal azucar translocado en la mayoria de las plantas; sin
embargo, otras especies transportan azucares no reducidos y azucares alcoholes
(Webb y Burley, 1962; Flora y Madore, 1993). Por ejemplo, el sorbitol se encuentra en
las hojas maduras de manzano (Malus domestica Borkh) y chabacano (Prunus
armeniaca) y se le atribuye la funcion de regulador osmotico en condiciones de estrés
hidrico (Bieleski y Redgwell, 1985; Dietrich et al., 2007). La estaquiosa esta presente
en los exudados de las células del tubo criboso de arboles de fresno blanco (Fraxinus
americana L.) y olmo americano (Ulmus americana L.) (Zimmerman, 1957). En vid, se
reporté estaquiosa en hoja, corteza, raiz y frutos (Kliewer, 1966), mientras que en olivo,
ademas de estaquiosa se encontr0 manitol en la hoja (Flora y Madore, 1993). En
cucurbitdceas también se tiene documentada la presencia de estaquiosa y rafinosa
(Webb y Gorham, 1963; Hendrix, 1968; Gaudreault y Webb, 1981).

Taiz y Zeiger (2002) mencionan que en arboles frutales de climas tropicales y
subtropicales generalmente hay transporte de oligosacaridos (rafinosa, estaquiosa

verbascosa) ademas de sacarosa via simplasto (plasmodesmos).

La estaquiosa se forma de una molécula de sacarosa y dos moléculas de galactosa.
La sacarosa sintetizada en el mesdfilo de la hoja se difunde a las células intermedias
via plasmodesmos donde se encuentran las enzimas necesarias para la sintesis de
estaquiosa (Graudreaulty y Webb, 1981; Hubber et al., 1990). En la células intermedias
se encuentra UDP-galactosa a partir de donde se sintetiza galactinol por la enzima
galactinol sintasa, el galactinol se une a la molécula de sacarosa por medio de la
enzima rafinosa sintasa produciendo una molécula de rafinosa la cual se une a otra
molécula de galactinol mediante la enzima estaquiosa sintasa Yy se forma la
estaquiosa. Taiz y Zeiger, 2002, Nishizawa et al., 2008). Estaquiosa es un azUcar que
no ha sido estudiado en frutales, no obstante estudios realizados en otras plantas han
mostrado tener ventajas. En semillas de algunas leguminosas actla como agente

protector durante la desecacién y almacenamiento con baja humedad también protege
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a las raices durante heladas en el invierno ((Dierking y Bilyeu, 2009; Xianfeng et al.,
2011).

AzUcares en fruto

Whiting (1970) menciond que el sabor del fruto es proporcionado fundamentalmente
por el balance azucar-acido, ademas de componentes de sabores especificos son a
menudo glucésidos; los atractivos colores de muchas frutas se deben a derivados de

azucar, igualmente la textura se rige por polisacaridos estructurales.

El contenido de azucares de los frutos de una especie puede variar
considerablemente con la variedad, tipo de suelo y las condiciones climaticas donde se
desarrolla la planta (Whiting, 1970). Freeman y Worthington (1989), hacen una
compilacién de trabajos relacionados con azucares en fruto para comparar entre
frutales de clima templado vs. climas subtropicales y tropicales. La concentracion
promedio de sacarosa en tropicales/subtropicales es 51.2 %, mientras que en
templados 16.6 %. En el caso de fructosa y glucosa los templados reportan valores de
38.4 y 41.8 % respectivamente y tropicales/subtropicales 23.6 y 24.8 %. En resumen,
los frutales de clima tropical/ subtropical muestran mayor concentracion de sacarosa en
comparacién con templados, caso diferente a lo que se aprecia en fructosa y glucosa.
En templados también se reporta la presencia de sorbitol.

En zapote mamey, Morera (1992) menciona que por cada 100 g de pulpa el 65.5 %
es agua, 1.7 g es proteina, 0.4 g grasa, 31.1 g carbohidratos, 2 g fibra, 1.2 g ceniza, 40
mg calcio, 28 mg fésforo, 1 mg hierro, parecido a lo mencionado por Balerdi y Crane

(2009), quienes reportan 28 g de carbohidratos.

Alia-Tejacal et al. (2002) encontraron una variacion de 14 a 18.9 g de azlcares
totales por 100 g de peso fresco en zapote mamey en materiales obtenidos en la
central de abasto de la Ciudad de México. Quiza el lugar de origen, asi como el
genotipo sea un factor que este determinado la cantidad de azlUcares que se han

reportado, sin embargo, a pesar de la importancia de este recurso natural no existen
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investigaciones de azlcares en fruto, asi como concentraciones y posibles diferencias

entre selecciones segun la region de desarrollo (Martinez et al., 2008).

Roy y Joshi (1997), mencionan que en chicozapote (Manilkara zapota (L.) P. Royen
contiene de 12 a 14 % de azucares, mostrando un incremento en el contenido se
sacarosa durante la maduracién de fruto, seguido de glucosa y fructosa. Sin embargo,

la sacarosa disminuye con la sobre-maduracion, comparado con glucosa y fructosa.

En guanabana, se ha obtenido 16 g de azucares por 100 g de peso fresco, con
una relacion de 1:2:2 y 1:3:3 en sacarosa, glucosa y fructosa, respectivamente (Ojeda
de Rodriguez et al., 2007). En banana, se encontraron 11 g-100 g en relacién 1:1:5 de
fructosa, glucosa, sacarosa) mientras que en papaya se reporta de 3 a 5 g-100 g*, en
relaciéon 1:1:2, 1:1:3 de fructosa, glucosa, sacarosa (Torija et al., 1998).

En frutales de clima templado como pera, manzano y cereza, los azdcares de mayor
importancia fueron la glucosa, fructosa y sorbitol; ademas la concentracion de sacarosa
en jugo de tres variedades de pera fue menor en comparacion con fructosa y glucosa
(Jiménez et al., 2003; Dietrich et al., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Durante el 2010 se evaluaron 19 selecciones en produccién de huertos de
traspatio, ubicados en la region noroeste de Puebla, norte de Veracruz, sierra de
Guerrero y occidente de Yucatan. Estas selecciones previamente habian sido

identificadas por los productores por caracteristicas llamativas del fruto (Figura 1).

Figura 1. Regién noroeste del estado de Puebla, norte de Veracruz, sierra de Guerrero y
occidente de Yucatan, México.

Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacion morfolégica se realizd6 en 12 selecciones, seis provenientes de
Puebla, tres de Veracruz y tres de Yucatan. De cada seleccion se tomaron datos de
pasaporte: edad, altura del arbol, ubicacién geogréfica, clima del lugar de colecta y

nombre del productor (donador) (Cuadro 1).
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Hasta el momento no existen descriptores para zapote mamey, por lo cual en la
caracterizacion morfologia se evaluaron caracteristicas con base a la revision para este
frutal. Las variables evaluadas se dividieron en cualitativas y cuantitativas (Cuadro 2 y
3).

En base a la experiencia de estudios previos se tomo una muestra de 30 frutos de
cada seleccidon. Se colectaron frutos en los meses de marzo, mayo y junio de las
selecciones de Yucatan, Puebla, y Veracruz, respectivamente. La cosecha se realizo
de acuerdo al conocimiento del productor que consiste en quitar parte del epicarpio de
la base o punta del fruto y si el mesocarpio muestra color rosado-naranja esta listo para

ser cosechado.

El registro de las variables morfolégicas se llevé a cabo en el laboratorio de

Fruticultura, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados Montecillo, México.

Para la cuantificacion del peso del fruto, mesocarpio, epicarpio y semilla se utilizé
una balanza granataria (Adventurer Ohaus, China), la longitud y didmetro del fruto y

semilla se midieron con vernier analitico (Truper, Mod CALDI-6MP, México).

El color de la pulpa se midié con un espectrofotometro SP64 X-Rite (X-Rite, Inc.
Michigan, USA), que asigna los valores de L*C*h, los cuales estan dados en un espacio
de color cilindrico. El valor L* indica la luminosidad o claridad (0 = negro, 100 = blanco),
C* es cromaticidad, que se refiere a la intensidad que puede ser desde gris hasta un
color puro y h* es el angulo Hue (tono) que se expresa en grados (0° = rojo, 90° =
amarillo, 180° = verde y 270° = azul) (Minolta, 2007) (Figura 2).
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El color de la semilla se determind con las tablas de color (R.H.S. Colour Chart The
Royal Horticultural Society LONDON)
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—— apagado -
OCroma
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Figura 2. Representacion de L* C* h* en un espacio de color (Minolta, 2007).

En el mes de septiembre se colectaron 15 hojas (una por rama), completamente
desarrolladas y maduras de cada seleccion, tomadas de la periferia del dosel de los
arboles. Se midio largo y ancho con una regla graduada en milimetros. El area foliar se
determino con el integrador LICOR-3100® (LI-COR, Inc. Lincoln, Nebraska, USA).
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Cuadro 1. Datos de pasaporte de 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) de Puebla,
Veracruz y Yucatan usadas en caracterizaciéon morfoldgica.

Ubicacidn geografica Productor

Seleccion Localidad geog Clima Edad d

Latitud Longitud Altitud (m) (Donador)
M1-Y Akil, Yucatan 21.046762 89.30151° 15 Ax (wl)(i’) gw”" Y 7 Carlos M. Magaiia R.
M50-Y Conkal, Yucatan 21.049122  89.32258° 16 Awoig 10 ITC’
M51-Y Conkal, Yucatan 21.049432  89.32306° 13 Awoig 10 ITC
SANA-V Martinez de la Torre, Ver. 20.09297°  97.05949° 80 Af (m) (e) gw”™’ Raul Berdeja
RBB-V Martinez de la Torre, Ver. 20.092912 97.05943¢ 84 Af (m) (e) gw”’ Raul Berdeja
CRUZB-V Cruz Blanca, Veracruz 20.64022°  97.27720° 58 Ax’(wl) (e) w”” SD
HER-P Hula Tlacuilotepec, Puebla 20.383202 97.93758¢ 479 (A)Cb (fm)(e)gw”” 60 Herminio Flores A.
BONI1-P Hula Tlacuilotepec, Puebla 20.378892 97.94257°¢ 547 (A)Cb (fm)(e)gw”’ >50 Bonifacio Dominguez G.
BONI2-P Hula Tlacuilotepec, Puebla 20.379282  97.94090¢ 509 (A)Cb (fm)(e)gw”” <15 Bonifacio Dominguez G.
ROG-P Hula Tlacuilotepec, Puebla 20.373782  97.94038¢ 424 (A)Cb (fm)(e)gw”’ >25 Rogelio Dominguez G.
BERNA-P Xicotepec de Juarez, Puebla 20.368682  97.92133° 541 (A)Cb (fm)(e)gw””’ >15 Bernardo Garcia Vargas
ODI-P Xicotepec de Juarez, Puebla 20.381742 97.888902 341 (A)Cb(fm)(e)gw” >20 Odilén

“ITC: Instituto Tecnoldgico de Conkal

Y Ax (w1)(i")gw’": Clima célido subhiimedo con temperatura media anual mayor a 22 °C y temperatura del mes mas frio mayor a 18 °C con un porcentaje de
precipitacion invernal menor de 18 respecto al total anual,; con poca oscilacion anual de las temperaturas medias mensuales, entre 5y 7 °C, presentandose el
mes mas caliente antes del solsticio de verano y presencia de canicula o sequia intraestival.

Awoig: Clima calido subhimedo, con temperatura media anual mayor a 22 °C y temperatura del mes mas frio mayor a 18°C, con régimen de lluvias en verano,
con 5 a 10.2 de porcentaje de precipitacion invernal con respecto al total anual, isotermal es decir con una oscilacion de la temperatura media anual menor a
5°C, y el mes mas caliente se presenta antes del solsticio de verano.

Af (m) (e)gw”": Clima tropical lluvioso célido humedo con régimen de lluvias de verano con temperatura media anual mayor a 22 °C y temperatura del mes més
frio mayor a 18 °C, con menor de 18 % de lluvia invernal con respecto al anual, extremoso con el mes mas caliente antes del solsticio de verano y presencia de
canicula.

Ax"(w1l) (e) w”": Clima calido subhimedo con temperatura media anual mayor a 22 °C y temperatura del mes mas frio mayor a 18 °C con un porcentaje de
precipitacion invernal menor de 18 respecto al total anual, extremoso con oscilacion anual de las temperaturas medias mensuales entre 7 y 14 °C y presencia
de canicula.

(A) Cb (fm) (e)gw": Clima semicdlido templado con verano fresco y largo con una temperatura media anual entre 12 y 18 °C y la temperatura del mes mas frio
entre -3y 18 °C y temperatura del mes mas caliente menor a 18 °C , hiimedo con régimen de lluvias de verano con precipitacion del mes mas seco mayor a 40
mm y porcentaje de lluvia invernal entre 5y 10.2 % de la anual, extremoso con el mes mas caliente antes del solsticio de verano y presencia de canicula (Garcia,
1987).
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Cuadro 2. Caracteristicas cuantitativas utilizadas en la caracterizacion morfologica de 12

selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn)
provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, México.

Caracteristica Unidad Simbologia
o5 Altura m ALT
@ Circunferencia a la altura del pecho m CAP
¢ Altura a la primera ramificacion m APR
Largo cm LH
< Ancho cm AH
8 Relacién largo/ancho numeérico RLAH
T Area foliar cm? AFO
Peso de hoja g PH
Diametro cm DFRU
Longitud cm LFRU
Relacién largo /ancho numeéerico RLAFRU
Peso total del fruto g PFRU
Peso de mesocarpio g PMES
O Peso de epicarpio . g PEPI
a Sacarosa g-100 g~ peso de materia fresca SAC
L (pmf)
Fructosa g-100 g* pmf FRUC
Glucosa g-100 g™ pmf GLU
Estaquiosa g-100 g™* pmf EST
Color: luminosidad (L) numeérico L
Color: cromaticidad ( c) numeérico C
Color: angulo de matiz (° Hue) numerico H
§ Peso g PSEM
s Longitud cm LSEM
ch/)J Relacion peso pulpa/peso semilla nUMérico RPPPS
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Cuadro 3. Caracteristicas cualitativas utilizadas en la caracterizacion morfolégica de 12
selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn)
provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, México.

Caracteristica

Escala

Simbologia

ARBOL

Habito de crecimiento

Forma de la copa

A WNPE

: vertical
. vertical tendiendo a esparcido
. extendido

caido

: semicircular
: sin forma
. piramidal

HC

FC

FRUTO

Forma de fruto

Forma de apice de fruto

WN RN R

: elipsoide
: globoso

ovoide

recto
curvo

FF

FAF

SEMILLA

No. de semillas

Color

Variegacion

Germinacién prematura

una;
mas de una

. café pera
. café sienna
. café oscuro (saddle brown)

: variegacion de margen color claro

2:Variegacion de margen y lomo color claro
3:Variegacion de toda la semilla y margen
color claro

1:
2.

ausente
presente

NS

CS

VARSE

GP

Determinacion de azlcares en hojay fruto

Se determind el perfil y contenido de azUcares en hojas de nueve selecciones (tres

de Veracruz y seis de Puebla) y en frutos de 12 selecciones de mamey (Pouteria

sapota (Jacq.) H.E. Moore & Stearn) seis del estado de Puebla, tres de Veracruz y de

tres de Yucatan, México.

Se colectaron hojas maduras y sin dafio mecénico en junio y julio de 2010, se

tomaron 10 hojas de la periferia de cada arbol (1.5 a 3 m de alto), y se cortaron 5 cm de

la parte media de cada hoja, eliminando la nervadura central. Las fracciones de hojas
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se colocaron en paquetes de papel aluminio debidamente identificadas. A los paquetes
se le hicieron pequefias perforaciones para facilitar la penetracion de nitrégeno liquido

donde fueron inmediatamente colocadas para detener la actividad metabdlica.

Del mesocarpio se analiz6 una muestra compuesta de 30 frutos (50 g por fruto) en
madurez de consumo de cada seleccion. La muestra se homogenizo y almacend a -20

°C durante un dia para después liofilizar.

La extraccion y determinacién de azUcares, se realizd por medio de la metodologia
propuesta por Darnell et al. (1994). Las hojas y pulpa se liofilizaron por 48 y 96 h,
respectivamente. En ambos casos se pesaron 0.5 g de materia liofilizada para macerar.
El tejido se coloco en vasos de precipitados de 15 mL y se agregaron 5 mL de metanol
(80 %). Los vasos se colocaron en la plancha donde hirvié durante 10 min. El contenido
de los vasos se transfirié a tubos de 15 mL y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10
min. El sobrenadante se separ6 y se determiné el volumen. Posteriormente, se
agregaron 200 pL de manitol a cada muestra como estandar interno (0.1 g-mL™) y el
volumen se estandarizo a 5 mL, enseguida se adicionaron 3 mL de cloroformo.
Posteriormente, se homogenizd y centrifugd a 2000 rpm durante 5 min a 4 °C. A la fase
acuosa, se le agregaron 50 mg de PVPP; ésta se homogeneiz6 y centrifugd a 3000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo
y al residuo de PVPP se le agregaron 2 mL de agua deionizada (18 mohm) se volvi6é a
centrifugar a 3500 rpm por 15 min y el sobrenadante resultante se combiné con el
primer sobrenadante. Las muestras se liofilizaron y resuspendieron con 3 mL de agua
desionizada. Cada muestra se paso por resinas de intercambio iénico (Dowex 1x8 200-
400 MESH CI; Dowex 50 WX8-400 ion exchange resin) y enseguida por microfiltros
(Nylon 25 mm x 0.2 y, Tupper).

La cuantificacion de azucares se realizd por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC), HP 1100, Agilent (Waldbronn Germany). Se utiliz6 una columna
Supelco (Supelcogel CA, 30 cm x 7.8 mm ID). La fase movil fue agua deionizada (18

mohm), y el flujo de 0.5 mL /min. De cada muestra se inyectaron 20 uL y el tiempo de
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analisis por muestra fue de 26 min. La concentracion de azucares solubles se
determind de acuerdo a las curvas patron que se prepararon con las soluciones
estandar de 1, 2 y 4 mg'mL™ de estaquiosa, sacarosa, glucosa fructosa y manitol. Los
picos cromatograficos de las muestras se identificaron por comparacion de tiempos de

retencion de los estandares (Fig.3).
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Figura 3. Curva de calibracion de azucares

Analisis molecular mediante AFLP

Para realizar el estudio molecular se colectaron hojas jovenes de 10 a 15 dias,
visiblemente sanas, las cuales se colocaron en bolsas de plastico previamente
identificadas y se transportaron en una hielera para conservarlas en buen estado. La
extraccion del ADN gendmico, se llevo a cabo en el laboratorio de fruticultura Campus

Montecillo, Colegio de Postgraduados.

En este fase se utlizaron 12 materiales de Veracruz, Puebla y Yucatan
caracterizados morfologicamente en esta investigacion y siete selecciones mas del
estado de Guerrero, ademas se incluyeron muestras de P. campechiana, P. fossicola,

Manilkara zapota y Chrysophyllum cainito, especies de la misma familia (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Lista de materiales para aislamiento de ADN gendmico de zapote mamey (Pouteria
sapota Jacg. H.E. Moore & Stearn) y cuatro especies mas.

Seleccidn Origen

HER-P Puebla

CID23-G Guerrero
M51-Y Yucatan
Al-G Guerrero
DPACO-G Guerrero
BONI2-P Puebla

P. fossicola Veracruz
PIEDRA-G Guerrero
ELREGALO-G Guerrero
AMARILLO-G Guerrero
P. campechiana Veracruz
CRUZB-V Veracruz
BONI1-P Puebla

RISUENO-G Guerrero
M50-Y Yucatan
ROG-P Puebla

BERNA-P Puebla

ODI-P Puebla

RBB-V Veracruz
SANA-V Veracruz
M1-Y Yucatan
Manilkara zapota Veracruz
Chrisophyllum cainito Veracruz

Aislamiento de ADN gendmico

El aislamiento del ADN gendmico se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia
propuesta por Saghai-Maroof et al. (1984) y Dehestani y Kazemi (2007) para especies

con alto contenido de metabolitos secundarios.

Las hojas se colocaron a -20 °C, durante un dia, después se liofilizaron durante 48 h
y se trituraron con ayuda de un molino para café (Modelo Aromatic, TAURUS China)

hasta obtener un polvo fino.

Del tejido previamente liofilizado y molido se pes6 50 mg en un tubo eppendorf de 2
mL, se le agregd 1 mL de solucion amortiguadora CTAB [150 mM de Tris-HCL pH 7.5,
1.5 M de NaCl, 25 mM de EDTA (Tetracetato de etilendiamina) pH 8.0, CTAB 3.5 %
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420 mM de BME (B-mercaptoetanol, PVP 3 %] calentada previamente a 65 °C y se
mezclé hasta incorporar por completo la solucién al tejido. Posteriormente, se incubo a
65 °C por 90 min, los tubos se agitaron continuamente; enseguida se realizaron dos
purificaciones con cloroformo/isoamyl alcohol (24:1) con 500 pL y se agité durante 10
min, se centrifugd a 3500 rpm durante 10 min; la fase acuosa se transfirio a un tubo
nuevo con RNasa (10 mg/mL) y se incub6 durante 30 min a 37 °C. Para precipitar y
formar la pastilla de ADN, se agreg6 375 pl de isopropanol, se mezclé con suavidad y
se centrifugd a 3500 rpm a temperatura ambiente durante 30 min, se decantd el
isopropanol y se dieron dos lavados con 1 ml de etanol 75 %, después se elimind el
etanol y finalmente se suspendio la pastilla de ADN en 500 puL de agua destilada

deionizada.

Cuantificacion de ADN

La calidad de ADN se evalud por electroforesis en geles de agarosa (Sigma) 1 %
(p/v) con solucién 1X TAE [10X TAE (400 mM Tris-base, 50 mM NaOAc, 7.7 mM)
ajustando a pH 8 con acido acético glacial], cargando 2 uL de 5X SGB (azul de
bromofenol, GIBCO) mas 5 pL de ADN gendmico; como marcador de peso molecular
se incluy6 el fago A (100 ng pL (GIBCO, BRL). El gel se corri6 en camara de
electroforesis horizontal (Labnet, mod. Enduro Gel XL, U.S.A) a 75 volts durante 100
min. Transcurrido el tiempo de electroforesis el gel se tifid con bromuro de ethidio

(1mg-mL™) durante 30 minutos y se visualizé en el transiluminador de luz ultra violeta.

La cuantificacion y pureza del ADN se realiz6 en un espectofotometro NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, U.S.A) con radio de absorbancia 260/280, donde
valores inferiores a 1.8 sugieren existencia de proteinas u otros elementos absorbentes
de luz UV en la muestra, mientras que valores mayores a 2.0 muestran contaminacion

por ARN, fenol, cloroformo o algunas sustancia organica (Maniatis et al., 1986).
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Marcadores AFLPs (Polimorfismos de la longitud de los fragmentos amplificados)

El analisis molecular de AFLP se realiz6 de acuerdo al manual de IRDye®
Fluorescent AFLP® Kit for large Planta Genome Analysis, con algunas modificaciones.

Los pasos que se llevaron a cabo fueron los siguientes:

Digestion

El primer paso del proceso de la técnica AFLP, es la digestidon, en la cual el ADN
extraido es “cortado” mediante dos enzimas de digestién, una frecuente cortadora y
una rara cortadora, estas enzimas cortan en lugares especificos dejando secuencias
con extremos diferentes. La especificidad de dichas enzimas genera grupos de
fragmentos del total de ADN. En este caso se uso como enzima frecuente cortadora
Msel y rara cortadora EcoRI. La cantidad de ADN en la mezcla de digestion fue 1 ug,
de acuerdo a esto se revisé la concentracion (ng-pL™) obtenida en cada muestra y se
hicieron los calculos correspondientes, después se agregd mezcla de digestiéon (Cuadro
5) y se incubd a 37 °C por 2 h. Finalmente las enzimas se inactivaron a 70 °C por 15
min en el termociclador. Una vez finalizada la digestion, se evalué la calidad en gel de
agarosa 0.7 % (p/v), adicionando 5 uL del ADN digerido mas 2 uL de colorante 5XSHB

y como referencia el marcador de peso molecular $X174/Haelll (100 ng).

Cuadro 5. Mezcla para la digestion de ADN gendémico con la enzima Msel y EcoRI en el
estudio molecular mediante AFLPs en zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E.
Moore & Stearn).

Solucién concentrada Por reaccion (12.5 pL)
H,O destilada deionizada (dd) Hasta 12.5 yL
5X Solucion amortiguadora 25 L
Mix EcoRI/Msel (5 U-uL™) 1uL
ADN genémico (20ng-puL™) 5 ul
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Ligacién

Para la ligar de adaptadores se agregé mezcla de ligacion (Cuadro 6) al tubo que
contenia la digestion previa colocandolo en el termociclador (Therm-1000, Axygen) a

20 °C durante 2 h. Posteriormente, se hizo una dilucion 1:10 (10 pl + 90 pl TE).

Cuadro 6. Mezcla para ligacién de adaptadores en el estudio molecular mediante AFLPs en
zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn).

., Por reaccion
Solucion concentrada

(15 uL)
H,O dd Hasta 15 pL
Solucion amortiguadora de ligaciéon (5X) 2 uL
Mezcla de adaptadores 12 L
T4 ADN ligasa 0.5 uL

Pre-amplificacion

De la dilucién de ligacion 1:10, se tomo6 2.5 pl y se agregd a la mezcla de pre
amplificacion (Cuadro 7), colocando al final una gota de aceite mineral para evitar
evaporacion y pérdida de la mezcla. Después se colocé en el termociclador en un

programa de 20 ciclos de: 94 °C por 30 s, 56 °C por 1 miny 72 °C por 1 min.

En gel de calidad (agarosa 1 %) se verifico el producto de la pre-amplificacion
cargando 5 uL del ADN pre-amplificado mas 2 pL de colorante 5X SGB, incluyendo el
marcador de peso molecular ¢X174/Haelll (100 ng) y se tifio con bromuro de ethidio.
De la pre amplificacion se hizo una dilucion 1:40 (5 pl pre amplificacion + 195 ul H,O
dd).

Amplificacidn selectiva
En esta fase se utilizaron los iniciadores (primers) de todas las combinaciones

posibles (Cuadro 8) ya que en la literatura no se encontraron trabajos que reporten

algunas combinaciones que den mayor polimorfismo para esta especie.
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Cuadro 7. Mezcla para la pre-amplificacion de ADN en el estudio molecular mediante AFLPs
en zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn).

Solucién Concentrada Por Reaccién (25 uL)
H,O dd Hasta 25 pL
Dilucion de ligacién (1:10) 2.5 uL
Amortiguador 10 x reaccion PCR 0.67 pL
Mezcla iniciador AFLP® pre amplificacion 20 pL
Taqg DNA polimerasa (5U/ pl) Invitrogen 0.5 uL
Mg Cl, (50mM) 0.33 ul
dNTP's 1 ul

A partir de la dilucién de pre amplificaciéon 1:40 se tomaron 2 pl y se le agregod la
mezcla de amplificacién selectiva (Cuadro 9) mas una gota de aceite mineral. La
mezcla se amplificé en el termociclador con un programa de 1 ciclo (94 °C por 30 s, 65
°C 30 sy 72 °C 1 min), 12 ciclos (94 °C por 30 s, 65-0.7 °C c/ciclo por 30 sy 72 °C por
1 min) y 23 ciclos (72 °C por 1 min, 94 °C por 30 sy 72 °C por 1 min). La comprobacion

de la amplificacion selectiva se realizd de la misma forma que en la pre-amplificacion.

Cuadro 8. Combinaciones de iniciadores para el estudio molecular mediante AFLPs en zapote
mamey (Pouteria sapota Jacg. H.E. Moore & Stearn).

EcoRl
M\ser\ AAC AAG ACA ACC ACG ACT AGC AGG

CAA  AAC/ICAA AAG/ICAA  ACAICAA ACC/ICAA ACG/ICAA ACT/ICAA AGC/ICAA  AGG/CAA
CAC AAC/ICAC AAG/CAC ACAICAC ACC/ICAC ACG/ICAC ACT/ICAC AGC/ICAC AGG/CAC
CAG AAC/ICAG AAG/ICAG ACA/ICAG ACC/ICAG ACGI/ICAG ACTICAG AGCICAG AGGI/ICAG
CAT  AAC/CAT  AAG/CAT ACA/CAT  ACC/CAT ACG/CAT ACT/ICAT AGC/CAT AGG/CAT
CTA  AAC/ICTA  AAG/CTA ACA/ICTA ACC/ICTA ACG/ICTA  ACT/ICTA  AGC/ICTA  AGG/CTA
CTC AAC/ICTC AAG/CTC ACA/ICTC  ACC/ICTC ACG/CTC ACT/ICTC AGC/CTC AGG/CTC
CTG AAC/ICTG AAG/ICTG ACA/ICTG ACC/ICTG ACG/ICTG ACT/ICTG AGC/ICTG AGG/CTG

CTT  AAC/CTT  AAGI/ICTT ACA/CTT  ACC/CTT  ACG/CTT  ACT/CTT AGC/CTT AGG/CTT
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Cuadro 9. Mezcla para amplificacion selectiva de ADN en el estudio molecular mediante
AFLPs en zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn).

Solucién concentrada Por reaccion (15 uL)
DNA (1:40) 2 uL
Solucion amortiguadora 10x 1.4uL
Iniciador amplificacion selectiva Msel (10 pM) 2 L
Iniciador amplificacion selectiva EcoRI (10 pM) 2 uL
dNTP “s 2 UL
Mg Cl, (50 mM) 0.5 uL
Taq polimerasa (5U/ uL) 0.1 uL

Electroforesis en gel de poliacrilamida

El producto de la amplificacion selectiva se corri6 en un gel de poliacrilamida
desnaturalizado. El gel se preparé con solucion de acrilamida al 6% [42 % Urea, buffer
10XTBE (0.9 Tris-borate, 20 mM EDTA pH 8.0, 40 % acrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 19:1)] a la cual se le agregaron 400 pyL de APS (Persulfato de
amonio) al 25 % y 50 yL de TEMED por cada 100 ml. En cada pozo del gel se coloc6 3
ML de muestra de ADN amplificado mas 2 uL de solucién interruptora (10 mM NaOH,
95 % formamida, 0.05 % azul de bromofenol, 0.05 % cianol de xileno). La muestra fue
previamente desnaturalizada a 95 °C por 5 min y colocada inmediatamente en hielo. La
electroforesis se llevo a cabo en una camara de secuenciacion (C.B.S Scientific), a 300
V durante 3 h utilizando como solucion amortiguadora 1X TBE.

Tincidon con nitrato de plata

Para el revelado de bandas se utilizé el protocolo usado en STS y SSR (CIMMYT,

2006) con algunas modificaciones que se describen a continuacion.

Una vez que el gel se desmonté de la camara de electroforesis vertical, se transfirio
a una solucion fijadora (500 mL de etanol, 25 mL de &acido acético glacial y 447.5 mL de
agua) donde se mantuvo por 10 min; después se enjuagd con agua corriente.
Enseguida se le agreg6 solucion de nitrato de plata (0.5 g de nitrato de plata diluida en

500 mL de agua), y permanecio ahi por 4 minutos; se enjuagé y se agrego la solucién
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reveladora (30 g de hidroxido de sodio diluido en 1 L de agua, y 200 pL de
formaldehido [37 % concentracion comercial] por cada 100 mL de solucion al momento
de utilizar), una vez que se observaron las bandas se detuvo la tinciébn agregando
solucién de paro (30 g de EDTA diluida en 1 L). En todos los pasos se mantuvo en

agitacion.

Analisis estadistico

Caracterizacion Morfoldgica

Con la finalidad de describir el comportamiento de las selecciones con respecto a
cada caracter se obtuvieron los datos de media, valor maximo, minimo, desviacién

estandar y coeficiente de variacion de las variables cuantitativas.

Existen diferentes técnicas de estadistica multivariada para analizar datos de
caracterizacion, sin embargo, debido a que el nUmero de observaciones (selecciones)
era bajo y que el objetivo era ver que caracteristicas aportaban la mayor variabilidad se
opto por una andlisis de componentes principales y conglomerados para datos

cuantitativos y uno de correspondencia simple y conglomerados para datos cualitativos.

El andlisis de componentes principales (ACP) se utiliza cuando se tiene un gran
namero de variables y se basa en la transformacion del conjunto de variables originales
en otro conjunto de variables independientes no correlacionadas, Illamadas
componentes principales. El objetivo es determinar los componentes que puedan
explicar la mayor parte de la variabilidad observada. Permite seleccionar las
caracteristicas discriminantes para diferenciar entre accesiones y muestra la
distribucion y posible agrupacion de las accesiones en un plano considerando dichas

caracteristicas (Franco e Hidalgo, 2003; Johnson, 1990)

El andlisis se realizé a partir de los promedios de cada variable en el programa
estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute, 2000), previamente fueron estandarizadas
con el propdsito de que todas tuvieran el mismo peso y no dependiesen de las

unidades de medida. La formula de estandarizacion fue la siguiente:
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Z: valor estandarizado
X: valor original
X: promedio general para dicha variable
S: desviacion estandar
Para este andlisis se incluyeron 24 caracteristicas cuantitativas de la cuales tres

fueron del arbol, cinco de hoja, 13 de fruto y tres de semilla.

El analisis de conglomerados es otra de las técnicas de estadistica multivariada de
clasificacion. Consiste en ordenar objetos (accesiones) en grupos de forma que el
grado de asociacion/similitud entre miembros del mismo grupo sea mayor que el grado
de asociacion/similitud entre miembros de diferentes grupos. Existen dos métodos de
agrupamiento: jerarquicos y no jerarquicos. En los primeros, se forman grupos a varios
niveles, y se quiere conocer el nivel de similitud al que se agrupa cada conjunto de
individuos, mientras que en los no jerarquicos se forman grupos a través de criterios
predefinidos (es necesario conocer el numero de grupos a priori) (Franco e Hidalgo,
2003).

Debido a que en este estudio se quiere ver la relacion entre las selecciones, se
realiz6 un método de agrupamiento de tipo jerarquico. Para este método existen
diferentes medidas se asociacion o distancia. La distancia utilizada fue la euclidiana
gue es la basica, a partir de esta se derivan otras. Se apoya en el teorema de
Pitagoras. Es de las mas utilizadas en trabajos de caracterizacion, por ejemplo en nace
(Martinez-Moreno et al., 2006) chico zapote (Gazel, 2002) y tejocote (Franco-Mora et
al., 2009). Por otra parte el método de agrupamientos fue el de ligamiento promedio de
UPGMA (Unweighted pair-groupmethod arithmetic averages) donde el calculo de la
matriz de distancias se hace promediando los valores de las distancias de las
accesiones del grupo con el de las otras accesiones que es lo matematicamente légico.

El criterio es maximizar la variacion entre grupos y minimizarlo entre ellos. (Nufiez y
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Escobedo, 2011). Asi mismo, se obtuvo el coeficiente de correlacion cofenética, él cual
indica la coherencia entre los datos de la matriz ingresada y el resultado de los
agrupamientos logrados segun los criterios aplicados. Entre mayor sea la correlacion el
ajuste serd bueno lo que indica que existe una clara estructura jerarquica entre las
selecciones. EIl andlisis se realizd en el programa estadistico Sistema de Andlisis
Multivariado y Taxonomia Numérica (NTSYS-pc) version 2.2 (Rohlf, 2000).

A las caracteristicas cualitativas se les realizd analisis multivariado de
correspondencia simple con base en una matriz de modas de siete variables discretas
Este andlisis explica que caracteristicas aportan mayor variabilidad, similar al de
componentes principales, pero se usa en variables cualitativas. El analisis se realiz6é
mediante el programa estadistico SAS versidon 9.0 (SAS Institute, 2000). Para el
analisis de conglomerados se realiz6 el mismo procedimiento que en variables

cuantitativas.

Determinacion de azUcares en hojay fruto

La unidad experimental fue la muestra compuesta de la parte media de 10 hojas
maduras de cada seleccion, con tres repeticiones. En el caso de fruto, fue la muestra
compuesta de mesocarpio de 30 frutos de donde se obtuvieron tres sub-muestras. En
ambos casos se calculd la media, valores minimos, maximos y desviacion estandar
mediante PROC MEANS, asi mismo, se realiz6 el andlisis de varianza con base a un
disefio experimental completamente al azar y se hizo la comparacion de medias de
Tukey (P<0.05). El anadlisis estadistico se realizO con el paquete estadistico SAS
version 9.0 (SAS Institute, 2000).
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Analisis molecular mediante AFLP

De acuerdo a las bandas generadas de las combinaciones de iniciadores incluyendo
las de Pouteria campechiana, P. fossicola, Manilkara zapota y Chrisophyllum cainito se
construy6 una matriz de datos codificada en presencia (1) o ausencia (0) con base a la
cual se calculé el coeficiente de similitud con el indice de Jaccard (J) utilizado
principalmente en marcadores de tipo AFLP’s (Tapia et al., 2005; Morales-Nieto et al.,
2006). Se utiliz6 el método de ligamiento promedio de UPGMA que como ya se
menciond anteriormente tiene como criterio maximizar la variacidbn entre grupos y
minimizarlo entre ellos. También se obtuvo el coeficiente de correlacion cofenética que
tiene como objetivo ver que tanta correlacion hay entre la matriz de datos original y el
resultado de los agrupamientos por los criterios aplicados. Para realizar analisis de

agrupamiento se utilizo el paquete estadistico NTSYS-pc version 2.2 (Rohlf, 2000).

38



Reasultados v Discusion

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfoldgica

De las 24 caracteristicas cuantitativas evaluadas, nueve de ellas mostraron mayores
coeficientes de variacion, de las cuales siete corresponden a fruto (peso total de fruto,
peso de mesocarpio, peso de epicarpio, relacibn peso mesocarpio/peso semilla,
cantidad de estaquiosa, glucosa y fructosa), una a semilla (peso de semilla) y otra a

hoja (area foliar) (Cuadro 10).

De las variables evaluadas del arbol, la altura, la circunferencia a la altura del pecho
y la altura a la primera ramificacion tuvieron amplios rangos de variacion (5 a 25.4 m,
0.62 a 2.76 m, 0.43 a 5.8 m respectivamente) esto quiza debido a que la mayoria eran
de huertos de traspatio de diferentes edades a excepcion de las selecciones de
Yucatan que eran injertos. Bayuelo-Jiménez et al. (2007) encontraron arboles de 12.8
hasta 18.3 m de altura, con diametro de tronco de 0.4 a 0.6 m en selecciones de
Michoacéan. El zapote mamey se puede reproducir de forma sexual y asexual, los
materiales propagados por injerto tiene la caracteristica de empezar a producir en un
periodo de tiempo corto y en un inicio las plantas son de porte bajo, sin embargo, la
mayoria de las plantaciones que se tienen en México son de semilla, por lo que se
tienen arboles grandes (Villegas-Monter y Mora-Aguilera, 2008). Azurdia (2006)
menciona que el zapote mamey tiene arboles de hasta 50 m de altura y de mas de 1 m

de diametro.

El area foliar oscilé entre 92.35 y 607.2 cm?, siendo otra de las caracteristicas de
amplia variacion. Previamente Ibarra (2005) encontré que en arboles de Cazones, Ver.
(17 m de altitud) y Alpoyeca, Gro. (1050 m de altitud) existieron claras diferencias en
area foliar, siendo mayor en las de Veracruz, aspecto que tuvo relacion con el nimero
de hojas: entre mas hojas, el tamafio era menor y viceversa, respuesta que le atribuyen
al ambiente y altitud. Por otra parte, quiza el largo, ancho y forma de la hoja serian
caracteristicas mas adecuadas para discriminar entre selecciones como lo observé
Ledesma quien evalud largo y ancho de la hoja en relacion a su posicion en el brote,

encontrando gue en algunas selecciones las hojas mas anchas y largas se encontraron
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en la parte media del brote, mientras que en otras estaban en la parte basal, lo cual
podria ser una caracteristica tipica de ciertos materiales (Ledesma, 2011). Asi mismo
en chicozapote el ancho de la hoja fue muy variable en las selecciones lo que sirvid
para diferenciar entre grupos (Gazel, 2002). Estas caracteristicas son importantes ya
gue las hojas son los principales Organos fotosintéticos que funcionan como

abastecedoras para el crecimiento y desarrollo del fruto (Fahn, 1977).

Por otra parte en el fruto, el peso total y del mesocarpio tuvieron amplia variabilidad,
(121.26 a 829.66 gy 65.76 a 577.72 g respectivamente) parecido a lo que se encontro
en selecciones de zapote mamey de los estados de Morelos, Guerrero, Michoacan y de
la coleccion del CATIE (Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, El Salvador y
Panama). En Morelos el fruto peso6 de 242.6 a 948.4 g, en Guerrero de 350 a 859 g, en
Michoacan de 200.9 a 469.2 g y en los materiales del CATIE de 221.7 a 485.5 g. Asi
mismo, el peso del mesocarpio fue de 157.4 a 712 g y 167.8 a 368.6 g en Morelos y
Michoacan respectivamente, mientras que en Guerrero fue del 77.6 a 83.8 % del peso
total (Gazel et al., 1999; Bayuelo-Jiménez y Ochoa, 2006; Bayuelo-Jiménez et al., 2007
Gaona-Garcia et al., 2008; Espinoza, 2009). Lo anterior muestra la amplia diversidad
de tamafio del fruto que existe en las selecciones de zapote mamey. Andrade et al.
(2008) mencionan que el consumidor prefiere frutos grandes, de pulpa dulce, color rojo
salmon y con una semilla, sin embargo, la variabilidad de tamafio tiene ventajas ya que
permite abarcar un mercado mas amplio de consumidores de acuerdo a sus
necesidades. Espinos et al. (2005), sugieren que el consumo por persona se favorece
si los frutos son de menor peso, como ocurre con frutos pequefios como manzana y
banana mientras que de frutos grandes se puede extraer pulpa para procesarse en la

elaboracién de aguas, helados, reposteria etc.

El peso del epicarpio también fue variable (26 a 229 g). En las selecciones de los
estados de Morelos y Michoacan tuvo valores de 34 a 147 g y 43.6 a 799 ¢
respectivamente. Los coeficientes de variacion obtenidos oscilaron entre el 15y 29 %.
Por otra parte el grosor del epicarpio fue una caracteristica determinante en la
caracterizacion de las accesiones, se encontraron variaciones desde 1 a 2.8 mm
(Gazel et al., 1999; Bayuelo-Jiménez y Ochoa, 2006; Gaona-Garcia et al., 2008). El
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grosor del epicarpio es importante en el manejo postcosecha de la fruta, por lo cual
seria una caracteristica importante en futuras evaluaciones de diversidad Gaona-
Garcia et al. (2008).

Otras de las caracteristicas de importancia en fruto son el diametro, la longitud y la
relacion largo/ancho ya que influyen directamente en la forma. La relacion largo ancho
vario de 1 a 3.24 dando como resultado formas redondas y alargadas. En las
selecciones de Michoacan y Morelos la relacion largo/ancho del fruto fue de 1.2a 1.7 y
1.1 a 2.6 respectivamente, y los frutos los describieron como elipsoides, alargados,
globosos y ovoides (Gazel et al., 1999; Bayuelo-Jiménez y Ochoa 2006; Gaona-Garcia
et al., 2008).

La forma del fruto es un aspecto que esta relacionado con el gusto del productor,
por ejemplo: en la Alpoyeca Gro., se tienen formas tipicas que caracterizan los
materiales de ciertos productores, tal es el caso del Sr. German quién ha seleccionado
arboles que dan frutos alargados, o el Sr. Pardo que selecciona materiales de frutos
ovados. Considerando lo anterior y que la mayoria de los arboles caracterizados son de
traspatio, es importante mencionar que estos fueron previamente seleccionados por los

productores por alguna caracteristica deseable, ya sea color, forma, tamafio o sabor.

El color de los frutos tuvo variaciones en: luminosidad, angulo de matiz y
cromaticidad (29.55 a 53.45, 34.10 a 54.03 y de 23.64 a 46.69, respectivamente). De
acuerdo al angulo de matiz, las selecciones de mamey presentaron un color entre rojo
y anaranjado (0= rojo, 90= amarillo) Minolta (2007). En selecciones de Morelos el color
fue principalmente anaranjado oscuro a claro (L=35.5 a 67.3, °Hue =61 a 81.1 y C=
20.3 y 58.9. En otros estudios, el color se ha evaluado de acuerdo a las tablas de
Munsell y Methuen Handbook of Colour y los tonos rojizos, amarillos rojizos naranja
rojizo y naranja intenso son los mas frecuentes (Gazel et al., 1999; Bayuelo-Jiménez y
Ochoa 2006; Espinosa, 2009). El color anaranjado o rojo es proporcionado por los
carotenoides, el zapote mamey es rico en estos pigmentos; recientemente Alia-Tejacal
et al., (2005) encontraron tres tipos en este frutal, a-caroteno, {-caroteno y (-caroteno
de los cuales este ultimo en mayor concentracion. Meléndez et al., (2004) menciona

gue el patron y concentracion de carotenoides en un mismo fruto puede estar
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influenciado por las variedades y las condiciones ambientales. Agusti (2010) menciona

gue el rango 6ptimo de sintesis de carotenoides es de 15° C a 35° C.

El color del fruto es una de las caracteristicas mas importantes para el consumidor
ya que es el primer atributo que valora y lo asocia a calidad (Minguez et al., 2006). Por
lo regular se prefieren los de color rojo (Dominguez et al., 2010), no obstante se tiene

materiales naranjas claro e intensos, que son de buen sabor.

Otra de las caracteristicas relevantes es el perfil y contenido de azucares en el
mesocarpio. Sacarosa fue el aztcar en mayor concentracion (10.94 g en 100 g de peso
de materia fresca (pmf)) seguida de glucosa, fructosa y estaquiosa, siendo estas dos
ultimas las de mayor coeficiente de variacion (24 y 26 %, respectivamente), resultados
similares obtuvo Gazel et al.,, (1999) en materiales del CATIE a excepcion de
estaquiosa que no es reportada. En general solo se han cuantificado los carbohidratos
totales en mamey con fluctuaciones de 14 a 31.8 g en 100 g pmf (Azurdia 2006;
Gaona-Garcia et al., 2008). En chicozapote, el contenido de glucosa fue importante en
la caracterizacion ya que present6 diferencias significativas entre selecciones, siendo
una de las caracteristicas relevantes para la diferenciacion entre grupos. (Gazel, 2002).
La variacion en concentracion de azucares en frutos también se ha sido reportado en
otros frutales tropicales como guanabana (Ojeda de Rodriguez et al., 2007), esto
probablemente se deba al genotipo y el ambiente ya que los materiales son de
diferentes zonas productoras, y por tanto diferentes condiciones edafo-climéaticas que
intervienen en la fisiologia de la planta. Por otra parte es importante sefialar que la
estaquiosa es un azucar que no ha sido reportada en mamey, solamente en cucurbitas
(Hendrix, 1968; Gaudreault y Webb, 1981) y algunas semillas como leguminosas

(Dierking y Bilyeu, 2009), por lo cual seria necesario investigar su funcién en este frutal.

El peso de la semilla tuvo amplio rango de variabilidad (10.07 a 94.84), misma
tendencia que se observo en selecciones de Morelos (22.1 a 178 g). Al ser los frutos de
diferentes tamanos, igualmente se encontraron semillas de distintos dimensiones y

peso. Por otra parte la relacion peso mesocarpio/peso semilla también fue muy variable
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(1.24 a 17.67), al igual que sucedio en los materiales de Michoacan (7.6 a 13.7), lo cual
se debe a que algunos materiales tuvieron mas de una semilla, como lo reporta Balerdi
y Crane (2009), encontrando hasta cuatro semillas por fruto. La relaciébn peso
pulpa/peso semilla es importantes, ya que al tener mas de una semilla se reduce la
cantidad de pulpa, caracteristica no deseable por el consumidor, que prefiere frutos con
mas pulpa, sin embargo, este tipo de materiales podria ser til en la propagacion, para
obtener patrones para injerto (Villegas', 2010; comunicacién personal).
Cuadro 10. Valores promedios, minima, maxima, desviacion estandar y coeficiente de
variacién de 24 caracteristicas cuantitativas evaluadas en 12 selecciones de zapote

mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) provenientes de Puebla, Veracruz
y Yucatan, México.

Caracteristica X Minima  Maxima s CV (%)
= Altura 14.73 5 25.4 6.76 6.78
8 Circunferencia a la altura del 3.01
5 1.40 0.62 2.76 0.73
pecho
Altura a la primera ramificacion 2.65 0.43 5.8 1.75 11.09
Largo de hoja 35.11 22.5 59..5 8.14 11.07
<« Ancho de hoja 10.17 6.14 17.4 2.01 10.94
O Relacién largo/ancho 3.49 2.3 5.12 0.63 9.92
T Area Foliar 242.16 92.35 607.2 95.31 21.99
Peso de hoja 5.47 1.67 11.48 1.92 19.35
Diametro 8.12 4.48 14.42 10.54 7.53
Longitud 12.32 822 18.3 2.02 9.7
Relacién largo /ancho 1.53 1.01 3.24 0.25 10.79
Peso fruto 448.90 121.26 829.66 148.57 18.95
Peso de mesocarpio 313.71 65.76 577.72 114.01 20.26
g Peso epicarpio 85.48 25.56 229.09 35.49 27.33
x Sacarosa 10.94 5.82 16.10 2.56 15.04
Fructosa 2.51 0.76 4.25 0.77 24.02
Glucosa 2.69 0.99 4.35 0.70 19.53
Estaquiosa 1.59 0.48 3.27 0.49 26.48
Color: luminosidad (L) 41.57 29.55 53.45 5.35 8.68
Color: cromaticidad ( c¢) 37.50 23.64 46.69 5.67 11.09
Color: dangulo de matiz (2Hue) 43.94 34.10 54.03 4.39 6.48
5 Peso semilla 44.72 10.07 94.84 15.41 22.34
2 Longitud semilla 7.40 3.90 10.75 1.21 9.11
Y Relacién peso pulpa/peso semilla 6.66 1.24 17.67 2.58 27.96

X% media; s” :desviacion estandar; CV: coeficiente de variaciéon

! Dr. Angel Villegas Monter, Profesor Investigador Titular PREGEP-Fruticultura Campus Montecillo

Colegio de Postgraduados.
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Andlisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales mostro que la proporcion de la varianza
explicada se registré en los primeros cuatro componentes. CP1, CP2, CP3 y CP4
explicaron el 30, 22.4, 18,y 12.3 % de la variacion total (Cuadro 11).

Cuadro 11. Valores propios, varianza absoluta y acumulada explicada por cuatro componentes
principales con base en la matriz de correlaciones de 24 caracteristicas cuantitativas de

12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn)
provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, México.

Componente Valor propio Proporcion de la varianza explicada (%)

principal Varianza absoluta Varianza acumulada
1 7.0969 29.57 29.57
2 5.3783 2241 51.98
3 4.2399 17.67 69.65
4 2.9496 12.29 81.94
5 1.7098 7.12 89.06
6 0.9835 3.95 93.01
7 0.6230 2.60 95.61
8 0.4427 1.84 97.45
9 0.2734 1.14 98.59
10 0.2607 1.09 99.68
11 0.0769 0.32 100

El nUmero de variables mas importantes en cada componente principal se determiné
en base a los valores propios (Cuadroll), de este modo se consideraron aquellas con

los vectores propios mas altos en valor absoluto (Cuadro 12).
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En el CP1, la variabilidad aportada fue debida al peso de fruto (PFRU), diametro de
fruto (DFRU), peso de pulpa (PMES), peso de epicarpio (PEPI), longitud de fruto
(LFRU), ancho de hoja, (AH) y peso de semilla (PSEM).

En el CP2 las caracteristicas relevantes fueron el largo de la hoja (LH), area foliar
(AF), altura de arbol (ALT), circunferencia a la altura del pecho (CAP) y la altura a la

primera ramificacion (APR).

En el CP3 estuvo determinado por la relacién largo/ancho de fruto (RLAFRU),

contenido de sacarosa (SAC), longitud de semilla (LSEM) y peso de la hoja (PH).

El CP4 lo determind la concentracion de glucosa (GLU), fructosa (FRU) y estaquiosa
(EST).

El andlisis de componentes principales indicé que la variabilidad de las selecciones
se relacion6 con las caracteristicas del fruto, tales como el peso, forma (relacion
largo/ancho), peso del mesocarpio, peso del epicarpio y contenido de sacarosa,
glucosa, fructosa y estaquiosa. Estos resultados son similares a los reportados por
Gaona-Garcia (2008) y Bayuelo-Jiménez et al. (2007) en selecciones de mamey de los
estados de Morelos y Michoacan. Estos autores mencionan que la variabilidad entre
selecciones es atribuida a las caracteristicas del fruto, la semilla y los azlcares

acumulados en el mesocarpio.

De acuerdo a las variables de los dos primeros componentes principales, es posible

definir 5 grupos de selecciones.

El grupo | esta representado por las selecciones HER-P y BONI1-P, provenientes
del estado de Puebla. Estas selecciones tienen frutos grandes y los arboles de mayor
altura. En el grupo Il solo esta representada por la seleccion BONI2-P de Puebla,
caracterizada por arboles altos con frutos pequefios de reducido peso. Al igual que el
grupo anterior, el grupo Il esta representado solo por la seleccion CRUZB-V
proveniente de Veracruz, de frutos pequefios y arbol de porte mediano. El grupo IV lo
conformo las selecciones M1-Y, M50-Y y M51-Y de Yucatan que se caracterizan por
ser frutos grandes de pulpa roja y arboles de porte bajo. El grupo V lo integraron las
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selecciones de ROG-P, BERNA-P, ODI-P, RBB-V Y SANA-V que pertenecen a Puebla
y Veracruz los arboles son de porte alto y los frutos grandes. La distribucién observada
entre grupos muestra la variabilidad morfolégica de los arboles y los frutos del mamey
entre estados y dentro de los estados principalmente de Veracruz y Puebla.

Cuadro 12. Vectores propios de 24 caracteristicas cuantitativas de los primeros cuatro
componentes principales en 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq.
H.E. Moore & Stearn) provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, México.

Caracteristica Componentes Principales (CP)
CP1 CP2 CP3 CP4

Diametro del fruto 0.3421 -0.0732  --0.1006 -0.0380
Longitud del fruto 0.2366 -0.0631 0.2809 -0.0127
Relacion largo /ancho de fruto -0.0443 0.1296 0.3781 -0.0267
Peso de fruto 0.3519 -0.0165 0.0622 0.0044
Peso de mesocarpio 0.3355 -0.0110 0.1177 0.0050
Peso de epicarpio 0.3190 -0.1558 -0.1006 0.1111
Peso de semilla 0.2840 0.1404 -0.1089 -0.1719
Relacion peso mesocarpio/ peso semilla 0.2082 -0.2466 0.2125 0.1480
Longitud de semilla 0.1710 0.0709 0.3103 0.2726
Color: luminosidad (L) 0.1922 -0.1760 0.2202 -0.0507
Color: cromaticidad (c) 0.0787 0.0609 0.2284 -0.1373
Color: angulo de matiz (° Hue) 0.1735 -0.1143 0.2543 0.0532
Sacarosa -0.0368 0.1869 0.2643 -0.0183
Glucosa -0.0853 0.0188 -0.0197 0.5367
Fructosa -0.0966 0.0021 -0.0875 0.5300
Estaquiosa -0.1486 0.1547 0.2088 0.4020
Largo de hoja 0.0393 0.3914 -0.1489 -0.0155
Ancho de hoja 0.2381 0.2038 -0.2459 0.1587
Relacion largo/ancho de hoja -0.2161 0.2732 0.0758 -0.2041
Area foliar 0.1790 0.2959 -0.2248 0.1015
Peso de hoja 0.2151 0.1779 -0.2911 0.1411
Altura de arbol 0.0529 0.3758 0.1471 -0.0781
Circunferencia a la altura del pecho 0.1585 0.3385 0.0115 -0.0276
Altura a la primera ramificacion -0.0416 0.3345 0.2327 0.0052
VALOR PROPIO 7.0969 5.3783 4.2399 2.9496
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CP2 22.31%

(LH. ALT, CAP, APR, AFO)
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PFRU=Peso de fruto,

DFRU=Diametro del fruto, LFRU=Longitud del fruto,

PMES=Peso de mesocarpio, PEPI=Peso de epicarpio, PSEM=Peso de semilla,
LH=Largo de hoja, AFO=Area foliar, CAP=Circunferencia a la altura del pecho, ALT=Altura del arbol, AH=ancho de hoja

Figura 4. Dispersion de acuerdo a la variabilidad morfolégica de los dos primeros componentes principales de 12 selecciones de
zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, México.
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Andlisis de conglomerados

En base a las distancias euclidianas (Anexo A) en el analisis de conglomerados por
UPGMA se formaron cinco grupos a distancia de corte de 6.25, (Figura 5).

El grupo | lo conformd las selecciones ROG-P, BONI-P, BERNA-P, RBB-V, ODI-P y
CRUZB-V. Similar agrupacion a la obtenida en el analisis de componentes principales a
excepcion de CRUZB-V y BONI-P. Este grupo se caracterizé por tener arboles de 18m
de altura, frutos con peso promedio de 439 g, mayor relacién largo/ancho y peso
mesocarpio/peso semilla, semillas mas largas y mayor contenido de sacarosa, fructosa,

glucosa y estaquiosa (Cuadro 13). El color del mesocarpio fue anaranjado apagado.

El grupo Il incluy6 la seleccion SANA-V, caracterizada por arboles de 10 m de
altura, con frutos mas alargados y de mayor peso (547 g) con semillas grandes (63.9
g) y una alta relacién peso pulpa/peso semilla (5.6). Fue un material de los de color

anaranjado oscuro o rojizo.

El grupo Il incluyd las selecciones M1-Y, M50-Y y M51-Y. Estas selecciones, tienen
arboles de 6.3 m altura, el didmetro a la altura del pecho de 0.83 m, con frutos de 500
g, con semillas alargadas y de mayor cantidad de mesocarpio de acuerdo a la relacién

peso mesocarpio/peso semilla (8.3). El mesocarpio fue de color anaranjado intenso.

En el grupo IV se encuentra la seleccion HER-P, caracterizada por arboles de 25 m
de altura, con frutos redondos y grandes (500 g) pero de una menor relacion peso

mesocarpio/peso semilla (5.3). El color de los frutos era anaranjado oscuro.

El grupo V lo represento la seleccion BONI2-P con arboles de 14.6 m. Es una de las
selecciones de frutos de menor tamafio (193.8 g) y peso de mesocarpio (112.43 g). Y

segun el angulo de matiz fue color anaranjado apagado.

La formacion de 5 grupos muestra la variabilidad entre selecciones de los tres
estados, dada principalmente por las caracteristicas del fruto, similar a lo reportado por

Gaona-Garcia et al. (2008) y Bayuelo-Jiménez et al. (2007).
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El peso de fruto fue una de las caracteristicas de mayor variacion, SANA-V
perteneciente al grupo Il fue el material de mayor peso (547 g), seguido de los
materiales de Yucatdn (500 g) del grupo lll, sin embargo, también se identificaron
materiales de menor tamafio como fue BONI2-P del grupo V con frutos pequefios.
(193.8 g). Asi mismo, el mayor peso del mesocarpio fue en SANA-V, seguido de
HERM-P (grupo V), este fue superior al de las selecciones del grupo lll, que fueron las
segundas de mayor peso de fruto. Generalmente el consumidor prefiere frutos de
grandes, ya que los asocian a calidad, sin embargo, la variabilidad de tamafios ofrece
una diversificacién en el aprovechamiento del fruto, como es su consumo en fresco o
procesado, en aguas, paletas helados y postres. Espinos (2005) menciona que los
frutos pequefos pueden ser buenos si se crea una estrategia analoga al consumo de
un fruto pequefio como es una manzana, que su tamafo facilita su consumo, por otra

parte frutos muy grandes pueden servir en la extraccion de pulpa para procesamiento.

La forma de los frutos fue desde casi redondos como lo fue la seleccion HER-P
(grupo 1V) de Puebla hasta otros elipsoides del grupo | (ROG-P, BONI-P, BERNA-P,
RBB-V, ODI-P y CRUZB-V) de Puebla y Veracruz. Comunmente la forma del mamey
més conocida es elipsoidal, sin embargo, se han observado diferentes formas, ademas
esta caracteristica se puede inferir de acuerdo a la relacién largo ancho. Algunos
autores reportan formas desde elipsoides, alargados, ovoides y globosos (Gazel et al.,
1999; Bayuelo-Jiménez y Ochoa 2006; Gaona-Garcia et al., 2008). Gaona-Garcia et al.
(2008) mencionan que los frutos redondos se asocian con mayor niumero de semillas,
caracteristica no deseable por el consumidor, sin embargo, los materiales que
presenten dicha caracteristica podrian ser utiles en la obtencion de semillas con la

finalidad de germinarla para usar como patrones para injerto.

Por otra parte se observo que los materiales del grupo lll, pertenecientes a Yucatan
(M1-Y, M50-Y y M51-Y) fueron los de mayor relacion peso mesocarpio/peso semilla
(8.3). Esta caracteristica es muy importante ya que en el ambito de mejoramiento y de
produccion de frutales siempre se buscan los materiales de este tipo, con mayor
cantidad de pulpa. Cabe sefialar que M1-Y (Magafa 1), es uno de los materiales de

amplia extension de produccion en Yucatan, que se caracteriza por ser un fruto de
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buen sabor, tamafio y color rojo, que ademas es propagado vegetativamente (injerto).
Este material por su alta relacion peso mesocarpio/peso semilla seria ideal para extraer
pulpa para su comercializacion labor que en los ultimos afios ya se ha puesto en

marcha.

Las selecciones de Yucatan del grupo Il fueron las de mayor peso de epicarpio
mientras que la seleccion BONI2-P (grupo V) la de menor. Esto esta directamente
relacionado con el tamafio del fruto ya que BONI2-P fue un material pequefo, sin
embargo entre la seleccibn SANA-V y los materiales de Yucatan que fueron de peso
de fruto similar, estos Ultimos son de mayor peso de epicarpio Yy por consiguiente de
grosor. Esta caracteristica es de suma importancia en el aspecto postcosecha ya que
durante el trasporte de fruto deberia considerarse con la finalidad de no mermar la
calidad de la fruta. Por otra parte la cascara de mamey también tendria uso en la
industria de los sustratos.

A pesar de que el color no tuvo mucha variacion se logré identificar a la seleccién
SANA-V (grupo Il) como la de color anaranjado intenso o anaranjado rojizo (angulo de
matiz = 39.2), el resto de las selecciones fueron de color anaranjado. Gaona-Garcia et
al. (2008) reportan en materiales de Morelos valores de 67 a 70 con lo cual el color
estaria en el rango de anaranjado claro a amarillo. El color es una caracteristica
importante para el consumidor que asocia a calidad, y es lo primero que observa al
escoger el fruto, generalmente se prefieren los de pulpa roja. Por lo que los materiales

evaluados serian promisorios, si bien no son rojos, tienden a ese color.

Con lo anterior podemos observar la variabilidad que existe en zapote mamey de
tres de los estados productores, reflejada principalmente por las caracteristicas de sus
frutos, con lo que se tiene una amplia gama de materiales ya sea para consumo en
fresco, frutos pequefios a medianos (200-350 g), de colores naranja a rojizo, cantidad
de pulpa considerable o bien para programas de mejoramiento (>500 g). Por lo cual es
de suma importancia caracterizar los materiales que se tienen para la conservacion y

uso estos de manera adecuada.
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Mamey es un cultivo que se adapta bien a climas tropicales y subtropicales en y
altitudes de 0 a 1300 m (Azurdia, 2006), las selecciones evaluadas fueron de climas
parecidos, sin embargo, la altitud fue una variante bien definida. Los materiales de
Yucatan se desarrollan a altitud de 13 a 16 m mientras que los de Veracruz a 58 - 80 m
y los de Puebla fueron los de mayor altitud de 300 a 500 m. Se corrobora que este

frutal se puede desarrollar muy bien a diferentes altitudes.

Hasta el momento solo se tenia conocimiento de la variabilidad de materiales en
Michoacén, Morelos y Guerrero, con esto se contribuye a conocer un poco mas de la

diversidad que tienen otros estados productores de esta especie.
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Figura 5. Dendrograma de 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) construido con el método
de UPGMA, a partir de 24 caracteristicas cuantitativas. Correlacion cofenética r=0.77.
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Cuadro 13. Medias de los cinco grupos formados por | analisis de conglomerados a partir de 24
caracteristicas cuantitativas en 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq.

H.E. Moore & Stearn).

GRUPO
Caracteristica | " I Y, Vv
5' Altura 18.09 b* 10 cd 6.3d 253 a 14.6 bc
@ Circunferencia a la altura del
< becho 156 b 1.14b 0.83Db 2.75a 0.86b
Altura a la primera ramificacion 3.73 a 0.65b 0.60b 3.32a 3.53a
Largo de hoja 343c 354c 28.1d 50.8 a 44.1Db
< Ancho de hoja 94b 95b 1060Db 13.8a 99b
% Relacion largo ancho 3.6Db 3.7b 26¢C 3.6b 4.4 a
Area Foliar 2170b 2223b 2284b 4310a 264.9b
Peso de hoja 4.63 b 583b 6.02b 8.17 a 5.7b
Diametro 78 b 8.6a 8.8a 9a 6.3¢C
Longitud 129a 13.3a 11.7b 114b 9.6¢C
Relacion largo /ancho 16a 15D 13c 12c 15b
Peso fruto 439.3 b 546.6 a 500 ab 510 a 1938 ¢c
o Peso mesocarpio 3144 Db 394.3a 340.4b 349.7ab 112.43 c
5 Peso epicarpio 75.1c 88.2bc 117.3a 93.7b 40.43 d
o Sacarosa 12.1a 10.2a 8.76a 11.3 a 10.2 a
L Fructosa 2.32ab 1.70b 2.86ab 2.28b 3.58 a
Glucosa 2.57 ab 1.83b 2.96 ab 2.56 ab 3.59a
Estaquiosa 1.72 ab 092b 1l1l.45ab 1.45 ab 20a
Color: luminosidad (L) 421 a 383a 441a 40.7 a 31.5b
Color: cromaticidad ( c) 39.1a 36.2ab 359ab 415 a 28.8b
Color: &ngulo de matiz (°Hue) 452a 39.2bc 45.1a 439 a 37.0c
é Peso semilla 41.7b 63.9a 429b 62.9 a 30.1c
S Longitud semilla 79a 51c 75a 76a 6.0b
W Relacion peso pulpa/ peso 6.8a 56bc 83a 53¢ 2.9d

semilla

“‘Medias seguidas de la misma letra en cada fila no difieren significativamente entre si (Tukey, 0.05)
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Anélisis de correspondencia simple

Para el analisis de correspondencia simple se incluyeron siete variables discretas:
hébito de crecimiento, forma de la copa, color y variegacion de la semilla, forma de
fruto, forma de apice de fruto y numero de semillas. De este analisis se observo que el
valor singular A; explico 45% de la variacion total, A, 22%, y A3 16 % con lo cual los tres
primeros valores explican 83.32 % de la variacion total (Cuadro 14).

Cuadro 14. Valores de descomposicion de la inercia y Chi-cuadrada del analisis de

correspondencia simple de 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq.
H.E. Moore & Stearn) provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatan, México.

Eje principal Valor singular Inercia principal Chi-cuadrada Porcentaje
M 0.2036 0.0414 7.3430 45.29
A2 0.1421 0.0202 3.5747 22.05
A3 0.1210 0.0146 2.5917 15.98

La forma de la copa (FC) determind el primer eje (A1) con 0.4207 de contribucion
relativa, mientras que la forma del fruto (FF) y la variegacion de la semilla (VARSE) el
segundo eje (1,) (Cuadro 15).

De acuerdo a las variables del eje 1 y 2 fue posible identificar 4 grupos (Figura 6).

El primer grupo (grupo 1) se represento por las selecciones CRUZB-V, ODI-P y
BERNA-P, que presentan arboles de copa piramidal, con frutos elipsoides y globosos y

la semilla con margen claro.
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Cuadro 15. Contribuciones relativas (CR) y absolutas (CA) asociadas a los principales ejes
del andlisis de correspondencia simple en 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria
sapota Jacg. H.E. Moore & Stearn) provenientes de Puebla, Veracruz y Yucatéan,

México.

Caracteristica Calidad CR1 CA1l CR2 CA2 CR3 CA3
Habito de crecimiento 0.9998 0.1121 -0.1534 0.0125 -0.0357 0.3131  -0.1523
Forma de copa 0.9999 0.4207 0.3209 0.0405 0.0663 0.0508 0.0663
Color de la semilla 1.0000 0.0188 -0.0729 0.0968 -0.1154 0.3201 0.1786
Variegacidn de la semilla 1.0000 0.3348 -0.3920 0.3968 0.2977 0.0847 0.1171
Forma de fruto 1.0000 0.0100 -0.0496 0.3392 -0.2010 0.0030 -0.0160
Forma del apice del fruto 0.9959 0.0203 0.1071 0.0006 0.0127 0.0230  0.0677
Numero de semillas 0.9963 0.0566 0.1723 0.0405 0.1017 0.0417 -0.0878
Germinacion prematura 0.9947 0.0266 0.1226 0.0731 0.1418 0.1637  -0.1806

En el grupo I, se situaron dos selecciones de Puebla (HER-P y ROG-P) la forma de
la copa semicircular o bien sin forma, con frutos entre globosos y ovoides, y semillas
variegada ademas de margen color claro. El grupo Il reunié a los materiales BONI1-P y
SANA-V, de puebla y Veracruz respectivamente, la copa de estos arboles fue
semicircular o sin forma, los frutos ovoides y semillas de margen claro. El cuarto grupo
(IV) lo conform6 BONI2-P, M1-Y, M51-Y, M50-Y y RBB-V, materiales de Puebla,
Veracruz y Yucatan, los arboles fueron de copa piramidal y los frutos ovoides con

semillas de margen claro.

Se observo que los arboles jovenes tienen forma de la copa piramidal, algunos con
base méas ancha que otros, sin embargo, conforme van creciendo, como el caso de
BONI1-P, algunas ramas se alargan y se va perdiendo la figura piramidal del inicio. En
otros casos el arbol pierde dominancia apical por la poda “natural” debido a vientos
fuertes (nortes) dado que las ramas de esta especie puede quebrarse con facilidad
(Azurdia, 2006).

Asi mismo dentro de las caracteristicas cualitativas mas importantes, la forma del

fruto fue la de mayor variabilidad similar a lo que describe Bayuelo-Jiménez et al.
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(2007) con frutos de formas (globosas, ovadas y obovadas en materiales de
Michoacan, o bien Gazel (1999), que describe frutos alargados, ovalados y redondo

achatado.

De nuevo se observa que tanto en las caracteristicas cuantitativas como cualitativas

las caracteristicas que aportan mayor variabilidad fueron relacionadas con el fruto.
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FC=Forma de la copa; VS=Variegacion de la semilla; FF= Forma del fruto

Figura 6. Distribucion de 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) provenientes de Puebla,

Veracruz y Yucatan, México, en base a dos ejes principales del andlisis de correspondencia simple a partir de ocho variables

cualitativas.
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Anélisis de conglomerados

El analisis de conglomerados, en base a matriz de distancias euclidianas (Anexo B),
mostré semejanza con el de analisis de correspondencia simple (ACS), sin embargo se

formaron dos grupos mas (Figura 7).

El grupo |, fue el conformado por las selecciones ROG-P y HER-P, se caracterizo
por tener arboles con ramas extendidas y caidas, dando forma semicircular a la copa y
en algunos casos sin forma. Los frutos fueron globosos y ovoides con &pice recto, con
una semilla de color café siena a oscura, completamente variegada ademas de margen

claro y no presentan germinaciéon prematura (Cuadro 16).

En el grupo Il, se ubicaron los materiales RBB-V, M50-Y, M1-Y, M51-Y, SANAN -V
y BONI-P, fue de los mas diversos encontrando arboles con habito de crecimiento
vertical tendiendo a esparcirse o bien extendidos y algunos con ramas mas caidas, lo
gue daba forma de copa piramidal, semicircular, y algunos sin forma. Sin embargo,
todas las selecciones de este grupo tuvieron frutos ovoides con apices rectos. La

semilla de color café siena y café oscura con margen claro.

El grupo lll, lo formé BERNA-P y CRUZB-V con arboles de forma vertical con copa
piramidal. De frutos elipsoides con &pice recto, semillas color café peru y café siena de

margen claro.

En el grupo IV solo se situ6 BONI2-P el material era de habito de crecimiento
vertical con copa piramidal, frutos ovoides con apice curvo, diferente al resto de las

selecciones, con dos semillas color café oscura de margen claro.

58



Reasultados v Discusion

El grupo V, fue ODI-P la seleccién tenia habito de crecimiento extendido con copa
piramidal. Los frutos fueron globosos de apice recto, con dos semillas color café peru

de margen claro, y presentaba germinacion prematura.

Las caracteristicas cualitativas son de suma importancia ya que ha simple vista se
pueden distinguir diferencias. Las formas de los frutos de mamey es variable, debido a
esa diversidad el consumidor tiene una amplia gama de las cuales puede escoger. En
los materiales evaluados se encontraron de globosos a ovoides. Se ha visto que la
forma del fruto tiene relacién con el numero de semillas, siendo las de forma globosa o
redonda de mayor nimero de semillas lo que se observé claramente en la seleccion
ODI-P. Asi mismo al tener mayor numero de semillas se reduce la cantidad de
mesocarpio, estos materiales podrian tener poca aceptacion en el mercado para
consumo en fresco, sin embargo, pueden tener otros usos, como germinaciéon de la

semilla para patrones de mamey, o bien extraccion de aceites.

La semilla mostro diferentes colores siendo en algunas mas oscura como fue en la
seleccion BONI2-P (grupo 1V), o los materiales del grupo | (ROG-P y HER-P) y 1l (RBB-
V, M50-Y, M1-Y, M51-Y, SANAN -V y BONI-P) , esta caracteristica llama mucha la
atencion al hacer mayor contraste con el color de la pulpa, por lo cual tiene gran
preferencia por el consumidor, considerando que el color es la principal caracteristica
qgue evallan al comprar un fruto. Mientras que las selecciones que tienen una semilla

de color café claro, son menos llamativas.

Finalmente tanto el analisis de componentes principales (caracteristicas cuantitativas)
como en el de correspondencia simple (caracteristicas cualitativas) determinaron que
las caracteristicas mas discriminativas en la variabilidad de las selecciones en estudio
fueron peso de fruto, pulpa, semilla, epicarpio, forma de fruto, variegacion de la semilla

y forma de la copa del arbol.

59



ROG-P

HER-P

BONI1-P

SANA-V

RBB-V

M50-Y

M1-Y

M51-Y

3ERNA-P

CRUZB-V

BONI2-P

ODI-P

r T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 1.32 2.64 3.3 3.95 5.27

Distancias Euclidianas

Figura 7. Dendrograma de 12 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) construido con el método
de UPGMA, a partir de ocho caracteristicas morfolégicas cualitativas. Correlacién cofenética r= 0.90.
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Cuadro 16. Caracteristicas de cinco grupos formados por el andlisis de conglomerados a partir de ocho variables cualitativas en 12
selecciones de sapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn).

o Grupo
Caracteristica
I Il 1 v \%
Habito de crecimiento Expandido - caido Vertical- expandido — Vertical- Vertical- Expandido
caido expandido expandido
-
O
@ Semicircular, sin Piramidal Piramidal Piramidal
< Forma de la copa Semicircular-sin forma forma, piramidal
Forma de fruto globoso-ovoide Ovoide Elipsoide Ovoide Globoso
@]
5
o Forma de apice de Recto Recto Recto Curvo Recto
LL
fruto
No. de semillas Una Una Una Dos Dos
Color Café siena-oscuro Café siena —oscuro Café pera-siena Café oscuro Café pera

<
3
= Variegacion Variegacion completa y Margen claro Margen claro Margen claro Margen claro
I(./IJ) margen claro

Germinacion
prematura

Ausente

ausente

Ausente

ausente

Presente
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Determinacion de azlcares en hojay fruto

La Figura 8 representa la concentracién de azlcares acumulados en las hojas de mamey.
En general, la concentracion de estaquiosa y sacarosa fue significativamente mayor a la

acumulacioén de glucosay fructuosa.

Conc. g-100g! de peso de
materia fresca
O

Estaquiosa Sacarosa Glucosa Fructosa

Figura 8. Concentracion y tipo de azlUcares en hojas de 12 selecciones de zapote mamey
(Pouteria sapota Jacg. H.E. Moore & Stearn) determinado por HPLC. *“Medias seguidas
de la misma letra en cada columna no difieren significativamente entre si (Tukey,
P<0.05).

Asi mismo estaquiosa fue mayor que sacarosa. La sacarosa es el principal azlcar
translocado por muchas plantas; sin embargo, algunas otras, transportan azucares no
reducidos y azucares alcoholes como sorbitol (Webb y Burley, 1962; Flora y Madura,
1993). Dentro de los azucares no reductores se encuentran los oligosacaridos
(rafinosa, estaquiosa y verbascosa). Estos azlcares pueden ser trasportados via
floema al igual que la sacarosa debido a que son menos reactivos en comparacién con

los azucares reductores (glucosa y fructosa) (Taiz y Zeiger, 2002).

La estaquiosa esta constituida por dos moléculas de galactosa mas una molécula
de sacarosa (Vaclavik y Christian, 2008). La sintesis y transporte de estaquiosa han
sido motivo de varios estudios. Las primeras investigaciones realizadas por

Zimmerman (1957) reportan la acumulacién de estaquiosa en los tubos cribosos de
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arboles de fresno (Fraxinus americana L.), olmo americano (Ulmus americana L.), Tilo
americano (Tilia americana L), tulipero de virginia (Liriodendron tulipifera L) y arraclan
(Rhamnus frangula ). Posteriormente, se volvié a confirmar la presencia de estaquiosa,
en mayor proporcion con relacion a otros azucares, en las venas intermedias y peciolos
de las hojas de fresno, y ademas en calabaza (Cucurbita pepo) y gordolobo
(Verbascum thapsus) por lo que los autores sugieren que podria de ser azucar de
transporte para estas especies (Webb y Burley, 1964). Similar a lo anterior, Beebe y
Turgeon (1992) reportaron estaquiosa en mesdfilo y células intermediarias de venas

secundarias en hojas de calabaza.

Lodish et al. (2004) mencionaron que la sintesis de estaquiosa se lleva a cabo en
células intermedias (floema), ya que la sacarosa, elaborada en mesdfilo, pasa a través
de células del haz de la vaina, a células intermedias via plasmodesmos, donde se
encuentra la galactosa y las enzimas necesarias para formar estaquiosa. Debido a la
anatomia de tejido y tamafio de dicho azlcar, esta no puede regresar a células del haz
de la vaina, pero puede continuar la difusién por los tubos cribosos via simplasto
(Zimmermann, 1957). Por lo que al encontrar estaquiosa en mayor concentracion

valdria la pena evaluar si podria ser un azlcar de transporte en esta especie.

Al comparar la concentraciébn de azucares en hoja entre selecciones CRUZB-V,
RBB-V de Veracruz y BERNA-P de Puebla fueron superiores en estaquiosa (Cuadro
17). En el caso de sacarosa, las selecciones BERNA-P de Puebla y SANA-V de
Veracruz presentaron mayor concentracibn de manera significativa. En glucosa y
fructosa no hubo diferencias entre selecciones (Cuadro 17). La seleccion BERNA-P,
llama la atencién al ser la que presentdé las mayores concentraciones tanto en
estaquiosa como en sacarosa, lo que demuestra que el genotipo esta determinando
este resultado, ya que otras selecciones de Puebla no presentaron dicha respuesta.
Mientras que las selecciones de Veracruz que mostraron mayores concentraciones de

estaquiosa y sacarosa fueron diferentes, nuevamente se ve la influencia del genotipo.

De acuerdo a la comparacion entre azucares en hoja, en la mayoria de las
selecciones estaquiosa superd estadisticamente a sacarosa, glucosa y fructosa

(Cuadro 17), a excepcion de BONI1-P donde sacarosa fue mayor que estaquiosa

63



Reasultados v Discusion

respuesta que puede atribuirse a la seleccion ya que fue la Unica de las de Puebla que

presento dicho comportamiento.

Cuadro 17. Concentracién y tipo de azlcares (g-100 g* de peso de materia fresca),

determinado por HPLC en hojas de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore &

Stearn) de 9 selecciones.

Estaguiosa Sacarosa Glucosa Fructosa
Seleccion Promedio + o Promedio + o Promedio + o Promedio + o
ROG-P 1.96 bcA” + 0.05 1.53 bcdB + 0.02 0.39nsC +0.01 0.23 nsD +0.03
BONI2 —P 1.99 bcA + 0.01 1.22 eB+ 0.02 0.28 nsC + 0.08 0.10 nsD £ 0.01
BONI1-P 1.27 dB £ 0.09 1.56 bcA + 0.09 0.31 nsC £ 0.03 0.22 nsC £ 0.04
BERNA-P 2.29 abA +0.17 1.72aB £ 0.01 0.27 nsC £ 0.01 0.10 nsC = 0.06
HER-P 2.05 bcA £0.25 1.54 cdB + 0.02 0.36 nsC + 0.09 0.18 ns £ 0.13
ODI-P 1.83 cA +0.06 1.41dB£0.11 0.35 nsC + 0.009 0.18 nsD +0.01
RBB-V 2.23 abcA £ 0.23 1.51 bedB + 0.03 0.33nsC +0.01 0.20 nsC £ 0.01
SANA-V 1.97 bcA + 0.06 1.65 abB £ 0.03 0.36 nsC + 0.01 0.23 nsD +0.03
CRUZB-V 251aA+0.12 0.96 fB + 0.09 0.36 nsC + 0.07 0.19 nsD + 0.04

“Medias seguidas de la misma letra mintscula en cada columna, y con la misma letra mayuscula en cada
hilera, no difieren significativamente entre si (Tukey, P<0.05).
o: Desviacion estandar

En fruto se cuantific6 sacarosa, glucosa, fructosa y estaquiosa. En este caso
sacarosa presentd mayor cantidad en general y super6 a glucosa, fructosa y

estaquiosa (Figura 9).

De acuerdo a la concentracion de azucares entre selecciones, en sacarosa no hubo
diferencias significativas, sin embargo, los materiales RBB-V y BERNA-P presentaron
las mayores concentraciones (13.73 g y 12.54 g 100 g' pmf, respectivamente).
Sacarosa es el principal azUcar de transporte y por tanto se encuentra en el fruto, pero
cabe sefal que fueron las mismas selecciones que tuvieron mayor concentracion de

estaquiosa en hoja, y se sabe que estaquiosa también es un azlcar de transporte en
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algunas especies, y en su composicion tiene una molécula de sacarosa, por lo cual
debieron llevarse a cabo reacciones de hidrdlisis en el fruto para romper la molécula de
estaquiosa y dejar sacarosa la cual sumada a la sacarosa propiamente transportada

aumento la cantidad al final en los frutos siendo este el aztcar de mayor concentracion.

Con respecto a glucosa y fructosa BONI2-P fue la seleccion que mostré diferencias
significativas (3.58 g 100 g pmf, en ambos casos) y para estaquiosa no hubo

diferencias sin embargo, también BONI2-P fue mayor (2.00 g 100 g™* pmf) (Cuadro 18).

De acuerdo a la comparacion entre azucares por seleccion, en todas las
selecciones sacarosa fue superior, seguido de glucosa, fructosa y estaquiosa que se
mantuvieron similares a excepcion de BERNA-P, donde hubo diferencias en glucosa

con fructosa y esta a su vez con estaquiosa (2.70, 2.20 y 1.58 g pmf, respectivamente).

12 rF___

10 A

Conc. g-100 g de peso de
materia fresca
(o)}

Sacarosa Glucosa Fructosa Estaquiosa

Figura 9. Concentracion y tipo de azucares en general en frutos de 12 selecciones de zapote
mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) determinado por HPLC. “Medias
seguidas de la misma letra no difieren significativamente entre si (Tukey, P<0.05).

Estudios previos en mamey reportan la concentracion de azucares totales entre 14
y 31 g 100 g* de peso fresco (Alia-Tejacal et al., 2002; Bayuelo-Jiménez et al., 2007).
Solo Gazel (1999) cuantific6 sacarosa glucosa y fructosa en mamey en
concentraciones de 11.3 g /100 g pmf, 5.2 g/100 g pmf y 4.9 g/ 100 g pmf

respectivamente, similar a lo encontrado en el presente estudio. En otras especies
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tropicales como guanabana encontraron 16g-100 g’ pmf de azlcares totales, en
relacion 1:2:2 y 1:3:3 de sacarosa, glucosa y fructosa (Ojeda de Rodriguez et al, 2007),
en banana 11 g-100 g en relacién 1:1:5 (fructosa, glucosa, sacarosa) y en papaya 3 a
5 g-100 g* relacién 1:1:2, 1:1:3 (fructosa, glucosa, sacarosa) (Torija et al., 1998).
Podemos observar que zapote mamey tiene mayor contenido de azuUcares totales,

principalmente sacarosa en comparacion de otros frutales tropicales.

Estaquiosa es un azucar que no ha sido estudiado en frutales, no obstante estudios
realizados en otras plantas han mostrado tener ventajas, por ejemplo: actia en semillas
de algunas leguminosas como agente protector durante la desecacién y
almacenamiento con baja humedad (Dierking y Bilyeu, 2009) también protege a las
raices durante heladas en el invierno (Xianfeng et al., 2011). Por otra parte, es un
oligosacarido considerado como pre-biético que puede estimular el crecimiento de
bifidobacterias benéficas en el intestino, asi como proteger las funciones de los
organos eliminando sustancias dafiinas (FAO, 1998; Seo et al., 2007), al encontrarlo en

mamey, es otra de las cualidades atribuibles a este frutal.

Cabe sefalar que la determinacion del perfil de azlcares mostro resultados
relevantes ya que se detectd la presencia de estaquiosa en hoja, azucar no reportado
anteriormente en esta especie, sin embargo, se debe considerar en futuras
investigaciones debido a que se presentdé en mayor concentracion en comparacion con

sacarosa que comunmente es el azucar de transporte de las especies.
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Cuadro 18. Concentracion y tipo de azlcares (g -100 g* de peso de materia fresca),
determinado por HPLC en frutos de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore &

Stearn) de 9 selecciones.

Estaquiosa Sacarosa Glucosa Fructosa
Seleccion Promedio + 0 Promedio £ o Promedio £ o Promedio £ 0
ROG-P 1.89aB*+0.20 12.36aA+1.86 2.79abB+0.32 2.77 abB +0.38
BONI2 —-P 2.00 aC +0.08 10.27aA+0.65 3.58aB+0.21 3.58aB +0.28
BONI1-P 1.98 aB +0.21  11.91aA+0.97 2.90abB+0.72 2.65abB+0.94
BERNA-P 1.58aD +0.08 12.54aA+0.26 2.70abB +0.11 2.20abC £0.12
HER-P 1.45aB+0.23 11.39aA+1.51 255abB+0.28 2.28 abB +0.26
ODI-P 126aB+0.33 11.33aA+348 201bB+094 1.80bB=+0.95
RBB-V 1.62aB £0.65 13.76 aA+3.28 2.27bB+0.81 2.07bB+0.82
SANA-V 0.92 aB+0.45 10.25aA+£1.32 183bB+0.14 1.70bB+0.19
CRUZB-V 1.98aB+1.12 11.16aA+248 2.74abB+0.73 2.44abB +0.72

“Medias seguidas de la misma letra mintscula en cada columna, y con la misma letra mayuscula en cada
hilera, no difieren significativamente entre si (Tukey, P<0.05).
o: Desviacion estandar

Analisis molecular mediante AFLP’s

Nivel de polimorfismo

Debido a que en zapote mamey solo se encontro un trabajo de analisis molecular con
el uso de AFLPs y no se mencionan cuales combinaciones de iniciadores (primers)
usaron en la amplificacion selectiva, se decidio utilizar las 64 combinaciones posibles,
de las cuales 27 mostraron polimorfismos (Cuadro 19) dando en total 89 bandas
polimorficas. Cabe sefialar que fueron pocas las bandas generadas, diferente a lo que
mencionan Vos et al. (1995) con 50-100 bandas con una combinacién de amplificacién
selectiva, mientras que en el genero Musa con ocho combinaciones tuvieron 260

bandas polimorficas (Ude et al., 2002), en vid tres combinaciones mostraron 111
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bandas, de las cuales 81 fueron polimorficas (Martinez et al., 2003), en citricos 109
bandas con 94 polimérficas (Tapia et al., 2005). Sin embargo, Carraca et al., (2004)
reportan 104 marcadores en mamey, pero no mencionan el nimero y combinaciones
evaluadas. Asi mismo, a pesar de no saber el tamafio del genoma del zapote mamey,

se observo que los fragmentos se concentraron en tamafios de 100 a 800 pb.

Las combinaciones EcCOAAG mas MseCTA y ECOACC mas MseCAT fueron las que
generaron mayor numero de bandas (20) con 30 y 15 % de polimorfismo
respectivamente, mientras que las combinaciones ECOAAG mas MseCTC, EcoACA
mas MseCTA y EcoOAGC mas Mse CTG con nueve, cinco y 12 bandas

respectivamente, fueron las que generaron mayor polimorfismo (88.99, 80 y 58.33 %).

En otros trabajos solo se han utilizado las combinaciones que dan mayor porcentaje
de polimorfismo. Tal es el caso de citricos donde se utilizaron ECOACA mas MseCAG y
Eco AGG mas Mse CAA (86 % de polimorfismo) (Tapia et al., 2005), en papaya seis
(ACG/CGC, ACG/CAG, ACAICAC, ACAICTA, ACCICTA, AAC/ICTA) con 48.7 a 97.8 %
de polimorfismo (Alonso et al., 2009), en vid ECOACC-MseCTG, EcoACC-MseCTG, y
EcoACC-MseCAA. (81 % de polimorfismo) (Martinez et al., 2003).

Cuadro 19. Combinaciones de AFLP que presentaron polimorfismo en 19 selecciones de
zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn), P. campechiana, P.
fossicola, Manilkara zapota y Chrisophyllum cainito.

Combinacion de NUumero Bandas Polimorfismo Combinacion Ndmero Bandas Polimorfismo
iniciadores de Polimér- (%) de iniciadores de Polimor- (%)
Bandas ficas Bandas ficas
AAC/CAA 6 1 16.6 ACG/CAT 12 1 8.33
AAC/CAC 18 5 27.78 ACG/CTA 9 2 22.22
AAC/CAG 19 6 31.58 ACT/CAA 8 4 50.00
AAC/ICTA 11 3 27.27 ACT/CAT 12 3 25.00
AAC/CTT 11 1 9.09 ACT/CTG 8 3 37.50
AAG/CTA 20 6 30.00 AGC/CAA 4 1 25.00
AAG/CTC 9 8 88.89 AGC/CAC 9 4 44.44
AAG/CTG 8 4 50.00 AGC/CAT 10 1 10.00
ACA/CAC 13 3 23.08 AGC/CTA 15 3 20.00
ACA/CTA 5 4 80.00 AGC/CTG 12 7 58.33
ACC/CAG 16 5 31.25 AGC/CTT 9 2 22.22
ACCICAT 20 3 15.00 AGG/CAG 15 2 13.33
ACC/CTA 18 1 5.56 AGG/CTT 9 5 55.56
ACG/CAA 14 1 7.14 Total 320 89 27.81
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Andlisis de agrupamiento

A partir de los datos moleculares de las 19 selecciones de zapote mamey
incluyendo los polimorfismos con respecto a Pouteria campechiana, P. fossicola,
Manilkara zapota y Chrisophyllum cainito se generé el dendrograma con coeficiente de
correlacion cofenético de 0.99, que representa el ajuste de los datos con respeto la

representacion grafica (Figura 10).

Los valores de coeficiente de similitud entre individuos fueron elevados de 0.88
hasta 0.98, entre selecciones de zapote mamey y se observo claramente la diferencia
con las otras especies de Sapotaceas, (los valores cercanos a 1 indican que son
materiales muy relacionados), siendo Manilkara zapota la especie méas diferente del
zapote mamey y la mas cercana P. fossicola. Carraca et al. (2004) mencionan algo
similar cuando incluyeron una muestra que compartia caracteristicas de P. sapota, P.
fossicola y P. viridis, siendo las especies con mas parentesco a zapote mamey (P.
sapota). Asi mismo, en el estudio que realizaron con 41 selecciones de zapote mamey
mencionan que se observd poca variabilidad entre genotipos. ElI material que mas
diferia era una seleccion de Colombia con coeficiente de similitud de 0.52, mientras que
en promedio, el resto estuvo en 0.88. Similar a lo que mencionaron Heaton et al. (1999)
en materiales de Manilkara zapota (L.) P. Royen pero con uso de marcadores RAPD,
donde no hubo diferencias genéticas, y asumen que posiblemente no existe un
componente genético en la variacion morfolégica observada, y que probablemente

pudiera deberse a factores ambientales.

Asi mismo, se gener6 un dendrograma con las bandas polimérficas de selecciones
de zapote mamey de Guerrero, Puebla, Veracruz y Yucatan con coeficiente de
correlacion cofenético de 0.84 (Figura 11). Los valores de similitud fueron de 0.3 a 0.84

(Anexo C.). Con distancia de 0.64 se formaron ocho grupos.

El primer grupo se conformé por siete selecciones: HERM-P, CID 23-G, DPACO-G,
PIEDRA-G, ELREGALO-G y ALFONS17-G, donde quedaron la mayoria de los
materiales de Guerrero y uno de Puebla.
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En el segundo grupo se ubicaron tres materiales CRUZB-V, RISUENO-G, M50-Y,

de Veracruz, Pueblay Yucatan.

El tercer grupo se conformé por ROG-P, BERNA-P, ODI-P, RBB-V y SANA-V, tres
selecciones de Puebla y dos de Veracruz.

En el cuarto grupo quedo la seleccion M51-Y. En el quinto M1-Y de Yucatan, este se
considera de frutos méas rojos. En el sexto, AMARILLO-G de Guerrero, seleccion que
se caracteriza por tener la pulpa clara. En el séptimo BONI1-P de Puebla, con frutos
grandes de bastante pulpa y en el octavo grupo, BONI2—P también de Puebla, este es
de los materiales de frutos pequefios que ademas frecuentemente tienen dos

semillas.

El analisis de componentes principales a partir de los datos moleculares AFLP de
las selecciones de mamey corrobora lo que se muestra en el dendrograma (Figura 12).
Claramente se aprecia que los materiales diferentes son BONI2-P, AMARILLO-G,
BONI1-P y M1-Y. Se observa otro grupo formado por SANAN-V, ROG-P, ODI-P y
BERNA-P, y otro donde quedan las selecciones M51-Y, PIEDRA-G, REGALO-G,
CID23-G, RISUENO-G, M50-Y, RBB-V, CRUZB-V. Estas Ultimas tres selecciones de
Veracruz aparecen en el dendrograma en un grupo diferente, quiza en componentes
principales no se aprecia bien la ubicacion porque solo se manejan dos dimensiones.

Asi mismo se ve Alfonsol7-G y DPACO-G, materiales de Guerrero en otro grupo.

De manera general, los resultados presentados demuestran que entre las
selecciones de zapote mamey existe diversidad a pesar de las pocas bandas
generadas y bajo polimorfismo encontrado. Mediante marcadores AFLP’s se logré
agrupar principalmente las selecciones de Guerrero, a excepcion de RISUENO-G y

AMARILLO-G que quedaron separados.

En la mayoria de trabajos donde han utilizado dos o mas tipos de marcadores con la
misma finalidad, los AFLP han sido los mas discriminantes y mejores en estudios de
diversidad, para separar grupos e incluso para detectar materiales similares
informacion que en ocasiones otros marcadores no aportan, ejemplo RAPD (Ipek et
al., 2003; Garcia et al., 2004).
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Sin embargo, se recomienda hacer un estudio mas amplio incluyendo otros
materiales de las zonas productoras de zapote mamey con la finalidad de observar la

variabilidad de este frutal en nuestro pais y para futuros trabajos de mejoramiento.
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Figura 10. Dendrograma de agrupamientos UPGM de 19 selecciones de zapote mamey y tres especies de la misma familia:

Pouteria fossicola, P. campechiana, Chrisoplyllum cainito y Manilkara zapota coeficiente cofenético (r =0.99).
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74



Resultados v Discusion

Comparacion entre datos morfolégicos y AFLPs

En aquellos individuos donde se realizaron los dos andlisis se compararon las
matrices cofenéticas, mediante la prueba de Mantel, con el propésito de evaluar el nivel
de correlacion de los datos obtenidos. El valor de correlacion cofenética fue r = - 0.49,
lo que indica que la correlacion es minima entre los datos morfolégicos y los

moleculares.

La baja correlacion de los datos morfoldgicos con los moleculares han sido
reportados en otros estudios: en Citrus spp. (Tapia et al., 2005), yuca (Demey et al.,
2003), lens culinaris Medikus (Fikiru et al., 2011), al igual que en mandarina donde
Koehler-Santos et al. (2003) encontraron diferencias en los dendrogramas generados a
partir de datos morfolégicos y moleculares y adjudican dicha variaciébn a factores

evolutivos y presion de seleccion.

Ademas, dado que los AFLP son marcadores arbitrarios y neutrales, la presencia o
ausencia de una banda entre individuos no necesariamente significa que este
relacionada con un gen que codifique para la expresion de cierta caracteristica en la
planta. Como mencionan Demey et al.,, (2003) que la similitud fenotipica no
necesariamente es producto de la similitud genotipica, sino que diferentes pool de

genes pueden generar fenotipos similares.

Sin embargo, Hillis y Moritz (1990) mencionan que estudios donde se integren
descriptores morfolégicos y marcadores moleculares ofrecen informacién que se puede
considerar complementaria ya que no se origina un patron Unico de asociacion,
corroborando la importancia de ambos estudios para obtener mejor descripcion e

interpretacion de la diversidad genética de los individuos.
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Gonclusiones

CONCLUSIONES

Las caracteristicas determinantes para diferenciar entre selecciones de zapote mamey
fueron: peso del fruto (PFRU), pulpa (PPUL), epicarpio (PEPI) relacion peso pulpa/peso
semilla, forma de fruto (FF) y color de la semilla (CS).

Los marcadores AFLP no fueron capaces de discriminar entre selecciones de acuerdo

a su origen a excepcion de los materiales de Guerrero.

En hojas de mamey, estaquiosa es el azUcar presente en mayor cantidad. En fruto se

encuentra principalmente sacarosa.

RECOMENDACIONES

Es necesario desarrollar descriptores para zapote mamey con la finalidad de hacer la
caracterizacion en base a los mismos pardmetros. Asi mismo, en futuras
investigaciones seria importante evaluar la presencia de estaquiosa en tallo y raiz

como azucar de transporte.
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ANEXOS

Anexo A. Matriz en base a las distancias euclidianas de caracteristicas cuantitativas evaluadas en zapote mamey
(Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn).

ROG-P  BONI1-P BONI2-P HER-P  BERNA-P ODI-P SANA-V RBB-V  CRUZB-V M1-Y M50-Y M51-Y
ROG-P* 0

BONI1-P 4.3002 0

BONI2-P 7.3746  10.0119 0

HER-P 45639  6.0724 9.421 0

BERNA-P 43483 43417  9.3151  6.9506 0

ODI-P 523  7.3744  7.5876 6.945 5.736 0

SANA-V 6.4277  8.0025  9.1315  7.0399  6.0503  5.6239 0

RBB-V 44706 63378  7.8298  7.3847  4.1817  4.3095  5.8095 0

CRUZB-V 6.7602 8.419  7.6961 10.1591  6.9498 4995 83774  4.8498 0

M1-Y 6.3268  7.3553 10.3892  7.7229 58643  7.0728  6.6185 57943  7.9061 0

M50-Y 5.8005  8.0293 84942  7.0195  6.7027  6.3234 57935 56784  7.8394  3.5826 0

M51-Y 6.1582  7.3734  9.0995  8.3685  6.0401  7.2922  6.9976 57766  7.5248 52178  5.0315 0
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Anexo B. Matriz en base a las distancias euclidianas de ocho caracteristicas cualitativas evaluadas en selecciones de

zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn).

ROG-P?
BONI1-P
BONI2-P
HER-P
BERNA-P
ODI-P
SANA-V
RBB-V
CRUZB-V
M1-Y
M50-Y
M51-Y

ROG-P

0
3.1244
5.5048
2.5835
4.0059
5.5031
2.8619
3.18
4.2413
3.1244
3.18
2.8586

BONI1-P BONI2-P HER-P

0
5.7609
3.18
4.3512
5.4762
1.2536
3.1332
4.5688
3.5563
3.1332
2.8064

6.2784
5.1795
5.9099
5.3361
4.4934
5.7141
4.5322
4.4934
4.7044

4.7707
6.3907
3.4182
4.0059
5.3463
4.7707
4.0059
4.2413

BERNA-P ODI-P

4.8686
3.7708
3.1332
1.3933
2.5071
3.1332
2.8064

5.0274
5.2855

4.665
4.8686
5.2855
4.7024

SANA-V

2.259
4.0199
2.8165

2.259
1.7781

RBB-V

0
3.9548
1.8792

0
1.3933

CRUZB-V M1-Y

0
2.8683
3.9548
3.1332

0
1.8792
1.2611

M50-Y

0
1.3933

M51-Y
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Anexo C. Matriz de similitud entre selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore & Stearn) acuerdo al

indice de Jaccard a partir de datos molecula

HER-P

CID23-G

M51-Y

AMARILLO-G

DPACO-G

BONI2-P

PIEDRA-G

ELREGALO-G

ALFONSO17-G

CRUZB-V

BONI1-P

RISUENO-G

M50-Y

ROG-P

BERNA-P

ODI-P

RBB-V

SANA-V

M1-Y

HER-P

0.8421

0.6

0.3971

0.7209

0.3881

0.6279

0.6591

0.6042

0.5745

0.55

0.56

0.6047

0.5778

0.6136

0.5455

0.5435

0.5122

0.4186

CID23-G  M51-Y AMARILLO DPACO-G BONI2-P PIEDRA-G ELREGALO ALFONSO1 CRUZB-V BONI1-P RISUENO-G M50-Y

0.6216

0.4

0.7073

0.3692

0.6098

0.6429

0.6222

0.5556

0.5085

0.5745

0.5854

0.5952

0.6341

0.561

0.5581

0.5263

0.425

0.371

0.6

0.2969

0.5789

0.575

0.5581

0.5238

0.4068

0.4783

0.6389

0.4524

0.4524

0.4872

0.4524

0.4444

0.5

0.4844

0.4615

0.4219

0.4242

0.4412

0.4394

0.5833

0.4776

0.4516

0.3529

0.3731

0.3284

0.3731

0.2969

0.2424

0.4762

0.7073

0.7381

0.7111

0.6818

0.5763

0.5918

0.6829

0.6512

0.6905

0.5814

0.5778

0.55

0.4524

0.3485

0.3731

0.4118

0.4091

0.5556

0.3857

0.375

0.3043

0.3433

0.2985

0.3636

0.2656

0.2121

0.7692

0.6591

0.6279

0.4833

0.6087

0.625

0.5952

0.675

0.5238

0.5227

0.5263

0.425

0.7273

0.6222

0.5333

0.6042

0.619

0.5909

0.6667

0.5581

0.5556

0.525

0.3953

0.6042

0.5738

0.5882

0.5319

0.5745

0.6087

0.5106

0.5417

0.4773

0.4222

0.5763

0.6596

0.6829

0.6512

0.6905

0.619

0.5435

0.5122

0.4186

0.6167

0.5172

0.5

0.5

0.45

0.5254

0.4211

0.3333

0.6977

0.6667

0.6304

0.5319

0.5625

0.5

0.413

1

0.6098

0.6098

0.6154

0.5714

0.5

0.5135

ROG-P BERNA-P ODI-P RBB-V SANA-V M1-Y

1
0.8378 1
0.7105 0.8056 1
0.619 0.6585 0.7105 1
0.6389 0.6857  0.697 0.6857 1
0.45 045 0.4865 0.5263  0.4848 1
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Figura Al. Frutos de la selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E. Moore
& Stearn) de Puebla, Veracruz y Yucatan México, 1) BONI1-P, 2) BERN-P, 3) BONI2-P,
4) ODI-P, 5) ROG-P, 6) HERM-P, 7) M1-Y, 8) M50-Y, 9) M51-Y, 10) CRUZB-V ,11)
SANA-V, 12) RBB-V.
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Figura A2. Semillas de la selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota Jacq. H.E.
Moore & Stearn) de Puebla, Veracruz y Yucatan México, 1) BONI1-P, 2) BERN-P, 3)
BONI2-P, 4) ODI-P, 5) ROG-P, 6) HERM-P, 7) M1-Y, 8) M50-Y, 9) M51-Y, 10) CRUZB-V ,
11) SANA-V, 12) RBB-V.
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