COLEGIO DE POSTGRADUADQOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO DE RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD-
FRUTICULTURA

MORFOLOGIA DE FRUTOS, PERFIL DE ACIDOS GRASOS

EN SEMILLA Y DIVERSIDAD GENETICA MOLECULAR EN

SELECCIONES DE ZAPOTE MAMEY (Pouteria sapota (Jacq.)
H. E. Moore & Stearn)

MARTHA ELVA IBARRA ESTRADA

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2012




La presente tesis titulada: "MORFOLOGIA DE FRUTOS, PERFIL DE ACIDOS
GRASOS EN SEMILLAS Y DIVERSIDAD GENETICA MOLECULAR EN
SELECCIONES DE ZAPOTE MAMEY (Pouteria sapota (JACQ.) H. E. MOORE &
STEARN)”

realizada por la alumna: Martha Elva Ibarra Estrada

bajo la direccion del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo

y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS

RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD
FRUTICULTURA

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERO

ASESOR

) Ta%
ASESOR
Dr. GuﬂlennoLamue-Gasta%
ASESOR

Dr. Samuel Salazar Garcia

ASESOR %LC%R

Dra. Yolanda Rodriguez Pagaza

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Abril del 2012



MORFOLOGIA DE FRUTOS, PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN SEMILLA Y DIVERSIDAD
GENETICA MOLECULAR EN SELECCIONES DE ZAPOTE MAMEY (Pouteria sapota
(Jacg.) H. E. Moore & Stearn)

Martha Elva Ibarra-Estrada, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2012

A México se le considera centro de origen del zapote mamey ya que cuenta con una gran diversidad.
Sin embargo, son pocos los trabajos enfocados en estudiar tal diversidad tanto en la parte morfoldgica,
contenido de &cidos graso o aspectos moleculares. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue:
caracterizar morfoldgica, bioquimica y molecularmente selecciones sobresalientes de zapote mamey.
En base a las variables de fruto y el perfil de acidos grasos en semilla, el material vegetal estudiado
mostré amplia variacién entre las accesiones. El peso y longitud de fruto, longitud de hilio y de semilla,
numero de fibras, grosor de epicarpio y ancho de semilla fueron las variables determinantes para la
agrupacion de las selecciones. El perfil de &cidos grasos estuvo compuesto por cuatro: oleico, estearico,
linoleico y palmitico. En el caso del oleico, este present6 la mayor concentracion (>50 %). A través de
los marcadores moleculares RAPD y RAMP fue posible detectar 75 % del polimorfismo del material
estudiado. La relacion genética vario de 58 a 90 % y de 48 a 98 % en la primera y segunda técnica,
respectivamente. ElI material vegetal se distribuyé en cinco y seis grupos en cada uno de los
marcadores. En ambos casos, ‘Cid 19’ se mantuvo aislado del resto de las colectas. Situacion contraria
presentd ‘El Mexicano’ el cual estuvo més estrechamente relacionado con ‘Piedra’. Con el empleo de
componentes principales se pudieron detectar los iniciadores que generaron la mayor cantidad de
bandas polimadrficas, las cuales detectaron la mayor variabilidad. Sin embargo, no fue posible separar

las selecciones por lugar de procedencia.

Palabras clave: Caracterizacion, frutos, lipidos semillas, variabilidad, RAPD, RAMP.



FRUIT MORPHOLOGY, PROFILE OF FATTY ACIDS IN THE SEED, AND MOLECULAR
GENETIC DIVERSITY IN SELECTIONS OF ZAPOTE MAMEY (Pouteria sapota (Jacg. H. E.
Moore & Stearn)

Martha Elva Ibarra-Estrada, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2012

Mexico, as the center of origin of zapote mamey, has a great variety of materials. However, there are
few, or in some topics, no works focused on studying this diversity in its different aspects. Because of
this, the general objective of this paper was to characterize outstanding and contrasting selections of
zapote mamey morphologically, biochemically, and molecularly. Considering the variables of the fruit,
and the profile of fatty acids in the seed, the studied plant material showed a wide variation among
accessions. The weight and length of the fruit, the length of the fiber and the seed, the number of fibers,
the thickness of the exocarp and the thickness of the seed were the determining variables for the
grouping of the selections. The profile of fatty acids was made up of four main acids: oleic, estearic,
linoleic, and palmitic acids. In this case, oleic acid was predominant (>50 %). Though the use of RAPD
and RAMP, it was possible to detect >75 % of the polymorphism generated by the banding of the
initiators used. The genetic relationship among the materials varied from 58 to 90%, and from 48 to
98% in the first and second techniques, respectively. The plant material was distributed into five and
six groups in each of the markers. In both cases, ‘Cid 19’ formed an isolated group. The opposite
happened with ‘El Mexicano’, which was the most genetically related with ‘Piedra’. With the use of
main components, it was possible to detect the initiators that generated the greatest number of
monomorphic bands, which are not indispensable to detect variety. With each method, the variation
present within each population was detected. However, it was not possible to separate the selections by

place of precedence.

Index words: Characterization, fruits, lipids, seeds, variability, RAPD, RAMP.
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INTRODUCCION GENERAL

Domesticacion de plantas

Las diferencias estructurales o biologicas entre variedades silvestres y cultivadas de la misma especie
resultan de la seleccion hecha por el hombre. Estas diferencias son mas acentuadas en los cultivos
sometidos a seleccion larga e intensa. En algunos casos afectan solamente a ciertas partes de las
plantas, en otros, a toda ella o representan cambios en los procesos bioldgicos. Entre los objetivos que
se persiguen estan los de conservar las variantes nuevas que en ellas aparecen, de extender su cultivo a
ambientes diferentes y de buscarles nuevos usos (Leon, 2000). Asi, la suma de todos los individuos con
sus respectivas variantes es lo que se conoce como variabilidad genética (Franco e Hidalgo, 2003).

México es centro importante de domesticacion y de diversidad de numerosos cultivos, algunos de
gran importancia global. Las poblaciones humanas, a raiz de sus necesidades, intereses, practicas y
conocimientos han ido conformando y manteniendo esta diversidad. Los agricultores mexicanos de hoy
no solamente la han heredado, sino que la contintan manteniendo y desarrollando, ain en condiciones
cada vez mas dificiles (Bellon et al., 2009). En referencia a las especies frutales, estas son de gran
interés en el pais debido a la diversidad de usos alimenticios e industriales. Existen 63 especies de
frutas comercializadas y 220 especies con potencial desconocido, aunque su utilidad estd documentada
(Tapia-Delgado, 2008). Dentro de este grupo se encuentra el zapote mamey (familia Sapotaceae) el
cual es originario de las partes mas bajas de América Central y México (Balerdi y Crane, 2009).

Esta especie se ha propagado basicamente por semilla, o que ha ocasionado variabilidad genética.
Villegas-Monter (2008) sefiala que aun cuando hay mas de 30 genotipos seleccionados en el pais,

pocos son conocidos y la mayoria no han sido caracterizados en plantaciones a nivel comercial.



Caracterizacion

De acuerdo a lo mencionado por Gazel-Filho (2002) la caracterizacion de la diversidad genética
consiste en el registro de caracteristicas cualitativas y cuantitativas de una especie. Tales caracteres
deben ser altamente heredados y faciles de ser observados. Asi mismo, se deben expresar en la mayoria
de los ambientes. Por su parte, Marquez (1992) menciona que la caracterizacion sistematica debe
permitir conocer la variacion entre y dentro de las colecciones y seleccionar los genotipos mas aptos
para cultivarlos. No obstante, la FAO (2011) menciona que la diversidad genética se esta perdiendo a
un ritmo alarmante es indispensable prestar mayor atencién debido al riesgo permanente de su

pérdida.

Importancia de la caracterizacion

El estudio de la variabilidad genética de las colecciones de germoplasma de una especie exige la
documentacion lo méas completa posible. Este expediente incluye informacion sobre el origen
geogréfico, caracterizacion morfoldgica, evaluacion de la respuesta a factores biodticos y abioticos vy,
por ultimo, una caracterizacion de marcadores moleculares para cada accesion. Estos grupos de
informacion, aparentemente independientes, se encadenan para finalmente establecer criterios
racionales que permiten explicar la variabilidad de la especie estudiada. No obstante, es necesario
enfatizar que independientemente del nivel de caracterizacion, los resultados del andlisis de los datos

son s6lo una estimacion de la variabilidad total de la especie (Franco e Hidalgo, 2003).



Caracterizacion morfoldgica

Wilson et al. (1977) demostraron que la caracterizacion generada a través de descriptores
morfoldgicos y marcadores moleculares suelen ser independientes. En cada caso responde a reglas y
presiones evolutivas diferentes. Posteriormente, Hillis (1987) mencion6 que a partir de 1960 las
investigaciones moleculares empezaron a progresar hasta adquirir grandes conocimientos. Este
repentino incremento precipitd debates entre la morfologia tradicional y el campo molecular. No
obstante,  Hillis y Moritz (1990) indicaron que en general estudios que incorporen ambos tipos de
analisis proveeran una mejor descripcion e interpretacion de la diversidad genética de los individuos.

Los problemas tedricos de evaluar la congruencia entre arboles filogenéticos generados de datos
moleculares y morfoldgicos para 1993 aln no se habian resuelto (Patterson et al., 1993). En el caso de
los caracteres morfoldgicos, estos lograron gran avance durante ese tiempo y ninguna de sus bien
sustentadas filogenias habia sido derrocada por datos moleculares. Hasta esa fecha, los estudios
moleculares contribuyeron de manera significativa en areas donde los datos morfologicos eran
inconclusos, deficientes, no existentes o pobremente analizados.

En relacion a las especies frutales, diversos trabajos se han enfocado en evaluar la variabilidad
genética considerando caracteristicas fisicas y bioquimicas del fruto. Las especies de la familia
Sapotaceae no han sido la excepcion. En algunos casos tal variabilidad se ha estimado mediante
técnicas estadisticas basadas en el anélisis multivariado. Lo anterior con el objetivo de agruparlos por el
grado de similitud de sus caracteristicas. En chicozapote (Malinkara zapota) Gazel-Filho (2002)
caracterizo 13 accesiones considerando 18 caracteristicas cualitativas y 31 cuantitativas de fruto. Este
autor empled tecnicas del analisis multivariado como conglomerados, discriminante canénico (ADC),

la prueba de F (caracteristicas cuantitativas) y Chi cuadrada X? (caracteristicas cualitativas).



Sus resultados mostraron la formacion de tres conjuntos, lo cual fue verificado mediante ADC. El
grupo | se caracterizd por tener los frutos mas pesados y pequefios (105.2 g y 49.10 cm), mayor
diametro de fruto y semilla (61.90 y 13.90 cm) y menor grosor de epicarpio (0.80 mm). El grupo 1l se
identifico por tener los frutos y las semillas de mayor tamafio (56.70 y 22.80 cm, respectivamente).

Las cualidades que distinguieron al grupo Il fueron: frutos de menor peso (72.40 g) y mas delgados
(50.70 cm), semillas de longitud y didmetro pequefio (21.2 y 12.50 cm, respectivamente) pero de mayor
peso (4.8 g). La prueba de F mostrd seis caracteristicas determinantes (diametro de fruto y pulpa,
rendimiento de fruto, largo de hoja, acidez y contenido de glucosa). Ademas, con la prueba de X? se
encontrd que solo la forma del fruto fue significativa para diferenciar los grupos.

Alvarez-Vargas et al. (2006) estudiaron 20 arboles de caimito (Chrysophyllum cainito). Para
determinar la variabilidad genética emplearon el analisis de conglomerado. Los resultados mostraron
la formacion de tres grupos. En el primero se concentraron los frutos de mayor tamafio y peso. Asi
mismo, los que presentaron mayor numero de semillas y concentracion de sélidos solubles totales. El
segundo grupo lo integraron frutos de tamafio pequefio y que contenian alrededor de tres semillas. Para
este caso, el contenido de solidos solubles y azlcares fue intermedio. El tercer grupo se caracteriz6 por
presentar los valores méas bajos de longitud de fruto, diametro y peso de céscara, pulpa y semilla;
presentaron el menor nimero de semillas, y la concentracion de sélidos solubles totales fue intermedia.
El analisis de componentes principales confirmé los resultados obtenidos en el analisis de
conglomerados y determin6 que los tres primeros componentes explicaron 85.80 % de la varianza total.

En Brasil, Nascimento et al. (2008) estudiaron en 13 selecciones de zapote mamey seis caracteristicas
morfologicas y cuatro bioquimicas de fruto. Realizaron analisis de correlacion y de agrupamiento.
Estos autores encontraron correlacion positiva entre largo y diametro de fruto (r= 0.76) y entre peso de

fruto y rendimiento de pulpa (r =0.71).



El dendrograma formo tres grupos. El primero se integrd por la seleccion ‘P3’ la cual fue diferente al
resto del material evaluado. Debido a lo anterior, a ‘P3’ la sefialaron como ideal para ser seleccionada
como planta madre. No fue verificado ningin material semejante. Esto debido a que todas las plantas
eran producidas de semilla. Los autores concluyen que considerando las caracteristicas bioquimicas las
selecciones ‘P3’, ‘P7’ y ‘P9’ presentaron las mejores caracteristicas de fruto para procesamiento
industrial.

En México, Bafiuelos y Ochoa (2006) caracterizaron 44 selecciones de zapote mamey de la regién
subtropical del Centro-Occidente de Michoacan. Para esto se basaron en variables cualitativas y
cuantitativas las cuales fueron sometidas a los analisis de conglomerados y discriminante canénicos.
Sus resultados mostraron la formacion de seis grupos. Las variables peso, longitud y didmetro del
fruto, espesor y peso del mesocarpio, la relacion longitud y diametro del fruto, forma, aroma y textura,
resultaron ser las mas importantes para diferenciar los grupos. Concluyeron que la variabilidad
observada podria servir como criterio para elegir selecciones con mayor calidad de fruto y aceptacion
por el consumidor.

Gaona-Garcia et al. (2008) evaluaron la diversidad genética en 19 arboles de zapote mamey de la
region suroeste de Morelos. Como herramienta estadistica se emplearon los analisis de conglomerados
y componentes principales (ACP). Se formaron siete grupos. Los grupos I, 11 'y IV destacaron debido a
que son materiales considerados los de mayor potencial horticola. ElI grupo | se conformé
principalmente por frutos de tamafio pequefio y con valores altos de sélidos solubles y azUcares totales.
Los frutos del grupo Il se distinguieron por ser pequefios, tener una sola semilla y color de pulpa
cercano al rojo. Los frutos del grupo IV se diferencian por ser de tamafio mediano, color de pulpa
naranja y con los mayores valores de sélidos solubles y azUcares totales con respecto al resto de los

materiales. EI ACP sefiala que los tres primeros explicaron 70 % de la variabilidad total encontrada.



Bajo esta situacion el primero se definid por las dimensiones, peso del fruto y sus estructuras. El
segundo se compuso principalmente por la masa de la semilla, el nimero total de ellas, el grosor de la
pulpa, cantidad de azucares y caracteristicas del color (luminosidad, matiz y cromaticidad). EI tercer
componente se definio por el indice longitud/didametro de fruto y la cantidad de sélidos solubles totales.
La presencia de frutos de tamafio pequefio (300 y 500 g) y mediano (501 y 700 g) sugieren que existen
materiales promisorios para diferentes mercados (fresco y procesado).

El zapote mamey también ha sido estudiado con el objetivo de evaluar su aprovechamiento en el area
industrial. Solis-Fuentes y Duran-de-Bazla (2005) analizaron los aceites contenidos en la pulpa del
fruto. Fueron detectados los mas comunes e importantes acidos grasos saturados (palmitico y estéarico)
e insaturados los que predominan (oleico y linoleico).

Diferentes son los trabajos que se han orientado en evaluar la diversidad genética de la especie. Sin
embargo a excepcion del trabajo anteriormente mencionado ningun otro se ha enfocado en evaluar la
cantidad y tipos de acidos grasos presentes en el fruto. En el caso de la semilla, estos mismos autores
realizaron un trabajo en el 2003. Sus resultados indicaron que contienen 40 % de acidos grasos
saturados, poco mas del 50% de monoinsaturados y alrededor del 8% de poliinsaturados (linoleico). Sin

embargo, no se han encontrado mas reportes al respecto.

Caracterizacion molecular

Con el desarrollo de las tecnologias basadas en ADN, la investigacion se favorecié con la
disponibilidad de méas marcadores. Se utilizan diferentes métodos los cuales se agrupan en tres
categorias: la primera se basa en la hibridacion tipo Southern. La segunda agrupa metodologias basadas

en la tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).



Mientras que la tercera involucra metodologias que combinan la PCR o sus productos de ADN mas la

hibridacion tipo Southern (Valadez-Moctezuma y Kahl, 2005).

Fragmentos polimdrficos de ADN Amplificados al Azar (RAPD)

El principio de esta técnica se basa en la amplificacion al azar de fragmentos de ADN. Para esto se
usa ADN genomico molde, nucledtidos, cloruro de magnesio y Taq ADN polimerasa (Becerra y
Paredes, 2000). Con esta técnica se lleva a cabo una reaccion la cual es sometida a diferentes
condiciones ciclicas de temperatura.

Esta situacion permite la amplificacion in vitro de multiples fragmentos de ADN a partir de una
cadena molde. Los productos generados son polimdrficos cuando se ha producido una pérdida,
insercion o cambio de un solo nucledtido en la cadena molde (ADN gendmico). Esta técnica usa
partidores aleatorios de 10 pares de bases para amplificar el ADN (Valadez-Moctezuma y Kahl, 2000).
Los productos de la amplificacién son separados mediante electroforesis y las bandas visualizadas, de
diferente peso molecular representan diferentes loci. Los productos dependeran del genoma en estudio,
del iniciador y de las condiciones de la reaccion. Los resultados obtenidos en plantas indican su
herencia dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN altamente variables (5-10 loci por
partidor), su potencialidad en el mapeo de genes, identificacion de razas y en el estudio de la variacion
genética en poblaciones altamente emparentadas (Valadez-Moctezuma y Kahl, 2005).

En frutales la técnica de RAPD ha sido usada ampliamente. Lo anterior con el objetivo en la mayoria
de los casos de evaluar diversidad genética. Algunos trabajos se han reportado para Anacardium
occidentale (Archak et al., 1999), Ananas comosus (Sripaoraya et al., 2001), Anona muricata (Brown
et al., 2003), Ananas spp. (Tapia-Campo et al., 2005), Carica papaya (Macedo et al., 2002), Citrullus

lanatus (Levi et al., 2000) y Mangifera indica (Hemanth et al., 2001).



En otras especies también existen reportes. Tal es el caso de Musa spp. (Crouch et al., 2000;
Kahangi et al., 2002; Nadal-Medina et al., 2009), Passiflora spp. (Aukar et al., 2002), Persea
americana (Fiedler et al., 1998), Psidium guajava (Padilla-Ramirez et al., 2002) y Theobroma cacao
(dos Santos Dias et al., 2003).

Algunas de las especies de la familia Sapotaceae han sido motivo de estudio mediante el empleo de
los RAPD’s. Tal es el trabajo reportado por Heaton et al. (1999) quienes pretendieron verificar si
existian diferencias por efecto de las condiciones ambientales en cuatro poblaciones de Manilkara
zapota. Existieron diferencias con respecto al tipo de habito de origen (pantano vs. bosque) v la
localizacion geografica (este vs. oeste).

De los 80 iniciadores que se emplearon nueve revelaron diferencias de bandas interpoblacional (28
bandas diferentes). Sin embargo, el dendrograma no mostr6 separacion de individuos. Los resultados
no mostraron diferencias significativas entre las poblaciones del bosque y el pantano. Esa falta de
diferenciacion genética sugirié una falla en encontrar correlacion entre los loci y las caracteristicas
adaptativas.

Fontaine et al. (2004) estudiaron la diversidad genética de Vitellaria paradoxa en 13 localidades de
ocho paises (tratando de cubrir la linea natural de Senegal a Uganda). Fueron detectados en 179
individuos 67 y 15 loci polimérficos y monomorficos, respectivamente. EI nimero de bandas por
primer varié de una a seis. El dendrograma generado agrup6 los individuos pertenecientes a la zona
oeste y este. La prueba de Mantel demostrd que la distancia genética entre las poblaciones estuvo
correlacionada a la distancia geografica (R=0.88, P=0.0001). De acuerdo con estos autores aunque las
comparaciones no siempre son confiables con los RAPD, la diversidad genética exhibié valores

comparables con otras especies distribuidas a través de una amplia zona geografica.



Meghala et al. (2005) a través de la técnica de RAPD evaluaron la diversidad genética en 20
cultivares de Manilkara zapota. Con el empleo de 20 primer amplificaron 232 bandas de las cuales 184
fueron polimorficas y 48 monomorficas (79 % de polimorfismo). Los primer OPG-05, OPG-19, OPV-
05, OPV-11, OPV-13 y OPX-09 generaron el mayor nimero de bandas. ElI dendrograma mostro la
formacion de dos grupos. El primero estuvo integrado por ‘Cricket ball’, ‘Calcutta round’, ‘Seedless’,
‘Kirtibarti’, ‘Singapore’, ‘Bombay’, ‘Guruvayya’, ‘Pakala oval’ y ‘Badami’. En este grupo ‘Cricket
ball’ y ‘Calcutta round’ estuvieron fuertemente correlacionados. El Segundo grupo se formd por
‘Pilipatti’, ‘Mohangooti’, ‘Gavaraiah’, ‘Gutti’, ‘Oval’, ‘Krishna Rao’, ‘Extra large’, ‘Dwarapudi’,
‘Vavilavalasa’, ‘Badam’ y ‘Jhumakiya’. En esta tltima agrupacion hubo dos nodos mayores. En donde
el primero contenia todos los cultivares excepto ‘Jhumakiya’. El andlisis del dendrograma mostrd
claramente gue no existieron grupos estrechamente correlacionados entre los cultivares evaluados.

En Morelos, México, Andrade et al. (2008) estudiaron 15 selecciones de zapote mamey con el
objetivo de determinar variabilidad entre las mismas. Sus resultados sefialan que los 10 primer
seleccionados generaron 165 fragmentos (82% de polimorfismo). En cinco arboles no se obtuvieron
fragmentos que permitieran su caracterizacion. En cambio, el perfil electroforético de ‘C11° se
distinguid por ser diferente al resto del material. La metodologia fue de utilidad para caracterizar el 66

% de los arboles estudiados.

Polimorfismo de microsatélite amplificado al azar RAMP-PCR

Esta técnica que fue propuesta por Wu et al. (1994) utiliza iniciadores de microsatélites anclados
en el extremo 5’ y marcados con P32, ademas de iniciadores aleatorios. El programa de termociclaje se
disefio en este caso para favorecer principalmente la amplificacion de los microsatélites. Sin embargo,

no se excluia la posibilidad de considerar bandas tipo RAPD.



Posteriormente, la técnica se utilizé también con éxito por Huttel (1997) en el cultivo de garbanzo
(cit. por Weissinger et al., 1995) y por Sanchez de la Hoz (1996) en cebada, en ambos casos sin
radioactividad. Valadez-Moctezuma et al. (2005) modificaron esta técnica. Tal transformacion
consistio principalmente en que los iniciadores de microsatélites fueran sin ancla y sin marcaje. Los
productos obtenidos se separan en geles de agarosa convencionales y tefiidos con bromuro de etidio, lo
que facilita su utilizacion en muchos laboratorios. Estos autores evaluaron el potencial de la técnica.
Utilizaron el microsatélite GATA combinado con los iniciadores aleatorios G-03 y G-10. La evaluacion
la realizaron empleando 10 especies de leguminosas. Estos autores sefialan que el bandeo obtenido con
RAMP proporcioné informacion nueva sobre las variaciones que pudieran presentar los genomas que
se compararon, y con mayor probabilidad que la técnica de RAPD. Aungue no se compara con los
perfiles obtenidos con los AFLP. Lo anterior debido a que esta técnica es considerada como la mejor
alternativa para detectar mayor cantidad de polimorfismos en cualquier genoma.

Ademas, los fragmentos amplificados pudieran contener no solo la expresion de aquellos
amplificados con cada uno de los iniciadores, sino también los amplicones flanqueados
simultaneamente por ambos iniciadores.

A pesar de la importancia econémica y social que tiene el zapote mamey y considerando la cantidad
de material genético con que se cuenta en el pais, poca es la informacién que se ha generado acerca del
uso de los marcadores moleculares como una herramienta Gtil en la deteccion de la variabilidad

genética.
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RESUMEN

En este trabajo fueron caracterizadas 15 selecciones de zapote mamey. Trece provenientes de
Alpoyeca, Guerrero, una de Veracruz y una de Yucatan. Fueron evaluadas 13 variables morfologicas
de fruto y semilla y el perfil de &cidos grasos. Se emple06 el analisis de componentes principales (ACP),
conglomerados jerarquicos y el andlisis discriminante (AD). En ACP cuatro componentes explicaron
76 % de la variacion total. Las variables del primer componente fueron longitud de semilla e hilio,
peso de fruto y semilla. En el segundo intervinieron nimero de fibras, ancho de semilla y grosor de
epicarpio. En el tercero se involucraron ancho de fruto y los acidos grasos linoleico y palmitico. El
cuarto se compuso de los acidos grasos estearico y oleico. Con el dendrograma se formaron 8 grupos.
El grupo I mostrd el mas alto contenido en el &cido oleico (57.50 %). EI grupo Il mostro los frutos
menos pesados (370.61 g) y menor cantidad de fibra (34.47). EI IV conjunto exhibi6 baja cantidad del
acido linoleico (7.93 %). El quinto grupo expuso frutos de 668.31 g. Ademas, sus semillas contaron
con el méas alto y menor porcentaje de los acidos estearico (33. 70 %) y oleico (47.90 %),
respectivamente. El sexto grupo present6 las semillas de mayor tamafio y los frutos mas pesados (10.54
cmy 734.79 g). El grupo VII exhibi6 gran cantidad de fibras (47.71), mayor grosor de epicarpio (0.30
cm) y ancho de fruto (5.78 cm). El grupo ocho tuvo las semillas de mayor peso, ancho y longitud
(71.60 g, 3.86 cm y 10.40 cm). Asi mismo registrd el mayor y menor contenido en los &cidos grasos

linoleico (15.83 %) y estedrico (23.42 %), respectivamente.

Palabras clave: Pouteria sapota, caracterizacion, frutos, aceites, semillas.
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SUMMARY

15 selections of mamey sapote from Cafada de Huamuxtitlan, one from Guerrero and one from
Conkal, Yucatan were characterized in this research. Thirteen morphological variables were evaluated
in the fruit and seed, and fatty acid profile. To do this, the main component analysis (MCA) was used,
as well as those of hierarchical conglomerates, and discriminating analysis (DA). With MCA, four
components explained 76% of the variation. The first one was made up of seed and hilum length, and
fruit and seed weight. The second included number of fibers, seed width and thickness of the epicarp.
The third one included fruit width and linoleic and palmitic fatty acids. Finally, the fourth one included
stearic and oleic acids. The dendrogram formed 8 groups. Groups | showed a high content of oleic
(57.50%). Group 111 showed lighter fruits (370.61 g) and a lower amount of fiber (34.47). The group 1V
exhibited the lowest quantity of the acid linoleic (7.93 %).The fifth group had fruits weighing 668.1 g.
In addition, his seeds possessed the highest and lower percentage of the acids estearic (33. 70 %) and
oleic (47.90 %), respectively. The sixth group showed largest seeds and the heaviest fruits (10.54 cm
and 734.79 g). Group VIl shows a high amount of fibers (47.71), greater thickness of the epicarp (0.30
cm) and thinner fruits (5.78 cm). Group eight had the heaviest, widest, and longest seeds (71.60 g, 3.86

cm, and 10.40 cm), and the lowest percentage of stearic acid (23.42%).

Index words: Pouteria sapota, characterization, fruits, oils, seeds.
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INTRODUCCION

El zapote mamey (Pouteria sapota (Jacg.) H. E. Moore & Stearn) es una especie que se ha propagado
por semilla, lo cual ha ocasionado variabilidad genética. Esta situacion la han aprovechado productores
de diversas regiones. Lo anterior con el objetivo de realizar seleccion en arboles cuyos frutos presenten
caracteristicas favorables (color de pulpa, buen sabor, tamafio adecuado, con una sola semilla, época
temprana de maduracion). Dicha actividad se ha llevado a cabo en algunos paises de Centroamérica y
en México. En este ultimo destacan  Akil, Nolo y Human, Yucatan; en Alpoyeca, Tlaquiltepec,
Huamunxtitlan, Cuetzala del Progreso, Guerrero; Hulea y Xicotepec de Juarez, Puebla; Tuxtla Chico,
Tapachula, Huehuetan, Tuzantan, Chiapas; asi como en diversas localidades de Tabasco, San Luis
Potosi, Campeche, Quintana Roo y Michoacan (Villegas y Granados, 2010).

En Brasil, Nascimento et al. (2008) estudiaron seis caracteristicas morfologicas y cuatro
bioquimicas en frutos de 13 selecciones provenientes de semilla traidas de Florida, E.U. Con el
analisis de agrupamiento se integraron tres conjuntos. El primero se form6 por ‘P3’°, la cual fue
diferente al resto del material evaluado. Los autores concluyeron que ‘P3’, ‘P7’ y ‘P9’ presentaron las
mejores caracteristicas de fruto para procesamiento industrial.

En México, Bayuelos-Jiménez y Ochoa (2006) caracterizaron 44 selecciones provenientes de tres
municipios de la region subtropical del Centro-Occidente de Michoac&n. Fueron evaluadas variables
morfologicas de frutos. La informacion fue examinada mediante el empleo del analisis de
conglomerados y discriminante canonico. Fueron identificados seis grupos, donde las variables peso,
longitud y didmetro del fruto, espesor y peso del mesocarpio, relacion longitud de fruto/didmetro del
fruto, forma, aroma y textura, resultaron las méas importantes. Concluyen que la variabilidad observada
podria servir como criterio para elegir selecciones con mayor calidad de fruto y aceptacion por el

consumidor.
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Gaona-Garcia et al. (2008) evaluaron la diversidad genética en 19 arboles de la region suroeste de
Morelos. Empleando analisis multivariado como ACP y conglomerado encontraron que los tres
primeros componentes explicaron 70 % de la variabilidad total encontrada. EI primero se definié por
las dimensiones, peso del fruto y sus estructuras. En el segundo la masa de la semilla y nimero de
semillas estuvieron correlacionados negativamente EIl tercero se definidé por el indice longitud de
fruto/diametro de fruto y la cantidad de sélidos solubles totales. En el dendrograma se observd la
formacion de siete agrupaciones. Los grupos I, 11 'y IV destacaron por la presencia de frutos de tamafio
pequefio (300 y 500 g) y mediano (501 y 700 g). Estos autores sugieren que existen materiales
promisorios para diferentes mercados (fresco y procesado).

Otro aspecto importante sobre el mamey es el perfil de &cidos grasos. Solis-Fuentes y Duran-de-
Bazua (2003) evaluaron dicho perfil en las semillas de Pouteria sapota. Sus resultados indicaron que
contienen en promedio 40 % de &cidos grasos saturados (estearico, palmitico y cantidades menores de
araquidico y behénico), poco mas del 50% de monoinsaturados (oleico y palmitoleico) y alrededor del
8% de poliinsaturados (linoleico). En 2005, los mismos autores realizaron el estudio en la pulpa del
fruto. Sus conclusiones sefialan que esta especie es de gran interés para la industria alimenticia. Esto
debido a que contiene 11.30% de proteina, 25.70% de fibra y 44.40% de lipidos. Por cada 100 g de
aceite corresponden 8.71, 34.41, 47.06 y 5.12 g de los éacidos palmitico, estearico, oleico y linoleico,
respectivamente.

En México existe una amplia diversidad genética, y pocas son las investigaciones realizadas al
respecto. La mayoria se han orientado en aspectos de produccion (Pohlan et al., 2000) y postcosecha
(Hernandez-Molina et al., 2008; Martinez-Morales et al., 2008; Alia-Tejacal et al., 2007). Por el alto
potencial que presenta esta especie es necesario realizar estudios sobre la diversidad genética la cual es

crucial para el mejoramiento, conservacion y uso de la especie.
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Con esto, se evitara que algunos materiales con valor potencial puedan desaparecer. Ademas de que
la industria se beneficiara con el aprovechamiento de los subproductos de los frutos a los cuales se les
puede dar un alto valor agregado.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar 15 selecciones de zapote mamey con base en
caracteristicas morfoldgicas de fruto y perfil de acidos grasos de semilla, asi como diferenciar grupos

de variacion mediante técnicas del andlisis multivariado.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Fueron evaluados los frutos provenientes de 15 selecciones de zapote mamey. Catorce de estas
selecciones fueron propagadas por semilla y s6lo una fue obtenida por medio de injerto (Magafia 1). En
referencia al lugar de origen, 13 proceden de la Cafiada de Huamuxtitlan, Guerrero (‘El Pequefio’,
‘Alfonso 10°, ‘Alfonso 15°, ‘Alfonso 26°, ‘Pardo 1°, ‘El Rajén’, ‘Nidito de Amor’, ‘Cid 19°, ‘Cid 23°,
‘El Mexicano’, ‘Piedra’, ‘El Risueno’, ‘El Regalo’), una de Manlio Favio Altamirano, Veracruz
(‘Veracruz’) y otra de Conkal, Yucatan (‘Magana 1°).

La cosecha de los frutos fue realizada considerando el indice de corte utilizado por los productores
de Guerrero. Ellos consideran que cuando el color de la pulpa esta entre anaranjado y rojizo (después
de hacer una incisién en el epicarpio) los frutos estan listos para ser colectados.

Para su transporte hasta el laboratorio ubicado en Texcoco, Edo. de México, los frutos se envolvieron
individualmente en papel periodico y se depositaron en cajas de madera. Para el estudio se tomaron 30

frutos de cada una de las selecciones.
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Variables morfoldgicas de fruto y semilla

Con base en los descriptores propuestos por Azurdia et al. (1997), Bayuelos-Jiménez y Ochoa
(2006), los caracteres aqui evaluados fueron: peso de fruto (g), longitud y ancho de fruto (cm), peso de
pulpa, de epicarpio y de semilla (g), grosor de epicarpio (cm), longitud y ancho de semilla (cm), ancho
de la parte interna de la semilla (cm), longitud de micropilo a apice (cm), longitud del hilio (cm), y
numero de fibras. Esta Gltima variable fue evaluada después de haber extraido cuidadosamente la
pulpa del fruto y se contabilizé el nimero total de ellas.
Perfil de &cidos grasos

Las semillas de los frutos de cada una de las selecciones fueron deshidratadas en un horno con aire
forzado (Lab line modelo imperial V) a 70 °C hasta peso constante. Posteriormente fueron molidas
hasta obtener un polvo fino. A 1 g de cada muestra se le agregd 2 mL de acetona en un tubo Corex.
Los tubos fueron colocados en una centrifuga clinica Damon® (IEC Division, modelo HN-5) y
centrifugados a 3,500 rpm durante 2 min. La concentracion de acidos grasos de cadena larga se
determind por cromatografia de gases. Para esto se utilizd un cromatégrafo HP® (Modelo 3890)
provisto con una columna capilar Inowatx® de 30 m de longitud, con espesor de pelicula de 0.25 um'y
didmetro interno de 320 um. Como gas acarreador se utiliz6 nitrogeno a una presion constante de 0.845
kg cm™. Las condiciones de temperatura fueron: inyector 240 °C, detector 250 °C y horno con una
rampa de 50 °C por 1 min; 25 °C por min hasta alcanzar 200 °C, y 3 °C por minuto hasta alcanzar 230
°C. El tiempo total por cada corrida fue de 17 min. Para obtener la muestra a inyectar, se pesé 0.1 g del
aceite extraido previamente, se agregd 5 mL de hexano y se agitd en un vortex por 5 min.

De la mezcla se tomd 900 pL y se le agregd 100 pL de metoxido de sodio. Luego se agitd y

centrifugo por 8 min a 3000 rpm. Del sobrenadante se tomo 1 pL para inyectarlo al cromatografo.
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Para comparar las concentraciones de los &cidos grasos se utilizé un estandar de ésteres metilicos de
aceite de soya (AOAC, 1975). Se hicieron tres repeticiones por muestra.
Anélisis estadistico

Para el andlisis de la informacion se empled el andlisis multivariado. Fueron utilizadas técnicas como
el analisis de componentes principales (ACP), con la matriz de correlacién entre caracteres
estandarizados. Para esto se usé el procedimiento PRINCOMP del paquete estadistico SAS V. 8 (SAS
Institute, 1999).

Posteriormente se realiz6 analisis de conglomerados jerarquicos mediante UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) con lo que se determiné la agrupacion de los materiales,
considerando a la distancia euclidiana como medida de similitud (Hair et al., 1995). Para verificar
dicho agrupamiento se emple6 el analisis discriminante (AD) con el procedimiento CANDISC de SAS
V. 8 (SAS Institute, 1999). Asi mismo se utilizd la prueba de distancia de Mahalanobis mediante la
opcién DISTANCE del procedimiento CANDISC de SAS V. 8 para comparar las diferencias entre

grupos identificados en el AD.

RESULTADOS
Morfologia de frutos y semillas
Los cuatro primeros componentes principales describieron la mayor variacion de los datos asi como
los valores de la proporcién absoluta y acumulada. Las variables que integran estos componentes
explicaron 76 % de la variacion total de las colectas evaluadas. Para lo cual, el 38.62 %, 16.32 %,

13.11 % y 8.37 % correspondio al primero, segundo, tercero y cuarto componente, respectivamente.
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Las variables que mas contribuyeron a la explicacion de la variabilidad en el primer componente
fueron longitud de semilla e hilio, los pesos de fruto y semilla. En el segundo intervinieron nimero de
fibras, ancho de semilla y grosor de epicarpio. En el tercero, ancho de fruto y los acidos grasos
linoleico y palmitico. En el cuarto se involucraron los &cidos grasos estearico y oleico.

La dispersion de las colectas se muestra en el diagrama bidimensional formado por los componentes
prinl y prin2 (Figura 1). En prinl las colectas ‘Cid 19°, ‘El Regalo’ y ‘El Rajon’ presentan los frutos y
semillas méas pesados, asi como la mayor longitud de hilio y de semilla. Ademas se observa que los
frutos de ‘El Rajon’ muestran los mas altos contenidos de fibra. Situacion contraria manifiestan los
frutos de ‘El Regalo’ y ‘Cid 19’ los cuales se encuentran entre los que presentan menor cantidad de
fibra. Mientras que ‘El Pequefio’ y ‘El Mexicano’ (cuadrante I11) exhibieron valores bajos respecto a
las variables del componente prinl. En el prin2 destacan ‘Nidito de Amor’ y ‘Cid 23’ (cuadrante I). Las
dos selecciones se caracterizan por tener mayor grosor de epicarpio con respecto a todas las colectas.
‘Alfonso 26’ y ‘Alfonso 10’ al igual que ‘El Rajon’ presentan el mayor contenido de fibra.

En la Figura 2 se muestran los componentes 1 y 3. Los acidos grasos palmitico y linoleico estan
inversamente correlacionados con el ancho de fruto. Esta situacion se refleja claramente en ‘Magana 1°,
la cual se caracteriza por tener los frutos mas anchos y el menor porcentaje de linoleico.
Comportamiento contrario manifiesta ‘Nidito de Amor’, que presenta los frutos mas angostos y alto
contenido de los acidos grasos linoleico y palmitico. ‘El Regalo’ exhibié el mayor contenido de los
acidos grasos linoleico y palmitico, mientras que el ancho de sus frutos se encuentra en los valores
medios . Por otra parte, ‘Alfonso 26’ en linoleico y palmitico presentd los porcentajes mas bajos con
respecto al resto de las colectas. En el caso de ‘El Mexicano’ y ‘El Pequefio’ estas colectas exhibieron

valores cercanos a la media general.
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El dendrograma se formé considerando solo aquellas variables que dieron una mayor explicacion de
la variabilidad (Figura 3). A una distancia de 0.70 se integraron ocho grupos. El grupo | se distinguio
por el alto contenido en el acido graso oleico (57.50 %). Ademas, presentd en promedio frutos de 8.56
cm de ancho (Cuadro 1). El grupo Il debido al valor que presenta en el contenido del acido linoleico
(11.85%) se ubica dentro de los tres grupos (despues del VII'y VIII) con la mayor cantidad registrada
(Cuadro 1).

El grupo 11 posee los frutos de menor peso (370.61 g). De Igual manera, en todas las caracteristicas
de las semillas, este grupo se encuentra dentro de las agrupaciones con los valores mas bajos. Otra
cualidad es que su pulpa es la que contiene menos fibra (34.47). La caracteristica especifica del cuarto
grupo es la cantidad por gramo de materia seca del acido graso linoleico que presenta. Su valor es el
mas bajo (7.93 %). Lo anterior equivale a la mitad del valor superior (15.83 %) registrado en el ‘El
Regalo’. El grupo V se caracteriza por contar con frutos de 668.31 g. Ademas presenta el porcentaje
mas alto y bajo en el &cido graso estearico (33. 70 %) y oleico (47.90 %), respectivamente. El grupo VI
muestra las semillas de mayor tamafio y los frutos (al igual que el grupo V) mas pesados (10.54 cm y
734.79 g). En referencia a los acidos grasos, se ubica como el cuarto en tener el mayor contenido de
oleico (54.75 %).

El grupo VII se diferencia del resto de las colectas debido a la gran cantidad de fibras presentes en la
pulpa (47.71). Asi mismo muestra el mayor grosor de epicarpio (0.30 cm). Otra caracteristica adicional
es que sus frutos son los menos anchos (5.78 cm). El grupo VIII se distingue por poseer las semillas de
mayor peso (71.60 g) y las mas anchas (3.86 cm). En cuanto al contenido del acido graso linoleico su
porcentaje es superior al resto de las colectas (15.83 %). En cambio, en el acido graso estearico el

porcentaje registrado es el mas bajo (23.42 %).
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En el Cuadro 2 Se sefiala la distancia cuadrada generalizada entre los grupos formados. Los grupos
I11'y IV son los que estan genéticamente mas relacionados. Mientras que los grupos mas distantes son

el 111y el VIII. Lo anterior considerando las caracteristicas arriba mencionadas.

DISCUSION

En el presente estudio, los cuatro primeros componentes principales explicaron el 76 % de la
variacion total. Gaona-Garcia et al. (2008) y Alvarez-Vargas et al. (2006) trabajaron con zapote
mamey Yy caimito (familia Sapotaceae), respectivamente. Reportan que los tres primeros componentes
principales explicaron 70 % y 85.50 % de la variacion, respectivamente. Al igual que en la presente
investigacion, en ambos casos las caracteristicas morfoldgicas del fruto fueron mas determinantes que
las bioquimicas para comprobar la diversidad existente.
En este estudio existio variabilidad entre los grupos formados en el dendrograma. En lo
correspondiente al peso del fruto, los del grupo 111 fueron los de menor valor (370.61 g). Este resultado
es superior a lo reportado en Michoacan, México por Bayuelos-Jiménez y Ochoa (2006) (200.90 g).
Asimismo se asemeja a lo sefialado en el Salvador por Cruz (2002) quien menciona a ‘Rivera’ con 384
g y en Brasil por Nascimento et al. (2008) en ‘P4’ con 393.70 g. El valor sefialado para el grupo IV
(496.03 g) es similar a lo citado por Gaona-Garcia (2008) (426.1 g); por Bayuelos-Jiménez y Ochoa
(2006) (458.3 g) y por Nascimento et al. (2008) (454.38 g).
En promedio los frutos evaluados pesaron 555.15 g. Resultados similares reportaron Campbell (1992)
en ‘Dany’ y Cruz (2002) en ‘Zapote Valiente’. Espinosa-Zaragoza et al. (2005) sefialan que aunque
éste es un tamafo caracteristico, comercialmente puede favorecerse su consumo si los frutos son de
menor peso. Con esto se estableceria una situacion analoga a lo que ocurre con frutas como la manzana

0 banana que su peso facilita su consumo por persona.

27



Por otro lado, el hecho de que determinadas colectas exhiban frutos de tamafio mayor (grupos V, VI'y
VIII) no significa que esta sea una caracteristica indeseable. Este atributo puede emplearse para otros
fines como lo es la obtencién de pulpa para la elaboracion de productos como aguas frescas, helados y
reposteria.

Cruz (1992) reportd en El Salvador un material denominado ‘Magafia’ el cual mostré en promedio
frutos de 1,262 g. En este trabajo también se evalu6 una colecta llamada ‘Magafia 1’ (grupo II). Este
grupo sin embargo, exhibio frutos de s6lo 512.82 g. Como se observo aungue ambos materiales se
asemejan en el nombre difieren en sus caracteristicas.

Carrara et al. (2002) agruparon materiales de zapote mamey en tres categorias: pequefio (300 a 500
g), mediano (501 a 700 g) y grande (> 701 g). En el presente estudio, considerando lo anterior, los
frutos ubicados en los grupos Il y IV se catalogan como de tamafio pequefio. Los frutos de las
agrupaciones I, 11, V, VIl 'y VIII son considerados de tamafio mediano. Mientras que ‘El Rajon’ (grupo
seis) es el Unico catalogado como de tamafio grande.

Por primera vez se document6 lo relacionado a la cantidad de fibra presente en la pulpa. Este aspecto
se considera importante cuando el aprovechamiento del fruto es para su consumo en fresco. Para este
caso, las colectas del grupo Ill cuentan con baja cantidad de fibra (ademas de otras caracteristicas
deseables ya mencionadas). Estas cualidades hacen a estos materiales atractivos para el consumidor.

Un aspecto poco considerado en el estudio de los frutos de zapote mamey son las caracteristicas del
epicarpio. En el presente trabajo el grosor de la cascara vari6 de 0.30 cm a 0.19 cm para los grupos VI
y VI, respectivamente. Valores aproximados reportaron Gaona-Garcia et al. (2008) (0.10 a 0.28 cm) y
Bayuelos-Jimenez y Ochoa (2006) (0.17 a 0.23 cm). De acuerdo a lo mencionado por Gaona-Garcia et
al. (2008) estas diferencias provocan variaciones en el comportamiento postcosecha, aspecto que se

debe considerar para la tecnologia de empaque.
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Con respecto a la obtencion de plantas, se ha observado que su tamafio esta directamente relacionado
con el peso inicial de la semilla (Villegas-Monter y Mora-Aguilera, 2008). Estos autores recomiendan
utilizar aquellas que excedan los 40 g para el establecimiento de semilleros. De esta forma se tienen
plantas de mayor tamafio para ser injertadas en menor tiempo.

Ricker et al. (2000) evaluaron el efecto del peso de la semilla (14.80 a 60.20 g) y lo encontraron
como determinante para la altura inicial de la planta y en el crecimiento posterior de la misma.
Mencionan ademas que el efecto del tamafio se mantiene por dos afios. Esta situacion resulta
importante al momento de establecer las plantas ya injertadas en el terreno definitivo. En este trabajo,
La variacion en el peso y longitud de las semillas es notable. Para el primer caso el rango es de 33.68 g
(grupo 1) a 71.59 g (grupo VIII). En el segundo caso, es de 7.60 cm (grupo 1l1) a 10.54 cm (grupo
VI). Con base en lo indicado Villegas-Monter y Mora-Aguilera (2008), cinco de los ocho grupos
formados tienen semillas de peso adecuado para ser empleadas en semilleros y procurar con esto
obtener plantas de mayor tamario.

Fueron detectados cuatro acidos grasos en la semilla del fruto. Estos son clasificados como saturados
(palmitico y estearico) e insaturados (oleico y linoleico) (Gurr, 2009). En un trabajo realizado por
Solis-Fuentes y Duran-de-Bazua, (2005) fueron reportados estos mismos &cidos. La cantidad fue de
47.06%, 34.41%, 8.71%, y 5.12 %, para el oleico, estearico, palmitico y linoleico, respectivamente.

Para nuestro caso, los dos primeros mostraron las proporciones mas altas (53.40% y 27.39%
respectivamente). Mientras que los dos restantes (palmitico y linoleico) revelaron 8.12% y 11.11%,

respectivamente. Situacion que no difiere en gran medida con los resultados arriba mencionados.
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Maia et al. (2003) analizaron el aceite de la pulpa de Chrysophyllum caimito. Encontraron que el
acido palmitico fue el méas abundante. Estos resultados difieren del presente estudio, ya que este acido
fue el que se registré en menor proporcion (8.12%). Ademas de que no fue significativo para distinguir
grupos de variacion.

Se marcaron diferencias en las concentraciones de los acidos grasos entre los grupos formados. El
acido oleico es el que predomind (>50 %). De acuerdo a lo mencionado por Sakurai y Pokorny (2003)
los aceites de cocina generalmente contienen gran proporcién de éste acido (el cual es mas estable a
altas temperaturas). De esta manera el grupo | es el que presentd la mayor cantidad de &cido oleico por
lo que podria ser empleado para este fin. EI grupo VIII exhibié la mayor concentracion en el acido
graso linoleico. Este 4cido es considerado como esencial para el cuerpo humano, por lo que su ingesta a
traves de los alimentos es necesaria (Lehninger, 1995). Por lo anterior, las semillas de ‘El Regalo’ se
podrian proponer como un buen candidato para extraerles dicho acido. Ademas se podria utilizar como
aderezo para ensaladas, el cual se compone principalmente de este acido y del a-linolénico. Por otra
parte, las margarinas contienen altas cantidades de acido estearico (Sakurai y Pokorny, 2003). En esta

ultima situacién el grupo V podria ser aprovechado para tal fin.

CONCLUSIONES
Existio variabilidad significativa en los materiales evaluados. Incluso, entre los pertenecientes a la
misma region.
Las variables que més contribuyeron a explicar tal variabilidad fueron las caracteristicas morfologicas

como: longitud de semilla e hilio, peso de fruto y semilla.
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Las selecciones ‘Cid 19°, ‘El Regalo’ y ‘El Rajon’ son las que presentaron los valores superiores en
las caracteristicas longitud de semilla e hilio, peso de fruto y semilla. Comportamiento contrario
manifestaron ‘El Pequefio’ y ‘El Mexicano’.

En los &cidos grasos el palmitico y linoleico estuvieron inversamente correlacionados con el ancho de
fruto. Esta situacion se observo particularmente en ‘Nidito de Amor’.

Considerando la afinidad en sus caracteristicas se definieron ocho grupos. En el caso de ‘Nidito de

Amor’, ‘Cid 19°, ‘El Rajon’ y ‘El Regalo’ no formaron agrupacion con ninguna otra colecta.
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Cuadro 1. Medias de los caracteres morfologicos de fruto, semilla y contenido de &cido graso de zapote mamey generado por el

analisis de agrupamiento y corroborado por el dendrograma y la prueba de Tukey.

Grupo LOSEM PEFRU LOHIL PESEM FITOT ANSEM GE ANFRU LINO PAL EST OLE

I 8.04b 534.10ab 8.74a 42.99h 38.89abcd 3.44ab 0.20b 8.56a 9.12bc 7.45a 25.92ab 57.50a

| 7.88b 512.82ab 8.95a 41.94h 45.16abc  3.06ab 0.21b 8.32a 11.85abc 8.20a 27.42ab 52.53ab

I 7.60b 370.61b 8.44a 33.68b 34.47d 2.92b 0.20b 7.20ab  9.99bc 7.44a 26.39ab 56.18ab

v 8.50ab  496.03ab 9.39a 37.32b 45.12abc 2.94b 0.25ab 7.78a 7.93c 7.64a 28.62ab 55.81ab

\Y 8.96ab  668.31a 10.04a 51.03ab 38.30bcd 3.28ab  0.20b 8.83a 10.70abc 7.72a 33.67a  47.90b

Vi 10.54a 724.79a 11.63a 50.58ab 47.41ab 2.88b 0.19b 8.35a 9.92bc 8.06a 27.27ab 54.75ab

VII 8.56ab  532.14ab 9.15a 39.25b 47.71a 3.11ab 0.30a 5.78b 13.58ab 8.61a 26.37ab 51.44ab

VIl 10.40a 602.41ab 11.65a 71.59a 38.30cd 3.86a 0.20b 8.51a 15.83a  9.83a 23.42b  50.92ab

LOSEM=Longitud de semilla; PEFRU=Peso de fruto; LOHIL=Longitud de hilio; FITOT=N0dmero de fibra total; ANSEM=Ancho de
semilla; GE=Grosor de epicarpio; ANFRU=AnNcho de fruto; LINO=Linoleico; PAL=Palmitico; EST=Estearico; OLE=Oleico.

* Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Duncan, 0.05).
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Cuadro 2. Distancia cuadrada generalizada por grupo.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 90.96 453.75 437.66 146.38 86.58 1664.57 2071.73
2 90.96 0 794.61 732.23 198.42 352.40 1248.92 1497.03
3 453.75 794.61 0 75.55 950.73 256.82 2012.84 4140.76
4  437.66 732.23 75.55 0 972.96 302.72 1871.33 3859.57
5 146.38 198.42  950.73 972.96 0 284.31 2417.60 2017.83
6 86.58 35240  256.82 302.72 284.31 0 2185.82 2864.00
7 1664.57 1248.92 2012.88 1871.33 2417.59 2185.82 0 2071.94
8 2071.73 1497.03 4140.76  3859.57 2017.83 2864.00 2071.94 0
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RESUMEN

México por ser centro de origen del zapote mamey posee amplia diversidad genética; sin embargo,
pocos son los trabajos que se han realizado para determinarla. Una buena opcion para estudiar esta
biodiversidad es el uso de marcadores moleculares. Mediante el uso de las técnicas de RAPD y RAMP
fue evaluada la variabilidad genética existente en 14 selecciones de zapote mamey. Fueron analizadas
13 selecciones provenientes de la Cafada de Huamuxtitlan, Guerrero y una de Conkal, Yucatan. Con la
primera técnica, utilizando nueve iniciadores, fueron amplificados 80 loci (75 % de polimorfismo). Con
la segunda, cuatro iniciadores generaron 40 loci (87 % de polimorfismo). En el dendrograma generado
con el uso de RAPD se detectd la formacidn de cinco grupos y con RAMP seis grupos. En ambos casos
la seleccion ‘Cid 19’ se mantuvo aislada del resto de las selecciones. Situacidon contraria presentd ‘El
Mexicano’ que se relaciond genéticamente con ‘Alfonso 26’ y ‘Piedra’ en RAPD y RAMP,
respectivamente. La prueba de Mantel indicé que hubo alta correlacion entre la matriz de similitud sin
y con remuestreo en ambas técnicas. Los resultados muestran que no existio mucha dispersion de los
valores y que por lo tanto son homogeéneos. Mediante el uso de estas dos técnicas moleculares, se logro
detectar variabilidad dentro de la poblacion; sin embargo, no fue posible separar las selecciones por

lugar de procedencia.

Palabras clave: Pouteria sapota, diversidad genética, técnicas, moleculares.
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SUMMARY
Mexico, as place of origin of sapote mamey has ample genetic diversity. However, few works have
been done aimed at determining it. A good option to study this biodiversity is through the use of
molecular markers. The genetic variability existing in 14 selections of sapote mamey was evaluated
through RAPD and RAMP techniques. 13 selections of mamey sapote from Cafiada de Huamuxtitlan,
Guerrero and one from Conkal, Yucatan were analyzed. Using RAPD and nine initiators, 80 loci were
amplified (75% polymorphism). Using RAMP and four initiators generated 40 loci (87%
polymorphism). In the dendrogram generated with each of the two techniques, the formation of five
and six groups, repectively, was detected. In both cases, the ‘Cid 19’ selection remained isolated from
the rest of the selections. This was the opposite for the ‘El Mexicano’, which was genetically related
with ‘Alfonso 26’ and ‘Piedra’ in RAPD and RAMP, respectively. The Mantel test indicated a high
correlation between the likeliness matrix with and without resampling in both techniques. These results
indicate that there was little dispersion of the values, and thus are homogeneous. Through the use of
these two markers, variability within the population was detected; however, it was not possible to

separate the selections by place of origin.

Index word: Pouteria sapota, genetic diversity, techniques, molecular.
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INTRODUCCION

Histéricamente, los estudios de diversidad genética en plantas han estado relacionados con datos
argqueoldgicos, botanicos, linglisticos, histéricos y morfologicos. Sin embargo, el conocimiento de las
descripciones detalladas es necesario en la caracterizacion de germoplasma, debido a que puede haber
genes valiosos para los programas de mejoramiento (Becerra y Paredes, 2000). Gracias a los avances
en la biologia molecular se han desarrollado métodos de identificacion y caracterizacion basados en el
uso de marcadores moleculares (Azofeifa, 2006). Entre los que destacan el uso de RAPD
(Polimorfismo del ADN Amplificados al Azar), (Valadez-Moctezuma y Kahl, 2005), RAMP
(Polimorfismo del ADN amplificado con microsatélites), (Wu et al., 1994) e ISSR (intersecuencia
simple repetida), (Zietkiewicz et al., 1994). Estos Gltimos permiten la deteccion de polimorfismo en
loci minisatélites asi como microsatélites sin el conocimiento previo de la secuencia de ADN (Wu et
al., 1994).

Los RAPD se han utilizado en algunas especies pertenecientes a la familia Sapotaceae, con el fin de
establecer diferencias por efecto de las condiciones ambientales en las cuales se desarrollaron diversas
selecciones de Manilkara sapota (Heaton et al., 1999); para determinar la estructura genética espacial
de Chrysophyllum sanguinolentum (Degen et al., 2001) y para estudiar la diversidad genética de
Vitellaria paradoxa (Fontaine et al., 2004) y de Manilkara zapota (Meghala et al., 2005).

Mediante el uso de las secuencias simples repetidas (SSR), Azevedo et al. (2007) estudiaron el
modelo de distribucidn espacial y estructura genética en 481 arboles y 810 plantulas de Manilkara
hubery. Los resultados indicaron alto nivel de endogamia intrapoblacional. De igual manera, los
analisis realizados detectaron una estructura genética espacial con radio de hasta 300 m, sugiriendo

que las semillas fueron dispersadas a distancias cortas.
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En Florida, E.U. Carrara et al. (2004) emplearon la técnica de AFLP para evaluar la diversidad
genetica en 41 selecciones de zapote mamey. Algunas agrupaciones fueron observadas de acuerdo al
lugar de colecta. Sin embargo, el procedimiento de remuestreo no sustentd los resultados obtenidos. La
mayoria de las selecciones colectadas de Cuba y Yucatdn mostraron alto nivel de similitud.
Adicionalmente, las selecciones colectadas en la region del Pacifico mostraron mayor disimilitud una
de otra, que las del Caribe.

En México, el zapote mamey es de importancia economica y social y por ser lugar de origen de la
especie, la cantidad de material genético es considerable. A pesar de esto, su diversidad genética no ha
sido analizada utilizando marcadores moleculares. La mayoria de los trabajos se refieren a la
caracterizacion morfologica y bioquimica de los frutos. Tal es el caso de los trabajos llevados a cabo en
México por Espinosa-Zaragoza et al. (2005), Bayuelos-Jiménez y Ochoa (2006), Gaona-Garcia et al.
(2008); y en Brasil por Nascimento et al. (2008).

Por lo anterior, los objetivos del presente estudio fueron: estimar la variabilidad genética en 14
selecciones de zapote mamey mediante el uso de marcadores moleculares RAPD y RAMP, asi como

separarlas por lugar de origen.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Se colectaron muestras de hojas jovenes de arboles en produccion de 14 selecciones de zapote
mamey, 13 originarios de la Cafiada de Huamuxtitlan, Guerrero (‘El Pequeno’, ‘Alfonso 10°, ‘Alfonso
15°, ‘Alfonso 26°, ‘Pardo 1°, ‘El Rajon’, ‘Nidito de Amor’, ‘Cid 19°, ‘Cid 23°, ‘El Mexicano’, ‘Piedra’,
‘El Risuenio’, ‘El Regalo’; y una de Conkal, Yucatan (‘Magafia 1°). Se etiquetaron y guardaron en un

congelador a -20°C hasta su uso posterior.
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Extraccion de ADN

La extraccion del ADN genomico se realizd siguiendo el protocolo descrito por Cazares-Sanchez
(2010). Para esto se tom6 0.1 g de tejido foliar congelado de cada uno de los materiales antes
mencionados. La cantidad y calidad del ADN se determind mediante espectrofotometria (NanoDrop
ND-1000 V3.7 Thermo Scientific®) y por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en amortiguador
TAE 1X. La separacion electroforética del ADN se llevo a cabo a 95 Volts durante 30 min. El gel se
tifié con la solucién de bromuro de etidio (1 pL de bromuro de etidio [10 mg mI™] por cada 100 mL de
amortiguador), se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta Modelo Gel-Doc 2000, BIO
RAD® y analizé con el programa Quantity One 4.0.3. Para obtener la concentracién de 20 ng uL™ de
ADN de cada una de las muestras se hicieron diluciones de la solucion de ADN inicial con agua

inyectable estéril.

Analisis mediante RAPD y RAMP

La amplificacion de los marcadores RAPD, fue realizada con iniciadores aleatorios decameros de
Operon Technologies (Alameda, CA, USA) los cuales fueron sintetizados en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. De estos iniciadores, cinco pertenecen a la serie A (OPA-05, OPA-10,
OPA-13, OPA-15 y OPA-19), nueve a la serie B (OPB-05, OPB-06, OPB-07, OPB-09, OPB-10, OPB-
11, OPB12, OPB-15, OPB-17 y uno de INI-26. La mezcla de reaccion para la amplificacion estuvo
compuesta por: Amortiguador de reaccién 10 X, 30 mM de MgCls, 2.0 mM uL™ de dNTP, 10 pmol pL’
! de iniciador aleatorio, 5 U uL*ADN polimerasa (Amplificasa®), 20 ng uL™* de ADN genémico y

14.05 pL de agua destilada estéril. En un volumen final de 25 pL por tubo.
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La amplificacion consistié de un ciclo de pre-desnaturalizacion de 1 min a 94 °C; seguido de 38
ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 35 °C y 1 min 30 seg a 72 °C, seguidos de 1 ciclo de extension final
por 2 min 30 seg a 72 °C. Los productos amplificados fueron separados en un gel de agarosa al 1.5 %.
Se emple6 TBE 1X como amortiguador de corrida en una corriente constante de 85 volts. Como
referencia de peso molecular se utilizo un marcador 1 Kb (Invitrogen®, Life Technology, USA). Los
geles fueron tefiidos y documentados de la manera especificada anteriormente. La reproducibilidad de
las amplificaciones fue evaluada al menos tres veces.

Para RAMP se utilizaron los iniciadores decameros ya mencionados + GATA, (microsatélite). La
mezcla de reaccion fue similar a la anterior, excepto que se agregaron 2.0 pL del iniciador
microsatélite (10 pmol pL™) en un volumen final de 25 pL. En RAMP las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: un ciclo de pre-desnaturalizacion de 2 min a 94 °C; seguido de 35
ciclos de 1 mina 94 °C, 2 mina 94 °C, 2 mina 50 °C, 3 mina 72 °Cy un ciclo de extension final de
10 min a 72 °C. Los productos amplificados fueron separados, tefiidos y documentados como se
menciond anteriormente. Las amplificaciones tanto de RAPD como de RAMP fueron realizadas en un
termociclador TECHNE® TC-3000. La reproducibilidad de las amplificaciones fue evaluada al menos
tres veces.

Andlisis estadistico

Las bandas obtenidas en cada gel se enumeraron en orden descendente a partir de la de mayor
nimero de pares de bases. Posteriormente, fueron codificadas mediante el cddigo binario (1 =
presencia, 0 = ausencia). Con estos resultados se conformd una matriz basica de datos (MBD). Para el
analisis de los datos se utilizé el paquete computacional de NTSYS-pc versién 2.2R® (Numerical

Taxonomy and Multivariate Analysis System).
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La matriz de similitud genética se obtuvo mediante el coeficiente de SM [Simple matching
coefficient: m/n (default) o coeficiente de apareamiento simple] Sokal y Sneath, 1963). Los
dendrogramas fueron creados con el programa SAHN (Sequential Aglomerative Hierarchical Nested
Cluster Analysis) de Dunn y Everitt (1982), del sistema de andlisis multivariado y taxonémico
numérico (NTSYS-pc 2.2R). Lo anterior se realizd por medio del método del promedio aritmético no
ponderado por pares entre agrupamientos, tipo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method, Arithmetic
Averages) (Adams et al., 2008).

La robustez del dendrograma se probé mediante el método de remuestreo en las matrices de datos y
de disimilitud con Bootstrapping (¢=0.05), en el modulo “Transformation/Resample” 'y
“Transformation/Summary”. Se realizaron 1000 remuestreos. La confiabilidad de los resultados se
llevd a cabo por medio de una comparacion de matrices con la Prueba de Mantel (1967), entre la matriz
de similitud generada de la matriz basica de datos y de una matriz promedio generada con el

remuestreo. Lo anterior fue realizado en el mdédulo “Graphics/Matrix comp. Plot” de NTSYS-pc 2.2R.

RESULTADOS Y DISCUSION

Variabilidad genética obtenida por marcadores RAPD

En ocho de los 15 iniciadores evaluados se observé mayor polimorfismo (Cuadro 1). Se amplificaron
80 loci de los cuales, 60 (75 %) fueron polimorficos y 20 (25 %) monomérficos entre selecciones.
Fiedler et al. (1998) estudiaron 16 accesiones de aguacate que incluian las tres razas horticolas y una
de P. schiedeana. Los 22 iniciadores evaluados produjeron 133 fragmentos, de los cuales 111 fueron
polimorficos (83 %) y 22 monomorficos (17 %), ademas detectaron marcadores especificos de cada
una de las razas. Fueron revelados cinco fragmentos producidos por cinco primer. Tres fragmentos
fueron especificos para la raza Mexicana, y uno para la raza Guatemalteca y Antillana,

respectivamente.
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Por otro lado Padilla-Ramirez et al. (2002) caracterizaron 12 selecciones de guayabo provenientes de
la region de Zacatecas. Los 12 iniciadores produjeron 107 bandas con 60 % de polimorfismo, de ellos
OPA-10 amplificé 11 fragmentos (45 % de polimorfismo). En nuestro estudio, este iniciador generd 12
bandas y el polimorfismo fue superior (83 %) (Figura 1). OPA-15 en guayabo gener6é ocho bandas y
expreso 75 % de polimorfismo, mientras que en zapote mamey origino cuatro, en donde 75 % fueron
monomorficas. OPA-13 fue el unico que mostrd 100 % de polimorfismo.

Yonemoto et al. (2007) evaluaron 39 cultivares de zapote blanco (Casimiroa edulis). Con 24
iniciadores se generaron 168 bandas, de las cuales 60 % fueron polimorficas. Ademas, cada tipo de flor
(1, 1y HI) fue caracterizado y relacionado con dos bandas RAPD. En el dendrograma construido 37
cultivares fueron agrupados en seis conjuntos, las dos accesiones restantes fueron genéticamente
diferentes.

En la familia Sapotaceae también se han realizado investigaciones. Heaton et al. (1999) analizaron
cuatro poblaciones de chicozapote (Manilkara zapota) para determinar diferencias genéticas entre los
materiales provenientes del pantano y bosque de la peninsula de Yucatan, México. Nueve de 80
iniciadores revelaron diferencias entre poblaciones (28 bandas diferentes). EI dendrograma no mostro
separacion genética de individuos entre las poblaciones. Los autores sefialan que las diferencias
morfolégicas observadas entre ambas poblaciones pueden deberse a que el flujo de genes ha impedido
la acumulacion de diferencias en los marcadores neutrales o se ha ocasionado una respuesta plastica

debido a las condiciones especificas de cada habitat.
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Fontaine et al. (2004) estudiaron la diversidad genética de 179 individuos de Karité (Vitellaria
paradoxa) en la region del sub-Sahara en Africa. Los 16 iniciadores utilizados amplificaron 67 bandas
polimorficas y 15 monomorficas (rango de 1670-280 pb). Este conjunto de loci proporciond buen
muestreo del genoma y evaluacion de la diversidad genética. Con el dendrograma generado se
diferenciaron los grupos de las poblaciones provenientes de la parte este y oeste de la region de estudio.
En la presente investigacion y en los trabajos mencionados la técnica de RAPD fue til para evaluar la
variabilidad genética. Sin embargo, no fue posible separar los materiales por lugar de procedencia,
debido probablemente a la limitada seleccién que han llevado a cabo los productores en las huertas de

estudio.

Andrade-Rodriguez et al. (2008) en Morelos, México estudiaron la diversidad genética de 15
selecciones de zapote mamey. Emplearon 10 iniciadores de la serie B los cuales produjeron 165
fragmentos (82 % de polimorfismo). Con esto determinaron la variacion genética de 66 % de los
arboles estudiados. En los arboles restantes no se obtuvieron fragmentos marcadores que permitieran su
caracterizacion. En nuestra investigacion empleamos cinco iniciadores utilizados por estos autores. En
el caso de OPB-06 el polimorfismo generado fue semejante en ambos estudios (77 %
aproximadamente). El utilizar los mismos iniciadores en otras selecciones de la especie no significa
que generaran el mismo polimorfismo. Esa situacion de acuerdo a lo mencionado por Hidalgo (2003) y
Chévez (2003) se debe a la informacidn genética intrinseca de cada individuo.

Con el dendrograma construido se evidenciaron cinco conjuntos los cuales estuvieron relacionados a
una distancia genética de 0.77 de distancia (Figura 2). ‘Magafia 1’ y ‘Cid 23’ forman el primer grupo,
con rango de distancia genética de 0.77 a 0.74. Cabe indicar que ‘Magafia 1’ es la Unica seleccion

procedente del centro de origen de la especie (Yucatan).
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El segundo grupo estd compuesto por ‘El Risuefio’, ‘Alfonso 15°, ‘Alfonso 10°, ‘El Mexicano’,
‘Alfonso 26°, ‘Pardo 1’ y ‘Nidito de Amor’. En este caso, todos los materiales mencionados pertenecen
al mismo duefio y, por lo tanto se puede pensar que la seleccidn realizada por el productor sea hacia
alguna caracteristica particular (forma de fruto, color de pulpa, sabor).

El tercer grupo esta formado por ‘El Pequefio’ y ‘El Rajon’ con rango de distancia genética de 0.73 a
0.78. El cuarto conjunto lo agrupan ‘Piedra’ y ‘El Regalo’ los cuales presentan distancia genética que
oscila de 0.67 a 0.83. El quinto grupo lo integra ‘Cid 19°, el cual se identific6 como el mas apartado
con distancia genética de 0.67 aproximadamente. Es importante sefialar que esta seleccion se puede
diferenciar perfectamente por la forma y tamafio de fruto. A través del uso de RAPD no fue posible
apartar el material por lugares de origen. Esta situacion ya habia sido reportada por Heaton et al. (1999)
en chicozapote. De acuerdo a lo sefialado por Schierenbeck et al. (1997) lo anterior se debe a la
variabilidad genética que presentan los arboles tropicales en general, debida a la polinizacién cruzada.
En el caso de chicozapote y zapote mamey sus flores son polinizadas por murciélagos y otros insectos

nocturnos (Pennington, 1990).

Variabilidad genética obtenida por marcadores RAMP

La combinacién del microsatélite (GATA), mas cuatro de los iniciadores utilizados gener6 40 loci
con 87 % de polimorfismo (Cuadro 2). La combinacion OPAL13+(GATA,) produjo 92 % de
polimorfismo. OPB07+(GATA), produjo la mayor cantidad de fragmentos monomorficos (22 %). Al
igual que en el presente estudio, Valadez-Moctezuma et al. (2005) compararon el potencial de las
técnicas de RAPD (G-03 y G-10) y RAMP (GATA + G-03 y GATA + G-10), en 10 especies de

leguminosas. Estos autores sefialan que el bandeo obtenido con RAMP proporciond informacion nueva
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en relacion a la variacion que pudieran presentar los genomas que compararon y con mayor
probabilidad que la técnica de RAPD.

En el dendrograma generado las 14 selecciones se distribuyeron en seis grupos a una distancia de
genetica de aproximadamente 0.80 (Figura 4). El primer grupo esta formado de ‘Magafia 1’ y ‘Alfonso
10’ con rango de distancia genética de 0.83 a 0.81. Al igual que con el uso de RAPD la primera
seleccién mencionada se agrup6 con otra. De acuerdo a lo indicado por Fulton et al. (2002) esta
situacion puede deberse a que las especies dentro de una familia estan ligadas por sistema comun de
genes, los cuales pueden ser detectados por medio de hibridacion del ADN. Una aplicacion préactica de
este conocimiento es el disefio de iniciadores degenerados, los cuales se utilizan para identificar un gen
comun entre especies de una misma familia. El segundo grupo lo integran ‘El Pequefio’, ‘El Rajon’,
‘Piedra’, ‘El Mexicano’, ‘Pardo 1°, ‘Alfonso 26°, ‘Nidito de Amor’ y ‘Alfonso 15’con rango de
distancia genética de 0.89 a 0.77. A excepcion de la primera seleccion, el resto pertenece al mismo
propietario y como se indico puede seleccionar hacia algln caracter en particular.

Birnbaum et al. (2003) mencionan que cuando una poblacién se establece con plantas genéticamente
idénticas esta representa un individuo, cuyo éxito en el mejoramiento en toda la poblacion puede
prolongarse por mucho tiempo. Este inconveniente puede reducir draméaticamente el tamafio de la
poblacion que conducira a la rapida pérdida de la diversidad genética (Ryman et al., 1995). Asi, en
términos de diversidad alélica, esto es una muerte por dilucion. Ademas, la presencia de un material
dentro de un conjunto de individuos que si pertenecen al mismo sistema (para nuestro caso, ‘El
Pequetio’) se debe a que los agricultores frecuentemente intercambian semilla de otros productores, asi,
las plantas creciendo en una plantacion no necesariamente son la progenie de los arboles de la misma

huerta (Birnbaum, 2003).
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Los siguientes cuatro conjuntos estan conformados por una seleccion, ‘El Risuefio’, ‘Cid 19°, ‘Cid
23’ y ‘El Regalo’ (rango de distancia genética de 0.68 a 0.54). La distribucion en el patrén de bandeo
generado por ‘El Regalo’ en la combinacion OPBO05 + (GATA), se aprecia significativamente diferente
al resto del material (Figura 5).

Al igual que ‘El Risuefio’ son de las selecciones mas antiguas superando los 200 afios. Por lo
anterior, se podria suponer que los deméas materiales de la region fueran sus descendientes debido a que
la especie tradicionalmente ha sido propagada por semilla y que ademas los productores por costumbre
tienden a hacer intercambio de las mismas.

La prueba de Mantel indica que hubo alta correlacion entre la matriz de similitud sin y con
remuestreo en ambas técnicas. En RAPD fue de r=0.99985, P=1.000 y RAMP de r=0.99989, P=1.000.
Estos resultados indicaron que no existio dispersion de los valores y por lo tanto son estables. Situacién
contraria mostraron Carrara et al. (2004) quienes utilizaron AFLP para determinar la diversidad
genética entre materiales de zapote mamey provenientes de tres regiones ubicadas en el sur de México,
Centroamérica y el Caribe. Las agrupaciones en el dendrograma se dieron de acuerdo al lugar de
colecta del material. Sin embargo, al evaluar la robustez del mismo mediante el método de remuestreo,
éste no confirmd los resultados obtenidos. Lo anterior debido quiza a la alta similitud genética de los
materiales. No obstante, varias situaciones son sefialadas. Por ejemplo, la mayoria de las selecciones
colectadas en Yucatan y Cuba mostraron alto nivel de similitud. Mientras que los materiales en la
region del Pacifico mostraron mayor diferencia entre ellas que las colectadas en el Caribe.

Una de las técnicas mas populares de PCR es la de RAPD. Sin embargo, su reproducibilidad entre
laboratorios se ha cuestionado por diversos factores (Valadez-Moctezuma et al., 2005). No obstante,
los resultados obtenidos en la presente investigacion fueron reproducibles. En referencia a la técnica de

RAMP Valadez-Moctezuma et al. (2005) mencionan que el bandeo amplificado proporciona
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informacidn nueva y con mayor probabilidad que la técnica de RAPD. En otras palabras, este patrén
representa potencialmente cuatro tipos de fragmentos: RAPD-RAPD; microsatélite-microsatélite;
RAPD-microsatélites y microsatélite-RAPD; lo que permite suponer que los perfiles RAMP superan el
potencial de RAPD y MP-PCR.

Resulta necesario llevar a cabo mas estudios relacionados al tema. Para esto seria importante
incrementar el nimero de iniciadores, tener materiales contrastantes en sus caracteristicas (nimero de
semillas, color de pulpa, forma del fruto) asi como emplear otras técnicas con el fin de conocer mas

sobre la diversidad genética de la especie.

CONCLUSIONES
Mediante el uso de ambas técnicas se logré observar y evaluar que existe variabilidad genética
interpoblacional.

No fue posible separar las selecciones por lugar de procedencia.
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados en la técnica de RAPD, cantidad de fragmentos amplificados y

tamario de los fragmentos generados.

Iniciador Fragmentos Fragmentos Fragmentos Polimorfismo  Monomorfismo
amplificados  polimorficos monomorficos (%) (%)
A10 12 10 2 83 17
Al13 9 9 0 100 0
Al5 4 1 4 25 75
B05 11 6 5 54 46
B05 9 7 2 78 22
B06 9 5 4 56 44
B10 10 9 1 90 10
Bl1l 10 7 3 70 30
B12 6 6 0 86 14

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la técnica RAMP, cantidad de fragmentos amplificados y

porcentaje de polimorfismo y monomorfismo.

Iniciador + Fragmentos  Fragmentos Fragmentos Polimorfismo Monomorfismo
(GATA), amplificados  polimérficos monomorficos (%) (%)
OPA10 8 7 1 88 12
OPA13 13 12 1 92 8
OPBO05 10 9 1 90 10
OPBO7 9 7 2 78 22
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Figura 1. Patron de bandeo obtenido con el iniciador al azar OPA10. Carril 1) marcador de peso
molecular 1 Kb de Invitrogen ®. Carril 2) ‘Magaiia 1°, Carril 3) ‘Cid 23’, Carril 4) ‘El Pequeiio’, Carril 5)
‘El Rajon’, Carril 6) ‘Piedra’, Carril 7) ‘El Regalo’, Carril 8) ‘El Risueiio, Carril 9) ‘El Mexicano’, Carril
10) ‘Alfonso 26°, Carril 11) ‘Pardo 1°, Carril 12) ‘Nidito de Amor’, Carril 13) Alfonso 15, Carril

14)’Alfonso 10°, y Carril 3 15)’Cid 19°.
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Figura 2. Analisis de agrupamiento de 14 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota (Jacq.) H.

E. Moore & Stearn) en base a marcadores moleculares RAPD.
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Figura 3. Patrén de bandas obtenidas con el iniciador al azar OPB05+(GATA),. Carril 1) marcador de
peso molecular 1 Kb de invitrogen. Carril 2) ‘Magaiia 1°, 3) ‘Cid 23, 4) ‘El Pequeiio’, 5) ‘El Rajon’, 6)
‘Piedra’, 7) ‘El Regalo’, 8) °El Risueiio, 9) ‘El Mexicano’, 10) ‘Alfonso 26’, 11) ‘Pardo 1°, 12) ‘Nidito de

Amor’, 13) Alfonso 15, 14)’ Alfonso 10°, 15)’Cid 19°, negativo, 1 Kb de invitrogen.
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Figura 4. Analisis de agrupamiento de 14 selecciones de zapote mamey (Pouteria sapota, (Jacq.)

H. E. Moore & Stearn) en base a marcadores moleculares RAMP.
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DISCUSION GENERAL

México es centro importante de domesticacion y de diversidad de numerosos cultivos, algunos de
gran importancia global (Bellon et al., 2009). Entre estos se encuentra el zapote mamey, el cual
procede de las partes mas bajas de América Central y México (Balerdi y Crane, 2009). Se espera que
por ser esta region el centro de origen de la especie exista mayor diversidad.

Durante 2009 se cultivaron 1,524 ha con produccion estimada de 16,306 ton. Las entidades
federativas con mayor superficie y produccién fueron Yucatan (413.55 ha y 8,834 ton), Guerrero (388
ha y 2367 ton) y Chiapas (162 ha y 880.60 ton) (SIAP, 2011). En la Cafiada de Huamuxtitlan, Gro.,
region productora conformada por los municipios de Alpoyeca y Huamuxtitlan para este mismo afio se
cultivaron aproximadamente 173 ha con este frutal.

En el pais existen méas de 30 genotipos seleccionados. De estos pocos son conocidos y la mayoria no
han sido caracterizados en plantaciones a nivel comercial (Villegas-Monter, 2008). Por otra parte
Medina et al. (2006) menciona que para poder cumplir con los objetivos sobre la conservacién de los
recursos fitogenéticos, se requiere ampliar el conocimiento acerca de la diversidad genética y que para
ello es necesaria la caracterizacion adecuada de las poblaciones de acuerdo con su distribucion
geogréfica.

Los materiales evaluados en la presente investigacion a excepcion de ‘Magafia 1’ (de la cual se
cultivan mas de 1,000 ha en Yucatan) no tienen mucha importancia econémica per se a nivel nacional.
Sin embargo, podrian ser utilizadas en programas de mejoramiento debido a las caracteristicas que
presentan. Por ejemplo, fueron detectados en la semilla del fruto cuatro acidos grasos (oleico, estearico,
palmitico y linoleico). Este resultado coincide con lo reportado en el 2003 por Solis-Fuente y Duran de

Bazua.
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La FAOSTAT (2011) reporta que la produccion mundial de aceite en los Gltimos afios ha tendido a la
baja. Para el 2009 la cantidad se estimé en 141 millones de toneladas. Esto representd una disminucion
de 31.50 millones de ton comparado con la produccion de hace 10 afios. En el caso de México, en el
2009 se produjo 1.14 millones de ton. La mayoria de ellos fueron extraidos principalmente de la palma
de aceite, soja, colza y girasol (79.41 %) (FAOSTAT, 2011). Asi mismo, la produccion de semillas
oleaginosas fue insuficiente con so6lo 3,350 ton. Debido a este déficit las empresas aceiteras mexicanas
importan alrededor del 95% de las semillas (Sistema producto oleaginosas, 2011). Por lo anterior es
importante el uso de las semillas de zapote mamey gque como se demostré esta compuesto por cuatro
acidos grasos de importancia. En referencia a este tema, existieron diferencias en las concentraciones
de los acidos grasos registrados. Por ejemplo, el acido oleico es el que predominé (>50 %). ‘El
Pequefio’ y ‘El Mexicano’ presentaron la mayor cantidad. De acuerdo a lo mencionado por Sakurai y
Pokorny (2003) los aceites de cocina generalmente contienen gran proporcion de éste acido (el cual es
mas estable a altas temperaturas). En base a esta situacion, estas dos colectas podrian ser aprovechadas
para este fin.

‘El Regalo’ mostr6 la mayor concentracion en el acido graso linoleico. Este es considerado como
esencial para el cuerpo humano ya que el organismo no lo puede sintetizar y debe ser consumido a
través de los alimentos (Lehninger, 1995). El aderezo utilizado en las ensaladas contiene gran
proporcion de este acido, por lo que esta podria ser una buena manera de ingerirlo. Ademas los dos
acidos ya mencionados en cuestion de salud humana son beneficiosos. De acuerdo con diversos
estudios, ayudan a disminuir el colesterol sanguineo y las lipropoteinas de baja densidad, previniendo

de esta manera diversas enfermedades, entre las cuales destacan las coronarias.
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Finalmente, las margarinas contienen altas cantidades de acido estearico (Sakurai y Pokorny, 2003).
En esta ultima situacion ‘El Nidito de Amor’ podria ser aprovechado para tal fin. No obstante es
considerado que por ser un acido graso saturado tiene efectos negativos en la salud. Sin embargo,
algunos estudios han demostrado que no manifiesta algin efecto deletéreo sobre los lipidos del plasma.
Esto se debe a que su punto de fusion es muy por encima de la temperatura del cuerpo humano, de
manera que es solido a 37 °C y es mas probable de ser eliminado, en lugar de ser absorbido por el
epitelio intestinal. O también puede rapidamente desaturado en acido oleico y de esta manera, su propio
efecto podria suprimirse (Dubois et al., 2007).

Los estudios sobre diversidad inicialmente se basaron en caracteres morfoldgicos y posteriormente en
bioquimicos. En la actualidad estos se han complementado con el empleo de los marcadores
moleculares. Los trabajos pioneros no se desarrollaron en especies perennes y mucho menos en
frutales, sino en especies como jitomate (Lycopersicum esculentum Mill), Maiz (Zea mays L.) y
Arabidopsis thaliana (L.) Henyh (Moore y Durham, 1992).

A través de RAPD se detectd que ‘Alfonso 26° y ‘El Mexicano’ se relacionan genéticamente. Por ser
relativamente joven la primera colecta pudo haber sido obtenida de la segunda mencionada. Sin
embargo, con el uso de marcadores RAMP se observd que ‘El Mexicano’ se agrupd con ‘Piedra’. Lo
anterior sugiere que ambas colectas cuentan con regiones mas conservadas que sélo pudieron ser
detectadas a través del uso del microsatélite empleado.

Las selecciones ‘Alfonso 15°, ‘Alfonso 26°, ‘Pardo 1°, ‘Nidito de Amor’ y el ‘Mexicano’ se
mantuvieron agrupados de acuerdo con los resultados obtenidos con ambas técnicas. Inclusive, en el
analisis morfolédgico y perfil de acidos grasos ‘Alfonso 26’ y ‘Pardo 1’ continuaron en el mismo grupo.

Lo anterior sefiala la gran semejanza que presentan y que ésta no pudo ser separada por ninguna técnica
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empleada. Los datos moleculares y morfologicos para este caso representaron la relacion entre los
materiales.

La seleccion ‘Cid 19” segun los resultados de todos los estudios, nunca formd agrupacion. Esto nos
indica que su base genética es Unica. Para este caso con el estudio morfolégico pudo haber sido
suficiente para establecer las diferencias con el resto de las colectas. Aunque a simple vista, y
basandonos en la forma del fruto, comparte semejanza con ‘Cid 23°. Esta similitud no es extrafia. Lo
anterior debido a que ambas colectas fueron seleccionadas por el mismo productor. Esta situacion
también se presentd en ‘El Regalo’. El cual, en el andlisis morfoldgico y de acidos grasos y en RAMP
se mantuvo separado del resto de las colectas. Para este caso, fue necesario el uso del microsatélite
GATA:. Se esperaria entonces que la mayoria de las colectas fueran descendientes de ‘El Regalo’. Lo
anterior debido a que esta colecta es la mas antigua de la Cafada de Huamuxtitlan y que presentaran
alguna caracteristica similar a este material. Sin embargo, bajo estos estudios no se pudieron detectar.
Si se deseara establecer esa similitud, se tendria que recurrir al uso de otras técnicas como son los
AFLP los cuales son considerados entre los marcadores mas eficientes (Valadez-Moctezuma y Kahl,
2005).

Como se observo cada uno de los materiales cuenta con cualidades especiales. Debido a esto, se
podria implementar un programa de mejoramiento genético con el objeto de aprovechar las

caracteristicas sobresalientes de cada uno de ellos.

CONCLUSIONES GENERALES
‘Alfonso 15°, ‘Alfonso 26°, ‘Pardo 1°, ‘Nidito de Amor’ y el ‘Mexicano’ se mantuvieron agrupados
de acuerdo a los resultados obtenidos en las dos técnicas moleculares empleadas. Inclusive, en el

analisis morfologico y perfil de acidos grasos ‘Alfonso 26’ y ‘Pardo 1’ continuaron en el mismo grupo.
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‘El Regalo’ en el analisis morfologico, en el de los acidos grasos y de RAMP se mantuvo separado de
las demas colectas.

‘Cid 19’ exhibio el comportamiento mas sorprendente debido a que en las tres técnicas empleadas se
separ0 del resto de las colectas.

En la mayoria de los casos, las técnicas moleculares no asociaron las caracteristicas morfologicas y

de 4cidos grasos.
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