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RESUMEN

El mamey (Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore & Stearn) ha sido un importante fuente de alimento
en México y Centroamérica de donde es originario, asi como en otras zonas tropicales del mundo
donde ha sido introducido. A pesar de la importancia que representa este recurso fitogenético no
se han establecidos pardmetros de variabilidad y diversidad genética que permitan llevar a cabo
planes de desarrollo sustentable y explotacion comercial. El objetivo de este trabajo fue
determinar los niveles de variabilidad genética con el uso de marcadores ISTR e ISSR y a nivel
fenotipico mediante caracteristicas cuantitativas y cualitativas del fruto en una poblacién de
mamey cultivada con fines comerciales fuera de la zona de origen (Comala, Colima) para después
comparar a nivel molecular a los individuos analizados con muestras colectadas en una localidad
gue se encuentra dentro de la zona de origen (Mérida, Yucatan). El estudio se llevo a cabo con
treinta de los cien individuos que componen la poblacién de Comala y ocho individuos que forman
parte de un sistema agroforestal en el municipio de Mérida. En primera instancia se realiz6 un
analisis molecular para determinar el nivel de variabilidad y la estructura genética de la poblacién,
donde se encontré que existe un alto nivel de variabilidad genética intrapoblacional y un grado
considerable de diferenciacion en términos de proporciones alélicas entre las muestras
procedentes de Colima y Yucatan, los marcadores ISTR e ISSR demostraron ser utiles en la
segregacion de las muestras en funcion de su lugar de origen, en discrepancia con lo reportando
en la literatura. Se realiz6 una caracterizacion morfolégica y un Analisis de Componentes
Principales con base en las caracteristicas fenotipicas del fruto donde las mas importantes para la
formacion de grupos fueron: longitud del fruto, peso del fruto, grosor longitudinal del mesocarpio,
diametro del fruto, numero de semillas y forma del fruto. Por ultimo se llevé a cabo una
comparacion de la variabilidad detectada a nivel fenotipico y molecular mediante un analisis de
correlacion de matrices, no se encontré que exista una correlacion significativa entra los datos

morfolégicos y moleculares.



|. INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos se definen como el conjunto de genomas de las especies
vegetales con un valor directo o potencial en la alimentacion humana y en la agricultura. Debido a
la importancia que suponen, es necesario conocer y caracterizar su variabilidad y estructura antes
de iniciar programas de uso, manejo o sustentabilidad (FAO, 2013). Dentro de éste concepto se
incluyen razas y variedades nativas, asi como otras variedades desarrolladas por productores y

fitomejoradores (Fraleigh, 2006).

Entre las herramientas mas utilizadas para el estudio de la diversidad y la variabilidad biolégica se
encuentran la caracterizacion fenotipica y molecular. El objetivo del uso de dichas herramientas es
la obtencion de inferencias especificas o poblacionales mediante el analisis de caracteristicas
morfolégicas, agronémicas y bioquimicas, asi como caracteristicas a nivel de acidos nucleicos

respectivamente (Almaraz-Abarca, 2011).

El mamey, Puteria sapota (Jacg.) H.E. Moore & Stearn, es una especie de importancia alimenticia
en México y Centroamérica asi como en otras zonas tropicales del mundo donde ha sido
introducida. La relevancia principal del mamey como recurso alimenticio se da dentro de su zona
de origen y diversificacion, en el sur de México y Centroamérica. Sin embargo, su explotacion y
uso sustentable se han visto limitadas por el uso de un sistema de produccion basado en
pequefias plantaciones familiares y recolecta en sistemas agroforestales (Nava-Cruz y Ricker,

2004).

El estudio de la diversidad y variabilidad genética del mamey es esencial en el desarrollo de
estrategias que permitan en primera instancia conocer la diferenciacion y estructura de éste
recurso, y posteriormente garantizar la conservacion y el uso sustentable de la especie (Azurdia,
2006). La variabilidad genética y fenotipica del mamey ha sido estudiada en poblaciones silvestres
y en cultivares que se encuentran dentro o fuera de la zona de origen. En dichas investigaciones
se han encontrado altos niveles de variacion fenotipica para poblaciones silvestres asi como
cultivadas (Galvan y Nufez, 1994; Azurdia y cols. 1997 y Gazel y cols. 1999). El estudio de la
variabilidad con marcadores de ADN para el mamey ha sido escaso, en los trabajos disponibles el
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nivel de polimorfismo encontrado en el material analizado ha oscilado entre alto y bajo, en funcién

del marcador utilizado y la procedencia de los individuos bajo estudio (Carrara y cols. 2004).

Un aspecto en el que vale la pena hacer énfasis es el hecho de que, contrario a lo esperado, los
niveles de variabilidad fenotipica y molecular reportados para plantaciones introducidas son altos,
lo que sugiere que antes de establecer los cultivares hubo poco trabajo de seleccién (Carrara y

cols. 2004; Bayuelo-Jiménez y cols. 2007 y Gaona-Garcia y cols. 2008).

Al igual que otras sapotaceas, el mamey recibe relativamente poca atencién por parte de los
fruticultores, extensionistas y dependencias gubernamentales. Esto debido a la falta de
informacidon que permita desarrollar variedades resistentes a enfermedades y que sean facilmente
propagadas por métodos asexuales. Esta situacion ha provocado que la exportacion y difusiéon de
ésta especie se vean limitadas (CFF, 2013). Ante esta problematica es aconsejable realizar una
caracterizacion fenotipica y molecular que permita determinar los niveles de variacion reales de
ésta especie, y asi establecer parametros que permitan desarrollar un sistema de produccion que
garantice la satisfaccion de la demanda del mercado local e internacional y la conservacion de

éste recurso fitogenético.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Importancia, uso y conservacion de los recursos fitogenéticos
A nivel mundial existe una interdependencia de los recursos fitogenéticos por parte de las
poblaciones humanas. Esto queda de manifiesto por el hecho de que ningun pais del mundo es
autosuficiente en la produccion de recursos alimenticios basado en el germoplasma de sus
especies nativas, o que ha provocado la introduccion de especies exoticas, llevando asi a la

diversificacion de la agricultura (Rubenstein y cols. 2005).

Sin embargo, la introduccion de especies exdticas en la agricultura ha provocado la invasién por
parte de éstas en comunidades vegetales naturales, donde provocan cambios en la dinamica de
los ecosistemas nativos, modificacion de parametros de competencia, depredacién e hibridaciéon
intraespecifica. Por otra parte y aunado a lo anterior, en los Ultimos 50 afios se ha optado por
reemplazar algunas razas y variedades tradicionales por otras de constitucién genética mas
uniforme, lo que provoca a mediano y largo plazo una disminucion importante de los recursos
fitogenéticos disponibles inicialmente (Fraleigh, 2006). Ante ésta problematica se ha optado por
desarrollar estrategias que permitan conservar dichos recursos in situ o ex situ con la finalidad de

promover su uso sustentable (Martin-Martinez, 2005).

El mejoramiento genético vegetal es quizd la actividad principal por la cual los recursos
fitogenéticos adquieren un valor incalculable desde distintos puntos de vista. El objetivo de dicha
actividad consiste en proporcionar con base en el germoplasma inicial, el desarrollo de nuevas
variedades o formas que presenten caracteristicas atractivas a un fin particular como puede ser:
aumento en el rendimiento neto, resistencia a plagas o enfermedades, tolerancia al estrés hidrico,
disminucion de compuestos toxicos como compuestos fendlicos y alcaloides en la planta, etc.

(Poehlman y Allen-Sleper, 2005).

Antes de realizar cualquier trabajo de mejoramiento genético, manejo agronémico o programa de
sustentabilidad, es indispensable conocer ciertos pardmetros fenolbgicos, reproductivos y
genéticos de la especie a tratar. Entre las caracteristicas més importantes a observar se
encuentra la variabilidad, diversidad y estructura genética. Su importancia radica en que el
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conocimiento de dichos atributos permitira entender y utilizar sus pardmetros hereditarios en

programas de mejoramiento y conservacion.

Debido a la importancia de los recursos fitogenéticos para la estabilidad y supervivencia de las
poblaciones humanas, su estudio, conservacién, asi como su manejo y uso sustentable
representan actividades fundamentales para el desarrollo agricola asi como para garantizar la

seguridad alimentaria (Martin-Martinez, 2005).

2.2 Especies frutales como recursos fitogenéticos

Las especies frutales en las zonas tropicales y templadas del mundo han jugado un papel
fundamental en el desarrollo de las sociedades incluso antes de la civilizacion. A pesar de que la
domesticacion y el mejoramiento genético de frutales son actividades practicadas desde hace
mucho tiempo, existen muchas especies en la actualidad que no han sido debidamente
manejadas y utilizadas, por lo que el consumo de sus frutos queda solamente relegado al nivel
local mediante el establecimiento de sistemas agroforestales o colecta de las poblaciones

silvestres (Zagaja, 1988).

El conocimiento de la diversidad y la variabilidad intraespecifica es la base para la conservacion y
uso de los recursos fitogenéticos en frutales. Sin embargo se ha hecho un esfuerzo mucho menor
en la descripcién y conocimiento sistemético de la diversidad y variabilidad genética de muchos

frutales en comparacioén con los cultivos basicos (Lamb, 1974).

En México las 64 especies frutales que ocupan los primeros lugares en cuanto a produccion
representan el 10% de la superficie cultivada y el 14% de las divisas del sector agropecuario
(Segura-Ledesma y cols. 2009). Segun Borys y Leszczyfiska (2001), el numero total de frutales
producido en México es de 621 especies, considerando especies nativas y exoticas. Los frutales
nativos representan menos del 5% de las especies de interés comercial, hecho que deja de

manifiesto la preferencia del mercado por los frutos de especies exoticas.

Con respecto a la conservacion de los recursos fitogenéticos en frutales se tiene muy poca

informacion disponible. Esto debido a que las colecciones de germoplasma de muchas especies



tropicales se encuentran incompletas o representan solamente muestras sesgadas de las

poblaciones nativas (Zagaja, 1988).

La valorizacién de los recursos fitogenéticos frutales no es tarea facil. Ademas de la investigacion
genética, se requiere llevar a cabo estudios de mercado y de caso, inventarios de especies
cultivadas, asi como analisis sobre la situacion socioecondémica de los productores de dichas
especies, con la finalidad de desarrollar estrategias de uso, explotacion y conservacién (Segura-

Ledesma y cols. 2009).

2.3 El Mamey como recurso fitogenético subutilizado

En la familia Sapotaceae hay especies que producen frutos que son consumidos por las
comunidades humanas. Este es el caso de los géneros Pouteria y Chrysophyllum, cuya
produccion se ha restringido a las zonas de origen. Esto ha provocado que las instituciones
gubernamentales y de investigacion no presten atencion al aprovechamiento y desarrollo de este

recurso (Azurdia, 2006).

El mamey es una especie nativa del sureste de México cuya distribucién se extiende hasta
Nicaragua en América Central. El arbol de mamey produce frutos comestibles, aunque la madera,
el latex del tallo y las semillas son también son de potencial aprovechamiento. Al igual que otras
especies del género es poco aprovechado, a pesar de que se trata de un cultivo rentable y con

gran potencial industrial (Nava-Cruz y Ricker, 2004).

En las ultimas décadas el aumento en la produccion neta y en la superficie cultivada de mamey ha
sido considerable (Azurdia y Ortiz, 2003; SIAP-SAGARPA, 2013). Las principales zonas de
produccion se encuentran en los paises que conforman el centro de origen y diversidad. México
Guatemala y Honduras ocupan los primeros lugares de produccion, sin embargo existen

plantaciones comerciales en Cuba, Estados Unidos, Brasil y Filipinas (CFF, 2004).

En México el mamey se produce en 15 estados bajo la modalidad de riego y temporal, su cultivo
tiene un area aproximada de 1612 hectareas. Los estados con mayor rendimiento y superficie

cultivada son: Yucatan, Chiapas, Guerrero, Tabasco y Michoacan. En la ultima década en México



el numero de hectareas de cultivo y la produccion neta de fruto han tenido un aumento del 67% y

42% respectivamente (Fig. 1) (Arcos-Lopez, 2011 y SIAP-SAGARPA, 2013 b).
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Figura 1. Gréafico que muestra el aumento en México de la superficie cultivada y la produccién de mamey en

los udltimos 10 afios (SIAP-SAGARPA, 2013)

A pesar del aumento del cultivo de mamey, la base de la produccién sigue siendo por colecta de
extraccion. Los frutos que se recolectan de las zonas limitrofes con las poblaciones humanas y las
plantas productoras no reciben ningln tipo de manejo agricola (Nava-Cruz y Ricker, 2004).
Existen otros sistemas de produccion como los huertos de traspatio y sistemas agroforestales,
donde las plantas de mamey se encuentran asociadas a otros cultivares como mango, café,

citricos y otras especies de sapotaceas (Azurdia, 2006).

Dadas las caracteristicas de cultivo de mamey, asi como algunas otras propiedades intrinsecas a
su produccion, la asociaciéon Crops for the Future (CFF) anteriormente denominada Centro
Internacional de Cultivos Subutilizados (ICUC por sus siglas en inglés) ha clasificado a ésta
especie como un cultivo subutilizado, por varias razones, entre las que se encuentran: gran

cantidad de variacion genética intraespecifica; uso y procesamiento de la especie a nivel local;



cultivo que recibe poca atencion por parte de instituciones de investigacién, productores,
extensionistas y de organismos encargados de toma de decisiones asi como desconocimiento o

poco aprecio por las caracteristicas medicinales, culinarios u organolépticas (CFF, 2013).

El cultivo de mamey presenta dificultades en el manejo postcosecha: como problemas de
almacenamiento, susceptibilidad a plagas y enfermedades y duracion de vida de anaquel. La
causa de ésta problemética es quiza la falta de manejo agronémico y desarrollo de variedades
resistentes a enfermedades y uniformes en el tratamiento postcosecha (Gémez-Jaimes, y cols.

2012).

La importancia del conocimiento de la diversidad y variabilidad genética y fenotipica del mamey
radica en que es la base para la conservacion, utilizacion, blisqueda de alternativas para la
diversificacion agricola asi como para prevenir y contrarrestar la degradacion del recurso genético

en la zona de origen y diversidad.

2.4 Variabilidad genética y fenotipica

En la actualidad los caracteres fenotipicos y moleculares son herramientas ampliamente
utilizadas para resolver problematica de indole filogenética, poblacional o ecolégica (Renteria-

Alcantara, 2007).
2.4.1 Variabilidad a nivel morfologico

Dentro de los caracteres fenotipicos, los morfolégicos son los mas ampliamente utilizados.
Estos caracteres incluyen caracteristicas discretas que presentan pocas categorias de morfologia
externa o morfométricas que emplean variables continuas a nivel anatomico interno y externo

(Morrone, 2013).

Entre las ventajas que representa el uso de marcadores morfoldégicos en el estudio de la
variabilidad intraespecifica se encuentran la facilidad de medicién de los caracteres, su obtencién

y analisis resulta relativamente econémico y son aplicables a practicamente todos los organismos



(Renteria-Alcantara, 2007). Sin embargo al abordar el estudio de la variabilidad y la diversidad
genética, los marcadores morfolégicos presentan una serie de desventajas: 1) su expresion esta
influenciada por las condiciones ambientales, 2) se necesita por lo general un tiempo de espera
prolongado para ser observados y 3) frecuentemente se seleccionan con criterios subjetivos

(Hillis, 1987; Azofeifa-Delgado, 2006 y Renteria Alcantara, 2007).

2.4.2 Variabilidad a nivel molecular

La comprensién de los fendmenos genéticos moleculares en plantas es indispensable para
la conservacion, manejo y eficiente utilizacion de los recursos fitogenéticos (Mondini y cols. 2009).
El conocimiento de fendmenos poblacionales en plantas silvestres y cultivadas se ha

incrementado con la aplicacion de técnicas moleculares (Excoffier y cols. 1992).

En contraste con los atributos morfolégicos, el uso de caracteristicas moleculares para el estudio
de la variabilidad genética tiene una serie de ventajas: son marcadores fenotipicamente neutros,
por lo general presentan mayor cantidad de polimorfismo, pueden ser evaluados durante cualquier
estadio del desarrollo de la planta, y se encuentran libres de efectos epistaticos (Valdez-

Moctezuma y Kahl, 2000; Weising y cols. 2005).

Un marcador molecular ideal debe cumplir con ciertas caracteristicas para garantizar una
conclusion sélida para la probleméatica estudiada: debe ser moderado o altamente polimérfico, con
herencia codominante (capaz de distinguir entre homocigotos y heterocigotos), presencia
frecuente a lo largo del genoma, ausencia de efectos pleitrépicos, experimentalmente sencillo,

economico y con una alta reproducibilidad (Weising y cols. 2005 y Segman y cols. 2006).

Pese a que el uso de los marcadores moleculares representa la mejor alternativa para abordar el
estudio de la dinAmica poblacional, el analisis conjunto de la variacion morfolégica y molecular
provee un marco de comparacion mas amplio que permitira el establecimiento de inferencias mas

precisas de los patrones de variabilidad intra e interpoblacionales (Hillis, 1989).



2.5 Marcadores ISTR

Los elementos transposables (TEs) representan una porcion considerable de las
secuencias interespecificas repetitivas de los genomas de mucho organismos eucariotas
(Kalendar y cols. 2011). Por la forma en la que se insertan en el genoma, los TEs se dividen en
dos clases: los transposones Clase | que son secuencias que se movilizan a través del genoma
utilizando un intermediario de ARN, el cual es sintetizado via una ARN polimerasa, de tal forma
gue la secuencia original conserva su lugar original en el genoma (Havecker, y cols. 2004;
Kalendar y cols. 2011). Los elementos Clase | se dividen a su vez en retrotransposones de
terminales largas (LINES) y en retrotransposones espaciados cortos y largos (SINES). Los LINES
se encuentran entre los elementos mas abundantes en los genomas vegetales (Pearce y
cols.1996). Los transposones Clase Il por su parte se movilizan por el genoma mediante un
mecanismo corte-pegado, por lo que la secuencia encuentra una nueva posicion en el genoma

(Wessler, 2006).

Se han desarrollado diferentes técnicas de marcaje de ADN basadas en los elementos
transponibles. Entre ésta serie de técnicas se encuentran los ISTR (Inverse Sequence Tagged
Repeat). Los ISTR son marcadores dominantes (no se discriminan entre homocigotos y
heterocigotos), son detectables via sintesis in vitro por PCR vy utilizan la propiedad de los
elementos repetidos en las regiones terminales de los retrotransposones (LTR) de los cuales se
generaron. Los elementos LTR son considerados una herramienta valiosa en el estudio de la

diversidad genética, evolucion del genoma, mutacion y expresion génica (Lightbourn y cols. 2007).

Tedricamente la técnica de ISTR se basa en la deteccion de polimorfismo asociado a la insercion
de retrotransposones en el genoma, lo que crea nuevas conexiones entre el ADN gendmico y las
secuencias altamente especificas que se encuentran en los extremos del elemento transponible

(Fig. 2) (Rhode, 1996; Torres-Moran, 2009 y 2011).
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Figura 2. Esquema de transposicion de los retrotransposones en una célula. IN, Integrasa; RT, Retrotranscriptasa; PR,
Proteasa; VLP, virus-like particula, Triangulos blancos indican la posicién de los LTRs (Tomado de Havecker y cols. 2004)

Los ISTR presentan una serie de ventajas técnicas con respecto a otras técnicas moleculares, por
ejemplo: uso de iniciadores universales, visualizacion del patron de bandeo sin necesidad de
radioactividad, amplificacion de un gran namero de loci (entre 5 y 100), deteccién de niveles
considerables de polimorfismo, reproducibilidad alta, no es necesario ADN de alta calidad ni en
grandes cantidades para llevar a cabo la amplificacién por PCR y son aplicables a un amplio

rango de organismos (Lightbourn y cols. 2007).

Los ISTR han sido probados con distintas especies frutales como vid (Sensi y cols. 1996),
manzana (Tignon y cols. 2001), pera (Shi y cols. 2002), coco (Alonso-Esquivel y cols. 2008) y

aguacate (Rodriguez-Medina y cols. 2009).
2.6 Marcadores ISSR

Los ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) o intermicrosatélites son marcadores
moleculares que permiten identificar polimorfismo en las secuencias que se encuentran entre

microsatélites (Gonzalez y Aguirre, 2007).
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Las regiones amplificadas entre los microsatélites tienden a ser secuencias altamente variables
entre un individuo y otro, esto se debe a que las tasas de mutacion por adiciébn o delecion de
nucledtidos durante la replicacion suelen ser muy altas en los microsatélites, lo que hace que la
probabilidad de encontrar alelos polimorficos sea muy alta, por esta razén resultan de gran utilidad

en el estudio de la variabilidad genética (Pradeep-Redy y cols. 2002).

Los intermicrosatélites son marcadores dominantes, que se obtienen por amplificacion in vitro via
PCR mediante oligonucleétidos que consisten en un motivo repetido de di o tri nucledtidos
complementarios a la secuencia del microsatélite, a veces es posible agregar una secuencia de
dos nucledtidos arbitrarios que serviran de anclas para asegurar una amplificacion en sentido 5’ o

3’ del microsatélite segun sea el caso (Zietkiewicz y cols. 1994).

5 ¥
| GTOTOTOTOTATGTOTGTGTO |
4———ACACACACACACACACACNNN
_
NNNCACACACACACACACA ———
| GTOTGTOTGTOTGTGTGTGTO ]
¥ + -

Microsatélite

Figura 3. Amplificacion de un segmento intermedio entre dos secuencias de microsatélite (rectangulo negro) con un
oligonucledétido (CA;) anclado en el extremo 5’ (Tomado de Gonzalez y Aguirre, 2007).

La principal ventaja para la utilizacibn de ésta técnica, es la deteccién de altos niveles de
polimorfismo. Sin embargo, existen otras que favorecen su empleo: alta reproducibilidad por
elevadas temperaturas de alineamiento de los oligonucleétidos, no se requieren grandes
concentraciones de ADN, no es necesario tener conocimiento previo del genoma para el disefio
de los oligonucledtidos, los fragmentos amplificados se pueden visualizar en geles de agarosa o
poliacrilamida, no es necesario el uso de radioactividad, son econémicos, experimentalmente

sencillos y de montaje rapido (Gonzéalez y Aguirre, 2007).

El nivel de polimorfismo que detectan los intermicrosatélites resulta Util para la resolucién de
muchos problemas biolégicos en especial para la distincion intraespecifica, por ejemplo individuos

pertenecientes a variedades distintas (Wolfe, 2000). En frutales los ISSR han sido utilizados en
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una gran cantidad de cultivos, entre los que destacan citricos (Fang y cols. 1997), papayo (Saxena

y cols. 2005) y palma datilera (Hamza y cols. 2013).

2.7 Antecedentes del estudio de la variabilidad genética de mamey

Aunque existe un acervo importante de informacidn con respecto a diferentes
caracteristicas del cultivo de mamey como: produccién (Pohlan y cols. 2000; Nava-Cruz y Ricker,
2004 y Arcos-Lopez, 2011) y manejo postcosecha (Diaz-Pérez y cols. 2000, 2001 y GOmez-
Jaimes, 2012), los trabajos de variabilidad genética (molecular) y fenotipica (morfoagronémica y

bioguimica), han sido relativamente escasos (Bayuelo-Jiménez y cols. 2007).

2.7.1 Variabilidad isoenzimética

Se han llevado a cabo algunos trabajos utilizando marcadores bioquimicos (enzimas) para
conocer aspectos de la diversidad y variabilidad genética de muestras de mamey bajo condiciones
de cultivo en Guatemala. En éstos se reporta que cada individuo puede ser identificado por la
obtencion de zimogramas procedentes de la combinacién de enzimas polimoérficas. Ademas existe
un amplio rango de variacion entre los individuos estudiados, lo que segun los autores, confirma
gue en esta zona la especie no ha sido sometida a un proceso de domesticacion (Azurdia y cols.

1999 y Azurdia 2006).

Azurdia en 1997, llevé a cabo otro estudio con enzimas para materiales provenientes de cultivares
y de poblaciones silvestres. En esta investigacion se pudo observar que no existe una separacion
clara entre las plantas silvestres y cultivadas. Se concluyé que dichos resultados se debieron a
gue los individuos cultivados fueron obtenidos a partir de genotipos silvestres, provienen de

sistemas agroforestales, o son remanentes de la vegetacién original.

2.7.2 Variabilidad a nivel morfolégico

La variabilidad morfolégica, especialmente a nivel de fruto, ha sido ampliamente estudiada.
Los trabajos realizados al respecto abarcan poblaciones silvestres y cultivares dentro y fuera de la

zona de origen.
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Gazel-Filho y cols. (1999) estudiaron la variacion presente en las plantas de mamey depositadas
en la coleccion del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) de Costa
Rica. Se caracterizaron 63 plantas provenientes de poblaciones silvestres desde México hasta
Nicaragua con base en caracteres morfolégicos, agrondémicos y de calidad (variables
fisicoquimicas) mediante el uso del Andlisis Canonico Discriminante (ACD) para buscar
diferenciacion entre grupos. EI ACD mostr6 la formacion de seis grupos, donde las tres primeras
funciones canonicas explican el 80% de la variacion acumulada. Las variables mas significativas
para la formaciéon de grupos fueron caracteristicas cuantitativas del fruto y las caracteristicas

fisicoquimicas.

Espinoza y cols. (2005) realizaron una caracterizacion morfolégica de fruto para arboles que
crecen en el este de Guerrero. Se midieron seis caracteristicas con la finalidad de identificar
genotipos promisorios para seleccion. Se encontr6 que los caracteres que presentan una mayor
variabilidad son: aspecto externo del fruto: (textura de la céscara) y proporcion del fruto

(porcentaje de cascara, pulpa y semilla con respecto al total).

Bayuelo-Jiménez y cols. (2007) realizaron una caracterizacion para los arboles pertenecientes a
diferentes cultivares del estado de Michoacén. Se evaluaron 23 caracteristicas del arbol, del fruto
y fisicoquimicas. Las muestras fueron evaluadas mediante un ACD para identificar diferencias
morfoldgicas entre los grupos formados a priori (poblaciones de origen de cada material). El ACD
reveld la formacion de siete grupos, y los caracteres que mas contribuyeron a las funciones

canonicas fueron las caracteristicas del fruto y las fisicoquimicas.

Gaona-Garcia y cols. (2008) estudiaron la variabilidad existente en distintas plantaciones mamey
en el estado de Morelos. Consideraron siete caracteristicas morfolégicas y quimicas del fruto con
el objetivo de identificar genotipos promisorios para posteriores programas de seleccién. Se
realiz6 un analisis de conglomerados con indice de Distancia Taxonémica Media donde se
identifico la formacion de siete grupos, tres de los cuales presentaron potencial horticola (frutos
pequefios 0 medianos, alargados y con una sola semilla). En adicién al analisis de conglomerados

se realizé un Analisis de Componentes Principales (ACP), donde se observo que los tres primeros
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componentes explicaron el 70% de la variacidn total. Las caracteristicas que mas contribuyeron en

la formacién de los tres componentes principales fueron: longitud, ancho y masa del fruto.

Elias-Nascimiento y cols. (2008) estudiaron la variabilidad morfolégica y quimica de una poblacion
en Sao Paulo, Brasil, con la finalidad de elegir genotipos aptos para la seleccién. Evaluaron cuatro
caracteristicas morfolégicas y cinco fisicoquimicas. Mediante el analisis de conglomerados (para
las caracteristicas morfologicas y para las fisicoquimicas) se lleg6 a la conclusion de que las los
atributos que mas contribuyen a la formacién de grupos son grosor de la pulpa y el contenido de

acido ascorbico.

Arellano-Duran (2012) realizé una caracterizacién morfoldgica de accesiones provenientes de los
estados de Puebla, Veracruz y Yucatan. Fueron tomadas en cuenta 35 caracteristicas
cuantitativas del arbol, hoja, fruto y semilla asi como 8 caracteres cualitativos de semilla, fruto y
arbol. Se llevé a cabo un ACP en el que los cuatro primeros componentes explicaron el 81 % de
la variacion total. Se observé que la mayoria de las variables involucradas en los 4 componentes

correspondian a valores del fruto (peso y grosor de la pulpa), la semilla y el tallo.

Ibarra-Estrada (2012) estudié 23 variables quimicas y morfol6gicas del fruto y la semilla para 13
selecciones de mamey provenientes de Guerrero, Veracruz y Yucatan, realizé un ACP y los cuatro
primeros componentes explicaron el 76% de la variacién total; las variables que mas aportaron
para la formacién de dichos componentes fueron: longitud del fruto, peso de la semilla, longitud de
la semilla, nimero de semillas y grosor del epicarpio, grosor del fruto, contenido de acido linoleico

y estearico.

2.7.3 Variabilidad a nivel molecular

El estudio de la variabilidad genética del mamey utilizando marcadores moleculares es
relativamente reciente. En los Ultimos 10 afios se han llevado a cabo Unicamente tres trabajos de

variacion molecular.

Carrara y cols. (2004) estudiaron la variacion molecular de dos colecciones de germoplasma del

Fairchild Tropical Botanical Garden (FTBG) y del Tropical Research and Education Center (TREC)
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en Florida, EUA mediante el uso de AFLPs (Polimorfismo en la longitud de los fragmentos
amplificados, por sus siglas en inglés). El total de las accesiones se dividié en tres grupos por el
origen del material: Cuba, Costa del Pacifico en Centroamérica y Peninsula de Yucatan. El
andlisis de agrupamiento mostré que las muestras de Cuba y la Peninsula de Yucatan
presentaron alto grado de similitud y las muestras de Cuba fueron poco similares a las de la costa
del Pacifico. A pesar de que no se encuentra bien representada la zona de origen en las colectas
de este trabajo, la variabilidad genética fue alta, lo que sugiere que para tener una coleccién

representativa de la variabilidad genética total es necesario llevar a cabo una colecta extensiva.

Arellano-Duran (2012) evalué la capacidad de discriminacién del marcador AFLP entre plantas de
la zona de origen y plantas provenientes de los estados de Puebla, Veracruz, Yucatan y Guerrero.
Se encontré que entre las muestras analizadas existe un bajo nimero de bandas polimérficas. Sin
embargo, al analizar poblaciones cultivadas dentro y fuera de la zona de origen, no existe

diferenciacion plena con respecto a su ubicacion geografica.

Ibarra-Estrada (2012) evalué la variabilidad genética que existe entre 14 selecciones de mamey
provenientes de los estados de Yucatan y Guerrero. Utiliz6 marcadores RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA, de sus siglas en inglés) y RAMP (Randomly
Amplified Microsatellite Polymorphism de sus siglas en inglés). Mediante la técnica RAPD
amplificaron 80 loci con un nivel de polimorfismo de 75%, mientras que con RAMP fueron
amplificados 40 loci, 87% de los cuales resultaron polimérficos. Se realiz6 un analisis de
agrupamiento con los datos obtenidos para cada una de las técnicas, con la formacion
consecuente de cinco y seis grupos respectivamente. Con ninguno de los dos marcadores se

pudo distinguir, mediante la formacién de grupos, la procedencia de las selecciones.
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ll. JUSTIFICACION

El entender el papel de los recursos fitogenéticos en el desarrollo de la sociedad humana y
ser conscientes de la importancia de su preservacion, no es suficiente para generar la materia
prima necesaria para cubrir las necesidades basicas de consumo. Para hacer eficiente el uso de
€stos recursos es necesario en primera instancia otorgarles un valor econémico y sociocultural
real asi como describir los beneficios asociados a su uso, esto justifica el estudio de su diversidad

genética (Rubenstein y cols. 2005).

En los paises que conforman la zona de origen y diversidad del mamey, el cultivo de esta especie
se ha convertido en una actividad que ha adquirido importancia en los Gltimos afios. Sin embargo,
por la falta de conocimiento sobre su seleccion y manejo agronémico la especie ha sido

clasificada como un recurso subutilizado.

La importancia de este trabajo reside en evaluar la variabilidad genética del amey con datos
moleculares que permitirdn caracterizar adecuadamente este recurso. La caracterizacion
morfolégica del fruto por su parte, contribuirda a observar si esta poblaciébn presenta una

correlacion entre sus niveles de variacion genética y variacion fenotipica.

3.1 Hipotesis

En la poblacién del estado de Colima al igual que en otras zonas tropicales de México,

donde el mamey ha sido introducido, existen altos niveles de variacion genética y fenotipica.

El andlisis de estructura genética de la poblacién analizada sera un indicador de la variabilidad
presente en la poblacion. Ademas de mostrar une separacion de individuos en funcion de los

factores genéticos que componen su estructura.

3.2 Objetivo General

Detectar los niveles de variacion genética mediante los marcadores ISTR e ISSR y la
variacion fenotipica del fruto mediante una Analisis de Componentes Principales de una poblacion

de mamey en Comala, Colima.
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3.3 Objetivos Particulares

Evaluar la capacidad de los marcadores moleculares para establecer relaciones entre los
individuos colectados en Colima y en Yucatan.

Determinar la estructura genética de la poblacion de mamey ubicada en el Municipio de
Comala, Colima con base en los datos obtenidos de los marcadores ISTR e ISSR y
compararla con los individuos de Mérida, Yucatan.

Analizar la posible correlacion entre la variacion morfolégica y molecular a nivel

intrapoblacional.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material Vegetal

Se colectd el material vegetal de mamey en una localidad del municipio de Comala,
Colima. Los individuos que conforman la poblacibn de Comala fueron establecidos de semillas

hace 114 afos procedentes de arboles silvestres del municipio de Mérida, Yucatan.

De los 30 individuos colectados en la poblacién, 15 consistieron en arboles sexualmente maduros
usados para fines practicos y los 15 restantes eran arboles jovenes, sexualmente inmaduros,
denominados plantulas. Para llevar a cabo la colecta de los ejemplares adultos se seleccionaron
individuos que tuvieran una separacion espacial de al menos 50 metros. El material colectado fue
colocado en bolsas plasticas, etiquetado y conservado a una temperatura de -20°C en el
Laboratorio de Marcadores Moleculares del Instituto de Manejo de Recursos Fitogenéticos
(IMAREFI) del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de

Guadalajara.

Para la caracterizacion morfolégica de fruto, fueron consideradas las 15 plantas adultas de la
localidad de Colima. Fueron registrados los parametros de 6 variables cuantitativas y 1 cualitativa
de 50 frutos maduros de cada uno de los arboles seleccionados. Los pardmetros morfoldgicos
fueron seleccionados con base a la capacidad de separacién de grupos o a la variabilidad
intrapoblacional reportada en la literatura (Gazel-Filho y cols. 1999, Espinoza y cols. 2005,

Bayuelo-Jiménez y cols. 2007, Gaona-Garcia y cols. 2008, y Arellano-Duran 2012).

Adicionalmente a la poblacion de Comala fueron seleccionados 8 individuos de una plantacion de
traspatio del municipio de Mérida, Yucatan con la finalidad de inferir asociacion genética entre las

arboles de Colima y Yucatan.
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4.2 Variabilidad Genética

4.2.1 Extraccion del ADN genémico

El material vegetal para la obtencion del ADN, consistio6 en 300 mg de tejido foliar. Se
extrajo ADN de 30 muestras foliares mediante el uso del protocolo reportado por Keb-Llanes y
cols (2002), que usa el detergente CTAB (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio) como elemento
regulador en la extraccion y lisis; ademas prescinde de solventes orgénicos para la purificacion del

ADN.

El ADN de cada una de las muestras se cuantific6 y se evalué su calidad mediante
espectrofotometria. La integridad de cada muestra de ADN se estim6 mediante electroforesis en
geles de agarosa 1% Yy tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Con base en la cuantificacién
espectrofotométrica de ADN, se prepararon diluciones de trabajo a concentraciones de 100 y 25

ng/uL (Sambrook y Russell, 2001).

4.2.2 Amplificacion de marcadores ISTR

La amplificacion de los fragmentos a analizar se realiz6 mediante la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR). Se sigui6 el protocolo reportado por Osorio y cols. (2006) para ISTR en
un volumen final de mezcla de reaccion de 20 L. Se utilizaron 25 ng de ADN, amortiguador para
PCR 1 X [pH 7.2 Tris-HCI], 3 mM de MgCl ,, 0.03 yM de cada iniciador, 0.25 mM de dNTPs y 1U
Taq Polimerasa. Las condiciones de amplificaciéon fueron las siguientes: Un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 95°C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C
por 3 s; alineacion a 45°C por 1 min y extension a 72°C durante 2 min, por Ultimo una extension
final a 72°C durante 10 min. Una vez finalizada la reaccion, las muestras fueron almacenadas a

4°C.

Para cada una de las muestras fueron utilizadas dos combinaciones de oligonucleétidos: F1/B31y
F91/B1, donde la letra F indica el iniciador sentido y B el iniciador antisentido. La secuencia de

cada uno de los iniciadores ISTR esta indicada en el cuadro 1.
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Los productos de la PCR fueron resueltos mediante electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida desnaturalizante al 6% a 200 volts durante 5 h. Los geles fueron tefiidos con sales
de plata segun el protocolo reportado por Sanguinetti y cols. (1994). Se utilizé un sistema de

fotodocumentacién Kodak ® 100 para la visualizacion y captura de los geles.

Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores utilizados en este trabajo para la amplificacién de los marcadores ISTR.

Oligonucledtido Secuencia 5’- 3’

F1 GCA CTC CACCAAGAATACC
B31 ATT CCC ATC TGC ACC AAT
Fo1 ATA TGG ACT TAA GCA AGC CA
Bl ATC AGG AAG GTC TGT AAA GC

4.2.3 Amplificacion de marcadores ISSR

Al igual que los marcadores ISTR, los fragmentos obtenidos para el marcador ISSR fueron
amplificados mediante PCR. La reaccion fue llevada a cabo segun el protocolo reportado por Sica
y cols. (2005) en un volumen final de 20 uL. Se utilizaron 25 ng de ADN, amortiguador para PCR 1
X [pH 7.2 Tris-HCI], 2.5 mM de MgCl;, 0.8 uM del oligonucleétido, 0.25 mM de dNTPs y Taq
Polimerasa 0.5 U. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un ciclo inicial de
desnaturalizacién a 95 °C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién de 95 °C
durante 45 seg; alineamiento de los iniciadores a 52 °C durante 45 seg y una extension a 72°C
durante 1 min con 30 seg, finalmente una elongacion final a 72 °C durante 10 min. Los productos
obtenidos fueron almacenados a 4 °C. Para la amplificacion de cada una de las muestras se
utilizaron 3 oligonucledtidos: 899, 901 y 902. La secuencia de cada uno de los oligonucledtidos

estd indicada en el cuadro 2.

Los fragmentos amplificados fueron resueltos por electroforesis en geles de agarosa de alta
resolucion 1.5% a 100 volts durante 1 hora con 30 minutos. Después de la electroforesis los geles
fueron teflidos con bromuro de etidio (Sambrook y Russell, 2001). El patron de bandeo de los

geles fue visualizado y capturado usando el sistema de fotodocumentacion Kodak ® 100.
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Cuadro 2. Secuencia de los iniciadores utilizados en este trabajo para la amplificacién de los marcadores ISSR

899 CAC ACA CAC ACA-RG
901 GTG TGT GTG TGT-YR
902 GTG TGT GTG TGT-AY

4.2.4 Andlisis de datos moleculares

Con base en el patron de bandeo obtenido para cada uno de los iniciadores de los dos
marcadores utilizados se construyé una matriz binaria de presencia/ausencia conjunta. Los datos
de dichas matrices sirvieron de base para los andlisis posteriores. Se calculé el porcentaje de
bandas polimoérficas detectado por cada uno de los iniciadores bajo el criterio de considerar como

monomorficas aquellas bandas presentes en mas del 95 % de los individuos.

A continuacion se calculo el indice de similitud de Jaccard entre las muestras. El coeficiente fue
seleccionado por ser uno de los mas adecuados para la estimacion de similitudes genéticas
obtenidas a partir de marcadores dominantes (Lowe y cols. 2004). Ademas se realizé un analisis
de agrupamiento mediante el método UPGMA (Media aritmética sin ponderacion, por sus siglas
en inglés). El célculo del coeficiente de similitud asi como el analisis de agrupamiento se hicieron
con el programa NTSyS version 2.11 (Rohlf, 2002). Para confirmar la confiabilidad de la topologia
obtenida en el dendrograma se utiliz6 la técnica de remuestreo con un 95% de confianza y 10,000

repeticiones mediante el uso del programa Free Tree (Pavlicek y cols. 1999).

Por dltimo se realiz6 un analisis de la estructura genética de la poblacion de Colima y de las
muestras de Yucatan. Este analisis consiste en el uso de modelos Bayesianos basados en
métodos de agrupamiento que determinan la probabilidad de que un individuo provenga de un
grupo genético determinado (Pritchard y cols. 2000), en el presente trabajo se utilizaron 15,000
simulaciones y 15,000 iteraciones. Se us6 el método de Evanno y cols. (2005) para determinar el

namero 6ptimo de grupos genéticos (K) con base en la prueba estadistica A en el analisis de
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estructura genética de la poblacién. Se calcul6 el grado de diferenciacion genética en términos de
frecuencias alélicas (Fst). El méximo valor de este estimador es de 1 e indica la fijacion de alelos
alternativos en diferentes poblaciones o subpoblaciones y 0 indica la no diferenciacion; esto es,
cuando el valor de Fst se encuentra entre 0 y 0.05, la diferenciacion genética es pequefia, valores
entre 0.05 y 0.15 indican una diferenciaciéon moderada; entre 0.15 y 0.25 es grande y mayor que
0.25 muy grande. El andlisis de estructura genética y el grado de diferenciacion genética (Fst) se
llevé a cabo con el programa STRUCTURE versién 2. La prueba estadistica A se llevé a cabo
mediante el uso del programa en linea STRUCTURE HARVESTER (Earl y van Holdt, 2012; y Earl,

2013).

4.3 Variabilidad morfolégica del fruto

Para llevar a cabo el andlisis de variabilidad fenotipica observada en el fruto se tomaron
medidas de 7 variables de los arboles seleccionados: peso total, longitud total y didmetro total del
fruto, numero de semillas, grosor de la pulpa en corte longitudinal, grosor de la pulpa en corte
transversal y forma del fruto. Las medidas fueron tomadas con un vernier. La forma del fruto se
incluyé en tres estados de caracter: redondo, ovalado y alargado, para facilitar el analisis los
valores cualitativos fueron transformados a cuantitativos mediante la asignacién de un nimero del
uno al tres a cada estado de caracter. Se construydé una base de datos y se obtuvieron los
parametros de estadistica descriptiva para cada variable. Las variables evaluadas fueron
estandarizadas con la finalidad de que todas tuviesen el mismo peso y no fuesen afectadas por
las unidades de medida. Finalmente se realiz6 un ACP con el programa NTSyS 2.11 (Rohlf,

2002).

4.4 Andlisis de correlacion de matrices

Con la finalidad de observar correlaciones entre los datos obtenidos por el andlisis
molecular y el fenotipico se hizo un andlisis de correlacion de matrices mediante el uso de la
prueba de Mantel (Mantel, 1967; Manifiesto y cols., 2001; Arellano-Duran, 2012) en el programa

NTSyS 2.11 (Rholf, 2002).
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V. RESULTADOS
5.1 Variabilidad genética
5.1.1 Nivel de polimorfismo

La amplificacion para los 38 individuos de mamey con las dos combinaciones de
oligonucledtidos del marcador ISTR y los tres oligonucle6tidos del marcador ISSR en los geles de
poliacrilamida (Figura 4) y agarosa HR (Figura 5) produjo un total de 138 bandas, 102 bandas
para el marcador ISTR y 36 para el marcador ISSR (Cuadro 3). De estas 126 resultaron
polimérficas, 95 bandas para ISTR y 31 bandas para ISSR, lo que representa un 91.3% de
polimorfismo detectado. Los niveles de polimorfismo para cada combinacion de iniciadores de

ISTR oscilan entre 92.5 y 93.5% mientras que para los ISSR se encuentran entre 85.7% y 90%.
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Figura 4. Patron de amplificacion en geles de poliacrilamida 6% para la combinacion de iniciadores F1/B31 de ISTR de

muestras de mamey colectadas en Comala, Colima (izquierda) y en Mérida, Yucatan (derecha).
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Figura 5. Patron de amplificacion en geles de agarosa de alta resolucién 1.5% para el primer 899 de ISSR de las muestras de

mamey colectadas en Comala, Colima (arriba) y Mérida, Yucatan (abajo).

Cuadro 3. Porcentaje de Polimorfismo detectado por cada combinacién de iniciadores para ISTR y para cada iniciador de

ISSR.

Bandas Numero de Porcentaje de

Oligonucledtidos : bandas bandas
producidas e N

polimérficas polimérficas

F1/B31 62 58 93.5

F91/B1 40 37 92.5

899 14 12 85.7

901 12 10 83.3

902 10 9 90

Total 138 126 91.3
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5.1.2 Analisis de agrupamiento

El coeficiente de Jaccard mostré el valor maximo de similitud entre plantas colectadas en

Yucatan con 0.94 y su valor minimo con 0.33 entre individuos de la poblacion de Colima.

El analisis de agrupamiento con el método UPGMA mostro la formaciéon de cinco grupos en un
punto de corte de 0.41. En estos grupos no se observo una separacion clara entre plantulas y
arboles adultos. Sin embargo, las ocho muestras provenientes de Yucatdn formaron un grupo
(grupo 1) que se asocié al grupo principal de plantas de Colima (grupo 1) con un nivel de 0.39 de
de similitud. El resto de las plantas de Colima formaron tres grupos (grupos I, IV y V) que

fluctuaron en nivel de similitud de 0.33 a 0.51 (Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma obtenido por el método de agrupamiento UPGMA para las muestras de mamey colectadas en los
estados de Colima y Yucatan usando el coeficiente de similitud de Jaccard. Los valores de remuestreo aparecen indicados
en la parte superior izquierda de cada ramificacion. Se Indica con numeraciéon romana los cinco grupos formados en el
andlisis de agrupamiento. En las muestras los prefijos P= plantula, PM= planta adulta y Y=muestra de Yucatan.

Los valores del analisis de remuestreo oscilaron entre 19% y 100%. La proporcién de valores
mayor a 60% fue de 74.2% y menor a 50% fue de 25.8%, por lo que se puede afirmar que el

dendrograma obtenido es confiable. Se observdé que los cinco grupos principales de plantas
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presentan valores de remuestreo mayores al 60% por lo que representan grupos bien soportados.
Los valores mas bajos de remuestreo se encontraron en las ramas mas externas del grupo tres,

donde oscilaron entre 19% y 27%.

5.1.3 Estructura genética de la poblacion

Los resultados de estructura genética indican que la formacion 6ptima fue de 5 grupos (K= 5).

Este nimero fue estimado con base en el valor mas elevado de AK (Cuadro 4y Figura 7).

Cuadro 4. Valores de AK para determinar el nimero 6ptimo de grupos genéticos formados en el andlisis de estructura

genética. En negritas se muestra el valor que determin6 el nimero 6ptimo de grupos formados.

K
0.946200
2.409401
5.786761

A
>

oo~ |W(N

Delta K

Figura 7. Grafico que muestra el niumero 6ptimo de grupos genéticos para las plantas de Colima (K=5) segin el método de

Evanno y cols (2005).
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Con base en los valores probabilisticos del andlisis de estructura genética, se construy6 un grafico

para cada una de las simulaciones realizadas (K= 2 a K= 5) (figura 8).
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Figura 8. Representacion grafica de cada una de las simulaciones probabilisticas realizadas con el programa STRUCTURE. El
nimero de grupos es equivalente al nimero de colores en cada grafico. La probabilidad de pertenecer a cada grupo aparece
indicada en el eje Y, las muestras en el eje X.

Los valores de diferenciacion genética (Fst) fluctuaron entre 0.0857 (grupo 1) y 0.5609 (grupo 4),
lo que sugiere una separacion significativa entre grupos. Se observa también que cada uno de los
grupos analizados (plantulas, arboles de Coloma y arboles de Yucatan) presenta componentes
genéticos representativos. Para la poblacion de Colima se puede apreciar que no existen
componentes genéticos en comun entre paltas adultas y plantulas. Los valores de Fst de cada

grupo, el color que lo representa en el gréafico y heterocigosidad se muestran en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Valores de diferenciacion genética (Fst) para cada uno de los grupos obtenidos usando el programa STRUCTURE.

Grupo (K) Diferenciacion genética (Fst) Hetrocigosidad (HE)
1 Rojo 0.0747 0.2291
2 Verde 0.5818 0.3671
3 Azul 0.1014 0.1921
4 Amarillo 0.0015 0.3361
5 Rosa 0.2277 0.3669

5.2 Variabilidad morfolégica del fruto

5.2.1 Caracterizacion morfolégica

De los siete caracteres evaluados, cinco fueron los que presentaron valores mayores en
coeficiente de variacion: niamero de semillas con 52.27%, forma del fruto con 41.40%, grosor
longitudinal del mesocarpio con 38.96%, grosor lateral del mesocarpio con 30.6% y peso del fruto

con 25.53%. Las medidas de estadistica descriptiva se presentan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Valores de estadistica descriptiva para cada una de las 7 variables de fruto consideradas para las 15 muestras de
Colima. S= Desviaciéon estandar, S?= Varianza, Min.= Valor minimo, Max.= Valor maximo y CV (%)= Porcentaje de coeficiente

de variacion.

Variable Media S S? Min. Max. CV (%)
Diametro del fruto (cm) 11.71 1.80 3.24 93 16 15.38
Longitud del fruto (cm) 26.15 2.06 4.28 21 29 15091
Numero de semillas 1.37 0.71 0..51 1 3 52.27
Peso del fruto (g) 369.53 101.25 10252.39 235 705 25.53
grrﬁ)sor lateral del mesocarpio 15 045 021 07 25 306

Grosor longitudinal del
mesocarpio (cm)

Forma del fruto 2.06 0.85 0.74 1 3 41.40

1.50 0.58 0.34 0.7 2.7 38.96
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5.2.2 Analisis de componentes principales

El ACP mostré que el porcentaje de la varianza explicada es de 76.20, la cual fue

explicada en los primeros tres componentes, con un valor propio menor a 2.9 (Cuadro 7).

El componente principal 1 (CP1) explicé el 34.72% de la variabilidad total y estuvo determinado
por las variables: longitud del fruto, peso del fruto y por grosor longitudinal del mesocarpio. El
componente principal 2 (CP2) por su parte explico el 22.88% de la variacion total. Las variables
mas relevantes fueron: Diametro del fruto, numero de semillas y forma del fruto. EIl componente
principal 3 (CP3) por su parte explicé 18.59 % de la variabilidad total. La variable que formé el

componente fue: grosor lateral del mesocarpio (Cuadro 8).

Cuadro 7. Valores propios, varianza absoluta y varianza acumulada obtenidos con base en la matriz de correlaciones de 7
variables cuantitativas de los 15 individuos seleccionados de la poblacion de mamey del estado de Colima. En negritas el
porcentaje de varianza explicada con los primeros tres componentes principales.

Porcentaje de proporcion de varianza

Copr:}ﬂgrpear;te Valor propio explicada
Varianza absoluta Varianza acumulada
1 5.5555 34.7222 34.7722
2 3.6619 22.8871 57.6092
3 2.9751 18.5948 76.2040
4 2.0407 12.7548 88.9588
5 1.5330 9.5816 98.5404
6 0.2335 1.4596 100.00
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Cuadro 8. Vectores propios de siete variables para los tres primeros componentes principales en los 15 individuos estudiados

de mamey provenientes del estado de Colima.

Variable

CP1

CP2

Componentes Principales (CP)

CP3

Longitud del fruto 6.9805 1.8270 6.7366
Diametro del fruto 6.5084 -5.8570  -2.4666
Numero de semillas -5.0610 -7.3476  -3.0487
Peso del fruto 9.2288 -1.4539 1.9951
Grosor lateral del mesocarpio 4.5674 5.4265 -65571
Grosor longitudinal del mesocarpio  7.5235 2.2425  -2.2093
Forma del fruto 3.2944 -7.5507  -1.3222

Valor Propio 5.5555

3.6619

2.9751

Con base en los dos primeros componentes principales se construy6 un gréafico de dispersion, en

el que se distinguidé la formacién de cuatro grupos de plantas. El grupo 1 (G1) se conformé por las

muestras: M2, M5, M16, M27, M56 y M60; el grupo 2 (G2) por las muestras: M3, M11, M20 y M81,

el grupo 3 (G3) por las muestras: M63 y M55; y el grupo 4 (G4) por las muestras: M12, M13, M17,

M55, M58 y M63 (Figura 9).

0.82

CP2 (22.8%)

-0.35 —

-0.75 ; : ' ; . . -
-0.93 -0.48 -0.03

CP1(34.77)

Figura 9. Gréfico de dispersién con base en los dos primeros componentes principales para las 15 muestras seleccionadas
de la poblacion de Colima. Entre paréntesis la cantidad en porcentaje de la variabilidad total explicada por cada uno de los
componentes y abajo las variables que contribuyeron a la formacién de cada componente.
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5.3 Andlisis de correlacion de matrices

En la prueba de Mantel para la comparacion de matrices para los 15 individuos evaluados
con los dos marcadores moleculares y la morfologia del fruto se encontraron bajos valores de
significancia (<0.7) de coeficiente de correlaciéon (r). En el cuadro 9 se observan los valores de

coeficiente de correlacién “r’ para cada una de las matrices.

Cuadro 9. Valores de coeficiente de correlacion “r” obtenidos por el programa NTSyS en la comparacién de cada una de las
matrices de datos moleculares y morfoldgicos. Las iniciales “DC” hacen referencia a la matriz de variables cuantitativas
obtenidas a partir de los datos morfologicos.

Matriz

ISTR
ISSR
DC
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VI. DISCUSION

6.1 Variabilidad genética

6.1.1 Nivel de Polimorfismo

Se encontré un nivel de polimorfismo en las bandas obtenidas por ambos marcadores,
entre 85.7% y 91.3% para los marcadores ISSR y entre 92.5% y 93.5% para los marcadores
ISTR. La elevada tasa de bandas polimérficas es indicativo de la alta variabilidad genética
presente en la poblacion de mamey de Colima debido probablemente a que la totalidad de los
materiales analizados fueron propagados a partir de semilla. En el caso de las plantulas la alta
variabilidad se debe a que no ha existido un programa de seleccion y manejo agronémico de la

poblacién analizada.

Los altos niveles de polimorfismo detectados con marcadores moleculares concuerdan con los
encontrados por Ibarra-Estrada (2012), donde se observaron niveles de polimorfismo del 75% con

marcadores RAPD y 92% con marcadores RAMP.

En el caso de los marcadores ISTR, el porcentaje de polimorfismo (90%), concuerda con el
obtenido en otras especies cultivadas. Alonso y cols. (2008) detectaron un 84% de bandas
polimérficas con base en amplificaciones de 5 pares de iniciadores en la caracterizacion de
ecotipos de palma cocotera. Torres-Moran (2009) mediante el uso de tres combinaciones de
iniciadores ISTR detecté un nivel del polimorfismo del 88% en el complejo Agave durangensis.
Castellanos-Enriquez (2011) por su parte us6 dos combinaciones de iniciadores y observé 87.9%

de polimorfismo entre poblaciones de frijol comun.

El nivel de bandas polimorficas detectado por los marcadores ISSR, concuerda parcialmente con
los resultados reportados en la literatura. Por un lado los niveles de polimorfismo detectados en
este trabajo se asemejan a los reportados por Hamza y cols. (2013), donde al hacer uso de siete
iniciadores se encontraron que el nivel de polimorfismo oscila entre el 60 y 100%. Por otro lado se

observan bajas tasas de polimorfismo en los estudios llevados a cabo en Cymbopogon
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winterianus, donde el porcentaje de bandas polimdrficas va de 33.3% a 57.1% (Bhattacharya y

cols. 2010).

6.1.2 Analisis de agrupamiento y estructura genética de la poblacién

En las 38 muestras se observan valores de similitud entre (0.33 a 0.94). Estos resultados,
sugieren que existe una variabilidad genética considerable entre las muestras analizadas. Los
altos valores de variabilidad genética en mamey han sido encontrados también por Rodriguez-
Rojas y cols. (2012) con marcadores amplificados al azar (RAPD), asi como por Arellano-Duran
(2012) mediante el uso marcadores AFLP y por Ibarra-Estrada (2012) con RAMP y RAPD. Los
altos niveles de variabilidad encontrados en este y otros trabajos para poblaciones cultivadas
fuera y dentro de la zona de origen sugieren que es necesario llevar a cabo estudios sistematicos
gue incluyan un mayor numero de marcadores moleculares asi como una mejor representacion de
las poblaciones cultivadas con la finalidad de tener un panorama mas claro de la diversidad

genética de esta especie.

Los agrupamientos obtenidos con base en el coeficiente de similitud y por la representacion
grafica del andlisis de estructura genética de la poblacién concuerdan en la separacion de las
muestras segun su origen de colecta. La capacidad de diferenciacion de las muestras obtenida
con el uso de los marcadores moleculares ISTR e ISSR difiere con los resultados encontrados por
Carrara y cols. (2004), Arellano-Duran (2012) mediante el uso de marcadores AFLP e Ibarra-

Estrada (2012) con RAMP y RAPD.

El andlisis llevado a cabo con el programa STRUCTURE muestra ademas que existe un alto
grado de diferenciacion entre las muestras colectadas en cada una de las dos localidades en
funciobn de sus frecuencias genotipicas, por lo que se descarta que exista una relacion de
procedencia de las muestras de Colima con respecto a las de Yucatan. El andlisis de estructura
genética de la poblacién mostré6 ademas que no hay un componente genético comin que sea
claramente visible para las muestras de Colima, sin embargo existen componentes genéticos
caracteristicos si las muestras son separadas entre arboles adultos y plantulas, lo que sugiere que
existe un grado considerable de autopolinizacion entre los individuos que componen la poblacion.
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Fst es una medida relacionada directamente con la varianza en la frecuencia alélica entre las
poblaciones e inversamente relacionada al grado de similitud entre individuos dentro de la
poblacion, si su valor es pequefio significa que la frecuencia alélica dentro de la poblacion es muy

similar.

6.2 Variabilidad morfoldgica del fruto

6.2.1 Caracterizacion morfologica

Al igual que lo encontrado por Bayuelo-Jiménez (2006), Gaona-Garcia (2008), Arellano-
Duran (2012) e Ibarra-Estrada (2012) la variabilidad encontrada en las caracteristicas del fruto fue
significativa, entre las variables que destacaron por sus altos niveles de variacién fueron: nimero
de semillas, grosor longitudinal del mesocarpio, grosor lateral del mesocarpio y peso del fruto. Lo
anterior sugiere que existe una amplia tasa de variacién en las medidas que dimensionan la masa
aprovechable del fruto, que segun Arellano-Duran (2012), poseen de importancia agronémica y
son fundamentales para llevar a cabo la seleccibn de materiales atractivos para propagacion

vegetativa.

6.2.2 Analisis de Componentes Principales (ACP)

Las caracteristicas que contribuyeron en mayor medida a explicar la variabilidad total en el
ACP fueron: longitud del fruto, peso del fruto, grosor longitudinal del mesocarpio, diametro del
fruto, numero de semillas y forma del fruto. Estos resultados concuerdan con los encontrados por
Bayuelo-Jiménez (2007), Gaona-Garcia (2008), Ibarra-Estrada (2012) y Arellano-Duran (2012),
donde se mencionan que el andlisis de las caracteristicas que afectan las dimensiones del

mesocarpio y la semilla, son de utilidad en la formacién de grupos en el ACP.

Se observo ademas que las caracteristicas que en mayor medida contribuyeron a la formacién de
componentes principales presentan también altas tasas de variacion en el andlisis de estadistica
descriptiva. La concordancia entre los altos niveles variabilidad y la significancia en la formacién

de CP de las variables analizadas se observo solo de manera parcial por Arellano-Duran (2012).
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6.3 Analisis de correlacion de matrices

La prueba de Mantel realizada para comparar las tres matrices de datos obtenidas en este
trabajo mostro que existe poca correlacion entre la variabilidad detectada por un lado entre los dos
marcadores moleculares y la morfologia del fruto; y por otro, entre la detectada entre los dos

marcadores moleculares.

La baja correlacién observada entre marcadores morfoloégicos y moleculares se puede explicar
porque las secuencias amplificadas de ISTR (basadas en retrotransposones) e ISSR (secuencias
entre microsatélites) no corresponden a fragmentos que codifiquen para alguna proteina que

influya en las caracteristicas fenotipicas.

Los resultados encontrados en este trabajo en cuanto a bajos niveles de coeficiente de correlacion
a nivel genético-fenotipico (-0.053 / -0.063 entre ISTR e ISSR respectivamente) concuerdan con
los encontrados por Arellano-Duran (2012). En dicho trabajo se obtuvo un valor r= -0.49 en la
comparacion genética mediante AFLP y fenotipica, a nivel morfolégico y bioquimico. Dicho valor
indica un bajo nivel de correlacion entre la variacibn encontrada a nivel genético y a nivel

fenotipico.

La baja correlacion existente entre marcadores morfolégicos y moleculares ha sido observada en
otros cultivares como: yuca (Damey y cols. 2003), Lolium perenne (Roldan-Ruiz y cols. 2001) y

Citrus spp. (Tapia-Campos y cols, 2005).

Ademas de la poca relacion existente entre la matriz obtenida con base en los datos moleculares y
la obtenida con morfologia de fruto, se observo también una baja correlaciéon en la comparaciéon
de las matrices de los dos marcadores utilizadas en este trabajo. Estos niveles de correlacion se
explican por el tipo de secuencias amplificadas para cada uno de los marcadores. Lo que sugiere

gue cada tipo de marcador esta sometido a diferentes presiones de seleccion.
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VII. CONCLUSIONES

El alto nimero de bandas polimérficas detectadas por los marcadores ISTR e ISSR indica que
estos marcadores moleculares son apropiados para abordar el estudio de la variabilidad genética

del mamey.

El bajo nivel de similitud encontrado por el coeficiente de Jaccard entre las muestras analizadas

de mamey es indicativo de la existencia de altas tasas de variabilidad genética intrapoblacional.

Los andlisis de agrupamiento UPGMA y de estructura genética de la poblacion, realizados con
base en los datos moleculares, muestran que los marcadores ISTR e ISSR son capaces de

separar las muestras por su procedencia.

Con base en el alto nivel de polimorfismo y la baja similitud encontrada entre las muestras se
infiere que es necesario analizar un mayor niumero de individuos para obtener un panorama mas

claro de la variabilidad a nivel interpoblacional.

Las variables morfolégicas en las que se basé la formacion de grupos en los individuos analizados
de mamey fueron: longitud del fruto, peso del fruto, grosor longitudinal del mesocarpio, diametro

del fruto, numero de semillas y forma del fruto.

La prueba de Mantel para la comparacion de matrices mostré una baja correlacion entre los datos

morfolégicos y moleculares asi como entre los dos marcadores moleculares utilizados.
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