TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO
SECRETARIA DE

EDUCACION PUBLICA

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
INSTITUTO TECNOLOGICO DE CONKAL

CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENOTIPOS
CRIOLLOS DE ZAPOTE NEGRO (Diospyros digyna
Jacg.) CULTIVADOS EN YUCATAN

TESIS

Que presenta:

Laura Nataly Matos Diaz

Como requisito parcial para obtener el grado de:

Maestra en Ciencias en Horticultura Tropical

Director de tesis:

Dr. Rubén Humberto Andueza Noh

Conkal, Yucatan, México, Mes, 2019 afo




. EDUCACION > Y

G In DE EDUCACION PUBLICA
. -® o AV Instituto Tecnolégico de Conkal

Conkal, Yucatan, México, a 27 de enero de 2020.

El comité de tesis del candidato a grado: Laura Nataly Matos Diaz, constituido
por los CC. Dr. Rubén Humberto Andueza Noh, M.C. Daniel Eduviges Cituk Chan,
Dr. René Garruia Herndndez y Dr. Luis Leonardo Pinzén Lépez habiéndose reunido
con el fin de evaluar el contenido tedrico-metodologico y de verificar la estructura y
formato de la tesis titulada: CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENOTIPOS
CRIOLLOS DE ZAPOTE NEGRO (Diospyros digyna Jaq.) CULTIVADOS EN
YUCATAN, que presenta como requisito parcial para obtener el grado de Maestra en
ciencias en Horticultura Tropical, segin lo establece el Capitulo 2. inciso 2.13.3. de los
Lineamientos para la Operacion de los Estudios de Posgrado en el Sistema Nacional de
Institutos Tecnologicos, dictaminaron su aprobacion para que pueda ser presentada en el

examen de grado correspondiente.

ATENTAMENTE

72 -

Dr. Rubén Humberto Andueza Noh

M.C. Daniel Eduviges Cituk Chan
Director de Tesis

Asesor de tesis

Dr. René Garruia Hernandez Dr. Luis Leonardo Pinzén Lopez

Asesor de Tesis Acecar de Tecia



?ﬁfﬁmaoién contenida en las secciones de materiales y métodos,

ion de este documento, es producto del trabajo de investigacion

‘durante mi estudio de posgrado y con base en los términos de Ja Ley Federal

> Autor y la Ley de [a Propiedad Industrial Je pertenece patrimonialmente
ecnolégico de Conkal, En virtud de lo manifestado reconozco que los
electuales o desarrollos tecnoldgicos que se deriven de o correspondiente a

N Son propiedad de la citada institucion educativa.




AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi agradecimiento a todos los que colaboraron en mi formacion

profesional. Y por el apoyo que han brindado en la realizacion de este trabajo.

Al Consejo de Ciencias y Tecnologia (CONACYT) por darme la oportunidad de

poder contar con la ayuda financiera durante toda la maestria.

Al Instituto Tecnoldgico de Conkal, por la pertinencia de formar parte del programa

de maestria ciencias.

Agradeciendo igual a todos los maestros que forman parte del Instituto Tecnologico

de Conkal y son importantes en los estudios de formacion académica de los alumnos.

Al Dr. Rubén Andueza Noh por ser mi director de tesis, por darme todo su apoyo
incondicional al igual que la paciencia al brindarme tiempo de calidad durante todo el
proceso de investigacion de este trabajo y ensefiarme con dedicacion los programas

estadisticos utilizados en estudios moleculares.

Al Mc. Daniel Eduviges Cituk Chan, por ser mi asesor, mostrarme su apoyo,

aconsejandome, dandome libros y material importantes para mi formacion académica.

A todos, muchas gracias.



DEDICATORIA

El presente trabajo lo dedico principalmente a Dios por darme vida y guiarme en
todos mis pasos y darme parte de él como lo fue el amor eh inspirarme para continuar
durante este proceso deseado, dandome salud en todo momento para poder asistir a todas

las clases y no dejarme nunca.

A mi madre Laura Beatriz Matos Diaz por el apoyo incondicional que mostro

conmigo y todo el amor que me brindo al igual que la paciencia que me tuvo.

A mi papito el mejor abuelito del mundo Porfirio Matos Garcia, por darme muchos
consejos y ejemplos en vida que me motivo a seguir en este camino hasta lograr terminar

y obtener el titulo deseado.

A mi compafiero de vida Eliseo Noceda Uc por su amor, trabajo y sacrificio durante
estos afos que me apoyo en todo momento y aconsejo para un bien, para lograr una meta

mas en mi vida académica y estar en los momentos dificiles.

A mis mejores amigas Christian Lucely Pérez Chablé y Carolina Isabel Basto Pool
por darme consejos y apoyo moral para mejorar como persona y por alegrar dia a dia cada

momento que compartimos juntas durante los dos afios que duro la maestria.

A mi compafiero David Hernandez Pinto por el apoyo que me dio y la paciencia

que tuvo al irme ensefiando los procesos del laboratorio para poder realizar este estudio.

A todos se los dedico con un inmenso amor, por apoyarme y motivarme a salir

adelante, gracias.



INDICE

INDICE DE FIGURA ..ottt i
INDICE DE CUADROS. ..ottt e es s 1\Y
CAPITULDOD L.ttt bttt ettt 6
L.LINTRODUCCION ..ottt 6
1.2 ANTECEDENTES ....oooitiiiiiiiiie ettt 7
1.2.1 Los recursos fitogenéticos e importancia ............ccccevevereereniesiesnenenn, 7
1.2.2 Los recursos fitogenéticos en MEXICO ..........cccveveririiieiieiieneeie e, 7
1.2.3 Los recursos genéticos fruticolas en MexiCo .........ccccoervereiieiiieiinnnnn, 8
1.2.4 La fruticultura €N YUCAEAN ........ccooiiiiiieiieeiee e 9
1.2.5 MOdel0 d& ESTUAIO .....c.vveiiieiiiieiie e 10
1.2.6 Diversidad y estructura gentiCa ............coceerveervernieeiiiiesieesiee e 13
1.2.7 Marcadores geNALICOS ........eeiuierieeiiieiieeiee st ettt 13

1.2.8 Estudios de caracterizacion y diversidad genética en Diospyros spp. . 14

L3 HIPOTESIS. ..ottt 16
LA OBIETIVOS ..ottt nne s 16
1.4.1 ODJetivo GeNeral ........cocvvieiiie et 16
1.4.2 ODbjetivos ESPECITICOS ......occivieeiiii e 16
1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL ...ocoviiiiiiiie e 17
1B BIBLIOGRAFIA. ......oieeeceeeeeeeeeeeeeeete ettt 18

CAPITULO 2. DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DEL ZAPOTE

NEGRO (Diospyros digyna JACQ.) CULTIVADO EN YUCATAN ......c.co....... 23
2.1 RESUMEN ... 23
2.2 INTRODUCCION ....covivieiieeeceeeee et en st 24
2.3 MATERIALES Y METODOS .....oooviiiieveiieceeeeeeeete et 25

2.3.1 Material Vegetal............coovviiiiii i 25
2.3.2 Extraccion de ADN y amplificacion de marcadores ISSR.................. 25
2.3.3 ANAlIS dE dAL0S ......oiuieiieiieie e 26
2.4RESULTADOS Y DISCUSION ......ocoiviviiiieeeeeeeeetee e 27
2.4.1 Estructura genética de dos genotipos de zapote negro. ............c.cc...... 27
2.4.2 Relaciones geNELICAS. ......c.vveiiiiee et 29
2.4.3 Diversidad genELiCa. ........ccecoiieeiiiie e 32



2.5CONCLUSIONES ..........

2.6 LITERATURA CITADA



INDICE DE FIGURA

CAPITULO 2 PAGINA

Figura 1. Estimacion del nimero de grupos genéticos de zapote negro con base en el
indice delta K, utilizando valores de K = 1-5 y 10 simulaciones para cada valor de

ror! Bookmark not defined.

Figura 2. Andlisis de asignacion de individuos entre dos genotipos de zapote negro, que
muestra la formacion de dos grupos genéticos y los niveles de ancestria compartida entre
los 18 individuos
L[ U Vo (0L Error!  Bookmark
not defined.

Figura 3. Dendrograma UPGMA de dos genotipos criollos de zapote negro obtenido con

el coeficiente de similitud de DiCe........ovvveeeeeeeeiieieeaeee Error! Bookmark not defined.

Figura 4. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de dos genotipos de zapote negro
cultivados en Yucatan, Mexico. Rombos negros=grupo 1; circulos negros=grupo 2.

......................................................................................... Error! Bookmark not defined.


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669598
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669598
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669598
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669600
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669600
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669601
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669601
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Borrador%20de%20Tesis%20Final.%20(3).docx%23_Toc25669601

INDICE DE CUADROS

CAPITULO 2 PAGINA

Cuadro 1. Andlisis de VVarianza molecular (AMOVA) de dos genotipos de zapote negro

cultivados en Yucatan,
VIEXICO e eeeennneeeenneeeeseseceessssecssnsscesnnsecennnsensmessssnneesssns Error! Bookmark not
defined.

Cuadro 2. Estimadores de riqueza alélica y diversidad genética de dos genotipos de

zapote negro cultivados en Yucatan, Mexico..................... Error! Bookmark not defined.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

México posee una extraordinaria riqueza bioldgica, ubicAndose entre los cinco
paises con mayor biodiversidad (Sarukhan et al., 2009; CONABIO, 2006; Espinoza et
al., 2008; Pimm et al., 1995). Para el caso de los recursos genéticos de frutales, se han
identificado alrededor de 621 especies, entre estas se estima que solamente 65 especies
fruticolas han sido explotadas comercialmente, de las cuales se ha sefialado que 32 son
especies nativas, mientras que 33 son especies introducidas (Borys y Leszczyfiska, 2001;
Segura-Ledesma et al., 2009). Como se puede apreciar, la riqueza de especies frutales en
el pais esta bien documentada, pero su base genética ain no lo esté, lo que no ha permitido
potencializar su aprovechamiento especialmente en las especies nativas, este es el caso
del zapote negro (Diospyros digyna Jacg.) en la Peninsula de Yucatan, donde es muy
apreciado por las comunidades rurales debido a su excelente sabor y a sus propiedades
nutricionales; aunque su cultivo ain no es de forma comercial, esta especie puede llegar
a ser de importancia econdmica para México. El zapote negro pertenece a la familia
Ebenaceae, es nativo del sur de México y America central. En México se distribuye de
forma silvestre en zonas tropicales y subtropicales por la vertiente del océano pacifico de
Jalisco a Chiapas y de Veracruz a Yucatan por la costa del golfo en donde es
frecuentemente cultivado (Duarte y Paull, 2015). Es un arbol de hoja perenne con una
altura aproximada de 25 m, su fruto es una baya de forma globosa de color verde brillante
cuando aun no madura y cuando se encuentra maduro cambia su color de verde oliva a
verde fangoso; su mesocarpio (pulpa) va de color café a negro muy abundante dulce y
suave, presenta de 10 a 14 semillas (Morton, 1987). Por sus caracteristicas organolépticas
los frutos se consumen en estado fresco solo 0 en combinacion con otras frutas en jugos,
mermeladas y helados, es una buena fuente de vitamina C superando incluso a los citricos,
ademas contiene carbohidratos y minerales (Miller et al., 1998). La corteza y hojas
trituradas se utilizan como una cataplasma de ampollas o como veneno para peces en las
Filipinas. En Yucatan, la coccién de hojas del arbol se emplea como un astringente,
ademas diversas preparaciones se utilizan contra la lepra, la tifia y comezon en la piel
(Miller et al., 1998; Morton, 1987). El fruto del zapote negro es ampliamente consumido
en los mercados regional y local, en el mercado internacional es apreciado como un fruto
exotico por sus caracteristicas nutricionales (Yahia et al., 2011). A pesar de su importante
aceptacion en diversos mercados regionales y su gran potencial de comercializacion como
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fruto exdtico para el mercado nacional e internacional, actualmente no se cuenta con
informacién ni se han realizado estudios sobre la diversidad genética de la especie, la
existencia y desarrollo de variedades locales y su potencial uso agricola. Por lo anterior,
el objetivo de este trabajo consistird en caracterizar la diversidad y estructura genética de
dos genotipos criollos de zapote negro (Diospyros digyna Jacg.) cultivados en el estado

de Yucatan.

1.2 ANTECEDENTES
1.2.1 Los recursos fitogenéticos e importancia

Con el origen de la agricultura y domesticacion de plantas desarrollado por el ser
humano aproximadamente 10,000 afios atras, el proceso evolutivo ha generado una gran
diversidad de especies que a través de la seleccion y manejo permanente se han adaptado
a las diferentes condiciones del mundo, esta variabilidad genética acumulada ha jugado
un papel esencial para el equilibrio del planeta y constituye lo que actualmente se
denomina germoplasma. Dentro del germoplasma, los recursos fitogenéticos se definen
como la diversidad genética correspondiente al Reyno vegetal e involucra tanto plantas
cultivadas como a sus parientes silvestres (Fowler y Hodgkin, 2004). Son considerados
de gran valor para las generaciones presentes y futuras por el papel que desempefian en
la seguridad alimentaria y el desarrollo humano, ya que contribuyen de forma importante
a la capacidad de la agricultura para responder a los cambios ya sean de tipo ambiental o
socioecondmico, ademas de ser fuente de genes de interés que confieran resistencia a
plagas, enfermedades o condiciones ambientales desfavorables, con los que se puede
obtener, mediante mejora genética variedades mejor adaptadas a las nuevas condiciones
(Esquinas-Alcazar, 1993; FAO, 2019). Debido a la importancia mundial que representan
estos recursos, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) define los recursos fitogenéticos como: cualquier material de origen
vegetal, que incluye tanto material reproductivo como de propagacion vegetativa que
contienen unidades funcionales de la herencia y poseen valor real o potencial presente o

futuro para la alimentacién y la agricultura (Maselli, 2013).

1.2.2 Los recursos fitogenéticos en México

México es un centro importante de domesticacion y diversidad de numerosos
cultivos, algunos de gran importancia global; como el maiz, el trigo, el arroz, la cebada,
el centeno y la avena, estos cultivos se originaron mediante el proceso de domesticaciéon

que llevaron a cabo los antiguos habitantes de Mesoamérica. Esta diversidad de especies
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cultivadas no es el resultado solamente de eventos biol6gicos, sino de la interaccion,
durante cientos de generaciones, entre poblaciones humanas, factores ambientales y las
plantas; estas poblaciones humanas, a raiz de sus necesidades, intereses, practicas y
conocimientos han ido conformando y manteniendo esta diversidad (Bellon et al., 2009).
La cual ha sido estimada entre 20,000 y 30,000 especies diferentes (Rzedowski, 2006;
Bellon, 2009); de las cuales Unicamente 50 son utilizadas con fines agricolas, sin
embargo, si tomamos en cuenta que también existen muchas especies subutilizadas de
interés regional o con algin valor de uso en las comunidades, que no han sido
aprovechadas con fines comerciales y le sumamos el nimero de especies introducidas
que han contribuido de manera importante en la produccion agricola del pais, el nimero
de especies se incrementa de 50 a 226 de esta manera, podemos darnos cuenta de la gran

riqueza de recursos fitogenéticos que existen y que pueden ser aprovechados en México.

De acuerdo con Ortega et al., (2000): los recursos fitogenéticos de México pueden
ser clasificados en tres grandes grupos: a) los autoctonos, b) los introducidos y c) los
exoticos con potencial de ser introducidos. Los autdctonos los define como aquellas
plantas que son originarias del pais, que por lo general presentan gran diversidad y
constituyen la base genética de la produccion y del mejoramiento genético; ejemplo de
estos son: el maiz (Zea mays L), el frijol comun (Phaseolus vulgaris L), las Calabazas
(Cucurbita spp) y el Chile (Capsicum annuum L). Los introducidos son recursos
fitogenéticos que se usan en el pais sin ser originarios del mismo; con frecuencia se trata
de cultivos de enorme importancia economica y cultural; entre estos podemos mencionar
al trigo (Triticum aestivum L), algunas especies de chile como son el chile manzano
(Capsicum pubescens), el café (Coffea arabica), etc. Finalmente, estan los recursos
fitogenéticos exoticos con potencial para convertirse en nuevos cultivos de importancia
econdmica. Por ejemplo: las Sapotaceas, anonaceas, el nopal tunero, la pitahaya vainilla,

chaya, entre otros.

1.2.3 Los recursos genéticos fruticolas en México

En el sureste de México se reportan 87 especies con presencia de frutos de uso
alimenticio con un porcentaje del 58.8 % de especies nativas y un 41.2% de especies
introducidas. Las nativas son: Sambucus nigra var. canadensis (L.) Bolli, Spondias
mombin L., Spondias purpurea L., Annona diversifolia Saff., Annona muricata L.,
Crescentia alata Kunth, Parmentiera aculeata (Kunth) Seem., Bromelia karatas L.,
Carica papaya L., Jacaratia mexicana A. DC., Jarilla heterophylla (Cerv. ex La Llave)

Rusby, Cucurbita ficifolia Bouché, Melothria pendula L., Diospyros digyna Jacq.,
8



Arbutus xalapensis Kunth, Comarostaphylis discolor (Hook.) Diggs, Inga jinicuil
Schitdl., Inga vera Willd., Leucaena diversifolia (Schltdl.) Benth., Leucaena esculenta
(Moc. & Sessé ex DC.) Benth., Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, Leucaena
macrophylla Benth., Leucaena pulverulenta (Schltdl.) Benth., Pithecellobium dulce
(Roxb.) Benth., Vitex mollis Kunth, Persea americana Mill., Persea hintonii C. K. Allen,
Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, Malpighia mexicana A. Juss., Ceiba aesculifolia
(Kunth) Britten & Baker f., Psidium guajava L., Psidium sartorianum (O. Berg) Nied.,
Passiflora foetida (Desv. ex Ham.) Mast., Ardisia compresa Kunth, Crataegus mexicana
DC., Fragaria vesca L., Prunus serotina Ehrh. subsp. capuli (Cav.) McVaugh, Rubus
adenotrichus Schitdl., Casimiroa edulis La Llave & Lex., Xylosma flexuosum (Kunth)
Hemsl., Manilkara sapota (L.) P. Royen, Pouteria campechiana (Kunth) Baehni,
Pouteria sapota (Jacg.) H. E. Moore & Stearn, Styrax argenteus C. Presl, Jaltomata
procumbens (Cav.) J. L. Gentry, Lycopersicon esculentum Mill., Solanum americanum
Mill., Symplocos citrea Lex. ex La Llave & Lex., Celtis caudata Planch., Celtis iguanaea
(Jacq.) Sarg., Vitis tiliifolia Humb. & Bonpl. ex Roem. & Schult., y las introducidas son:
Mangifera indica L., Annona cherimola Mill., Annona squamosa L., Cocos nucifera L.,
Ananas comosus (L.) Merr., Inga edulis Mart., Tamarindus indica L., Juglans regia L.,
Punica granatum L., Ficus carica L., Morus nigra L., Musa acuminata Colla, Musa
paradisiaca L., Musa sapientum L., Passiflora edulis Sims, Passiflora ligularis Juss,
Passiflora tarminiana Coppens & V. E. Barney, Macadamia integrifolia Maiden &
Betche, Cydonia oblonga Mill., Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl., Prunus armeniaca
L., Prunus persica (L.) Batsch, Pyrus communis L., Pyrus malus L., Rubus idaeus L.,
Rubus ulmifolius Schott, Coffea arabica L., Citrus aurantifolia Swingle, Citrus
aurantium L., Citrus limetta Risso, Citrus limon (L.) Osbeck, Citrus medica L., Citrus

reticulata Blanco, Citrus sinensis (L.) Osbeck (Arriaga et al., 2014).

1.2.4 La fruticultura en Yucatan

Desde 1959 se empieza a dar de manera regular la fruticultura en Yucatan en los
municipios de Muna, Ticul, Oxkutzcab, Akil y Tekax dentro de los huertos familiares y
de forma comercial en las quintas donde se fueron implementando sistemas de riego
dentro de los cultivos, empezando a figurar la produccién de frutales con el 2.3 % en la
agricultura, en las regiones henequeneras y milperas empieza a figurar en conjunto la
fruticultura con la horticultura como una zona de produccion de frutas tropicales ya en
1983 la produccion subié a 5.6 % por el implemento de sistemas de riego por gravedad y
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aspersion para la produccion principalmente de citricos como el limén, la naranja dulce

al igual que de aguacate, mango, papaya y tamarindo (Novelo, 1983).

Augusto Pérez Toro (1972) impulso la fruticultura en Yucatan realizando los
primeros trabajos donde propone que “Yucatan es tierra para arboles” promoviendo
proyectos productivos que involucraran especies frutales nativas o introducidos,
promoviendo de esta manera el cultivo de especies frutales nativas como: : aguacate,
anonas, guanabana, saramuyo, nance, sapotes, chicozapote, mamey rojo, zapote amarillo,
zapote blanco, zapote negro, papayo, bonete, cocoyol, guayabo, ciricote, pepino de arbol,
huano, pitaya, pifiuela. Entre las especies introducidas que tuvieron éxito en Yucatan
podemos mencionar: el caimito, mamey, naranja dulce, naranja agria, limones y toronjas
todas estas especies frutales se empezaron a implementar para la alimentacion cuando las
milpas eran destruidas por langostas y cuando el henequén dejo de producirse a gran

escala.

1.2.5 Modelo de estudio

El zapote negro (Diospyros digyna Jacq.) pertenece a la familia Ebenaceae, es
nativo del sur de México y América central. Es un arbol de hoja perenne con una altura
aproximada de 25 cm, su fruto es una baya de forma globosa de color verde brillante
cuando aun no madura y cuando se encuentra maduro cambia su color a verde fangoso;
su mesocarpio (pulpa) va de color café a negro, es muy abundante dulce y suave, presenta
de 10 a 14 semillas (Morton, 1987). Por sus caracteristicas organolépticas los frutos se
consumen en estado fresco, solo 0 en combinacion con otras frutas, en jugos, mermeladas
y helados, siendo una buena fuente de vitamina C, superando incluso a los citricos,
ademas contiene carbohidratos y minerales (Miller et al., 1998). La corteza triturada y
hojas se utilizan como un cataplasma para ampollas 0 como veneno para peces en las
Filipinas. En Yucatan, es muy apreciado por las comunidades rurales debido a su
excelente sabor y a sus propiedades nutricionales, la coccidn de hojas del arbol se emplea
como un astringente, ademas diversas preparaciones se utilizan contra la lepra, la tifia y
comezon en la piel (Miller et al., 1998; Morton, 1987). El fruto del zapote negro es
ampliamente consumido en los mercados regional y local, en el mercado internacional es

apreciado como un fruto exadtico por sus caracteristicas nutricionales (Yahia et al., 2011).
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1.2.5.1 Origen y distribucion

Se cree que Diospyros se origind de Gondwana occidental de acuerdo al analisis
panbiogeogréfico con una distribucion de 1452 sitios de colectas de las 20 especies dentro
de Global Biodiversity Information Facility, con el analisis de parsimonia se incluyen dos
grupos el primero perteneciente a la provincia de Yucatan, Petén, Golfo de México,
Depresion de Balsas, Costa de Pacifico, Sierra Madre Oriental, Eje Volcanico
Transversal, Sierra Madre del Sur y el segundo grupo que incluye Oaxaca y el Altiplano
Zacatecano Potosino y en el andlisis de trazos individuales se agrupa en un espacio que
incluye el centro de Veracruz y un espacio que engloba la zona nororiente de la peninsula
de Yucatan en ambos analisis se detect6 que se encuentran distribuidos en dos zonas una
en el centro y otra en el sur del México, dado los resultados obtenidos se cree que las
especies de Diospyros migran de la regién Neotropical pasando a la Zona Mexicana
debido a la dispersion y a los factores geologicos existentes en las zona (Garcia et al.,
2015).

Morton, 1987 menciona la existencia de el zapote negro (Diospyros digyna Jacq.)
como un cultivo que se origind en las costas de México y América central perteneciente
a la familia de las Ebenaceae el cual fue disperso aproximadamente en 1692 por los
espanoles llevado a Amboina, filipinas, Malaca, Hawai, Cuba, Puerto rico, Brasil y la
Republica Dominicana (Morton, 1987; Carranza, 2000). En un andlisis realizado de
filogenética del género Diospyros perteneciente a la familia de las Ebenaceae se
determino los origenes biogeograficos de esta especie endémicas de Nueva Caledonia,
utilizando secuencias de ADN de ocho regiones plastidas con sus accesiones se obtuvo
que son monofilias de Diospyros colonizando con cuatro linajes difiriendo en su grado de
diversificacion segun los datos moleculares obtenidos en donde se demuestra que tiene
un linaje paleoendémico derivandose de su ancestro mas antiguo perteneciente a la
especie Australia (Duangjai et al., 2009). Segun Carranza et al., (2000) menciona que las
Ebenaceae es una familia perteneciente a dos géneros uno grande llamado Diospyros el
cual se encuentra distribuido en la zona pantropical incluyendo 475 especies con gran
importancia en México y otro género mas pequefio conformado por 12 especies el cual
se encuentra distribuido por las zonas de Africa donde es apreciado por la madera que

posee.

1.2.5.2 Climay suelo
Aunque se cree que el zapote negro no es de clima tropical rigurosamente no lo es
ya que de acuerdo con su condicidn de tolerancia a las inundaciones y sensibilidad a la
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sequia han permitido que crezcan en suelos drenados permitiendo la variabilidad y
diversidad de la especie como es el caso de Florida donde los frutos no son de la misma
forma como se diera en la tierra de origen eso se debe a la temperatura baja y a nivel de
mar (Morton, 1987).

1.2.5.3 Usos y consumo

El uso mas frecuente se da en la utilizacion de sus hojas hervidas como astringentes,
para curar la lepra, tifia y dafios leves en la piel (Morton, 1987). En sus semillas se
encuentran sustancias que son utilizadas para curar la Leucemia (SAGARPA, 2016).
Diospyros spp. es utilizado en usos medicinales ya que contiene compuestos que permiten
a la planta brindar beneficios a la salud humana, estos compuestos se deben a la
asociacion fangica enddéfita detectada en Alemania en hojas y raices de la planta donde
se encuentran la presencia del hongo Colletotrichum gloeosporioide fungiendo como
colonizador de los tejidos de la planta de forma simbiotica brindandole una asociacion

mutua para la produccion de bioactivos (Clovis y Langer; 2012).

Carranza (2000) menciona que el uso también se le atribuyen por la importancia
que tiene la madera de ébano y por sus cualidades aparte que algunas especies de esta
gran familia se usa de forma comestible. Gracias a la importancia que tiene este fruto
Diospyros digyna Jacg. en México se consume machacando el fruto con la adicion de
brandy y jugo de naranja como lo hacen en florida fermentando el fruto con pifia para
obtener un licor espumoso, en las Filipinas se realizan postres como son helados y pasteles

a base de leche y jugo de naranja utilizando la pulpa de los frutos.

Con base a los grandes beneficios que tiene el consumo de este frutos G.G.
Gastélum et al., 2008 originaron el desarrollo de un puré de zapote negro a una humedad
alta, ya que contiene acido ascérbico y posee una limitada duracion el fruto, es por ello
que en su estudio realizaron tres formulaciones las cuales consisten en ajustes de agua
con sacarosa con una disminucién del pH del 4.1 junto con el &cido citrico
administrandoles 500 ppm de sorbato de potasio para ser envasados durante diez dias a
4°C para verificar por medio de los aspectos fisicoquimicos y microbioldgicos
comprobando que la duracion maxima del puré consistia cuando este se encontraba

procesado.

1.2.5.4 Importancia del cultivo
El zapote negro contiene compuestos fendlicos como acido sinapic, miricetina,
acido feralico y catequina obteniendo una capacidad alta en antioxidante en comparacion
12



a otros frutales, es de ahi la importancia que se le da a este fruto del cual se recomienda
utilizarlo en la dieta por sus grandes beneficios en el consumo fresco (Yahia, 2010).
También contiene una fuente alta de vitamina C y de calcio, hierro, fosforo, tiamina,
riboflavina, niacina, acido ascorbico por ese motivo se comercializa esta fruta por los
beneficios que brinda en la nutricion (Carranza, 2000; Celik, 2008; Morton, 1987).

1.2.6 Diversidad y estructura genética

La diversidad genética es definida como la variacion de los genes de las especies,
es decir la variacion hereditaria dentro y entre poblaciones de organismos y es generada
por las variaciones que ocurren en la secuencia del ADN. La variabilidad genética entre
individuos o poblaciones es la base de la adaptacién y evolucion y juega un rol importante
en la tolerancia a los diferentes tipos de estrés bidticos y abidticos (Crawford y Whitney,
2010; Luque y Herraez, 2000). La estructura genética se define como la distribucion de
la variacion genética (frecuencias alélicas) dentro y entre poblaciones y esta relacionada
fuertemente con el flujo génico, el tamafio efectivo de la poblacion y la seleccidn natural,
factores que tienden a incrementar los niveles de diversidad genética dentro de las
poblaciones (Freeland, 2005). Ambos parametros de diversidad y estructura genética

pueden ser estimados mediante el uso de marcadores genéticos.

1.2.7 Marcadores geneticos

De acuerdo con Valadez y Kahl (2000) definen un marcador genético como algin
gen que al expresarse concede un alcance fenotipico que puede ser localizado con
facilidad. Estos marcadores genéticos se clasifican en tres tipos, los marcadores
morfologicos, los marcadores bioquimicos, y los marcadores moleculares. Los
marcadores morfoldgicos, suelen ser afectados por el ambiente y la fenologia de la planta.
los patrones que se estudian con este marcador son de caracter sencillo y estan basados
en las leyes de la herencia Mendeliana (Clegg et al., 1999). Los marcadores bioquimicos
también denominados marcadores proteicos, se basan en las propiedades migratorias de
las proteinas (proteinas de reserva) y enzimas (isoenzimas). Estos marcadores se obtienen
mediante electroforesis y se detectan mediante tinciones histoquimicas especificas de las
enzimas que se quieren analizar (IPGRI and Cornell University, 2003). Entre sus
principales desventajas se mencionan, los bajos niveles de variacion que pueden detectar
y que se ven afectados por modificaciones postranscripcionales o postransduccionales por
ser producto de la expresion génica. Los marcadores moleculares son definidos como
fragmentos de ADN que revelan variaciones en la secuencia de ADN (Jiang, 2017). Son
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una herramienta necesaria en muchos campos de la biologia como evolucion, ecologia,
bio-medicina, ciencias forenses y estudios de diversidad. Ademas, se utilizan para
localizar y aislar genes de interés. En la actualidad existen varias técnicas moleculares
que nos permiten conocer cOmMo se encuentran las proporciones de genes en las
poblaciones naturales de manera directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o
multiples y son de tipo dominante o co-dominante entre los dominantes se encuentran los
RAPD, AFLP, ISSR, RAHM o RAMPO vy entre los codominantes encontramos a los
RFLP y SSR (Azofeifa, 2006; Eguiarte et al., 2007).

1.2.7.1 Marcadores ISSR (Secuencias Repetidas Intersimples)

Los marcadores ISSR son un tipo de marcador genético que nos permite obtener
los niveles de variacion en las regiones microsatélite que se encuentran dispersas en varios
genomas, particularmente el nuclear. Son marcadores semiarbitrarios amplificados por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los marcadores ISSRs han demostrado su
utilidad para desarrollar estudios en la resolucion de multiples problemas biolégicos. Los
polimorfismos que se obtienen con este tipo de marcador, permiten aplicarlos en la
identificacion de individuos, identificacion de paternidad y maternidad, mapeo genético,
evaluacion de diversidad y subdivision genética en poblaciones, reconstrucciones
filogenéticas, introgresion e hibridizacion, distincion de individuos con origen clonal y
sexual, asi como también han sido empleados para distinguir variedades intraespecificas
(particularmente en especies con importancia economica) (Zietkiewicz et al., 1994;
Pradeep et al., 2002).

1.2.8 Estudios de caracterizacion y diversidad genética en Diospyros spp.

De manera general la mayoria de los estudios que se han analizado en especies del
género Diospyros se han enfocado en analizar las relaciones genéticas entre las especies
del gener6 y muy pocos estudios se han desarrollado para evaluar aspectos de diversidad
y estructura genética a nivel intraespecifico. Yyldyz et al., 2007 evaluaron la diversidad
genética de poblaciones de Diospyros Kaki cultivados en Turquia utilizando marcadores
RAPD vy sugieren que existen diferencias genéticas entre las poblaciones de D. kaki
cultivados en Turquia. Por su parte, Guo et al., 2006 al estudiar los niveles de diversidad
en Diospyros kaki, utilizando marcadores SSR, encontraron niveles de diversidad
genética moderados. Con base en sus resultados, estos autores sefialan que es necesario
realizar un estudio mas detallado que les permita determinar los niveles de diversidad

reales de la especie, de igual manera, estos autores sefialan que los marcadores SSR
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pueden ser una herramienta Gtil en la identificacion de nuevos cultivares dentro del genero
Diospyros. Guan et al., 2019 realizaron un analisis comparativo del transcriptoma de
Diospyros, en busca de genes relacionados con la domesticacion de la especie y reportan
la existencia de divergencia genética interespecifica, asi como la existencia de genes
candidatos que pueden ser cruciales para la adaptacion, domesticacién y especiacion de
Diospyros. Turner et al., 2013 al utilizar marcadores AFLPs, para estudiar la diversidad
genética en diferentes especies de Diospyros, indican que la divergencia observada entre
las especies analizadas no corresponde a ninguna hip6tesis taxonémica, ecoldgica o
patron geografico, por lo que sugieren realizar mas estudios que involucren tanto datos
morfologicos como ecoldgicos. Provance et al., 2013 al analizar la estructura genética de
poblaciones de Diospyros rioje Gomez Pompa, encontraron altos niveles de estructura
genética y sefialan que el alto valor de diferenciacion genética observado esta relacionado
con la ubicacion geogréfica de los genotipos evaluados. Naval et al., 2010y Turner et al.,
2013 reportan altos niveles de diversidad genética entre diferentes especies de Diospyros
e indican que la mayor diversidad genética de sus genotipos evaluados se distribuye al
interior de los genotipos y la menor diversidad es distribuida entre los genotipos. Como
puede verse existen estudios que resaltan la importancia de las especies del género
Diospyros, de importancia econdémica, sin embargo, aun hace falta realizar estudios de
diversidad genética en especies del género Diospyros que son consumidas Yy
comercializadas a nivel local y regional y que pueden ser de importancia, asi como fuente
de genes de importancia para el mejoramiento genético como es el caso de Diospyros

digyna Jacq.
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1.3 HIPOTESIS

Las dos poblaciones criollas de zapote negro (Diospyros digyna Jacqg.) estudiadas se

encuentran genéticamente diferenciadas.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Caracterizar la variabilidad y estructura genética de dos genotipos criollos de zapote

negro (Diospyros digyna Jacq.) cultivados en el estado de Yucatan.

1.4.2 Objetivos Especificos

» Evaluar la diversidad genética de dos genotipos criollos de zapote negro (Diospyros

digyna Jacq.).

» |dentificar patrones de estructura genética interpoblacional en dos genotipos

criollos de zapote negro (Diospyros digyna Jacq.).
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5-Amplificacion de los

marcadores moleculares ISSR..

6.-Analisis de datos.

6.1.-Analis de 6.2 Analisis de 6.3 _Anél_isis de
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7.- RESULTADOS Y
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CAPITULO 2

DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DEL ZAPOTE NEGRO
(Diospyros digyna Jacq.) CULTIVADO EN YUCATAN
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Tecnoldgico s/n Conkal Yucatan.

2.1 RESUMEN

En la Peninsula de Yucatan se cuenta con una amplia diversidad de frutales nativos
que son cultivados y consumidos por las personas de las comunidades rurales y que
podrian ser cultivos de importancia econémica. Sin embargo, la falta de atencion hacia
estos recursos fitogenéticos no ha permito que puedan ser explotados a nivel comercial y
aun menos existe informacidn basica que permita tener un mejor aprovechamiento de las
mismas. Dentro de toda esta gran diversidad de recursos nativos se encuentra el zapote
negro (Diospyros digyna Jacq), especie que posee un enorme potencial econdémico gracias
a sus caracteristicas nutricionales. Sin embargo, en la actualidad existen muy pocos
estudios sobre la especie y la mayoria han sido dirigidos sobre sus propiedades
fisicoquimicas, por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar la diversidad y
estructura genética de dos genotipos criollos de zapote negro cultivados en Yucatan,
utilizando nueve marcadores moleculares ISSR. Los resultados del analisis de estructura
y relaciones genéticas indican que los genotipos evaluados se encuentran diferenciados
genéticamente y podrian ser considerados en un futuro como nuevas variedades de zapote
negro si contintian bajo seleccidn y propagacion clonal. A nivel de genotipos, el genotipo
dos presentd mayor porcentaje de loci polimérficos (% P = 36) y mayor diversidad
genética, en ambos estimadores de diversidad (Hbay = 0.34 y | = 0.19). A nivel total se
observaron niveles de diversidad genética que pueden ser considerados altos para la

especie estudiada (0.56).
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2.2 INTRODUCCION

México posee una extraordinaria riqueza bioldgica, ubicandose entre los cinco
paises con mayor biodiversidad (CONABIO, 2006; Pifieiro et al., 2008; Pimm et al.,
1995). Para el caso de los recursos genéticos fruticolas, se han identificado alrededor de
621 especies, entre estas se estima que solamente 65 especies de frutales han sido
explotadas comercialmente, de las cuales 32 son especies nativas y 33 introducidas
(Borys y Leszczyiiska, 2001; Segura-Ledesma et al., 2009). Como se puede apreciar, la
riqueza de especies frutales en el pais esta bien documentada, pero su base genética ain
no lo esté, lo que no ha permitido potencializar su aprovechamiento especialmente en las
especies nativas, este es el caso del zapote negro (Diospyros digyna Jacq) en la Peninsula
de Yucatan, donde es muy apreciado por las comunidades rurales debido a su excelente
sabor y a sus propiedades nutricionales, aunque su cultivo ain no es de forma comercial,
esta especie puede llegar a ser de importancia econdmica para México. El zapote negro
pertenece a la familia Ebenaceae, es nativo del sur de México y América central. En
México se distribuye de forma silvestre en zonas tropicales y subtropicales por la vertiente
del oceano pacifico de Jalisco a Chiapas y de Veracruz a Yucatan por la costa del golfo,
donde frecuentemente es cultivado (Duarte y Paull, 2015). Es un arbol de hoja perenne
con una altura aproximada de 25 cm, su fruto es una baya de forma globosa de color verde
brillante cuando ain no madura y cuando se encuentra maduro cambia su color a verde
fangoso; su mesocarpio (pulpa) va de color café a negro, es muy abundante dulce y suave,
presenta de 10 a 14 semillas (Morton, 1987). Por sus caracteristicas organolépticas los
frutos se consumen en estado fresco, solo o en combinacidn con otras frutas, en jugos,
mermeladas y helados, siendo una buena fuente de vitamina C, superando incluso a los
citricos, ademas contiene carbohidratos y minerales (Miller et al., 1998). La corteza
triturada y hojas se utilizan como una cataplasma para ampollas 0 como veneno para
peces en las Filipinas. En Yucatan, la coccién de hojas del arbol se emplea como un
astringente, ademas diversas preparaciones se utilizan contra la lepra, la tifia y comezon
en la piel (Miller et al., 1998; Morton, 1987). El fruto del zapote negro es ampliamente
consumido en los mercados regional y local, en el mercado internacional es apreciado
como un fruto exotico por sus caracteristicas nutricionales (Yahia et al., 2011). A pesar
de su importante aceptacion en diversos mercados regionales y su gran potencial de
comercializacion como fruto exético para el mercado nacional e internacional,
actualmente no se cuenta con informacion ni se han realizado estudios sobre la diversidad
genética de la especie, la existencia y desarrollo de variedades locales y su potencial uso
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agricola. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo consistio en caracterizar la
diversidad y estructura genética de dos genotipos criollos de zapote negro (Diospyros

digyna Jacg.) cultivados en el estado de Yucatan.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Material vegetal

El material vegetal consistié en dos genotipos criollos de zapote negro (Diospyros
digyna Jacq.), colectados en el estado de Yucatan, pertenecientes a la coleccion base del
Instituto Tecnoldgico de Conkal, Yucatan. La principal diferencia entre los dos genotipos
evaluados es la presencia y ausencia de semillas en los frutos (genotipo 1 frutos sin
semilla o partenocérpicos y genotipo dos frutos con semilla). Para la caracterizacion

molecular, debido a la escasez de arboles, nueve arboles por genotipo fueron muestreados.

2.3.2 Extraccion de ADN y amplificacion de marcadores ISSR

El ADN gendmico se extrajo de un total de nueve individuos por genotipo, a partir
de hojas jovenes, libres de plagas y enfermedades y sin dafio mecanico. La extraccion del
ADN se realizd con el kit de extraccion para plantas Mini Kit DNeasy® (QIAGEN)
siguiendo las instrucciones del proveedor. La calidad del ADN fue verificada mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en una solucién amortiguadora de TBE al 0.5X.

Para la amplificacion por PCR, se utilizaron nueve iniciadores ISSR universales
que han demostrado resultados eficientes con elevados niveles de amplificacion y alto
porcentaje de polimorfismo en diferentes especies estudiadas (Yao et al., 2008, Dias et
al., 2013). Las amplificaciones por PCR, se realizaron en un volumen total de 20 pL
conteniendo: 10uL de iTaqTM Universal SYBR®Green Supermix (Bio-Rad), 2uL de
iniciador ISSR, 1pL de muestra de ADN, suspendido en 7uL de agua ultra pura. Los
ciclos de amplificacién fueron corridos en un termociclador BioRad (C1000 Touch)
programado para 4 min. a 94 ° C de desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos a 94 °
C durante 2 min, 1.5 min., de alineamiento con el rango de temperaturas de 54 a 56 ° C
dependiendo del iniciador usado, 1 min., a 72 ° C y un periodo de extension final de 7
min. a 12 ° C. Los productos de las amplificaciones fueron analizados por electroforesis
en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con 1uL de buffer de reaccion (Uview 6X loading
dye de la marca BioRad), en una solucién amortiguadora TBE al 1X. Se utiliz6 una
camara de electroforesis horizontal a 110 volts constante durante 45 min., y un marcador
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de peso molecular de un 1 kb como referencia para las lecturas. La visualizacion de los
fragmentos se realiz6 en un fotodocumentador Gel Doc EZ Imager, de la marca BioRad.

2.3.3 Analis de datos

Los datos fueron analizados mediante la evaluacion de la estructura genética, el
analisis de las relaciones genéticas y el anlisis de la diversidad genética. La estructura
genética fue analizada mediante una prueba de asignacion de individuos, un analisis de
varianza molecular (AMOVA) y con el estimador de diferenciacion genética Fst. Primero
se realizo la prueba de asignacion de individuos con el programa STRUTURE 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), para inferir el nimero de K poblaciones, utilizando el modelo de
ancestria mezclado con frecuencias alélicas correlacionadas. Para cada valor de K (K=1
a 5) un total de 10 simulaciones independientes fueron corridas, cada simulacion consistio
en un periodo de calentamiento de 100,000 iteraciones y una longitud de corrida de
1,000,000 de iteraciones bajo el modelo de las Cadenas de Marcov Monte Carlo
(MCMC). El valor 6ptimo de K se obtuvo de acuerdo con Evanno et al. (2005) usando el
programa Structure Harvester version 0.6.94 (Earl and VonHoldt, 2012). Por altimo, se
generaron las graficas de ancestria para el valor optimo de K usando STRUCTURE. El
analisis de varianza molecular (AMOVA), se realizd considerando tres niveles

jerarquicos: total (incluyendo a todas las muestras) entre genotipos y dentro de genotipos.

2.3.3.1 Andlisis de relaciones genéticas

Las relaciones genéticas fueron analizadas mediante la construccién de un
dendrograma usando el método UPGMA vy la distancia euclidiana con 1,000 repeticiones
bootstrap, con el programa PAST (Hammer et al., 2001). Para dar soporte a los resultados
observados con el UPGMA se realizd un analisis de coordenadas principales (PCoA)
usando el método de covarianza no estandarizado con el programa GenAlEx 6.503
(Peakall and Smouse, 2006).

2.3.3.2 Andlisis de diversidad genética.

La diversidad genética fue evaluada a nivel de genotipos y a nivel total, con los
indices de riqueza alélica: porcentaje de loci polimorficos (%P), numero de alelos
observados (na), numero de alelos efectivos (ne) e indices de diversidad genética: indice
de Shannon (1) y la heterocigosidad promedio, mediante el calculo de la H bayesiana
(HBay), obtenidos con los programas POPGENE (version 1.31) (Yeh et al., 1999) y
AFLP SURV ver. 1.0 (Vekemans, 2002).
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Estructura genética de dos genotipos de zapote negro.

La prueba de asignacion de individuos mostré que de las 10 simulaciones corridas
para cada valor de K =1 a 5, el punto de inflexién mayor ocurrié en K=2, lo que indica

la existencia de dos grupos genéticamente diferenciados (Figura 1).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 1. Estimacion del nimero de grupos genéticos de zapote negro con base en

el indice delta K, utilizando valores de K = 1-5 y 10 simulaciones para cada valor de K.

En la Figura 2, se observa los coeficientes de ancestria de las 18 muestras analizadas
en los dos genotipos estudiados, se aprecia que los individuos del genotipo uno que
poseen fruto sin semilla (partenocarpicos) formaron el grupo uno y los individuos del
genotipo dos que poseen frutos con semilla formaron el grupo dos. Este resultado indica
que los genotipos evaluados se encuentran en un proceso de diferenciacion genética y que
existe bajo o nulo flujo génico entre los individuos de cada genotipo, aspectos que pueden
atribuirse al echo, de que los individuos pertenecientes al grupo uno, al no presentar
semillas caracteristica que es deseable para los productores, estan siendo seleccionados y
propagados de forma clonal, lo cual podria estar generando cambios en la arquitectura de
su genotipo o generar reduccion de su diversidad genética, y por lo tanto, repercute de
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forma directa en la diferenciacion genética con respecto a los individuos del grupo dos
(Mckey et al., 2010). Otro aspecto que pue estar involucrado en los altos niveles de
estructura genética de los genotipos es su origen geografico ya que los individuos del
grupo uno, fueron colectados en la region sur del estado de Yucatan, mientras que los
individuos del grupo dos fueron colectados en la region centro-norte del estado, lo cual
limita el flujo genético que puede ocurrir entre los individuos de ambos grupos.
Resultados similares son reportados por Yyldyz et al., (2007) al observar dos grupos
genéticos bien diferenciados en Diospyros kaki, una especie hermana del zapote negro.
Turner et al., (2013) al utilizar marcadores AFLPs, encontraron resultados similares al
estudiar la diversidad genética en diferentes especies de Diospyros e indican que la
divergencia observada no corresponde a ninguna hip6tesis taxondmica, ecoldgica o
patron geografico, por lo que sugieren realizar mas estudios que involucren tanto datos
morfolégicos como ecoldgicos. Por otro lado, Guan et al., (2019), reportaron la formacion
de tres grupos genéticos, al evaluar la diversidad y estructura genética de 228 poblaciones
de Diospyros Kaki Thunb., colectadas en diferentes regiones geograficas y resaltan la
existencia de estructura geogréafica al observar que las relaciones genéticas mas estrechas,

se dieron entre las poblaciones mas cercanas geograficamente.
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Figura 2. Analisis de asignacion de individuos entre dos genotipos de zapote negro,
que muestra la formacién de dos grupos genéticos y los niveles de ancestria compartida

entre los 18 individuos evaluados.
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El andlisis de varianza molecular (AMOVA) indic6 que el 75% de la diversidad
genética total se distribuye entre los genotipos y el 25% dentro de los genotipos (Cuadro
1). Este resultado concuerda con el alto valor de diferenciacion genética observado (Fst=
0.435), e indica que la estructura genética es alta entre los genotipos evaluados y da
soporte a los dos grupos observados en el andlisis bayesiano (Figura 2). Resultados
similares, fueron observados en poblaciones de Diospyros rioje Gmez Pompa (Provance
et al., 2013) y Diospyros kaki (Guang et al., 2019), estos autores sefialan que el alto valor
de diferenciacion genética esta relacionado con la ubicacion geografica de los genotipos
evaluados. Naval et al. (2010) y Turner et al. (2013) reportan resultados contrastantes a
los reportados en este estudio, al observar que la mayor diversidad genética de sus
genotipos se distribuye al interior de los genotipos y la menor diversidad es distribuida
entre los genotipos. La Mayor distribucion de la diversidad genética entre los genotipos
observada en este estudio, puede ser un indicativo de la existencia de un alto nivel de
seleccion, efecto fundador o por efecto de la deriva genética a la que pueden estar sujetas

las poblaciones (Yonemori et al., 2008).

Cuadro 1. Analisis de Varianza molecular (AMOVA) de dos genotipos de zapote
negro cultivados en Yucatan, México.

Fuente df SC CM Variacion %
estandar
Entre genotipos 1 90.222 90.222 9.674 75
Dentro de genotipos 16 50.444 3.153 3.153 25
Total 17 140.667 12.827 100

df = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrados medios; % = porcentaje

de variabilidad genética.

2.4.2 Relaciones genéticas.

En la figura 3, se muestra un patrén de agrupamiento general basado en la
constitucion genética de cada genotipo y su origen geogréafico, se observa la conformacion
de dos principales grupos. El grupo 1 quedd integrado por los individuos del genotipo
uno y el grupo 2, se integré con los individuos del genotipo dos. EI PCoA indicé que las
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dos primeras coordenadas principales explicaron el 88 % de la variacion total acumulada
dando soporte al andlisis. La coordenada principal uno (PCoA 1), explicé 82 % de la
variacion, mientras que la segunda PCoA 2 explico el 6 % (Figura 4). El resultado
obtenido en el PCoA confirma el resultado del dendograma UPGMA al generar la
formacion de dos grupos principales con un 100% de similitud de correspondencia entre
ambos anélisis. La formacion de los dos grupos en ambos anélisis confirma que los
genotipos se estan diferenciando genéticamente y que podrian ser considerados en un
futuro como nuevas variedades de zapote negro si contintan bajo selecciony propagacion
clonal. Sin embargo, es necesario desarrollar mas estudios sobre aspectos de morfologia,
productividad y evaluacion del comportamiento en campo de estos dos genotipos

evaluados, para poder ser considerados como variedades.
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Figura 3. Dendrograma UPGMA de dos genotipos criollos de zapote negro obtenido con

el coeficiente de similitud de Dice.
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2.4.3 Diversidad genética.

Los 9 iniciadores ISSR evaluados, generaron un total de 59 loci, de los cuales 26 %
fueron polimorficos. La diversidad genética fue analizada a nivel de genotipo y a nivel
total (Cuadro 2). A nivel de genotipo, el genotipo dos presenté mayor porcentaje de loci
polimorficos (% P = 36) y mayor diversidad genética, en ambos estimadores de diversidad
(Hbay = 0.34 y | = 0.19). A nivel total se observaron niveles de diversidad genética que
pueden ser considerados altos para la especie estudiada (0.56). Los niveles de diversidad
observados a nivel genotipo son similares a los reportados por Guan et al. (2019) al
estudiar la diversidad genética de Diospyros kaki Thunb, provenientes de diferentes
regiones geograficas de China con marcadores SSR. Pero son superiores a lo reportado
por Deng et al. (2015) al estudiar los niveles de diversidad y relaciones genéticas en
variedades locales y poblaciones naturales de cuatro especies de Diospyros con
marcadores SCoT. A nivel total los resultados de diversidad genética observados superan
lo reportado en estudios previos realizados en diferentes especies del género Diospyros
(Guan et al., 2019; Deng et al., 2015).

Cuadro 2. Estimadores de riqueza alélica y diversidad genetica de dos genotipos

de zapote negro cultivados en Yucatan, Mexico.

Genotipo N Na Ne T. %P Hbay I

_oci
Genotipo1 9 0.81+0.09 1.10+0.03 59 17 0.29413+0.03  90+0.02
Genotipo 2 9 1.22+0.08 1.22+0.04 59 36 0.34313+0.03  95+0.03
Total 18 1.07+£0.06 1.16+0.02 59 26 0.565+0.02 42+0.01

Na= numero de alelos observados; Ne= nimero de alelos esperados; T. loci= NUmero
total de loci observados; %P= porcentaje de loci polimdrficos; Hbay= diversidad genética

de Nei con enfoque bayesiano; I= indice de diversidad genética de Shannon Weaver.
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2.5 CONCLUSIONES

Los marcadores ISSR permitieron, distinguir dos grupos diferenciados con base en
su perfil genético que corresponden a cada uno de los genotipos evaluados. El andlisis de
varianza molecular indic6 que la mayor diversidad esté distribuida entre los genotipos y
no dentro de los genotipos como se ha observado en otras especies de Diospyros. Se
observaron niveles altos de diversidad genética en ambos genotipos, con la mayor
diversidad presente en el genotipo dos. A nivel total se observaron niveles de diversidad
genética que pueden ser considerados altos para la especie estudiada. Estos resultados
podrian ayudar en la clasificacion y determinacion de nuevas variedades de zapote negro,
asi como para la conservacion y utilizacion de los recursos de D. digyna Jacq. Se sugiere
realizar mas estudios que involucren datos morfoldgicos y fisicoquimicos en estos dos

genotipos que puedan permitir clasificarlos como nuevas variedades de zapote negro.
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