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Resumen

En las areas rurales de la Peninsula de Yucatan, existe una amplia diversidad de
frutales tropicales nativos con potencial econémico que son cultivados y consu-
midos. Sin embargo, la falta de atencion hacia estos recursos fitogenéticos no ha
permitido que puedan ser explotados a nivel comercial y ain menos existe in-
formacion basica que permita tener un mejor aprovechamiento de los mismas.
Dentro de toda esta gran diversidad de recursos nativos se encuentra el zapote
negro (Diospyros nigra (J.F.Gmel.) Perr. & Perr.), especie que posee un enorme
potencial econémico 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 nutricionales. 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 marcadores molecu-
lares ISSR. Los resultados del analisis de estructura y relaciones genéticas in-
dican que los genotipos evaluados se encuentran diferenciados genéticamente y
podrian ser considerados en un futuro como nuevas variedades de zapote negro
si contintan bajo seleccién y manejo agronémico. A nivel de genotipos, el geno-
tipo dos presenté mayor porcentaje de loci polimérficos (%P=36) y mayor diver-
sidad genética (Hbay=0.34 y 1=0.19). A nivel total se observaron niveles de di-
versidad genética que pueden ser considerados altos para la especie estudiada
(Hbay=0.56).

Abstract

In rural areas of the Yucatan Peninsula, a wide variety of native tropical fruit trees
with economic potential are cultivated and consumed. However, a lack of
knowledge about these plant genetic resources has prevented their commercial
exploitation, and even less is known about the basic information that would enable
them to be utilized more effectively. Within all this great diversity of native re-
sources is the black sapote (Diospyros nigra (J.F.Gmel.) Perr. & Perr.), a species
with enormous economic potential due to its nutritional qualities. However, there
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are currently very few studies on the species, with the majority focusing on its
nutritional properties. Therefore, the objective of this study was to characterize the
structure and genetic diversity of two black sapote genotypes cultivated in Yu-
catan using ISSR molecular markers. The results of structure and genetic rela-
tionship analysis indicated that the genotypes evaluated are genetically differen-
tiated and could be considered in the future as new varieties of black sapote if
they continue to undergo clonal propagation and selection. At the genotype level,
genotype Il, presented a higher percentage of polymorphic loci (%P=36) and
genetic diversity (Hbay=0.34 and 1=0.19). At the total level, the results of genetic
diversity observed can be considered high for the species studied (Hbay=0.56).

Palabras clave: diversidad genética; recursos fitogenéticos; biodiversidad; frutas
tropicales.

1. Introducciéon

México posee una extraordinaria riqueza bioldgica, caracteristica que lo posi-
ciona entre los cinco paises con mayor biodiversidad (1-3). Para el caso de los
recursos genéticos que involucra a los frutales, se han identificado alrededor de
621 especies, entre estas se estima que solo 65 especies de frutales han sido
explotadas comercialmente, de las cuales 32 son especies nativas y 33 introdu-
cidas (4, 5). Como se puede apreciar, la riqueza de especies frutales en el pais
esta bien documentada, pero su base genética aln no lo esta, lo que no ha
permitido potencializar su aprovechamiento especialmente en las especies na-
tivas, este es el caso del zapote negro o Ta’uch (Diospyros nigra (J.F.Gmel.) Perr.
& Perr.) en la Peninsula de Yucatan, donde es muy apreciado por las comuni-
dades rurales debido a su excelente sabor y a sus propiedades nutricionales,
aungue su cultivo atin no es de forma comercial, esta especie puede llegar a ser
de importancia econémica para la Peninsula de Yucatan, México. El zapote ne-
gro pertenece a la familia Ebenaceae, sus frutos son consumidos en el sur de
México y América central. En México se distribuye de forma silvestre en regiones
tropicales y subtropicales de Jalisco a Chiapas por la vertiente del océano paci-
fico y de Veracruz a Yucatan por la costa del golfo, especificamente en la Pe-
ninsula de Yucatan se pueden encontrar plantas de zapote negro cultivadas a
nivel de traspatio (6).

El zapote negro es un &arbol de hoja perenne con una altura aproximada de 25 cm,
su fruto es una baya de forma globosa con epidermis verde brillante cuando ain
no madura y cambia su color a verde fangoso cuando madura; posee mesocarpio
(pulpa) dulce y suave que se torna de color café a negro al madurar, presenta de
10 a 14 semillas (7). Debido a su sabor dulce 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 (8). Existen reportes que indican que tanto la
corteza del arbol como las hojas pueden ser utilizadas para aliviar diversas en-
fermedades de la piel (7,8). 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 (9). A pesar de las bondades
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nutricionales, su aceptacion en los mercados regional y nacional, y su potencial
de comercializacién para el mercado internacional, actualmente no se cuenta con
informacién ni se han realizado estudios sobre la diversidad genética de la es-
pecie, la existencia y desarrollo de variedades locales y su potencial uso agricola.
Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo consistido en caracterizar la
diversidad y estructura genética de dos genotipos criollos de zapote negro
(Diospyros nigra (J.F.Gmel.) Perr. & Perr.) cultivados en el estado de Yucatan.

2. Materiales y métodos

El material vegetal consistié de dos genotipos criollos de zapote negro (Diospyros
nigra (J.F.Gmel.) Perr. & Perr.), colectados en el estado de Yucatan (Tabla 1),
pertenecientes a la coleccion base del Instituto Tecnoldgico de Conkal, Yucatan.
La principal diferencia entre los dos genotipos evaluados es la presencia y au-
sencia de semillas en los frutos (genotipo 1 frutos sin semilla o partenocarpicos y
genotipo dos frutos con semilla). Para la caracterizacion molecular, un total de
nueve arboles por genotipo fueron muestreados.

Tabla 1. Sitios de colecta y ubicacién geogréfica de los genotipos de zapote negro evaluados mediante
marcadores moleculares ISSR.

Genotipo de zapote negro Lugar de colecta Latitud Longitud Altura
Genotipo I: frutos sin semilla  Cholul, Yucatan 21°02' 26" N 89°33 17" 0O 11 msnm
Genotipo II: frutos con semilla  Akil, Yucatan 20°16' 05" N 89°20' 47" O 36 msnm

msnm = Metros sobre el nivel del mar

2.2 Extraccién de ADN y amplificacion por PCR

El ADN gendmico se extrajo de un total de nueve arboles por genotipo, a partir de
hojas jévenes, libres de plagas y enfermedades y sin dafio mecanico. La extrac-
cion del ADN se realizé con el kit de extraccion para plantas Mini Kit DNeasy®
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del proveedor, se utilizé un gramo de hoja
fresca. La calidad del ADN fue verificada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% en una solucion amortiguadora de TBE al 0.5X.

Para la amplificacion por PCR, se utilizaron nueve iniciadores ISSR universales
(TACA (GCA) 3G, (GC) 2CGCCGCCGCC, CTC(GT)8, (GC) 6 GG, T(TTA)ATT,
(GTG)4RC, CT8AC, CG(A)7, CT8GC) que han demostrado resultados eficientes
con elevados niveles de amplificacion y alto porcentaje de polimorfismo en dife-
rentes especies estudiadas (10,11). Las amplificaciones por PCR se realizaron
en un volumen final de 20 pL que contenia: 10uL de iTaqTM Universal SY-
BRGreen Supermix (Bio-Rad), 2uL de iniciador ISSR, 1pL de muestra de ADN,
suspendido en 7uL de agua ultra pura. Los ciclos de amplificacion 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 ini-
ciador utilizado, 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 reaccién (Uview 6X
loading dye de la marca BioRad), en una solucién amortiguadora TBE al 1X. Se

28



Ciencia y Tecnologia ITESCAM-Calkini 2022;1(1):26-36

utilizé una camara de electroforesis horizontal a 110 volts constante durante 45
min., y un marcador de peso molecular de un 1 kb como referencia para las
lecturas. La visualizacion de los fragmentos se realizé en un fotodocumentador
Gel Doc EZ Imager, de la marca BioRad.

2.3 Andlisis de datos

Los datos fueron analizados mediante la evaluacion de la estructura genética, la
evaluacién de las relaciones genéticas y un analisis de diversidad genética. La
estructura genética fue analizada mediante una prueba de asignacién de indivi-
duos, un analisis de varianza molecular (AMOVA) y con el estimador de diferen-
ciacién genética FST. Primero se realiz6 la prueba de asignacion de individuos
con el programa STRUCTURE 2.3.4, para inferir el nimero de K poblaciones,
utilizando el modelo de ancestria mezclado con frecuencias alélicas correlacio-
nadas. Para cada valor de K (K=1 a 4) un total de 10 simulaciones independientes
fueron corridas, cada simulacién consisti6 de 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. (12) usando el programa Structure Har-
vester version 0.6.94 (13). Por ultimo, se generaron las gréficas de ancestria para
el valor 6ptimo de K con el programa STRUCTURE. El andlisis de varianza mo-
lecular (AMOVA), se realiz6 considerando tres niveles jerarquicos: total (inclu-
yendo a todas las muestras) entre genotipos y dentro de genotipos. El indice de
diferenciacion genética FST fue obtenido con el programa POPGENE ver 1.31
(14).

Las relaciones genéticas fueron analizadas mediante la construccion de un
dendrograma usando el método UPGMA vy la distancia euclidiana con 1,000 re-
peticiones bootstrap, con el programa PAST (15). Para dar soporte a los resul-
tados observados con el UPGMA se realizé un analisis de coordenadas princi-
pales (PCoA) usando el método de covarianza no estandarizado con el programa
GenAlEx 6.503 (16).

La diversidad genética fue evaluada a nivel de genotipos y a nivel total, con los
indices de riqueza alélica: porcentaje de loci polimérficos (%P), numero de alelos
observados (na), numero de alelos efectivos (ne) e indices de diversidad gené-
tica: indice de Shannon (I) y la heterocigosidad promedio, mediante el calculo de
la H bayesiana (Hbay), obtenidos con los programas POPGENE (version 1.31)
(14) y AFLP SURV ver. 1.0 (17).

3. Resultados
3.1 Estructura genética de dos genotipos de zapote negro

La prueba de asignacion de individuos mostr6 que de las 10 simulaciones co-
rridas para cada valor de K=1 a 4, el punto de inflexiébn mayor ocurrié en K=2, lo
gue indica la existencia de dos grupos genéticamente diferenciados (Figura 1).
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Figura 1. Estimacién del nimero ideal de grupos genéticos de zapote negro con base en los
valores delta K (k=1 a 4) usando el método de Evanno con el programa Structure Harvester.

En la Figura 2, se observan 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 (parteno-carpicos) formaron el grupo
uno Yy los individuos del genotipo dos que poseen frutos con semilla formaron el
grupo dos. En ambos grupos se observa que los individuos que integraron cada
grupo poseen coeficientes de ancestria de 100%.

1.00
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0.60
0.40
0.20

0.00

Coeficientes de ancestria

1(1) 1)3(1) 5(1) 7(1) 9(1) 11(2)  13(2) 15(2) 17(2)
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Figura 2. Prueba de asignacién de individuos de dos genotipos de zapote negro donde se observa
la formacion de dos grupos genéticos. Los individuos del grupo |, se muestran en color rojo y en
color verde los individuos del grupo II.

Los resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA) se muestran en la
Tabla 2. Se observo que el 75% de la diversidad genética total se distribuye entre
los genotipos y el 25% dentro de los genotipos (Tabla 1). El indice de diferen-
ciacion genética total obtenido con el programa POPGENE fue de FST = 0.435.
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Tabla 2. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de dos genotipos de zapote negro cultivados en Yucatan,

México.

Fuente de variacion Df SS MS %
Entre genotipos 1 90.22 90.22 75
Dentro de genotipos 16 50.44 3.15 25
Total 17 140.66 100

Df = grados de libertad; SS = suma de cuadrados; MS = cuadrados medios; % = porcentaje de variacion.

3.2 Relaciones genéticas

En la Figura 3, se muestra un patron de agrupamiento general basado en la
constitucién genética de cada genotipo y no por su origen geogréfico, se observo
la conformacién de dos principales grupos. El grupo 1 quedé integrado por los
individuos del genotipo uno y el grupo 2, se integré con los individuos del genotipo
dos.
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Figura 3. Relaciones genéticas de dos genotipos de zapote negro cultivados en Yucatan, México.

El PCoA indic6 que las dos primeras coordenadas principales explicaron el 88%
de la variacion total acumulada. La coordenada principal uno (PCoA 1), explicé
82% de la variacion total acumulada, mientras que la segunda PCoA 2 explicé el
6% de la variacion total acumulada (Figura 4). El resultado obtenido en el PCoA
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da soporte al resultado del dendograma UPGMA al generar la formacion de dos
grupos principales con el 100% de similitud de correspondencia entre ambos

analisis.

PCoA 2 (6%)

%
o
¢ ¢

PCoA 1 (80%)

Figura 4. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de dos genotipos de zapote negro cultivados
en Yucatan, México. diamantes negros = grupo I; circulos negros = grupo Il.

3.3 Diversidad genéticas

La diversidad genética fue analizada a nivel de genotipo y a nivel total (Tabla 3).
Los 9 iniciadores ISSR evaluados generaron un total de 59 loci, de los cuales
26% fueron polimérficos. A nivel de genotipo, el genotipo dos presenté mayor
porcentaje de loci polimorficos (%P=36) y mayor diversidad genética con los dos
estimadores de diversidad evaluados (Hbay=0.34 y 1=0.19). A nivel total se ob-
servaron niveles de diversidad genética que pueden ser considerados altos para
la especie estudiada (Hbay=0.56).

Tabla 3. Estimadores de riqueza alélica y diversidad genética de dos genotipos de zapote negro cultivados en Yuca-

tan, México.

Genotipo N na ne #Loci %P Hbay I
Genotipo | 9 0.81+0.09 1.10+0.03 59 17 0.29+0.03 0.09+0.02
Genotipo Il 9 1.22+0.08 1.22+0.04 59 36 0.34+0.03 0.19+0.03
Total 18 1.07+0.06 1.16+0.02 59 26 0.56+0.02 0.14+0.01

N= Tamafio de muestra; na= nimero de alelos observados; ne=nuimero de alelos efectivos; #Loci=numero total de lo-

ci; %P=porcentaje de loci polimérfico; Hbay=Heterosigocidad promedio propuesto por Zhivotovsky; I=indice de diversidad genética

de Shannon-Weaver.

4. Discusion

4.1 Estructura genética
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Los resultados del andlisis de estructura genética indican 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 estudiado, aspectos
que pueden atribuirse al hecho de que los individuos pertenecientes al grupo uno
poseen frutos sin semillas, caracteristica que es deseable para los productores y
por lo tanto, las plantas pertenecientes al genotipo uno estan siendo seleccio-
nados y propagados de forma clonal, lo cual podria estar generando cambios en
la arquitectura de su genotipo o generar reduccién de su diversidad genética lo
que repercute de forma directa en la diferenciacion genética con respecto a los
individuos del grupo dos (18). Al ser la produccion de semillas uno de los pro-
cesos evolutivos més exitosos en la evolucion de las plantas (19).

La ausencia de semilla en frutos de los individuos del genotipo uno en compa-
racién con los individuos del genotipo dos que presentan frutos con semilla, es
una caracteristica que puede estar influenciando la diferenciacién genética de los
dos genotipos como consecuencia de aislamiento reproductivo. Otro aspecto que
puede estar involucrado en los altos niveles de estructura genética de los geno-
tipos es su origen geografico ya que los individuos del grupo uno fueron colec-
tados en la region centro-norte del estado (Cholul, Yucatéan), mientras que los
individuos del grupo dos fueron colectados en la regién sur del estado de Yucatan
(AKil, Yucatan), lo cual limita el flujo genético que puede ocurrir entre los indivi-
duos de ambos grupos como una respuesta al aislamiento por distancia. Resul-
tados similares son reportados por Yyldyz et al. (20) al observar dos grupos
genéticos bien diferenciados en Diospyros kaki, una especie hermana del zapote
negro. Turner et al. (21) al utilizar marcadores AFLPs, encontraron resultados
similares en diferentes especies de Diospyros e indican que la divergencia ob-
servada no corresponde a ninguna hipoétesis taxonémica, ecolégica o patrén
geografico, por lo que sugieren realizar mas estudios que involucren tanto datos
morfolégicos como ecoldgicos.

Por otro lado, Guan et al. (22), 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 geografica al observar que las relaciones genéticas mas estrechas se
dieron entre las poblaciones mas cercanas geograficamente, resultado similar al
observado en este estudio. La mayor distribucion de la diversidad genética entre
genotipos observada en el AMOVA, concuerda con el alto valor de diferenciacion
genética obtenido (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 analisis
bayesiano (Figura 2). Resultados similares, fueron observados en poblaciones de
Diospyros rioje Gomez Pompa (23) y Diospyros kaki (22), estos autores sefialan
gue el alto valor de diferenciacion genética esta relacionado con la ubicacion
geografica de los genotipos evaluados. Naval et al. (24) y Turner et al. (21) re-
portan resultados contrastantes a los obtenidos en este estudio, al observar que
la mayor diversidad genética de los genotipos que evaluaron se distribuye al in-
terior 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 selec-
cién, efecto fundador o por efecto de la deriva genética a la que pueden estar
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sujetas las poblaciones bajo manejo y cultivo (25). Debido a la importancia
econdmica y nutricional que posee la especie estudiada y a la falta de variedades
de zapote negro certificadas para ser utilizadas en plantaciones comerciales, los
resultados de este estudio son de utilidad para avanzar en el desarrollo de va-
riedades de zapote negro que puedan ser utilizadas en plantaciones comerciales
y de esta manera generar mayores beneficios a los productores locales.

4.2 Relaciones genéticas y diversidad genética

La formacion de dos grupos en ambos analisis UPGMA y PCoA confirma que los
genotipos se estan diferenciando genéticamente; este resultado concuerda con
lo reportado por Navarrete-Zapata et al. (26) quienes al hacer la caracterizacion
morfoldgica de los dos genotipos de zapote negro que se evaluaron en este es-
tudio, reportaron diferencias en las caracteristicas morfolégicas de hoja y fruto;
ademas estos autores mencionan que los frutos del genotipo uno son mas pe-
sados, con forma oval y redonda, caracteristicas que lo hacen mas atractivo para
el mercado. Por lo tanto, tomando en cuenta los resultados de este estudio y los
resultados de Navaverrete-Zapata et al. (26), los genotipos evaluados pueden ser
considerados en un futuro como nuevas variedades de zapote negro si continlan
bajo seleccién y propagacion clonal. Sin embargo, es necesario establecer par-
celas experimentales que permitan desarrollar mas estudios sobre aspectos de
morfologia, productividad y evaluacion del comportamiento en campo de estos
dos genotipos, antes de ser considerados como variedades nuevas de zapote
negro.

Los niveles de diversidad genética observados a nivel genotipo son similares a
los reportados por Guan et al. (22) al estudiar la diversidad genética de Diospyros
kaki Thunb, provenientes de diferentes regiones geogréficas de China con
marcadores SSR. Pero son superiores a lo reportado por Deng et al. (27) al es-
tudiar 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
(22,27) y resaltan la importancia de establecer estrategias de conservacion y
manejo para estos dos genotipos de zapote negro estudiados. A nivel de geno-
tipos se observé mayor diversidad genética en el genotipo dos, esto puede ser
atribuido a la presencia de semillas en el fruto ya que para que ocurra la forma-
cion de la semilla, primero ocurre la formacion de los gametos lo que involucra
recombinacion y posteriormente durante la polinizacion se da el flujo de genes a
través del intercambio de polen con otros individuos lo que puede originar mayor
variabilidad.

5. Conclusiones

La diversidad genética del germoplasma de zapote negro evaluado esta consti-
tuida de dos grupos diferenciados con base en su perfil genético que corres-
ponden a cada uno de los genotipos evaluados. El andlisis de varianza molecular
indicé que la mayor diversidad esta distribuida entre los genotipos y no dentro de
los genotipos como se ha observado en otras especies de Diospyros. Se ob-
servaron niveles altos de diversidad genética en ambos genotipos, con la mayor
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diversidad presente en el genotipo dos. A nivel total se observaron niveles de
diversidad genética altos para la especie estudiada. Estos resultados podrian
ayudar en la clasificacién y determinacién de nuevas variedades de zapote ne-
gro, asi como para la conservacion y utilizacién de los recursos de Diospyros
nigra (J.F.Gmel.) Perr. & Perr. Se sugiere realizar mas estudios que involucren
datos morfolégicos y fisicoquimicos de estos dos genotipos de tal manera que
puedan ser clasificados como nuevas variedades de zapote negro, ya que per-
mitiria el establecimiento de parcelas a nivel comercial.

Materiales suplementarios: La informacién suplementaria siguiente puede ser
descargada en: https://www.itescam.edu.mx/citeca/
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