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Resumen

La fruticultura de México cuenta con 63 especies comerciales y 220 especies con potencial
alimenticio. En el estado de Morelos se han reportado 1.7 ha de caimito en los municipios de
Coatlan del Rio y Tetecala de la Reforma. El caimito es una fuente alternativa para la
diversificacion de la agricultura, asi como para la exportacion fruticola. EI conocimiento de la
variabilidad genética de las especies permitira el desarrollo de programas orientados a la
conservacion de germoplasma de forma in situ o ex situ, programas de certificacion, asi como
proporcionar a los productores una amplia seleccién de plantas. El objetivo de la investigacion fue
caracterizar molecularmente arboles de caimito seleccionados previamente en Coatlan del Rio y
Tetecala de la Reforma, Morelos, México, utilizando la técnica de RAPDs. Se seleccionaron 13
arboles de caimito tomando en cuenta para la seleccion con base en las caracteristicas morfolédgicas
y organolépticas. Se realizo el aislamiento de ADN gendmico y se utilizaron 30 iniciadores RAPD.
Los datos moleculares se procesaron utilizando el sistema de andlisis multivariado y taxonémico
numeérico (NTSYSpc 2.1). La metodologia utilizada permitié caracterizar nueve arboles. El analisis
del conglomerado obtenido muestra que a un nivel de 0.71 de distancia genética se forman cuatro
agrupaciones. Los arboles 14 y 15 no comparten similitud genética con los otros arboles y estos
fueron a su vez los que mostraron mayor nimero de bandas marcadoras y asi como también fueron
unos de los que destacaron por sabor.

Palabras clave: caracterizacion de arboles frutales, extraccion de ADN, marcadores moleculares,
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Introduccion

La fruticultura en México cuenta con 63 especies comerciales y 220 especies con potencial
alimenticio, algunas especies aun no se reflejan en las estadisticas ya que se cultivan localmente en
huertos familiares o son de recoleccion (Borys y Borys, 2001), entre las cuales estan las de la
familia Sapotaceae; de esta, el caimito (C. cainito L.) es originario de Centroamérica e islas del
Caribe y las Antillas. En el estado de Morelos se han reportado 1.7 ha de caimito en los municipios
de Coatlan del Rio y Tetecala de la Reforma (Alvarez-Vargas et al., 2006; SIACON, 2018).

Las especies de Chrysophyllum L. (Sapotaceae) se propagan ampliamente como plantas
ornamentales debido a su densidad follaje colorido y por sus frutos comestibles (EI-Harwary et al.,
2019). Son frutos carnosos, tipo baya globosa o redondeada, la pulpa es carnosa, destaca por su
exquisito sabor y valor nutritivo, ya que los frutos son ricos en carbohidratos, calcio y fosforo, se
pueden consumir como fruto fresco, en jugos o ensaladas, asi como también se utilizan con fin
ornamental por su porte y color dorado del envés de las hojas (Morton, 1987; Pennington, 1990;
Rojas-Rodriguez y Torres-Cérdoba, 2012).

Es por lo antes mencionado que Azurdia et al. (1995) sugiere la importancia del caimito como
fuente alternativa para la diversificacion de la agricultura, asi como para la exportacion fruticola.
Es poco el conocimiento que se tiene sobre las técnicas de propagacion sexual y asexual de este
frutal, asi como sobre su cultivo en general, con condiciones y practicas que aseguren una buena
produccion de frutos de alta calidad. Para lograr esto se necesita producir portainjertos adecuados
con el fin de perpetuar las variedades o tipos seleccionados de esta planta (Alvarez et al., 2004).

Al respecto Crane y Balerdi (2019) mencionan que el caimito puede propagarse por semilla, estaca
e injerto, los arboles que provienen de semilla dan fruto en 5 a 10 afios, mientras que arboles de
propagacion vegetativa pueden comenzar la produccién de frutos en 1 a 2 afios y en el injerto se ha
reportado que caimito produce arboles enanos de crecimiento lento. La propagacion asexual limita
el numero de generaciones que han pasado desde su primer cultivo por parte de los humanos y el
grado de evolucion que ha ocurrido bajo la seleccion humana en estos taxones (Zohary y Spiegel-
Roy, 1975; Clement, 1989). Al propagarse el caimito por semilla genera una amplia diversidad
genética, por ello es recomendable multiplicar los arboles seleccionados por su capacidad
productiva y calidad de sus frutos, mediante la injertacion (Avilan et al., 1992).

Si distintas variedades cultivadas se seleccionan por fenotipos contrastantes, la varianza fenotipica
sera mayor en cultivos plantas (Parker et al., 2010). EI conocimiento de la variabilidad genética de
las especies permitira el desarrollo de programas orientados a la conservacion de germoplasma de
forma in situ o ex situ, programas de certificacion, asi como proporcionar a los productores una
amplia seleccion de plantas (Azurdia et al., 1997; Carrara, 2004; Nascimento et al., 2008). Existen
diferentes métodos para caracterizar, identificar plantas especies, evaluar su diversidad y filogenia,
aquellos basados en la morfologia son los mas utilizados (Bayuelo-Jiménez et al., 2006).

Los primeros estudios de caracterizacion de sapotaceas utilizaron caracteres morfoldgicos,
fenologicos, y agronomicos; sin embargo, la clasificacion con base en estos caracteres puede ser
confusa porque los mismos son afectados por factores ambientales. El uso de isoenzimas puede ser
de mayor utilidad; al respecto, fueron aplicadas para estudiar in situ 246 tipos de M. sapota y 287
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de C. cainito en Nicaragua (Benavides, 1998; Weaver, 1993) mediante caracterizacion morfoldgica
registré una nueva especie de caimito llamada Micropholis chrysophylloides en Puerto Rico; sin
embargo, éstas pueden ser afectadas por el ambiente y la etapa fenoldgica de la planta.

También se ha generado un gran nimero de métodos para identificar y analizar marcadores
moleculares entre los que destacan los basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
que permiten amplificar secuencias especificas o al azar del ADN y requieren de pequefas
cantidades iniciales del mismo (Orona et al., 2006) no son afectados por el medio ambiente y
pueden analizarse en cualquier etapa de desarrollo del cultivo, los marcadores RAPD son simples,
eficientes, econdmicos, rapidos y discriminan eficientemente entre genotipos (Yasmin et al., 2006).

Marcadores como el citogenético y molecular permiten analizar las diferencias entre cromosomas,
proteinas o0 ADN (Avise, 2004). Otra técnica empleada es la secuenciacion del gen del cloroplasto
ndhF para estudiar la filogenia en la familia (Anderberg y Swensony, 2003). Las secuencias simples
repetidas (SSR) fueron utilizadas para el analisis de la variabilidad del DNA del cloroplasto en
Manilkara hubery (Rennd et al., 2008). Los RAPDs fueron utilizados para determinar el efecto de
las condiciones ambientales en el genotipo de Manilkara sapota (Heaton et al., 1999) y determinar
la estructura genética espacial de Chrysophyllum sanguinolentum (Degen et al., 2001), asi como
estudiar la diversidad genética de Vitellaria paradoxa (Fontaine et al., 2004).

En Pouteria sapota también se han usado los AFLP para estudiar la variacion genética de
selecciones cultivada (Carrara, 2004). Majourhat et al. (2008), utilizaron los RAPDs y las SSR
para caracterizar morfotipos de Argania spinosa y observaron que los RAPDs presentaron alto
polimorfismo y mayor cantidad de informacion que las SSR. Actualmente existe un gran nimero
de colecciones de germoplasma con genotipos de un alto valor agronémico que podrian ser usados
como progenitores en los programas de mejoramiento genético; sin embargo, en muchas ocasiones
se desconoce su grado de diversidad y la relacion existente entre materiales, lo que dificulta su
utilizacion (Becerra y Paredes, 2000).

Los marcadores moleculares se utilizan ampliamente para implementar programas de
mejoramiento y manejo de cultivos (Xin-hua et al., 2007). Este método es beneficioso para los
ecologistas y conservacionistas al permitir la identificacion de muestras (Hebert y Gregory, 2005).
Gonzalez-Hernandez et al. (2012) hacen referencia que, aunque el chicozapote (Sapotaceae) es una
especie economicamente importante en México, no hay informacion que permita generar
programas apropiados para su mejoramiento y manejo de cultivo.

Debido a la escasa informacion acerca de caimito en cuanto a caracterizacion molecular que
permita identificar a los arboles con mejores caracteristicas que pudieran usarse para conservarlos
y eventualmente integrarlos a un programa de mejoramiento genético a largo plazo o propagacién
vegetativa que permita tener huertas de caimito establecidas de manera homogénea y con frutos de
calidad, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar molecularmente arboles de caimito
seleccionados previamente en Coatlan del Rio y Tetecala de la Reforma, Morelos, México,
utilizando la técnica de RAPDs, para poder determinar si existe una diferenciacién genética de
arboles que permita la identificacion y seleccion de germoplasma sobresaliente; a traves, de
marcadores moleculares.
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Materiales y métodos

Se seleccionaron 13 arboles de caimito tomando en cuenta para la seleccion con base en las
caracteristicas morfologicas y organolépticas como el sabor del fruto, mayor rendimiento, tamafio
y calidad, mediante entrevistas con los productores realizadas por Alvarez-Vargas et al. (2006) en
Coatlan del Rio y Tetecala de la Reforma, Morelos, México. Las caracteristicas por las que se
seleccionaron son porque los frutos de caimito son de color rojo, opaco y oscuro, existe gran
variacion en el matiz y cromaticidad de los frutos, probablemente por la amplia variedad en los
colores y su intensidad. Las dimensiones del fruto, como largo y diametro, muestran una variacion
alta con rangos de 60.3 y 54.1 cm, respectivamente.

El 60% del peso total del fruto corresponde a la cascara, 3% a la semillay 37% a la pulpa, la cascara
del fruto esta compuesta de un epicarpio delgado y duro, asi como parte del mesocarpio que en la
madurez comercial forma una cascara resistente, la otra parte del mesocarpio es morada o blanca,
acuosa y dulce y representa la pulpa del fruto. La gran variacion en estos caracteres hace posible
la busqueda de materiales con mayor proporcion de pulpa, para incrementar su uso potencial como
fruta fresca o procesada. El caimito puede tener hasta ocho semillas, asi como frutos sin semilla.

Los frutos de caimito presentan gran variacién en caracteristicas quimicas como los solidos
solubles, aztcares totales. Los valores promedio de sélidos solubles son de 10.1 Brix e indican que
los frutos proporcionan buena cantidad de energia a quien los consuma, algunos frutos alcanzan
valores de 185.9 mg g de azlcares totales. Actualmente, se han realizado pocos estudios de
calidad para determinar las caracteristicas del fruto que sean atractivas para el consumidor; sin
embargo, se prefieren frutos grandes, con pocas semillas y gran concentracion de azUcares totales
(Alvarez-Vargas et al., 2006). Los arboles fueron 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 13, 14, 15, 17, 18 y 19.

Colecta de hojas

Se colectaron muestras de hojas jovenes y sanas de 13 arboles de caimito seleccionados
previamente. Las hojas fueron colocadas en bolsas de pléastico, marcadas con la clave de cada
arbol y transportadas, a temperatura ambiente al laboratorio. Las hojas fueron lavadas y se
elimind el agua de la superficie, posteriormente se pesaron 150 mg de hoja de cada arbol y se
congelaron a -20 °C hasta la extraccion del ADN.

Aislamiento del DNA gendmico

Se usaron muestras de 150 mg de hojas de cada uno de los 13 arboles de caimito para extraer el
ADN de acuerdo con la metodologia reportada por Andrade-Rodriguez et al. (2005) sustituyendo
el alcohol isoamilico por octanol. En el Gltimo paso de la metodologia de extraccion, el ADN
obtenido se disolvi6 en 25 ul de 0.1 TE (1 mM Tris-HCI pH 8, 0.1 mM EDTA) con 20 ng ul* de
ARNasa, calentado a 37 °C por 40 min. Y almacenado a -20 °C hasta su utilizacion.

La integridad del ADN de todos los arboles se estimé mediante electroforésis en gel de agarosa
(ultrapura GIBCO) al 1%, para lo cual se uso 1 ul de muestra de ADN. La electroforesis se realizd
a temperatura ambiente en buffer TAE (0.04 M tris-base, acido acético glacial, 1 mM EDTA) a 75
voltios durante dos horas. El gel se tifi6 con bromuro de etidio (1 pg ml). Las muestras de ADN
se visualizaron y se documentaron con un analizador de geles (Syngene GVM20).
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La concentracion del ADN vy su pureza fueron cuantificadas en un espectrofotometro Genesys 6®
de luz ultravioleta, para lo cual se prepar6 una dilucion de 1:150 [5 ul de ADN de la muestra méas
745 pl de TE 10X (10 mM Tris HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8)]. La concentracion se determind
mediante la formula: [ADN (ng pl™)]= (DO2s0) (FD) (50 pg-pl™). Donde: DO2go= densidad 6ptica
de la solucion de ADN leida a la longitud de onda de 260 nm. FD= factor de dilucion. 50 ug ul?*=
concentracion de ADN determinada para un valor de 1 a 260 nm.

La pureza se evalué como la proporcion de las lecturas a longitudes de onda de 260 y 280 nm
(260/280). Los valores entre 1.8 y 2 de densidad Optica (DO) indican alto grado de pureza. Valores
menores a 1.8 indican contaminacion de la muestra de ADN con proteinas y otros elementos
absorbentes de luz UV. Mientras que valores mayores a 2 indican contaminacion por cloroformo,
fenol u otra sustancia organica. Una vez obtenida la lectura para cada muestra de ADN, se
prepararon las soluciones de trabajo a 20 ng pl™.

Andlisis RAPD

Se utilizaron 30 iniciadores, 20 con las secuencias del kit B, el A-07, A-08 (Operon Technologies
Inc.) y ocho con las secuencias disefiadas por Rodriguez-Rojas et al. (2012) para estudios con
sapotaceas, todos con secuencia arbitraria de 10 nucleotidos, de estos iniciadores se seleccionaron
12 que presentaron el mayor nimero de bandas mas brillantes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Secuencia de ocho de los iniciadores utilizados en la caracterizacién molecular de
arboles de caimito, disefiadas por Rodriguez-Rojas et al. (2012).

Iniciador  Clave Secuencia de bases Iniciador  Clave Secuencia de bases
23 SAP-01 5 ATGCGAACCGZ 27 SAP-05 5 TATAGGCCCT3
24 SAP-02 5 GACACATCGG?Z 28 SAP-06 5 CCTACTCCAGZ3®
25 SAP-03 5TGGGACCTCC3® 29 SAP-07 5 TGGGAATCCC3
26 SAP-04 5 GGAGCTACCTZ® 30 SAP-08 5 GCCCCTACTAZ®

La mezcla de reaccion consistié en 10 ul de dNTPs (5 uM de cada dNTP), 2.5 ul amortiguador
PCR (10X), 1.5 ul de MgCl2 (75 mM), 2 ul de iniciador (20 pmol), 0.3 ul DNA polimerasa nativa
INVITROGEN (1.5 U), 4 ul de ADN (80 ng) ajustando a un volumen de 25 ul con 4.7 ul de agua
destilada deionizada estéril. La amplificacion del ADN se hizo mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) en un termociclador Techne TC-412. El programa del termociclador consistid
en un ciclo de predesnaturalizacién de ADN a 94 °C por 4 min, méas 35 ciclos integrados por las
etapas siguientes: 1 min a 94°C para separar las hélices de ADN, 1 min a 36 °C para la alineacion
de iniciador, 2 min a 72 °C para la polimerizacion de ADN y un ciclo de extension final de 10 min
a72-°C.

La separacion de productos amplificados se realiz6 por electroforesis en gel de agarosa ultrapura
(INVITROGEN) al 1.5% (p/v). La electroforesis se efectué con amortiguador TAE 1X aplicando
75 voltios durante 4.5 h. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (1 ug L™?) para evidenciar
las bandas de ADN, y posteriormente se fotografiaron con el fotodocumentador Syngene GVM20.
El tamafio de los fragmentos de ADN, producidos por los RAPDs, se obtuvo utilizando el programa
Gen tools version 3.06 de Syngene.
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El analisis de los datos moleculares para la caracterizacion de las 13 selecciones de caimito se
realiz6 mediante la comparacion de patrones de bandas de ADN producidos por los 12 iniciadores
RAPD utilizando el programa Gene tools Labworks 4®. La presencia de marcadores RAPD se
determind mediante el analisis de los perfiles electroforéticos generados por cada uno de los
genotipos de caimito. Para la construccion del dendrograma, los datos se analizaron con base en la
presencia (indicada por 1) o la ausencia (indicada por 0) de fragmentos amplificados con los
iniciadores decAmeros usados, los datos se procesaron utilizando el sistema de analisis multivariado
y taxondmico numérico (NTSYSpc 2.1). Los andlisis de agrupamiento se realizaron sobre la
relacion de matrices con el método de ligamiento promedio aritmético de grupos de pares no
ponderados, UPGMA, por sus siglas en inglés (Avise, 1994).

Resultados y discusion

Los iniciadores seleccionados fueron OPB (01, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11y 12), SAP-01y SAP-
04, por presentar el mayor nimero de productos amplificados, con bandas mas brillantes y mejor
definidas. Estos iniciadores generaron 190 fragmentos RAPD que variaron de 254 a 3.407 pb. El
97% de los fragmentos fueron polimorficos y permitieron caracterizar a 9 de los 13 arboles
estudiados (1, 3, 5, 10, 13, 14, 15, 17 y 19) con 71 fragmentos marcadores. En los arboles 2, 4,9y
18 no se obtuvieron fragmentos marcadores que permitieran su caracterizacion con los iniciadores
usados (Cuadro 2). Los iniciadores que generaron mayor niumero de marcadores fueron el OPB-06
y el OPB-10, este tltimo permitié identificar mayor nimero de arboles (6) junto con el SAP-01y
SAP-04 (Figura 1). Por el contrario, el iniciador OPB-11 produjo solo tres fragmentos los cuales
caracterizaron a dos arboles. Ningun iniciador por si s6lo permitié caracterizar a todas las plantas.

Cuadro 2. Fragmentos amplificados y caracterizacion molecular mediante RAPDs de arboles de
caimito en Morelos, México.

Iniciador Fragmentos Fragmentos Polimorfismo Marcadores (pb) Planta
amplificados polimorficos (%) caracterizada
OPB 01 17 17 100 p:1906 13
GTTTCGCTCC p:1813 1
p:877 13
a:1615 13
a:1044 13
OPB 04 GGA 15 14 93 p:1319 5
CTG GAGT p: 490 19
OPB 05 13 13 100 p:1339, 1081, 866 14
TGCGCCCTTC p:492 10
a: 1265 14
OPB 06 17 16 94 p:1877, 1628, 1324 15
TGCTCTGCCC 1063, 909, 519

p:622, 548, 495 10
a:1131, 995 15
OPB O7 16 16 100 p:2140, 1396, 918, 496 14
GGTGACGCAG a:1727 13
OPB 08 16 16 100 p:1493, 1100, 969, 254 15
GTCCACACGG a:732 15
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Iniciador Fragmentos Fragmentos Polimorfismo Marcadores (pb) Planta
amplificados polimorficos (%) caracterizada
OPB 09 13 13 100 p:1561, 1403 15
TGGGGGACTC p:1357, 1026, 626 17
a:1940 15
OPB 10 21 21 100 p:2726, 2446, 2280 14
CTGCTGGGAC 1934, 1762, 1628,
1258, 899, 716, 654
p:1208 17
a:1114 14
a:467 13
OPB 11 12 12 100 p: 1187 10
GTAGACCCGT p:987, 831 15
OPB 12 12 11 91 p:1192, 693, 596 14
CCTTGACGCA a:1028, 665 14
SAP 01 21 20 95 p:669 3
ATGCGAACCG p:588 10
p:1884, 1689, 1406, 14
960

SAP 04 17 16 94 p:310 13
GGAGCTACCT p:687, 306 14
p:1147 15
a:599 13

Pb= pares de bases; a= ausencia; p= presencia.

1147 pb

687 pb

Figura 1. Patron de bandeo generado por el iniciador SAP-04 para 13 arboles de caimito del estado
de Morelos, México. 1 kb: marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder.
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La metodologia utilizada permitié caracterizar nueve arboles, el 14 fue el que mostré mayor
presencia de marcadores (30 fragmentos) mismos que fueron producidos con seis iniciadores. Esto
indica que el ADN de este arbol tuvo mayor nimero de secuencias de ADN particulares que fueron
complementarias a los iniciadores OPB (05, 07, 10, 12), SAP-01 y SAP-04. Otro arbol que mostrd
mayor nimero de bandas marcadoras fue el &rbol 15, con 15 fragmentos marcadores, generados
por los oligonucle6tidos OPB (06, 08, 09 y 11).

En contraste, los arboles 2, 4, 9 y 18 no produjeron ningun marcador, lo anterior significa que la
molécula de ADN de estas plantas no presentd secuencias de ADN particulares que los
identificaran con el uso de los iniciadores usados. Las caracteristicas organolépticas de los frutos
no se reportan, sin embargo, se realizo la degustacion de los frutos destacando en sabor los frutos
de los arboles 3, 4, 10, 14 y 15; no obstante, no se tuvieron marcadores para todos estos arboles
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Fragmentos de marcadores moleculares para 13 arboles de caimito del estado de
Morelos, México.

Arbol Fragmentos marcadores

1 OPB 01 (1813)

2

3 SAP 01 (669)

4 -

5 OPB 04 (1319)

9 -

10 OPB 05 (492), OPB 06 (622, 548, 495), OPB 11 (1187), SAP 01 (588)

13 OPB 01 (1906, 877, 1615, 1044), OPB 07 (1727), OPB 10 (467), SAP 04 (310, 599)

14 OPB 05 (1339, 1081, 866, 1265), OPB 07 (2140, 1396, 918, 496), OPB 10 (2726,
2446, 2280, 1934, 1762, 1628, 1258, 899, 716, 654, 1114), OPB 12 (1192, 693, 596,
1028, 665), SAP 01 (1884, 1689, 1406, 960), SAP 04 (687) (306)
15 OPB 06 (1877, 1628, 1324, 1063, 909, 519), OPB 06 (1131, 995), OPB 08 (1493,
1100, 969, 254, 732), OPB 09 (1561, 1403, 1940), OPB 11 (987, 831)

17 OPB 09 (1357, 1026, 626), OPB 10 (1208)
18 -
19 OPB 04 (490)

En paréntesis se indica el tamafio de fragmentos amplificados por los iniciadores correspondientes a pares de bases (pb).

La metodologia RAPD permitio la caracterizacion de 72.9% de los arboles de caimito estudiados,
esto debido a que amplifican en una amplia region del genoma; sin embargo, la posibilidad de
encontrar marcadores moleculares para todos los arboles pudo ser mas alta si se hubiera usado
mayor cantidad de iniciadores, al respecto (Vinicius et al., 2014) al realizar un estudio para
encontrar cual era el mejor marcador para la identificacion de especies de Sapotaceas, mencionan
y concluyen la importancia de los marcadores moleculares, los cuales consideran son esenciales
para adoptar estrategias de conservacién y un plan de gestiébn adecuado para una especie
determinada, ya que son altamente discriminatorios y utiles para la identificacion molecular de la
especie Sapotaceae.
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Los RAPDs en la presente investigacion presentaron un alto porcentaje discriminativo, los cuales
permitieron detectar la diversidad genética para la seleccion de arboles sobresalientes, promisorios
a programas de seleccion, manejo y conservacion que se podrian implementar eficientemente los
marcadores moleculares sirven como un parametro para clasificar y permiten identificar el material
(madre) vegetal de interés a propagar.

Los fragmentos RAPDs totales y polimorficos obtenidos en la caracterizacion de los arboles de
caimito fueron mayores a los obtenidos por Fontaine et al. (2004) quienes observaron un total de
67 loci RAPD polimorficos y 15 monomorficos que variaron de 1 670 a 280 pb, en 179 individuos
de la sapotaceae Vitellaria paradoxa, con los iniciadores OPB-07, OPB-11, OPN-15, OPR-15,
OPW-9, OPW-12, OPW-13, OPX-3, OPX-6, OPX-11, OPY-6, OPY-13, OPY-20, OPW-5, OPW-
19. En esta investigacion el nUmero de bandas vario de 12 a 21, mientras que Fontaine et al. (2004),
solo identifico de 1 a 6 bandas, lo cual se atribuye a la diferencia de especies.

En cuanto al nimero de fragmentos marcadores, en esta investigacion se obtuvieron 58 diferentes
con el uso de 12 iniciadores, mientras que Heaton et al. (1999), al estudiar chicozapote mediante
RAPDs con 80 iniciadores solo obtuvieron 28 bandas diferentes, esto indica la utilidad de los oligos
usados en esta investigacion. En esta investigacion se obtuvieron 185 fragmentos polimorficos, en
tanto que Degen et al. (2001), utilizando la misma metodologia para estudiar 68 individuos de
Chrysophyllum sanguinolentum con 11 iniciadores (OPE-02, OPE-05, OPE-07, OPY-04, OPY-06,
OPY-07, OPY-10, OPY-13, OPY-14, OPY -15, OPY-16) obtuvieron solo 48 fragmentos
polimérficos. Por lo antes descrito, se puede decir que la cantidad de fragmentos amplificados varia
de acuerdo con la especie a estudiar, asi como a la secuencia de los indicadores.

El analisis del conglomerado obtenido (Figura 2), muestra que a un nivel de 0.71 de distancia
genética se forman cuatro agrupaciones: 1) arboles 1, 4, 13, 18 y 19; 2) arboles 2, 5, 3, 10,9y 17,
y 3) arbol 15y 4) arbol 14. El grupo que integré mas arboles fue el 2, también en este grupo se
mostr6 la mayor similitud genética entre arboles. Las plantas dos y cinco tuvieron la menor
distancia genética (0.92), en contraste los arboles 14 y 15 fueron los méas distantes con respecto a
los otros arboles, a la vez fueron los que mostraron mayor nimero de bandas marcadoras y también
destacaron por sabor.

[—
3 }—'7

Coeficiente de distancia

Figura 2. Dendograma de trece arboles de caimito, construido con el método de UPGMA (ligamiento
promedio). El coeficiente de distancia se refiere a la distancia genética. Linea punteada:
referencia para formacion de grupos.
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Conclusiones

La informacion generada sobre la caracterizacion molecular del caimito es una de las primeras
referencias de caracteristicas de ADN, para arboles con caracteres de frutos sobresalientes, que
pueden ser de utilidad para iniciar el proceso de seleccion y registro de variedades de esta especie
frutal en México. Los RAPDs fueron de utilidad para la caracterizacion de nueve arboles de
caimito, lograndose la caracterizacion molecular de méas de 72.9% de las plantas estudiadas. Los
arboles 14 y 15 son los que mostraron mayor nimero de bandas marcadoras y comparten menor
similitud genética con los otros arboles.

Las especies con potencial para la conservacion de germoplasma de forma in situ o ex situ son los
arboles 15 y 15 los cuales pueden entrar a un programa de conservacion y certificacion para
proporcionar a otros productores plantas con las caracteristicas sobresalientes para el cultivo del
caimito.
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