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Resumen

En México se tienen 1.416 ha con zapote mamey (Pouteria sapota (Jacq.)
H.E. Moore & Stearn) propagado por semilla con una amplia diversidad genética,
por lo cual es necesario caracterizar los materiales genéticos sobresalientes, con
el fin de tener la informacién necesaria para el registro de variedades y la protec-
ci6én de los recursos fitogenéticos. El objetivo fue caracterizar mediante RAPDs
arboles de zapote mamey seleccionados previamente. Se seleccionaron muestras
de 150 mg de hojas jévenes y sanas de arboles de zapote mamey, se efectué la
extracciéon de ADN y la amplificacién usando 10 iniciadores RAPDs. Los datos
moleculares fueron analizados por determinacién de tamafo de fragmentos, la
comparacién de patrones de bandeo y la presencia o ausencia de bandas. Los
resultados mostraron que los 10 iniciadores seleccionados para la caracterizacion
de 15 arboles de zapote mamey generaron 165 fragmentos RAPDs los cuales
variaron de 220 a 3445 pb. El 82,4% de los fragmentos fueron polimoérficos y
permitieron caracterizar a 10 de los15 arboles estudiados (6, V3, V6, 109, U1,
U2, C2, C11, 21, y 64) con 27 fragmentos marcadores. En los arboles1, 4, V5, U3,
y C1, no se obtuvieron fragmentos marcadores que permitieran su caracteriza-
ci6n con los 10 iniciadores usados. Los marcadores RAPDs permitieron caracteri-
zar a 10 de los 15 arboles de zapote mamey.
Palabras clave: marcadores moleculares, RAPDs, extraccion de ADN, caracte-
rizacion de arboles frutales.
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Abstract

Mexico has planted 1.416 ha with (Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore &
Stearn), because this fruit tree is propagated by seed and has a wide genetic
diversity, that is the main reason for why it is necessary to characterize the
outstanding genetic materials, in order to have the information necessary for the
registration of varieties and the protection of plant genetic resources. The objective
was to characterize previously selected zapote mamey trees with the RAPD
technique. Samples of 150 mg of healthy young zapote mamey leaves were taken
in order to extract DNA, the amplification of DNA was done using 10 RAPD
primers. Molecular data were analyzed by size fragments determination, the
comparison of banding patterns and the presence or absence of bands. The results
showed that 10 selected primers characterized 15 zapote mamey trees and
generates 165 RAPD fragments which were ranged from 220 to 3445 pb. The
82.4% of the fragments were polymorphic and allowed characterizing 10 of the 15
studied trees (6, V3, V6, 109, U1, U2, C2, C11, 21 to 64) with 27 markers
fragments. In the trees 1, 4, V5, U3, and C1, no marker fragments were obtained
to allow their characterization with the 10 primers used. The RAPD markers
allowed characterizing 10 of the 15 zapote mamey trees studied.

Key words: molecular marker, RAPDs, DNA extraction, characterization of
fruit trees.

Introduccion Introduction

La fruticultura de México cuen- Fruit farming in Mexico has 63
ta con 63 especies comerciales y 220 commercial species and 220 with food
con potencial alimenticio (Borys y potential (Borys and Borys, 2001),
Borys, 2001), entre las cuales estan las among which are those of Pouteria
del genero Pouteria; de éstas, el zapote genre, from these, zapote mamey
mamey (Pouteria sapota (Jacq.) Moore (Pouteria sapota (Jacq.) Moore &
& Stearn) destaca por su exquisito sa- Stearn) outstand by their exquisite
bor y valor nutritivo. Actualmente se taste and nutritional value. Currently,
tienen establecidas 1.511 ha distribui- are established 1,511 ha distributed in
das en varios estados de la Republica different states of Mexico Republic; the
Mexicana; los principales son Yucatan, main are Yucatan, Guerrero, Chiapas,
Guerrero, Chiapas, Michoacan, Michoacdn, Tabasco, Puebla,

Tabasco, Puebla, Veracruz, Estado de Veracruz, estado de Mexico, Oaxaca
México, Oaxaca y Morelos (SIAP, and Morelos (SIAP, 2010).

2010). The propagation of this specie is

La propagacién de esta especie es mainly by seed, which has generated
por semilla principalmente, lo cual ha a wide genetic diversity where can be
generado una amplia diversidad obtain outstanding varieties, selecting

genética de la que se pueden obtener based on the organoleptic, agronomic
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variedades sobresalientes, mediante
seleccién con base a las caracteristi-
cas organolépticas, agronémicas y
morfolégicas. Esta actividad ha sido
llevada a cabo por productores de zapote
mamey de forma empirica por mas de
1.000 anos, informacién que ha servi-
do de base para identificar los mate-
riales de =zapote mamey mas
promisorios que ha sido utilizada por
investigadores de Costa Rica, Guate-
mala, Estados Unidos de Norte Amé-
rica, el Salvador y México, para reco-
lectar los mas sobresalientes.

El conocimiento de la variabili-
dad genética de las especies permitira
el desarrollo de programas orientados
a la conservacién de germoplasma de
forma in situ o ex situ, asi como am-
pliar el uso de material vegetal tras-
cendente (Azurdia, 2006), programas
de certificacién (Nascimento et al.,
2008), asi como proporcionar a los pro-
ductores una amplia selecciéon de plan-
tas (Carrara et al., 2004).

En el estado de Morelos se han
reportado 27,28 ha de zapote mamey
en los municipios de Coatlan del Rio y
Tetecala de la Reforma (Gaona-Garcia
et al., 2004), recientemente se repor-
taron 38 ha (SIAP, 2010) con material
seleccionado por los productores por
caracteristicas de rendimiento y cali-
dad de fruto. No obstante, las huertas
carecen de uniformidad en términos de
rendimiento y calidad de fruto, por lo
que la generacién de variedades me-
diante reproduccién vegetativa ayuda-
ria a mejorar la produccién de zapote
mamey.

Los primeros estudios de carac-
terizacion de sapotaceas utilizaron ca-
racteres morfolégicos, fenolégicos, y
agrondémicos; sin embargo, la clasifi-

341

and morphologic characteristics. This
activity has been carried out by zapote
mamey producers empirically for more
than 1,000 years, information that
serves as base to identify the more
promissory zapote mamey materials
that have been used by researches in
Costa Rica, Guatemala, United States,
Salvador and México, to collect the
most remarkable.

The knowledge of the genetic
variability of the species will allow the
development of programs oriented to
the preservation of the germplasm in
sttu and ex situ, as well as widening
the usage of transcending vegetal
matter (Azurdia, 2006), certification
programs (Nascimento et al., 2008), as
well as providing the producers with a
great selection of plants (Carrara et al.,
2004).

In Morelos state, 27.28 ha of
zapote mamey have been reported in
Coatlan del Rio and Telecala de la Re-
forma parishes (Gaona-Garcia et al.,
2004), recently have been reported 38
ha (SIAP, 2010) with material selected
by the producers by yield
characteristics and quality of the
fruits. Nevertheless, orchards lack of
uniformity in terms of yield and
quality of the fruit, thus, the
generation of varieties through
vegetative reproduction would help the
production of zapote mamey.

The first characterization
researches of Sapotaceae used
morphological, phenological and
agronomical characteristics; however,
the classification based on these
characteristics can be confused
because these are affected by
environmental factors. The use of iso-
enzymes can be of higher utility, on
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cacién con base en estos caracteres
puede ser confusa porque los mismos
son afectados por factores ambienta-
les. El uso de isoenzimas puede ser de
mayor utilidad; al respecto, fueron
aplicadas para estudiar la variabilidad
de 37 accesiones de P. sapota en Gua-
temala (Azurdia et al., 1997); sin em-
bargo, éstas pueden ser afectadas por
el ambiente y la etapa fenolégica de la
planta; Zane et al. (2002) indicaron que
los RAPDs, SSR y AFLP son herra-
mientas fundamentales para estudiar
la variabilidad genética.

Otra técnica empleada es la
secuenciacién del gen del cloroplasto
ndhF para estudiar la filogenia en la
familia (Anderberg y Swenson, 2003).
Las secuencias simples repetidas (SSR)
fueron utilizadas para el anéalisis de la
variabilidad del DNA del cloroplasto en
Manilkara hubery (Renné, 2007). Los
RAPDs fueron utilizados para deter-
minar el efecto de las condiciones am-
bientales en el genotipo de M. sapota
(Heaton et al., 1999), determinar la
estructura genética espacial de
Chrysophyllum sanguinolentum
(Degen et al., 2001), estudiar la diver-
sidad genética de Vitellaria paradoxa
(Fontaine et al., 2004). En el caso de
P. sapota también se han usado los
AFLPs para estudiar la variacién
genética de selecciones cultivadas
(Carrara et al., 2004). Majourhat et al.
(2008) utilizaron los RAPDs y las SSR
para caracterizar morfotipos de
Argania spinosay observaron que los
RAPDs presentaron alto polimorfismo
y mayor cantidad de informacion que
las SSR.

El objetivo de la investigacion fue
caracterizar molecularmente arboles
de zapote mamey seleccionados previa-

this matter, these were applied to study
the variability of 37 accessions of P.
sapota in Guatemala (Azurdia et al.,
1997); however, these can be affected
by the environment, and the
phonological phase of the plant; Zane
et al. (2002) indicated that RAPDs, SSR
and AFLP are vital tools to study the
genetic variability.

Other technique employed is the
sequence of the chloroplast gel ndhF'to
study the phylogeny in the family
(Anderberg and Swenson, 2003). The
repeated simple sequences (SSR) were
used for the variability analysis of the
chloroplast DNA in Manikara hunery
(Renno, 2007). The RAPDs were used to
determine the effect of the environmental
conditions of M. sapota (Heaton et al.,
1999), to determine the spatial genetic
structure of Chrysophyllum
sanguinolentum (Degen et al., 2001), to
study the genetic diversity of Vitellaria
paradoxa (Fontaine et al., 2004). In the
case of P. sapota, AFLPs have also been
used to study the genetic variations of
cropped selections (Carrara et al., 2004).
Majourhat et al. (2008) used the RAPDs
and SSR to characterize morph-types of
Argania spinosa and observed that
RAPDs presented high polymorphism
and more information than SSR.

The objective of this research was
to molecularly characterize zapote
mamey trees, previously selected in
Coatlan del Rio and Telecala de la Re-
forma, Morelos, Mexico, using the
RAPDs technique.

Materials and methods
15 zapote mamey trees were

selected considering for the selection:
the fruit’s taste, better yield, size and
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mente en Coatlan del Rio y Tetecala
de la Reforma, Morelos, México, utili-
zando la técnica de RAPDs.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 15 arboles de
zapote mamey tomando en cuenta para
la seleccion: el sabor del fruto, mayor
rendimiento, tamano y calidad, me-
diante entrevistas con los productores
realizadas por Gaona-Garcia et al.
(2008) en Coatlan del Rio y Tetecala
de la Reforma, Morelos, México. Los
arboles fueron 1, 4, 6, 21, 64, 109, C1,
C2, C11, U1, U2,U3,V3,V5y V6.

Recolecta del material vegetal

Se recolectaron muestras de ho-
jas jovenes y sanas de 15 arboles de
zapote mamey seleccionados previa-
mente por Gaona-Garcia et al. (2008),
con base en las caracteristicas
morfolégicas y organolépticas. Las ho-
jas fueron colocadas en bolsas de plas-
tico, marcadas con la clave de cada
arbol y transportadas, a temperatura
ambiente, a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Au-
tonoma del Estado de Morelos. Las
hojas fueron lavadas y se eliminé el
agua de la superficie, posteriormente
se pesaron 150 mg de hoja de cada ar-
bol y se congelaron a -20°C hasta la
extraccién del ADN.

Aislamiento
gendémico

Se usaron muestras de 150 mg
de hojas de cada uno de los 15 arboles
de zapote mamey para extraer el ADN
de acuerdo a la metodologia reportada
por Andrade et al. (2005), sustituyen-
do el alcohol isoamilico por octanol. En
el dltimo paso de la metodologia de
extraccion, el ADN obtenido se disol-

del ADN
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quality, with surveys for the producers
performed by Gaona-Garcia et al.,
(2008) in Coatlan del Rio and Telecala
de la Reforma, Morelos, México. Los
arboles fueron 1, 4, 6, 21, 64, 109, C1,
C2,C11,U1,U2,U3,V3, V5 y V6.

Recollection of the vegetal
matter

Samples of young and healthy
leaves from 15 zapote mamey samples
were recollected and previously
selected by Gaona-Garcia et al. (2008)
based on the morphological and
organoleptic characteristics. The
leaves were put on a plastic bag,
marked and transported at
environment temperature to the
Agricultural Science Faculty of the
Universidad Autéctona del estado de
Morelos state. Leaves were washed and
the water of the surface was
eliminated, later were weighted 150
mg of every tree leaf, and frozen to -
20°C until extracting the DNA.

DNA genome isolation

Samples of 150 mg were used
from leaves of each of the 15 zapote
mamey trees for extracting the DNA
according to the methodology reported
by Andrade et al. (2005), substituting
the isoamyl alcohol to octanol. In the
last step of the extraction methodology,
the DNA obtained was diluted in 25
mL de 0.1 TE (1 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.1 mM EDTA) with 20 ng.uli! of
ARNasa, heating at 37°C for 40
minutes and stored at -20°C until its
usage.

The integrity of the DNA of all
trees was estimated by electrophoresis
in agarose gel (ultra pure GIBCO) at
1% for what was used 1 mL of the
DNA sample. The electrophoresis was
done at environment temperature in
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vi6 en 25 puLi de 0,1 TE (1 mM Tris-
HCI pH 8,0, 0,1 mM EDTA) con 20
ng.uli! de ARNasa, calentado a 37°C
por 40 minutos y almacenado a -20°C
hasta su utilizacién.

La integridad del ADN de todos
los arboles se estimé mediante
electroforesis en gel de agarosa
(ultrapura GIBCO) al 1% para lo cual
se uso 1 uLL de muestra de ADN. La
electroforesis se realiz6 a temperatu-
ra ambiente en buffer TAE (0,04M
Tris-base, acido acético glacial, 1 mM
EDTA) a 75 voltios durante dos ho-
ras. El gel se tindé con bromuro de
etidio (1 mg.ul'Y). Las muestras de
ADN se visualizaron y se documenta-
ron en un analizador de geles (Syngene
GVMZ20).

La concentraciéon del ADN y su
pureza fueron cuantificadas en un
espectrofotometro Genesys 6® de luz
ultravioleta, para lo cual se preparé
una dilucién de 1:150 [5 ul.de ADN de
la muestra mas 745 ul.de TE 10X (10
mM Tris HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
pH 8,0)]. La concentracién se determi-
né mediante la férmula:

[ADN (ng.uL")] = (DO,,) (FD)
(50 mg.uLLY).

Donde:

DO,,,= Densidad éptica de la so-
lucién de ADN leida a la longitud de
onda de 260 nm.

FD = Factor de dilucién.

50 mg.ulL't =Concentracién de
ADN determinada para un valor de 1,0
a 260 nm.

La pureza se evalu6 como la pro-
porcion de las lecturas a longitudes de
onda de 260 y 280 nm (260/280). Los
valores entre 1,8 y 2,0 de densidad 6p-
tica (DO) indicaron alto grado de pu-
reza. Valores menores a 1,8 indicaron

buffer TAE (0.04M Tris-Base, glacial
acetic acid, ImM EDTA) at 75 volts
for 2 hours. The gel was colored with
ethidium bromide (1 mg.ulit). The
DNA samples were visualized and
documented in a gels analyzer
(Syngene GVM20).

The DNA concentration and its
pureness were quantified in a Genesys
6® spectrophotometer with ultraviolet
light, for which was prepared a dilution
of 1:150 [5 uLL of DNA of the sample
plus 745 uL of TE 10X (10 mM Tris
HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0)]. The
concentration was determined using
this formula:

[ADN (ng.uL?)] = (DO,,) (FD) (50
mg.ult).

Where:

DO,,,= Optic density of the DNA
solution read at a wave longitude of
260 nm

FD = Dilution factor

50 mg.ul't=DNA concentration
determined for a value of 1.0 to 260
nm

The pureness was evaluated as
the proportion of the readings at waves
longitudes of 260 and 280 nm (260/280).
Values from 1.8 to 2.0 of optical density
(DO) indicated high degree of pureness.
Lower values to 1.8 indicated
contamination of the DNA sample with
proteins and/or elements absorbers of
UV light. While, values higher to 2.0
indicated contamination by chloroform,
phenol or other organic substances.
Once obtained the reading for each of
the DNA samples, the solutions were
prepared at 20 ng.ult.

RAPD analysis

30 initiators were used: 20 with
the sequences of the B kit, the A-08
(Operon Technologies Inc.) and eight
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contaminacién de la muestra de ADN
con proteinas y/u otros elementos ab-
sorbentes de luz UV. Mientras que
valores mayores a 2,0 indicaron con-
taminacion por cloroformo, fenol u otra
sustancia organica. Una vez obtenida
lalectura para cada muestra de ADN,
se prepararon las soluciones de traba-
joa 20 ng.ul.t.

Analisis RAPD

Se utilizaron 30 iniciadores: 20
con las secuencias del kit B, el A-07, el
A-08 (Operon Technologies Inc.) y ocho
con las secuencias disenadas por
Andrade en 2006 (cuadro 1) para esta
investigacién, todos con secuencia ar-
bitraria de 10 nucledtidos, de los cuales
se seleccionaron 10 que presentaron el
mayor numero de productos amplifica-
dos y con bandas més brillantes.

La mezcla de reaccion y progra-
ma de amplificacién se utilizé para
cada una de las 15 muestras de ADN
de los arboles de zapote mamey, con
los 10 iniciadores seleccionados; la cual
consistié de 10 ul. de dNTPs (5 uM de
cada dNTP), 2,5 uL. amortiguador PCR
(10X), 1,5 mL de MgCl, (75 mM), 2,0
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
amplificacién del ADN se hizo median-
te la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en un termociclador
Techne TC-412. El programa del
termociclador consistié de un ciclo de
predesnaturalizacién de ADN a 94°C
por 4 min y 35 ciclos integrados por
las etapas siguientes: 1 min a 94°C
para separar hélices de ADN, 1 min a
36°C para la alineacion de iniciador, 2
min a 72°C para la polimerizaciéon de
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with the sequences designed by
Andrade in 2006 (table 1) for this
research, all with randomized sequence
of 10 nucleotides, from which were
selected 10 that presented the highest
number of amplified products and with
brighter bands.

The reaction and
amplification program was used for
each of the 15 DNA samples of zapote
mamey trees with the 10 initiators
selected, which consisted on 10 pL of
dNTPs (5 uM of each dNTP), 2.5 uL.
rear PCR (10X), 1.5 mL of MgCl, (75
mM), 2.0 uL of initiator (20 pmol), 0.3
uwL DNA native polymerase
INVITROGEN (1.5 U), 4 uL. of ADN
(80 ng) adjusting at a volume of 25 uL.
with 4.7 uL of distilled sterile deionised
water. The DNA amplification was
done with the chain reaction of
polymerase (PCR) in a thermal cycler
Techne TC-412. The thermal cycler
program consisted on a pre-
denaturalization cycle of DNA at 94°C
for 4 min and 35 integrated cycles for
the following phases: 1 min at 94°C to
divide the DNA helixes, 1 min at 36°C
for aligning the initiator, 2 min at 72°C
for the polymerization of the DNA and
a final extension cycle of 10 min at
72°C.

The separation of amplified
fragments was done by electrophoresis
in ultrapure agarose gel
(INVITROGEN) at 1.5% (p/v). The
electrophoresis was done with a rear
TAE 1X applying 75 volts for 4.5 hours.
The gels were tinted with ethidium
bromide (1 mg.mL"?) to provide the
DNA bands, later, were photographed
with a photodocumentator Syngene
GVMO. The size of the DNA fragments
produced by RAPDs, were obtained

mix
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ADN y un ciclo final de extensién de
10 min a 72°C.

La separacion de fragmentos
amplificados se hizo por electroforesis
en gel de agarosa ultrapura
(INVITROGEN) al 1,5% (p/v). La
electroforesis se efectu6 con amortigua-
dor TAE 1X aplicando 75 voltios du-
rante 4,5 horas. Los geles fueron teni-
dos con bromuro de etidio (1 mg.mL?)
para evidenciar las bandas de ADN,
posteriormente se fotografiaron con el
fotodocumentador Syngene GVM20. El
tamano de los fragmentos de ADN,
producidos por RAPDs, se obtuvo uti-
lizando el programa Gen Tools versién
3.06 de Syngene.

El analisis de los datos
moleculares para la caracterizacion de
las 15 selecciones de zapote mamey se
realizé a través de la comparacion de
patrones de bandas generados por cada
arbol. Se consideraron las bandas pro-
ducidas por los 10 iniciadores seleccio-
nados.

Resultados y discusiéon

Los iniciadores seleccionados fue-
ron OPB-05, OPB-06, OPB-07, OPB-
09, OPB-10, OPB-11, OPB 12, OPB-
15, OPB-17, y SAP-04 por presentar
el mayor ntimero de productos ampli-
ficados, con bandas mas brillantes y
mejor definidas. Estos iniciadores ge-
neraron 165 fragmentos RAPD que
variaron de 220 a 3.445 pb. El 82,4%
de los fragmentos fueron polimérficos
y permitieron caracterizar a 10 de los
arboles estudiados (6, V3, V6, 109, U1,
U2, C2,C11, 21,y 64) con 27 fragmen-
tos marcadores (cuadro 2). En los ar-
boles 1, 4, V5, U3,y C1, no se obtuvie-
ron fragmentos marcadores que per-
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using the Gen Tools program, 3.06
version of Syngene.

The molecular data analysis for
characterizing 15 zapote mamey
selections was done comparing the
bands’ pattern generated by each tree.
The bands produced by the 10 selected
initiators were considered.

Results and discussion

The selected initiators were OPB-
05, OPB-06, OPB-07, OPB-09, OPB-
10, OPB-11, OPB 12, OPB-15, OPB-
17, and SAP-04 by presenting the
highest number of amplified products
with brighter and better defined bands.
These indicators generated 165 RAPD
fragments which varied from 220 to
3.445 pb. 82.4% of the fragments were
polymorphic and allowed
characterizing 10 of the studied trees
(6,V3, Ve, 109, U1, U2, C2, C11, 21,
and 64) with 27 marker fragments
(table 2). In trees 1, 4, V5, U3, and
C1l, were not obtained marker
fragments that allow their
characterization to the initiators used.

The electrophoresis generated by
the tree 11 with the 10 initiators, was
characterized by being different from
the rest of the 14 trees (figure 1), which
indicated a different genetic
precedence. Tree 21 produced a
different electrophoresis profile compa-
re to the rest of the trees when using
the initiators OPB-17 (5’AGG GAA
CGA G 3) and SAP-04 (5GGA GCT
ACCT 3) (table 2).

The initiators that allowed
identifying a higher number of zapote
mamey trees (three each) were OPB-
09, OPB-10, OPB-17 and SAP-04. On
the contrary, OPB-05, OPB-06, OPB-
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mitieran su caracterizaciéon con los
iniciadores usados.

El perfil de electroforesis genera-
do por el arbol 11 con los 10 iniciado-
res, se caracterizoé por ser distinto de
los 14 arboles restantes (figura 1), lo
que indic6 procedencia genética dife-
rente. En tanto que el arbol 21 produ-
jo un perfil de electroforesis distinto en
comparacion con los demas arboles al
usar los iniciadores OPB-17 (5’AGG
GAA CGA G 3) y SAP-04 (5’FGGA GCT
ACCT 8’) (cuadro 2).

Los iniciadores que permitieron
identificar mayor nimero de arboles
de zapote mamey (tres cada uno) fue-
ron el OPB-09, el OPB-10, el OPB-17
y SAP-04. En contraste, el OPB-05, el
OPB-06, el OPB-07 y el OPB-11 fue-
ron utiles para identificar un arbol por
cada iniciador. De los 27 marcadores

V& e Ul

07 and OPB-11 were useful to identify
a tree per each initiator. Out of the 27
obtained markers, most (14) were by
absence of bands that were presented
in the rest of the trees, and 13 were
fragments that were not present in the
electrophoretic in the other trees.
The methodology used allowed
identifying molecular markers for 10
trees, among these the 21 showed a
higher presence of markers (11
fragments), the same produced with
six initiators (table 3). This indicated
that the DNA of the tree presented the
highest number of particular DNA
sequences which were complementary
to the initiators OPB-06, OPB-09,
OPB-10, OPB-12, OPB-17 and SAP-
04. U2 tree had six markers fragments
generated by oligonucleotides OPB-05,
OPB-10, OPB-12, OPB-15 and SAP-04

2

o3 Cl

Figura 1. Patron de bandeo generado por el iniciador OPB-06 para 15
arboles de zapote mamey del estado de Morelos, México. 1Kb:
marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder.

Figure 1. Banding pattern generated by the initiator OPB-06 for 15
zapote mamey trees of estado de Morelos, Mexico. 1Kb: marker
of molecular weight 1Kb DNA Ladder.
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obtenidos, la mayoria (14) fueron por
ausencia de bandas que se presenta-
ban en los demaés arboles, y 13 fueron
fragmentos que no se encontraron pre-
sentes en los perfiles electroforéticos en
los otros arboles.

La metodologia utilizada permi-
ti6 identificar marcadores moleculares
para 10 arboles, entre éstos el 21 fue
el que reflejé mayor presencia de mar-
cadores (11 fragmentos), los mismos
que fueron producidos con seis inicia-
dores (cuadro 3). Esto indicé que el
ADN de este arbol presenté el mayor
numero secuencias de ADN particula-

(table 3). Trees 21 and U2 were
morphologically less high (less than 20
m) and presented lower size of flowers
(non shown data). On the opposite,
trees 1, 4, V5, U3 and C1 did not pro-
duce any marker, the latter meant that
a DNA molecule of these trees did not
present any particular DNA sequence
that would identify it to the bases
sequences of the evaluated initiators.
The organoleptic characteristics
of fruits were not evaluated, however,
a degustation of the mesocarp was done
outstanding in taste the fruits of trees
1, 4, U1, U2, 21, C1, C1 and C11;

Cuadro 3. Fragmentos de marcadores moleculares para 15 arboles de
zapote mamey del Estado de Morelos, México, en paréntesis
se indica el tamano de los fragmentos amplificados por los
iniciadores correspondientes.

Table 3. Fragments of molecular markers for 15 zapote mamey trees of
estado de Morelo, Mexico, in parentheses is indicated the size
of the amplified fragments by the corresponding initiators.

Arbol  Fragmentos marcadores
1
4
6 OPB 07 (512), OPB 15 (652)
V3 OPB 17 (1018)
V5
V6 OPB 09 (727)
21 OPB 06 (931), OPB 09 (597), OPB 10 (733), OPB 12(572), OPB 17 (313)
(698) (1184) (1775), SAP 04 (879) (1129) (1639).
64 OPB 10 (1150)
U1 OPB 11 (686)
U2 OPB 05 (1354), OPB 10 (1468), OPB 12 (475) (1470), OPB 15 (536), SAP
04 (325)
U3
109 OPB 17 (636) (2253)
C1
C2 OPB 09 (1636)
C11 SAP 04 (688)
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res que fueron complementarias a los
iniciadores OPB-06, OPB-09, OPB-10,
OPB-12, OPB-17 y SAP-04. El arbol
U2 tuvo seis fragmentos marcadores,
generados por los oligonucleé6tidos
OPB-05, OPB-10, OPB-12, OPB-15y
SAP-04 (cuadro 3). Los arboles 21 y
U2 fueron morfolégicamente de menor
altura (menor a 20 m), y presentaron
menor tamano de flores (datos no pre-
sentados). En contraste, los arboles 1,
4, V5, U3y C1 no produjeron ningiin
marcador, lo anterior significé que la
molécula de ADN de estos arboles no
presentd las secuencias de ADN parti-
culares que los identificaran con las
secuencias de bases de los iniciadores
evaluados.

Las caracteristicas organolépticas
de los frutos no se evaluaron; sin em-
bargo, se realiz6 la degustacién del
mesocarpo destacando en sabor los fru-
tos de los arboles 1, 4, U1, U2, 21,
C1, C2 y C11; no obstante, no se tu-
vieron marcadores para todos los ar-
boles (cuadro 3).

La metodologia RAPDs permiti6 la
caracterizacién del 66% de los arboles
de zapote mamey. La posibilidad de en-
contrar marcadores moleculares para
todos los arboles aument6 en funcién de
la cantidad de iniciadores usados.

Los fragmentos RAPDs totales y
polimoérficos obtenidos en la caracteri-
zacion de los arboles de zapote mamey
fueron mayores a los obtenidos por
Fontaine et al. (2004) quienes obser-
varon un total de 67 loci RAPDs
polimérficos y 15 monomoérficos que
variaron de 1.670 a 280 pb, en 179 in-
dividuos de la sapotacea V. paradoxa,
con los iniciadores OPB-07, OPB-11,
OPN-15, OPR-15, OPW-9, OPW-12,
OPW-13, OPX-3, OPX-6, OPX-11,
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nevertheless, none markers were
obtained for all trees (table 3).

The RAPDs methodology allowed
characterizing 66% of zapote mamey
trees. The possibility of finding
molecular markers for all trees
increased in function of the quantity
of the used initiators.

The fragments of total and
polymorphic RAPDs obtained in the
characterization of zapote mamey trees
were higher to the ones obtained by
Fontaine et al. (2004) who observed a
total of 67 loci polymorphic RAPDs and
15 mono-morphic that varied from
1,670 to 280 pb, in 179 individuals of
sapotacea V. paradoxa, with the
initiators OPB-07, OPB-11, OPN-15,
OPR-15, OPW-9, OPW-12, OPW-13,
OPX-3, OPX-6, 0PX-11, OPY-6, OPY-
13, OPY-20, OPW-5 and OPW-19. In
this research, the number of bands
varied from 13 to 21, while Fontaine
et al. (2004) only obtained from one to
six. Also, Majourhat et al. (2008),
when characterizing A. spinosa only
obtained from four to nine fragments;
with the initiator OPB-07 obtained four
fragments and with OPB-11 observed
six amplified fragments, on the
opposite, in this research were
obtained 15 and 18 fragments
respectively for such indicators.

Regarding the number of marker
fragments, in this research were
obtained 27 different to the uso of 10
initiators, while Heaton et al. (1999)
when studying chicozapote (M. zapota
(L.) P. Royen) using RAPDs with 80
indicators only obtained 28 different
bands.

In this research were obtained
136 polymorphic fragments, and Degen
et al. (2001) using the same
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OPY-6, OPY-13, OPY-20, OPW-5 y
OPW-19. En esta investigacion, el
numero de bandas varié de 13 a 21,
mientras que Fontaine et al. (2004),
s6lo obtuvieron de una a seis. También
Majourhat et al. (2008), al hacer la
caracterizacion de A. spinosa obtuvie-
ron sélo de cuatro a nueve fragmen-
tos; con el iniciador OPB-07 obtuvie-
ron cuatro fragmentos y con el OPB-
11 observaron siete fragmentos ampli-
ficados, en contraste en esta investi-
gacién se obtuvieron 15y 18 fragmen-
tos, respectivamente para tales inicia-
dores.

En cuanto al nimero de frag-
mentos marcadores, en esta inves-
tigacién se obtuvieron 27 diferentes
con el uso de 10 iniciadores, mien-
tras que Heaton et al. (1999) al es-
tudiar chicozapote (M. zapota (L.) P.
Royen) mediante RAPDs con 80 ini-
ciadores sélo obtuvieron 28 bandas
diferentes.

En esta investigacion se obtu-
vieron 136 fragmentos polimérficos,
en tanto que Degen et al. (2001), uti-
lizando la misma metodologia para
estudiar 68 individuos de C.
sanguinolentum con 11 iniciadores
(OPE-02, OPE-05, OPE-07, OPY-04,
OPY-06, OPY-07, OPY-10, OPY-13,
OPY-14, OPY -15y OPY-16) obtuvie-
ron s6lo 48 fragmentos polimorficos.
Sin embargo, Smedmark y Anderberg
(2007) obtuvieron 308 fragmentos
polimérficos en N. polynesicum
(Sapotaceae) mediante SSR.

La cantidad de fragmentos am-
plificados por la utilizacién de inicia-
dores RAPDs varia de acuerdo a la es-
pecie a estudiar. La posibilidad de ob-
tener marcadores moleculares para la
caracterizaciéon de arboles aumenta al
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methodology to study 68 individuals of
C. sanguinolentum with 11 initiators
(OPE-02, OPE-05, OPE-07, OPY-04,
OPY-06, OPY-07, OPY-10, OPY-13,
OPY-14, OPY -15 and OPY-16) only
obtained polymorphic fragments.
However, Smedmark and Anderberg
(2007) obtained 308 polymorphic
fragments in N. polynesicum
(Sapotaceae) using SSR.

The quantity of amplified
fragments by the usage of RAPDs
initiators varies according to the specie
to study. The possibility of obtaining
molecular markers for characterizing
the trees increases when using a
higher quantity of RAPDs initiators in
the researches.

The information generated on the
molecular characterization of zapote
mamey 1s one of the first
characteristics references of DNA for
trees with outstanding characteristics
that might be useful to initiate the
registration process of this fruit’s
varieties in Mexico.

Conclusions

The molecular characterization
of zapote mamey trees located in
Coatlan del Rio and Telecala de la Re-
forma i1s appeared using 10 RAPDs
indicators, which generated a high
percentage of polymorphic fragments,
obtaining the molecular
characterization of more than 60% of
the studied trees. The selected
initiators allowed characterizing
molecularly only 10 to 15 studied trees,
and the ones that generated the
highest quantity of markers were
OPB-09, OPB-10, 10PB-17 and SAP-
04. RAPDs were useful for the
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usar mayor cantidad de iniciadores
RAPDs en las investigaciones.

La informacién generada sobre la
caracterizacion molecular del zapote
mamey es una de las primeras refe-
rencias de caracteristicas de ADN,
para arboles con caracteres de frutos
sobresalientes, que pueden ser de uti-
lidad para iniciar el proceso de regis-
tro de variedades de esta especie fru-
tal en México.

Conclusiones

La caracterizacion molecular de
los arboles de zapote mamey ubicados
en Coatlan del Rio y Tetecala de la
Reforma se evidenci6 con la utilizacién
de 10 iniciadores de RAPDs los cuales
generaron un alto porcentaje de frag-
mentos polimoérficos, lograndose la ca-
racterizacién molecular de mas del 60%
de los arboles estudiados. Los inicia-
dores seleccionados sirvieron para ca-
racterizar molecularmente sélo a 10 de
los 15 arboles estudiados, los que ge-
neraron mayor cantidad de marcado-
res fueron el OPB-09, el OPB-10, el
OPB-17 y el SAP-04. Los RAPDs fue-
ron de utilidad para la caracterizacién
de 10 arboles de zapote mamey. El ar-
bol C11 presentd un patrén de bandeo
diferente, lo que indicé que tuvo dis-
tinta procedencia.
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