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RESUMEN

Desde los origenes de la humanidad, las especies frutales perennes han sido muy utilizadas,
principalmente, como fuente de alimento. A pesar de su gran relevancia en las areas tropicales y
subtropicales, muchas de estas especies son actualmente subutilizadas, siendo su diversidad
genética poco investigada; tal es el caso del kanisté (Pouteria campechiana, Sapotaceae), frutal
nativo de México y Centroamérica. Enmarcado en la peninsula de Yucatan, México, este estudio
tuvo dos objetivos: 1) evaluar la diversidad genética de 40 individuos de kanisté colectados en
vegetacion natural y sitios antropogénicos, utilizando 18 loci de marcadores SSR y 167 loci de
ISSR; 2) caracterizar morfolégicamente 150 frutos colectados de 15 arboles de kanisté ubicados
en sitios antropogénicos, mediante variables cualitativas y cuantitativas. En el objetivo 1, para
ambos tipos de marcadores moleculares, los analisis de agrupamiento (STRUCTURE, PCoA y
N-J) y estructura genética (FST y AMOVA) apoyaron la existencia de dos grupos genéticos
principales. En el caso de SSRs, se observé un grupo integrado por individuos genéticamente
puros colectados en vegetacion natural de Quintana Roo y otro grupo compuesto por una mezcla
de individuos colectados en sitios antropogénicos y vegetacién natural; por su parte, el analisis
realizado con los ISSRs revelé una subestructura genética dentro de estos grupos principales. A
nivel de especie, los resultados indicaron una diversidad genética de baja (ISSR: %P =72.46, He
=0.19) amedia (SSR: Ho= 0.49, He= 0.52); mientras que los individuos colectados en vegetacion
natural presentaron una diversidad genética mayor, tanto con los SSR (Ho = 0.505, He= 0.646)
como con los ISSR (%P = 88.02, He= 0.23), en comparacion con aquellos colectados en sitios
antropogénicos (SSR: Ho = 0.490, He= 0.395; ISSR: %P = 56.89, He = 0.158). Los frutos de
kanisté mostraron una gran variacion en sus formas (ovalado, cénico fusiforme alargado, ovoide
achatado, redondo y alargado), dos colores de exocarpio (amarillo y amarillo verdoso) y dos
colores del mesocarpio (amarillo y amarillo naranja); los analisis multivariados (UPGMA 'y PCA)
formaron dos grupos, siendo las variables de peso, diametro y circunferencia del fruto las de
mayor contribucion en esta separacién. Los resultados de este estudio aportan bases para
establecer técnicas de muestreo adecuadas que permitan colectar una mayor diversidad
genética de esta especie, asi como para desarrollar estrategias mas efectivas para su

conservacion y manejo en la peninsula de Yucatan, México.




ABSTRACT

Since the origins of humanity, perennial fruit species have been widely utilized, primarily as a
source of food. Despite their significance in tropical and subtropical regions, some of these
species are currently neglected, and there is limited research on their genetic diversity, such
as kanisté (Pouteria campechiana, Sapotaceae), a fruit native to Mexico and Central America.
Framed within the Yucatan Peninsula, Mexico, this study had two objectives: 1) to assess the
genetic diversity of 40 kanisté individuals collected from natural vegetation and anthropogenic
sites using 18 SSR loci and 167 ISSR loci; 2) morphological characterization of 150 fruits
collected from 15 kanisté trees located in anthropogenic sites, utilizing qualitative and
quantitative variables. In Objective 1, for both types of molecular markers, clustering analyses
(STRUCTURE, PCoA, and N-J) and genetic structure assessments (FST and AMOVA)
revealed the existence of two genetic groups. For SSRs, one group consisting of genetically
pure individuals collected from natural vegetation in Quintana Roo, and another group formed
by a mixture of individuals collected from anthropogenic sites and natural vegetation. The
analysis conducted with ISSRs revealed a genetic substructure within these main groups. At
the species level, the results indicated low (ISSR: %P = 72.46, He = 0.19) to medium (SSR:
Ho = 0.49, He = 0.52) genetic diversity; individuals collected from natural vegetation showed
higher genetic diversity with SSR markers (Ho = 0.505, He = 0.646) and ISSR markers (%P =
88.02, He= 0.23) than individuals collected from anthropogenic sites (SSR: Ho = 0.490, He =
0.395; ISSR: %P = 56.89, He = 0.158). The P. campechiana fruits exhibited considerable
variation in shape (oval, elongated fusiform cone, flattened ovoid, round, and elongated), two
exocarp colors (yellow and greenish yellow), and two mesocarp colors (yellow and orange-
yellow). Multivariate analyses (UPGMA and PCA) revealed two different groups, with fruit
weight, diameter, and circumference as the variables contributing most significantly to this
differentiation. This study provides a basis for establishing appropriate sampling techniques
to collect greater genetic diversity of this species to develop effective strategies for its

conservation and management in the Yucatan Peninsula, Mexico.
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INTRODUCCION

Las especies frutales perennes poseen una importancia significativa a nivel mundial desde el
punto de vista econémico, cultural y nutricional, siendo una fuente de alimento muy utilizada
en la dieta basica humana (Montes de Oca et al., 2021). Existen miles de frutas tropicales y
subtropicales en el mundo (Awodoyin et al., 2015), la mayoria de estas consideradas como

subutilizadas ya que su consumo es a nivel local.

En la peninsula de Yucatan (PY), México, existen 31 especies frutales nativas, muchas
de las cuales pueden considerarse como subutilizadas, un ejemplo de estas es el kanisté
[(Pouteria campechiana Kunth) Baehni], especie de la familia Sapotaceae. En México, el
kanisté puede encontrase desde la parte central hasta el sureste del pais (Pennington y
Sarukhan, 2005). Su uso principal es el consumo del fruto el cual, ademas de sabroso, dulce
y nutritivo, también tiene propiedades medicinales (Nur et al., 2022). A pesar de estas
caracteristicas importantes, en las ultimas décadas el consumo del kanisté se ha venido
marginando en la dieta peninsular, lo cual ha provocado la disminucién del numero de arboles
cultivados en las comunidades mayas; a esta disminucion se le suma la pérdida del
conocimiento ecolégico tradicional relacionado a su cultivo y manejo (Duran, datos no

publicados; Jimenez et al., 1999).

La PY podria ser el centro de domesticacion del kanisté, ya que: 1) en las selvas de esta
region existen poblaciones naturales; 2) en las comunidades mayas podemos encontrar
individuos cultivados cuyos frutos poseen una gran variacion morfolégica (Pennington vy
Sarukhan, 2005) que podria ser el resultado de la seleccién por los habitantes de la regidon
durante mas de 2000 afos. A pesar de la importancia que representa la PY para el estudio y

la conservacion del kanisté, existe un gran vacio de informacidn sobre la especie.

Estudiar las especies en su centro de origen y/o domesticacion es importante porque
estos lugares albergan la mayor diversidad genética, este conocimiento es clave para la
conservacion de genes esenciales, asegurando recursos valiosos para enfrentar desafios
futuros. El objetivo de este trabajo fue analizar la diversidad genética del kanisté (P.

campechiana) en la PY, México, usando enfoques genéticos y morfolégicos.
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1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Importancia de las especies frutales perennes tropicales

Las especies frutales perennes tienen una importancia significativa a nivel mundial desde el
punto de vista econdmico, cultural y nutricional, siendo una fuente de alimento utilizada en la
dieta basica humana desde sus origenes como especie (Monte de Oca et al., 2021). Al
respecto, existen miles de frutas tropicales y subtropicales que se cultivan en el mundo: al
menos 1 000 especies reportadas en América, 1 200 en Africa y 500 en Asia (Awodoyin et
al., 2015). Cabe resaltar que mas del 90% de la produccion de arboles frutales en las areas
tropicales se consume localmente como fruta fresca; pero, en las ultimas décadas se ha
observado un aumento constante en la demanda de estas frutas en los mercados
internacionales (particularmente en la Unién Europea, Estados Unidos de América y algunos
paises asiaticos como Japon y Corea del Sur), ya que las personas estan tomando

consciencia de su valor nutricional y sus aportaciones a la salud (FAO, 2010).

La caracteristica de un consumo local de esta gran cantidad de frutas tropicales las
clasifica como especies subutilizadas, categoria que abarca a especies de plantas
domesticadas (o en alguna etapa de domesticacion) que se utilizan para la alimentacion, la
medicina, el comercio o las practicas culturales dentro de las comunidades locales, pero que
no se comercializan ni se estudian ampliamente como parte de la agricultura convencional.
En el area de investigacion, se clasifican como subutilizadas por su potencial percibido para
contribuir al conocimiento sobre nutricion, seguridad alimentaria, resistencia genética o
sostenibilidad (Jain et al., 2013).

Mesoameérica se reconoce como uno de los principales centros de origen, domesticacion
y diversidad biologica de plantas cultivadas para la alimentacion humana (Vavilov, 1951;
Harlan, 1971; Perales-Rivera y Aguirre-Rivera, 2008). Los centros de origen, domesticacion
y diversidad genética son regiones importantes para la conservacién del germoplasma
original de las especies, porque los ancestros silvestres de las especies cultivadas son
recursos fitogenéticos importantes que pueden contribuir a resolver problemas de
alimentacion presentes o futuros mediante planes de mejoramiento genético (Engels et al.,
2006; Hernandez-Verdugo et al., 2006; Boege, 2009; Jamnadass et al., 2009). Los centros
de origen y domesticacion son focos de variacion morfologica y esto es un reflejo de la

diversidad genética que ha surgido a lo largo del tiempo debido a la adaptacion a diferentes
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condiciones ambientales y a la presion selectiva ejercida por los humanos; en estas areas,
las especies suelen mostrar una mayor variabilidad morfologica en respuesta a los distintos
microambientes, lo que incluye diferencias en tamaro, forma, color y otras caracteristicas
fisicas (Délices et al., 2021). Durante la seleccion artificial, los humanos han seleccionado
ciertos rasgos morfolégicos favorables, como mayor tamafio de fruto o facilidad de cosecha,
lo que ha llevado a una diversificacion aun mayor en algunas especies, sin embargo, este
proceso también puede haber reducido la variacion en otros rasgos al priorizar ciertos

fenotipos (Hernandez-Villarreal, 2013).

En la peninsula de Yucatan existen al menos 31 especies de frutales nativos muchos de
las cuales pueden ser clasificados como subutilizados; entre estas podemos mencionar al
bonete (Jacaratia mexicana A. DC.), sak pah (Byrsonima bucidaefolia Standley), cho’och
[Pouteria hypoglauca Standl) Baehni], nance [Byrsonima crassifolia (L.) HBK], caimito
(Chrysophyllum cainito L.), y el kanisté [Pouteria campechiana Kunth) Baehni] (Ruenes et al.,
2015). Aunque son diversos los factores relacionados a esta subutilizaciéon en esta region de
México, entre los mas importantes podemos mencionar: 1) falta de comercializacion, cuando
el uso de estas especies es mas para subsistencia y para venta en mercados locales, 2)
cultivo de especies introducidas (p. €j. - el mango -Mangifera indica L.- y naranja agria -Citrus
x aurantium L.-), y 3) preferencia en el consumo de frutas de especies introducidas (p. €j.
manzana -Malus domestica Suckow.-, durazno -Prunus pérsica L.-, pera -Pyrus communis L.-

) facilmente disponibles en los mercados (Jimenez et al., 1999).

A pesar de la gran importancia que representan las especies frutales perennes para el
consumo humano, en particular para las comunidades nativas en las regiones tropicales y
subtropicales, con excepcion de algunas especies de gran importancia mundial como el
platano —Musa paradisiaca L.— y la papaya — Carica papaya L. —, para la gran mayoria de
estas, existe un vacio de informacién sobre aspectos tan elementales como su diversidad
genética, lo cual es alarmante. La diversidad genética, en sentido amplio, es el componente
mas basico de la biodiversidad que permite conocer el estado de conservacién de una

especie (Pifiero, 2008).

1.1.2. La diversidad genética como componente de la biodiversidad

La biodiversidad es parte fundamental para la supervivencia de la humanidad; sin embargo,
hoy sabemos que las actividades humanas la estan alterado en todos sus niveles de manera
nunca antes vista (Pérez-Garcia, 2020). Entre las actividades humanas de mayor impacto

sobre la biodiversidad estan: la deforestacion, agricultura intensiva, urbanizacién,
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sobreexplotacion de recursos naturales, contaminacion, introduccién de especies invasoras,
fragmentacion del habitat y practicas agricolas no sostenibles (Telleria, 2013).

El término "biodiversidad" es multifacético y ha sido descrito por diferentes autores (Zalta,
2002 y Nunez et al., 2003); sin embargo, existe el consenso que ésta se compone por tres
elementos interrelacionados; diversidad de los ecosistemas, diversidad de las especies y
diversidad genética (Schemske et al., 1994). Para el tema central de este trabajo de tesis, el
nivel de biodiversidad abordado es el de diversidad genética; en sentido amplio, este es el
componente mas basico de la biodiversidad (Pifiero, 2008). Se entiende por diversidad
genética a la variacion de los genes dentro y entre especies; puede ser vista y comparada en
tres niveles: entre individuos de una poblacién, entre poblaciones dentro de la misma especie
y entre diferentes especies (Glowka et al., 1996). El paradigma central asociado a la
diversidad genética es que, a medida que esta aumenta, las especies tienen una mayor
capacidad para adaptarse a cambios ambientales, lo que les brinda una mayor probabilidad
de supervivencia. Por el contrario, las especies con una diversidad genética limitada estan
mas expuestas a los riesgos asociados con dichos cambios; en este sentido, existe el
concepto de erosidon genética, que no es otra cosa que la pérdida de genes o genotipos en
las poblaciones cultivadas y silvestres a través del tiempo como resultado de la accion de

factores naturales o artificiales (Zhiminaicela-Cabrera et al., 2020).
1.1.3. Diversidad genética en especies silvestres

La diversidad genética que se encuentra en especies silvestres desempefia un papel crucial,
ya que estas especies residen en ambientes naturales y continian estando sujetas a la
presion de la seleccidon natural. Como resultado, su diversidad genética abarca una serie de
rasgos que les confieren resistencia a condiciones como la sequia, variaciones extremas de
temperatura y enfermedades diversas; si estas especies son los parientes de especies
cultivadas y/o domesticadas, estas cualidades tienen el potencial de ser transmitidas a estos
ultimos mediante la hibridacion, lo que podria ser esencial para mejorar la agricultura en el
futuro (Seto et al., 1998 y Sierra-Jiménez et al., 2014). Sin embargo, el estudio de la diversidad
genética en las especies silvestres sigue siendo limitado, ya que se ha investigado solo un
reducido niumero de especies, lo cual resulta insuficiente considerando la vasta diversidad de
especies presentes a nivel global. Dado que esta diversidad esta determinada por las distintas
variantes presentes en los genes de los individuos de una especie, su relevancia radica en el
potencial evolutivo que ofrecen a las especies, al servir como un reservorio de posibles
respuestas a los cambios en el medio ambiente, tanto fisico como biolégico, facilitando asi su

adaptacion a dichos cambios (Belldn et al., 2009).
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1.1.4. Diversidad genética en especies cultivadas/domesticadas

En el ambito de las especies vegetales que han sido sometidas al proceso de domesticacion,
es notable la amplia gama de cultivos que este proceso ha generado. Este logro no habria
sido posible sin la base de diversidad genética presente en los respectivos parientes silvestres
(Parra y Casas, 2016). En este proceso de domesticacion es importante considerar lo que se
conoce como efecto fundador por domesticacion, que se refiere a la reduccion de la
variabilidad genética que ocurre cuando un pequeno grupo de individuos es separado de una
poblacion mas grande; con el tiempo, la nueva subpoblacién resultante tendra genotipos y
rasgos fisicos parecidos a los del grupo inicial del que se separd, y esos genotipos y rasgos

pueden ser muy diferentes respecto de la poblacién original mas grande (Ladizinsky, 1985).

Es importante mencionar que la reduccién de la variabilidad genética en las especies
domesticadas vs. sus parientes silvestres puede ser significativa o no, dependiendo del ciclo
de vida de la especie implicada (anual o perenne). En un estudio comparativo sobre la
diversidad genética de cultivos de frutas perennes y sus progenitores silvestres se encontrd
que las especies frutales perennes (p. ej. la manzana -Malus domestica-, la vid -Vitis vinifera-
, el pistacho -Pistacia vera- y el olivo -Olea europaea-) conservan un promedio de 94.8% de
la variacion neutra encontrada en sus poblaciones silvestres (Miller y Gross, 2011). Este
porcentaje de reduccién en diversidad genética encontrado en cultivos de especies perennes
es menor al observado en cultivos de especies anuales; en parte, esto se debe a que las
primeras tienen ciclos juveniles prolongados y la mayoria de estas son dioicas y aldgamas,
lo que implica que necesitan cruzarse con otros individuos para reproducirse y con ello la
existencia de flujo génico de los cultivos y sus poblaciones silvestres que constantemente
introduce diversidad genética a los cultivos, esto ocurre en regiones donde los cultivos y sus

poblaciones silvestres comparten distribucion geografica (Miller y Gross, 2011).

1.1.5. Enfoques en la conservacion de la diversidad genética

La conservacion de la biodiversidad es un campo multidisciplinario que abarca diversas areas
del conocimiento. Algunas de las principales areas que estudian la conservacion de la
biodiversidad incluyen: la ecologia, biologia de la conservacion, biogeografia y agroecologia
(Cardinale et al., 2012). En el caso particular de la diversidad genética, la genética de
poblaciones ha desempefiado un papel crucial en el desarrollo de estrategias de conservacion
y, en conjunto con el avance de los marcadores moleculares, ha dado origen a la disciplina

conocida como genética de la conservacion, la cual se dedica a evaluar el estado genético
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de las poblaciones con el objetivo de preservar la diversidad genética y reducir los riesgos
asociados mediante la aplicacion de marcadores moleculares; comprender la diversidad y las
relaciones genéticas dentro de las poblaciones es esencial para la conservacion de especies
amenazadas (Wuerthner y Primack, 1994; Amos y Balmford, 2001; Allendorf, 2005).

1.1.6. Marcadores genéticos

Un concepto basico en el estudio de la diversidad genética es el de marcador genético, que
se define como cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente (Rieger et al.,1942).
Gale (1994) lo define como cualquier medio para identificar cualquier locus especifico en un
cromosoma. Una diferencia, ya sea fenotipica o genotipica, puede actuar como marcador
genético si identifica en un individuo caracteristicas del genotipo, del fenotipo, o de ambos y
si, ademas, puede hacerse seguimiento a su herencia a través de varias generaciones (Lépez
y Fulton, 2004). Los marcadores genéticos pueden clasificarse en bioquimicos, morfoldgicos

y moleculares.

1.1.6.1. Marcadores bioquimicos

Los marcadores bioquimicos estan representados por las isoenzimas y aloenzimas, proteinas
totales o de almacenamiento y constituyeron la primera generacion de marcadores (Solis-
Ramos y Andrade-Torres, 2016). Entre las ventajas del uso de estos marcadores, es que son
relativamente neutrales y carecen de efectos deletéreos, pleiotropicos y/o epistaticos (Singh
et al., 2024); sin embargo, presentan algunas desventajas: enfrentan problemas técnicos, no
abarcan todo el genoma, ya que representan solo una fraccién limitada del contenido
genético, y solo detectan la variacion de los genes que codifican caracteristicas especificas
del individuo. Ademas, la precisién de los datos obtenidos puede verse afectada por el
polimorfismo en los tejidos donde se encuentran las isoenzimas (por ejemplo, el polimorfismo
de las hojas puede diferir del de las semillas del mismo individuo), asi como por el
polimorfismo ontogenético. Por ultimo, las isoenzimas son especificas para determinados

sustratos (Solis-Ramos y Andrade-Torres, 2016).
1.1.6.2. Marcadores morfolégicos

Los marcadores morfoldgicos son caracteres de un individuo que se expresan en un ambiente
especifico y son muy utilizados para estimar la variacion morfolégica en una poblacién (Yunli

et al., 2020). En el caso de las especies domesticadas, cuando usamos marcadores
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morfoldgicos es importante considerar lo que se conoce como sindrome de domesticacion, el
cual es una serie de modificaciones que afectan tanto a la estructura fisica y genética, como
al funcionamiento fisiolégico de la planta, entre estas modificaciones se incluyen la pérdida
de la latencia de la semilla, cambios en el patron de crecimiento, aumento en el tamafio de
las semillas y/o frutos, entre otros (Ladizinsky, 1998 y Hughes et al., 2007;). Por ejemplo, en
la investigacion de Jiménez-Rojas et al. (2019), se utilizaron marcadores morfolégicos
basados en caracteres cualitativos (color de exocarpio y mesocarpio, forma del fruto, sabor
de la pulpa) y cuantitativos (tamafo del fruto, peso del fruto, peso de la pulpa, nUmero de
semillas, pH, ° Brix) del fruto de huaya cultivada y silvestre. Con base en estos marcadores,
los autores concluyeron que existen minimas diferencias entre los frutos silvestres y

cultivados de esta especie.

1.1.6.3. Marcadores moleculares

Actualmente, una de las principales estrategias para estudiar la diversidad y la estructura
genética de las especies cultivadas y sus parientes silvestres es el uso de marcadores
moleculares. Estos marcadores son biomoléculas de ADN que pueden incluir tanto genes
conocidos como fragmentos de secuencias de funcién desconocida. Aunque los fragmentos
de ADN con funcion desconocida no estén directamente asociados a rasgos genéticos
especificos, pueden estar relacionados con la variacion genética en los organismos,
proporcionando informacion valiosa para la identificacion y el analisis de caracteristicas
fenotipicas (Kordrostami y Rahimi, 2015). Los marcadores moleculares se pueden clasificar
de acuerdo a la técnica en la que se basan en: Hibridacion (RFLP) y PCR (RAPDs, ISSR,
SSR, AFLPs) (Furano, 1999) y otras técnicas que incluyen secuenciacion, PCR en tiempo
real y microarrays, que son utilizados para la detecciéon de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) (Arif et al., 2010).

Uno de los marcadores moleculares mas empleados en el estudio de diversidad genética
son los llamados microsatélites o SSR (Secuencias Simples Repetidas), marcadores de
naturaleza codominante y unilocus que estan constituidos por secuencias cortas de ADN (1-
6 pares de bases nucleotidicas) repetidas en tandem que se encuentran esparcidos por todo
el genoma y ademas de naturaleza neutral que reflejan variabilidad genética no adaptativa
(Oliveira et al., 2006) (Cuadro 1.1). Los SSR se utilizan extensamente y se han convertido en
una herramienta poderosa para estudios ecoldgicos y evolutivos, asi como para analizar la
diversidad y las relaciones genéticas (Martinez-Castillo et al., 2019) y su uso ha sido

reportado en diversas especies domesticadas y sus parientes silvestres, tales como cultivos
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anuales como el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) (Angioi et al., 2011), el maiz (Zea mays
L.) (Senior et al., 1998 y Matsuoka et al., 2002), el girasol (Helianthus annuus L.) (Dehmer y
Friedt, 1998), el trigo (Triticum aestivum L.) (Sud et al., 2005) y la cebada (Hordeum vulgare
subsp. vulgare) (Bengtsson et al., 2017). También, se han empleado en estudios de especies
de ciclo largo como la uva (Vitis vinifera subsp. sativa L.) (Grassi et al., 2003), la yuca (Manihot
esculenta subsp. esculenta Crantz) (Olsen y Schaal, 2001) y el mamey [Pouteria sapota
(Jacq.) H. E. Moore & Stearn] (Arias et al., 2015; Martinez-Castillo et al., 2019); entre muchas

otras.

Cuadro 1.1. Caracteristicas generales de los SSR (Srivastava et al., 2023).

Ventajas Desventajas Aplicaciones

1. Multialélicos

2. Altamente polimorficos
3. Herencia Mendeliana
(Codominantes)

4. Muy alta reproducibilidad
5. Cantidades muy
pequefias de ADN

6. Interpretacion sencillas
de los resultados

7. Visualizacién en geles
de agarosa y acrilamida
8. Sencillos de montar,
rapidos y eficientes

9. Numero enorme de Loci

1. Alto costo (si es necesario
desarrollar los iniciadores)

2. Requiere conocimiento
previo del genoma:

+ Inicialmente lentos

+ Inicialmente Costosos

3. Alta tasa de mutacion
(pudiendo afectar la
reproducibilidad en estudios

genealogicos)

1. Identificacion de individuos
entre cultivares

2. Determinacién de pureza
hibrida

3. Reconstruccion de
genealogias

4. Construccion de mapas
genéticos.

5. Estudios de diversidad
genética

6. Estudios evolutivos
7.Pruebas de paternidad y
maternidad

8. Mapas de ligamiento

(cartografia genética)

Cuando no existen marcadores moleculares de naturaleza codominante, como los SSR,

desarrollados especificamente para las especies de interés, una estrategia es usar
marcadores de naturaleza dominante y multilocus como los ISSR (Inter-simple sequence
repeats, por sus siglas en Ingles) (Cuadro 1.2). Esta técnica analiza diferencias en las
secuencias de ADN que se encuentran entre los microsatélites empleando iniciadores
compuestos por 15 a 20 nucledétidos, con nucleétidos adicionales en los extremos 3’ 0 5’ del
ADN, que funcionan como puntos de anclaje; son marcadores semiarbitrarios, por lo que se
amplifican a partir de un iniciador complementario a la region microsatélite (Srivastava et al.,
2023).
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Cuadro 1.2. Caracteristicas generales de los ISSR (Sarwat, 2012).

Ventajas Desventajas Aplicaciones

1. No necesitan conocimiento 1. Marcadores mayoritarios 1. Identifica cultivares
previo de las secuencias de ADN. 2. A veces se requiere realizar estrechamente relacionados
2. Pueden detectar variabilidad electroforesis en gel de 2.En procesos evolutivos
dentro de regiones unicas del poliacrilamida y usar tincion de bioldgicos

genoma en multiples lugares al plata para la deteccion. 3.Biogeografia

mismo tiempo. 3. No se puede atribuir la 4 Diversidad genética

3. Suelen revelar niveles ausencia de bandas a una 5. Mapeo genético
importantes de diversidad homologia genética comun.

genética. 4. Algunos aspectos de la

4. Dirigidos a secuencias diversidad genética no se pueden

especificas de microsatélites. analizar con estos marcadores.

5. Son especialmente eficaces
para crear perfiles de ADN,
especialmente en especies muy
similares genéticamente

1.1.7. Modelo de estudio: Kanisté

El kanisté [Pouteria campechiana (Kunth) Baehni] pertenece a la familia Sapotaceae. Este se
distribuye de manera natural desde México hasta Panama, en vegetacién de bosque alto
perennifolio y bosque medio subcaducifolio. En México, se puede encontrar en los estados
de Campeche, Morelos, Puebla, Oaxaca, Michoacan, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Veracruz y Yucatan (Pennington y Sarukhan, 2005). Los individuos cultivados (aquellos que
reciben algun tipo de manejo humano) se encuentran principalmente en traspatios de
comunidades rurales de México y Centro América; aunque como cultivo ya se ha extendido
hasta los Estados Unidos de América, India, Brasil, Australia, Camboya, Vietnam, Indonesia,

Sri Lanka, Nigeria y Filipinas (Ledn, 1987).

Las flores de kanisté son hermafroditas (Figura 1.1), aspecto que favorece la
autofertilizacion (Morton, 1987), aunque se cree que es una especie aldgama de polinizacién
cruzada (Azurdia, 2006). No se conocen sus polinizadores, pero al ser una especie melifera,
las abejas podrian desempefiar ese papel. Los dispersores de semilla del kanisté son el
venado cola blanca (Odocoileus virginianus), el tepezcuintle (Cuniculus paca), el mono
aullador (Alouata pigra), el murciélago zapotero (Artibeus jamaicensis), las ardillas (Sciurus
yucatanensis) y diversas aves (Duarte-Ubaldo et al., 2020). Los meses de floracién de la

especie es de diciembre a junio y fructifica de mayo a octubre (Rodriguez et al., 2009).

La parte principal que se usa del kanisté es el fruto, consumido principalmente en fresco;
ademas de sabroso y dulce, un estudio sobre analisis nutricionales y biolégicos de kanisté

realizados en Bangladesh, comprobé que este contiene cantidades significativas de vitamina
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A (51.15 mg/100g) y vitamina C (106.42 mg/100g); ademas que su cascara contiene 7.46%
de grasa, 4.15% de fibra dietética, 41.54% de carbohidratos (Nur et al., 2022); la pulpa es rica
en carotenoides y taninos (Tran et al., 2021). Los extractos de hojas del arbol y semillas han
demostrado tener actividades analgésicas, antimicrobianas, antiinflamatorias,
gastroprotectivas y antidiabéticas entre otras (Elsayed et al. 2016, ChanZapata et al. 2018,
Pai y Shenoy 2021).

Aun cuando no existen estudios formales, la PY, como parte de las Tierras Bajas Mayas,
podria ser el centro de domesticacion del kanisté, ya que: 1) en esta region existe una larga
historia de uso de esta especie por la cultura maya, como lo refleja su mencién en el libro
sagrado del "Popol Vuh" (Tedlock, 1996); 2) en la PY podemos encontrar poblaciones
silvestres en las selvas de la region e individuos cultivados en comunidades mayas, estos
ultimos con frutos que muestran una notable variacion morfolégica en cuanto a forma y
tamano (Pennington y Sarukhan, 2005), variacién que podria ser el resultado de su seleccion
por los habitantes de la region por mas de 2000 afios.

Pk G 2 o
Figura 1.1. Caracteristicas morfoldgicas de P. campechiana. A. semillas; B. flores; C. arbol; D. hojas;

E. fruto. Fotografias: A, D y E) Janine Jiménez; B) Néstor Eduardo Raigoza Flores; C) Castillo-Burguete
et al. (2024).
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1.1.7.1. Estudio de la diversidad morfologica y genética del kanisté
Existen muy pocos estudios sobre la diversidad morfologica y genética del kanisté:

Benavides (1998), realiz6 una prospeccion y caracterizacién preliminar in situ de cinco
Sapotaceas en Nicaragua: chicozapote (Manilkara sapota L.), caimito (Chrysophyllum cainito
L.), zapote rojo (Pouteria sapota), zapote verde (Pouteria viridis Pittier) y zapote mico o
kanisté (Pouteria campechiana). Este autor reporté que, generalmente, estas especies se
encuentran en los huertos familiares y muy poco como plantaciones comerciales. También
sefaldé que no se ha explorado su mercado internacional, mencionando que las semillas de
las sapotaceas tienden a fermentarse después de su maduracion, por lo que frecuentemente
tienden a germinar dentro del fruto; ademas, que la cascara delgada del fruto dificulta su
almacenamiento y transporte (manejo postcosecha). En el caso del kanisté, Benavides (1998)
muestreo 46 individuos y reportd frutos con exocarpio y mesocarpio amarillo-naranja, diversas
formas (predominando el alargado, pero también observando ovalado, redondo, redondo
achatado); peso del fruto entre 17. 8 y 441.2 g, longitud del fruto entre 3.3 y 10.9 cm, el
diametro del fruto entre 2.8 y 9 cm, y niumero de semillas por fruto de 1 a 4. Este autor reporto
que, de las especies estudiadas, el kanisté es la que presenta menor consumo en el mercado

debido a que son muy dulces y empalagosos.

Quesada (2003), investigd la distribucion y variabilidad del kanisté en Costa Rica,
caracterizando morfolégicamente 36 individuos colectados en patios de las casas y areas
cercanas. Este autor encontré una baja variabilidad en el material analizado; se identificaron
dos formas predominantes de fruto: redondas-ovaladas y fusiformes; tanto la cascara como
la pulpa del fruto presentaron tonalidades amarillo oscuro y anaranjado; el promedio de peso
de los frutos fue de 124.8 g, mientras que la longitud promedio alcanzé los 7.1 cm; el nUmero
de semillas oscil6 entre 1 y 4 por fruto. Quesada (2003) concluy6 que el kanisté es una fruta
poco conocida y subutilizada en Costa Rica, principalmente debido a la falta de conocimiento

sobre su potencial, tanto como fruta fresca o procesada.

Para la peninsula de Yucatan, la Unica investigacion sobre kanisté fue un intento de tesis
de pregrado dirigida por el Dr. Rafael Duran (Datos no publicados). Como parte de esa
actividad, se realizé una caracterizacion morfoldgica de tres especies frutales nativas de la
PY del género Pouteria Aubl. Una de estas especies fue el kanisté, de la cual se evalud la
variabilidad morfolégica de 23 individuos silvestres y cultivados utilizando marcadores
morfoldgicos. El documento resultante reportd, para los frutos silvestres: color del exocarpio
fue amarillo-verdoso, un peso oscilando entre 6 y 17 g, el didmetro y longitud del fruto fue de

2 cm, en la base de los frutos sobresalian una punta delgada (posiblemente frutos de forma
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ovalada), numero de semillas de 2 a 4, peso de las semillas entre 1.3 y 2.3 g, grados Brix de
35 a 45. Por su parte, los frutos cultivados presentaron: color del exocarpio amarillo, pesos
entre 48.84 a 243 g, la longitud oscilé entre 4 y 8 cm, diametro del fruto 5 cm, las semillas de
1 a 6, peso de la semilla de 0.5 a 7.36 g, grados Brix de 25 a 30; las formas de fruto que
predominaron fueron alargadas, globosas y redondas. Estos resultados mostraron la
existencia de diferencias claras entre las caracteristicas de los frutos silvestres y cultivados

presentes en la PY.

Recientemente, Granados-Vega et al. (2023) caracterizaron frutos, semillas, hojas de
kanisté en tres zonas (un arbol por zona) de huertos familiares en Morelos, México, con
diferentes altitudes: 1210 msnm, 1059 msnm (ambas en Yautecepc) y 1350 msnm (en
Jiutepec); el clima predominante en las tres zonas fue subhimedo. Los valores promedio
obtenidos de las tres zonas fueron: peso del fruto (146 — 261g), peso de pulpa (126.76 -
198.88q), diametro polar del fruto (9.07 - 11.03cm), diametro ecuatorial del fruto (5.49 - 7.29),
y solidos solubles (26.12 - 33.18). La zona 2, con mayor altitud y precipitacién, presento
valores mayores en las mediciones de las variables: peso del fruto, peso de la pulpa, diametro
polar del fruto, didmetro ecuatorial del fruto y sélidos solubles; ademas las hojas eran mas

robustas, estrechas y alargadas.

Al dia de hoy, el unico estudio publicado sobre diversidad genética del kanisté empleando
en conjunto marcadores moleculares (ISSR y RAPDs) y morfoldgicos, es el de Duy (2022).
Este autor evalud la diversidad genética de 30 individuos colectados en 30 huertos de cinco
distritos de la provincia Tra Vinh, Vietnam. Al analizar 50 caracteristicas morfolégicas del
arbol, hojas, flores y frutos encontraron que los frutos tienen diversas formas (redondas,
ovaladas, ovoide, de corazén, rectangular/oblonga), presentan una maduracion asincronica,
pulpa de color naranja, frutos maduros de color amarillo o amarillo verdoso. Los rasgos del
fruto que tuvieron una mayor variacién fenotipica (de acuerdo con el indice de Shannon)
fueron numero de semillas por fruto (/ = 0.94), peso del fruto (/ = 0.93) y diametro del fruto (/
= 0.33). Por su parte, tanto los marcadores ISSR (4 cebadores: 25 loci y un %P = 100) y
RAPD (4 cebadores: 55 loci y un %P = 100) indicaron que las muestras de kanisté evaluadas

presentaron alta diversidad genética.
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1.2. JUSTIFICACION

El kanisté es una especie frutal perenne nativa del neotrépico que ha sido utilizada como
alimento por la cultura maya durante mas de 2000 afios. A pesar de su importancia historica,
cultural y nutricional, con el paso del tiempo el kanisté ha sido olvidado y en la actualidad es
una especie subutilizada, situacion que pone en riesgo su conservacion y amenaza la pérdida
de su diversidad genética en la PY, region que podria ser su posible centro de domesticacion,
lo que hace que esta region sea crucial para su estudio. El estudio de la diversidad genética
es esencial para la conservacion, utilizacion y busqueda de alternativas para contrarrestar la
degradacion del recurso genético en sus areas de origen. Por otro lado, la diversidad
morfologica del kanisté es igualmente relevante, ya que permite identificar variaciones en los
frutos, como el tamano, la forma, el color y la textura, que pueden ser aprovechadas
comercialmente; esta variacion morfolégica también proporciona informacion valiosa sobre la
adaptacion de la especie a diferentes entornos, lo que es fundamental para promover su
cultivo y consumo en la region. En el caso del kanisté, siendo la PY su centro de
domesticacién, esto incrementaria mas la necesidad de realizar estudios que aporten
informacion sobre su diversidad genética y morfolégica que no solo permitird obtener
informacion clave para su conservacion y aprovechamiento, sino que también que contribuya
al rescate de una especie con un fuerte valor cultural. Esta investigacion proporciona una
base cientifica para la implementacion de estrategias de conservacion in situ y ex situ, asi
como para el desarrollo de programas de mejoramiento genético que permitan su

revalorizacién como recurso alimentario en la region y su insercidon en mercados comerciales.
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1.3. HIPOTESIS

1. En la peninsula de Yucatan, México, existen poblaciones de kanisté presentes en
vegetacién natural de bosque alto perennifolio y bosque medio caducifolio. También, se
pueden encontrar arboles en diferentes habitats antropogénicos de la region, pero su
presencia en estos ultimos ambientes ha ido disminuyendo alarmantemente en las ultimas
décadas, aspecto que podria resultar en una erosion genética de la especie en estos
ambientes. Considerando lo anterior, en el presente estudio se espera encontrar que los
individuos colectados en vegetacion natural presenten niveles mayores de diversidad

genética en comparacion con los individuos colectados en lugares antropogénicos.

2. La peninsula de Yucatan forma parte del area de distribucion natural del kanisté y podria
ser parte de su posible centro de domesticacién ya que los pobladores de esta region llevan
haciendo un manejo y seleccion de sus frutos por mas de 2000 afos. Considerando esto, en
el presente estudio se espera encontrar una gran variaciéon morfolégica en los frutos de

kanisté en esta region de México.
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1.4. OBJETIVO GENERAL

Analizar la diversidad genética y morfoldgica del kanisté [(Pouteria campechiana Kunth)

Baehni] en la peninsula de Yucatan, México, usando enfoques genéticos y morfologicos.

1.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la diversidad genética de 40 individuos de kanisté colectados en vegetacion natural

y en habitats antropogénicos de la peninsula de Yucatan, México.

2. Caracterizar morfolégicamente los frutos de 15 arboles de kanisté colectados en la

peninsula de Yucatan, México.
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1.6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estrategia experimental

antropocéntricos

Evaluacion de la diversidad genética de individuos
colectados en vegetacion natural y sitios

Caracterizacion morfologica de frutos de kanisté

Colecta de material vegetal: hojas de 24 arboles
colectados en vegetacion natural y 16 arboles
colectados en sitios antropocéntricos

Colecta de frutos de arboles de kanisté
10 frutos/arbol 15 arboles

Total= 150 frutos

PCR con 18 loci SSR
-Electroforesis en geles
de Poliacrilamida

PCR con 167 ISSR
-Electroforesis en geles
de Poliacrilamida

-Extraccion de ADN
[ | ‘
-ADN de 24 individuos -ADN de 22 individuos Variables evaluadas
s11v<?stres y 16 sﬂve.:stres y 16 -Variables cualitativas: 3 (color exocarpo, color
cultivados cultivados mesocarpo, forma del fruto).
-Amplificacion por -Amplificacion por -Variables cuantitativas: 8 (peso, longitud, didmetro,

circunferencia del futo, pH, grados Brix, nimero de
semillas, peso de semillas).
Metodologia de Jiménez et al., 2019

Analisis de datos

-Analisis de asignacion de
individuos

-Neighbor joining
-PCoA

-Diferenciacion genética
Fst

-AMOVA

-Flujo genético (Nm)
-Riqueza alélica (4)
-Heterocigosidad (Ho,
He)

Analisis de datos

-Analisis de asignacion de
individuos

-Neighbor joining

-PCoA

-Diferenciacion genética
Fst

-AMOVA
-Heterocigosidad (He)

Analisis de datos

-PCA
UPGMA
-Estadistica descriptiva

Figura 1.2. Estrategia experimental del estudio

Discusion
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CAPITULO I
2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Area de estudio y caracteristicas de la vegetacion de la peninsula de Yucatan

El estudio se realizd en la peninsula de Yucatan, México. La PY se localiza en el sureste de
México, es una regidon de escaso relieve con altitudes menores a los 400 msnm; el clima
predominante es subhumedo con una precipitacion anual alrededor de 1500 mm,
temperaturas promedio superiores a 18 °C y humedad relativa mayor al 70% (Orellana et al.,
1999). La vegetacion de la PY ha sido descrita por Miranda (1958), Rzedowski (1978) y Flores
y Espejel (1994). Estos autores reportan que la mayor extension de la PY esta cubierta por
selvas como la baja caducifolia, mediana subcaducifolia y mediana subperennifolia; ademas,
hay presencia de bosque de pino, manglar, matorral de dunas costeras, tular y vegetacion
haléfita. En Yucatan predominan las selvas bajas caducifolia, baja caducifolia espinosa y
mediana subcaducifolia; en Campeche, la vegetacion incluye selva mediana subcaducifolia,
selva mediana subperennifolia, selva alta perennifolia, selva baja inundable, sabanas,
petenes y manglares; en Quintana Roo, predominan la selva mediana subperennifolia y los

manglares.

Para este estudio, se colectd material vegetal de arboles de kanisté en diferentes tipos de
habitats de la PY que fueron desde vegetacién natural hasta sitios antropogénicos (huertos
familiares en comunidades mayas, asi como en camellones, escuelas y jardines botanicos de
ciudades de la region). Para fines practicos, a continuaciéon, la metodologia se presenta

tomando en cuenta los dos objetivos especificos de este trabajo.

2.2. OBJETIVO 1. Evaluar la diversidad genética de 40 individuos de kanisté de la

peninsula de Yucatan, México.
2.2.1. Colecta de material vegetal

Cuando se trabaja con especies cultivadas y/o domesticadas, es comun clasificar a los
individuos por su naturaleza bioldgica en silvestres y cultivados/domesticados; sin embargo,
para este estudio se decidié clasificarlos con base en el tipo de habitats donde estos fueron
colectados: vegetacion natural y habitats antropogénicos. Tal clasificacion se llevé asi ya que
se desconoce la naturaleza biologica de los individuos colectados en habitats antropogénicos

Yy, en varios casos, el lugar exacto de donde estos fueron tomados. Se colectaron hojas tiernas
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de 40 arboles: 18 individuos colectados en vegetacion natural y 22 individuos colectados en
habitats antropogénicos (Cuadro 2.1, Figura 2.1). Este material vegetal fue mantenido en un
ultracongelador a -80 °C en el laboratorio de Marcadores Moleculares del Centro de

Investigacion Cientifica de Yucatan para su posterior procesamiento.

Cuadro 2.1. Informacion de 40 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) colectados en la
peninsula de Yucatan, México, utilizados en el presente estudio.

Clave Estado Localidad Sitio de colecta Latitud Longitud
Individuo (N) (O)
1 Yucatan Mérida JBR-RO 18° 6.276' -88° 54.440'
2 Yucatan Mérida JBR-RO 18° 6.276' -88° 54.440'
3 Yucatan Mérida JBR-RO 18° 6.276' -88° 54.440'
4 Yucatan Mérida JBR-RO 18° 6.276' -88° 54.440'
5 Yucatan Mérida JBR-RO 18° 6.276' -88° 54.440'
6 Yucatan Mérida JBR-RO 18° 6.276' -88° 54.440'
7 Yucatan Kimbila Traspatio 20° 55.948' -89° 7.387'
8 Yucatan Mérida Traspatio 20° 58.748' -89° 36.562'
9 Yucatan Tizimin Traspatio 21° 8177 -88° 9.142'
10 Yucatan Mérida JBR-RO 21°1.678' -89° 38.410'
11 Yucatan Mérida Traspatio 21°1.697" -89° 39.112'
12 Yucatan Holca Traspatio 20° 45.302' -88° 55.607'
13 Yucatan Holca Traspatio 20° 45.588' -88° 55.480'
14 Yucatan Mérida Traspatio 20° 59.954' -89° 33.210'
15 Yucatan Mérida Traspatio 20° 58.381' -89° 38.613'
16 Yucatan Mérida JBR-RO 21°1.698' -89° 38.382'
30 Yucatan Mérida Traspatio 21° 0.760' -89° 37.327"
19 Yucatan Mérida JBR-RO 21°1.713 -89° 38.387"
17 Yucatan Mérida JBR-RO 21°1.719' -89° 38.387"
29 Yucatan Cholul Banqueta 20° 38.272' -87° 38.274'
18 Yucatan Tzucacab Banqueta 20° 4.928' -89°6.130'
31 Yucatan Holca Traspatio 20° 45.440' -88° 55.783'
20 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 33.735' -87° 9.969'
21 Quintana Roo Othon Vegetacion N. 18° 11.668' -89° 0.190'
22 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 33.458' -87°9.714'
23 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 33.735' -87° 9.952'
24 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 33.833' -87°9.968'
25 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 33.732' -87°9.918'
26 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 33.648' -87°9.969'
27 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 38.257' -87° 38.212'
28 Quintana Roo Solidaridad Vegetacion N. 20° 38.273' -87° 38.212'
32 Campeche Calakmul Vegetacion N. 18° 3.199' -89° 25.517"
33 Campeche Calakmul Vegetacién N. 18° 24.449' -89° 26.366'
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34 Campeche Escarcega Vegetacion N. 18° 32.533' -89° 55.999'
35 Campeche Calakmul Vegetacién N. 18° 28.434' -89° 9.034'

36 Quintana Roo Othon Vegetacion N. 18° 24.634' -89° 0.567'

37 Campeche Campeche Vegetacion N. 19° 50.030' -90° 32.069'
38 Campeche Calakmul Vegetacién N. 18° 29.150' -89° 15.882'
40 Campeche Calakmul Vegetacion N. 18° 32.533' -89° 56.467"
41 Campeche Calakmul Vegetacion N. 18° 31.967' -89° 40.666'

JBR-RO, Jardin Botanico “Roger Orellana” CICY. Nota: El individuo 39 fue eliminado del estudio.

22°0'0"N

21°0'0"N

Sitios
antropogénicos (@

Vegetacion @
natural

20°0'0"N

Golfo de México

Quintana Roo

Campeche

Mar
Caribe

19°0'0"N

18°0'0"N

e — — KM
0 20 40 80 120 160

T L] T L L] L
92°0'0"W 91°0'0"W 90°0'0"W 89°0'0"W 88°0'0"w greo'o'w

Figura 2.1. Sitios de colecta de 40 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) en la peninsula de

Yucatan, México.
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2.2.2. Extraccion de ADN y marcadores moleculares
Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit QIAGEN DNeasy Plant Mini, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Anexo 1). La calidad del ADN extraido se evalu6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos con 1.5 yL bromuro de Etidio (10 mg/ mL),
en una soluciéon amortiguadora TBE 0.5 X. La electroforesis se realizé con el equipo OWL
thermoscientific 02 con una fuente poder Bio-Rad-PowerPac 300, a una carga de 85 volts
durante 40 minutos. La cuantificacion del ADN se realizé utilizando Qubit™ 4 Fluorémetro
Invitrogen. Los geles de agarosa se observaron en un transiluminador de luz UV

(Transiluminador UV, Dinco & Rhenium Industries).

2.2.3. Marcadores SSR

Se probaron 28 loci de SSRs desarrollados para mamey (Arias et al., 2015) y se
seleccionaron los 18 loci con la mejor amplificacion y nivel de polimorfismo (Cuadro 2.2). La
amplificacion de los SSR se llevé a cabo utilizando el método de PCR con un volumen final
de 20 ul de reaccion, a la cual se le adicionaron los componentes del Cuadro 2.3. La técnica
de PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: 4 minutos a 94 °C para una
desnaturalizacion inicial, seguido por 35 ciclos consistentes de 2 minutos a 94 °C de
desnaturalizacion, 1 minuto a 57 a 60 °C (dependiendo de cada loci) de alineacién y 1 minuto
a 72 °C de extension, y 5 minutos a 72 °C para una extension final. Al producto de PCR se le
adicion6 5 ul de formamida compuesta de (0.45% de azul de y 0.25% de xileno-cianol) y se
desnaturalizé en un termociclador Veriti 96 WellThermal Cycler (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Se cargaron 5 pl de este producto de reaccion en geles de poliacrilamida al 5%
(w/v; 19:1 acrilamida-bisacrilamida) con 5 M de urea y buffer TBE continuo 0.5 X a 40-W de
poder os constante con una duracion promedio de 1:50 horas, usando un secuenciador
manual (SQ3 sequencer, Hoeffer Scientific Instruments, S. Francisco, CA). Los fragmentos
obtenidos fueron visualizados en un transiluminador de luz blanca, con la técnica de tincidon
con plata (AgNO3) (Christensen et al., 1999) (Anexo 2) y su tamano fue determinado
visualmente usando como referencia un marcador de 10 pares de bases (Invitrogen. Life

technologies, Brasil).
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Cuadro 2.2. Microsatélites elaborados para Pouteria sapota, seleccionados para el estudio de la

diversidad genética del kanisté (Pouteria campechiana).

Codigo 5'-3' Secuencia ™ Tamafiio de fragmento
(bp)

02670_a Forward ~ AGGGTTCTTATGACCTTTGCATTC 59° 134-160
Reverse = TGGACAGATGGATGTTTCTATGTATG

00280_a Forward TTCGAGTTTCTCACTTTGGTTTCC 59° 156-320
Reverse =~ AGTCGACTCTGTCGAATTGATGC

00588_a Forward ~ CTCGGTAAAACTCGGCTCAAATAC 60° 186-180
Reverse = CTGACGAGTTCCTCCCTCCTC

01840_b Forward ~ ACTTTCATCACCACCACTCCTCTC 58° 147-159
Reverse ~ AGCTTTAAGCGTCCGTTACTTGTG

00969_a Forward ~ AACCCTTCATTCCTCAAGATTTCC 58° 90-270
Reverse ~ ACGTCAAATTGGCAGATTTTGG

01026_a Forward ~ GATTAACGTCCAAGAAGAACACCC 58° 86-230
Reverse = CTAGAAGCAACAAAGGACCCAAC

01078_a Forward  GAACCACTTACCAAGCTCCAACTC 58° 86-100
Reverse =~ GGGTATTGGAAGTAAAGAAACCAGG

01688_a Forward  CTGCTGATGGTTCTTGATTGTGAG 58° 150-168
Reverse =~ AAGCTTCTCGAGGAGAACGGTAG

02461_a Forward  TTGTTGTGGAGTATGTTCCCAATG 58° 147-160
Reverse = CATGCCCACAGCTACATACAAATG

02748_a Forward  CAGAGGTCCAGAGGCTTAGACAAG 59° 98-110
Reverse =~ CATCGCAAGAGGTAGAGATGAGTG

02496_a Forward  TGCAAAACTCTGTGCTAGTTGATTTC 58° 128-294
Reverse ~ ATATTCAAAGACTTTTGGGGAGGG

01922_a Forward ~ AGAATCACCACTTCTATCACCCCC 58° 160-185
Reverse = CTAACACGACCTGCAATTACCCTC

03313_a Forward  TTCACTCTTTTCCGGAATCAAAAG 58° 125-183
Reverse ~ GTTTTCAACCTCCAATGTCAATCC

02013_a Forward ~ AGCAATTTGATAAGCAGCAGAAGC 58° 125-160
Reverse = CTGACAAAGAGGAGTTGGCAGAAG

02269_a Forward CTCCACACCTCCGGTCATATTTAG 58° 100-116
Reverse ~ GATTTTGGCAATCCATGAAAGTTG

03976_a Forward TTCGTAATGATTTGATAGTAGTTGTTGG 58° 118-130
Reverse ~ AAATTTCCCTATTGCAAGGAGATG

03767_a Forward ~ AAATTTTAAGCCTTCATGCTCACC 58° 185-250
Reverse = TACCATGCCCACTTAATCCTCTTC

01955_a Forward CTTCAGCAATGTCTCATGTTAGCC 58° 106-112
Reverse = AGACACCCTTTCTTAGCCCCATAC

TM, Temperatura de fusion; bp, pares de bases.
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Cuadro 2.3. Mezcla de reaccion para PCR para los SSR.

Componente Concentracion final 1X
H20O Estéril Destilada VP 13.6
ADN templete 100 ng 5ng 1.0
10X Buffer de PCR 10X 1.0X 2.0
50 mM MgCI2 2Mm 0.8
10 mM dNTPs 0.2Mm 0.4
Primer FW 10 uM 0.5uM 1.0
Primer RV 10 uM 0.5uM 1.0
Taq — polimerasa 5 U/l 1U 0.2
Volumen final 20.0l

2.2.4. Marcadores ISSR

Se probaron 16 iniciadores de ISSR evaluados por Martinez-Castillo (2005) y Villanueva
(2017) y se seleccionaron los seis mas polimérficos (Cuadro 2.4). La amplificacién se realizé
con la técnica de PCR en un volumen final de 20 ul de reaccion (Cuadro 2.5). La amplificacion
se realiz6 en un termociclador Veriti 96 WellThermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,
USA) bajo las siguientes condiciones: 7 min a 94 °C para una desnaturalizacion inicial,
seguido por 35 ciclos consistentes de 30 segundos a 94 °C de desnaturalizacion, 45 segundos
a 42-54 °C (dependiendo del iniciador) de alineacién y 2 minutos a 72 °C de extensién, y 5
minutos a 72 °C para una extension final. Posteriormente, a cada producto de PCR se le
agregd 6 plde azul de bromofenol. De esta mezcla, se cargaron 7 ul en geles no
desnaturalizantes de bis-acrilamida al 6%, conteniendo 3 M urea y buffer TBE 1x (100 mM
Tris-borato, pH 8.0, 2 mM EDTA) (Zietkiewicz, et al., 1994). La electroforesis se realizé a 1000
Voltios por 4 horas en un secuenciador manual (SQ3 sequencer, Hoeffer Scientific
Instruments, S. Francisco, CA). Los productos amplificados se visualizaron en un
transiluminador de luz blanca, usando la técnica de tincién con plata (Christensen et al., 1999)
y su tamafio fue determinado visualmente usando como referencia un marcador de 123 pares

de bases (Invitrogen. Life technologies, Brasil).
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Cuadro 2.4. Caracteristicas de los 6 iniciadores de ISSR utilizados en este estudio

Iniciador Secuencia de iniciador ™
P16 YR(GACA) 3RG 42
P17 (GACAC)2 40
P30 (GACAC)3AG 54
P32 (GACA) 3RG 54
TO6 (AGAG)AT 51
M3 (GACA) 50

Cuadro 2.5. Mezcla de reaccion de PCR para los ISSR

Componente Concentracion final 1X
H20 Estéril Destilada VP 13.6
ADN templete 100 ng 5ng 1.0
10X Buffer de PCR 10X 1.0X 2.0
50 mM MgCI2 2mM 0.8
10 mM dNTPs 0.2mM 0.4
Primer FW 10 uM 0.4uM 2.0
Taq — polimerasa 5 U/ul 1U 0.2
Volumen final 20.0 ul

2.2.5. Anadlisis de los datos — SSR
2.2.5.1. Patron de agrupamiento y estructura genética.

Para evaluar como esta organizada la diversidad genética del kanisté en la peninsula de
Yucatan, se aplicaron tres métodos: 1) Prueba de asignacion de individuos con el programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). Se us6 el modelo Admixture con frecuencias alélicas
correlacionadas con un periodo de quema de 200 000 y 400 000 iteraciones para permitir que
la cadena de Markov Monte Carlo adquiera estacionalidad, se corrieron 10 simulaciones
independientes para cada valor de K, evaluando desde K = 1 a K = 10. Los resultados
generados se utilizaron para obtener la K éptima, siguiendo el método de Evanno (Evanno et
al., 2005) implementado en el programa CLUMPAK (Kopelman et al., 2015). Las gréficas
finales se obtuvieron con base en la K 6ptima y en el nimero de individuos estudiados. Se
consideraron a los individuos parte de un grupo genético a aquellos que presentaron al menos
el 80% de ancestria de ese grupo. 2) Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA), se utilizd

el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). 3) Analisis de Neighboor-Joining (Saitou
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y Nei, 1987), usando 1000 bootstraps y el software DARwin v6 (Perrier y Jacquemoud-Collet,
2006). Una vez evaluado el patron de agrupamiento, se determiné la estructura genética
evaluando el indice Fsr, Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) y flujo genético historico
(Nm). Para estos analisis se utilizd el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Los
p-valores de Fsr se realizaron con 1 000 permutaciones en Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y
Lischer, 2010).

2.2.5.2. Diversidad genética.

Se estimo la diversidad genética entre grupos de individuos y entre individuos de cada grupo
encontrado. Los estimadores calculados fueron: numero total de alelos por locus (Na),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg). Se utilizd el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

2.2.6. Andlisis de datos - ISSR

Considerando la naturaleza dominante de los marcadores ISSR, los analisis no tomaron en
cuenta el equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) evitando asi los problemas comunes asociados

con este tipo de marcadores (Culley y Wolfe, 2001; Lynch y Milligan, 1994).

2.2.6.1. Patron de agrupamiento y estructura genética.

Para evaluar cdmo esta organizada la diversidad genética de kanisté en la peninsula de
Yucatan, se aplicaron cuatro métodos: 1) Prueba de asignacion de individuos con el programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), usando el modelo Admixture con frecuencias alélicas
correlacionadas, con 200 000 iteraciones como periodo de quema y 400 000 iteraciones
posteriores al periodo de quema, 10 simulaciones independientes se corrieron para cada valor
de K examinado (K = 1 a K = 10). Los resultados generados se utilizaron para obtener la K
optima, siguiendo el método de Evanno (Evanno et al., 2005) implementado en el programa
CLUMPAK (Kopelman et al., 2015). Las graficas finales se obtuvieron con base en la K éptima
y en el numero de individuos estudiados. Se consideraron a los individuos parte de un grupo
genético a aquellos que presentaron al menos el 80% de ancestria de ese grupo. 2) Analisis
de Coordenadas Principales (PCoA), técnica que permite explorar los patrones de
agrupamiento de las muestras en el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). 3)
Analisis con Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), usando 1 000 bootstraps y el software
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DARwin v6 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006). 4) Para conocer la estructura genética se
aplicd un Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerarquico, este andlisis no asume
equilibrio Hardy-Weinberg y es recomendado para marcadores dominantes por sobre el uso

de Fsr. Para este analisis se uso el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).
2.2.6.2. Diversidad genética.

Considerando que el uso de marcadores ISSR no permite la estimacion directa de las
frecuencias alélicas, en este trabajo solo se calcularon el porcentaje de loci polimérficos (%P),
la Heterocigosidad esperada (Hg). Para el calculo de estos estimadores se uso el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).
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2.3. OBJETIVO 2: Caracterizar morfolégicamente los frutos de 15 arboles de kanisté

colectados en la peninsula de Yucatan, México.
2.3.1. Colecta de frutos

Los frutos fueron colectados de mayo 2023 a agosto 2024, durante el periodo de fructificacion
reportado para la especie (Rodriguez et al., 2009). Se colectaron 150 frutos de kanisté
provenientes de 15 arboles (10 frutos/arbol) ubicados en sitios antropogénicos (Cuadro 2.6,
Figura 2.2). Aunque algunos de estos arboles presentaron caracteristicas relacionadas a

individuos presentes en vegetacién natural, se decidi6 no considerarlos a priori como

silvestres.
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Figura 2.2. Sitios de colecta de frutos de 15 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) en sitios
antropogeénicos de la peninsula de Yucatan, México
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Cuadro 2.6. Ubicacion geografica de los sitios de coleccion de frutos de kanisté (Pouteria campechiana) evaluados en el presente trabajo.

Regién Clasificacion Individuo Estado Localidad Sitio de Altitud Temperatura Precipitacion Latitud Longitud
bioclimatica del suelo colecta (msnm) (°C) (mm) (N) (0)
1 Yucatdan  Mérida JBR-RO 14 26.7 873.3 21°1.719' -89° 38.387"
2 Yucatdan  Mérida JBR-RO 14 26.7 873.3 18° 6.276' -88° 54.440'
3 Yucatan  Mérida JBR-RO 14 26.7 873.3 18° 6.276' -88° 54.440'
5 Yucatan  Mérida JBR-RO 14 26.7 873.3 18° 6.276' -88° 54.440'
Calido humedo  Leptosol ) . . . , . ,
con lluvias de 6 Yucatan Mérida Traspatio 14 26.7 873.3 20° 58.748 -89° 36.562
verano 10 Yucatan Mérida Traspatio 14 26.7 873.3 21°0.760' -89° 37.327'
11 Yucatan  Mérida Traspatio 14 26.7 873.3 21°1.304' -89° 37.579'
13 Yucatan  Mérida Traspatio 14 26.7 873.3 21°2.488' -89° 40.336'
14 Yucatan  Mérida Banqueta 14 26.7 873.3 20°57'7.0" -89°35'44.0"
8 Yucatan  Cholul Banqueta 18 26 734 21°02'54.5" -89°33'53.0"
12 Yucatan  Conkal Traspatio 8 26 900 21°8'30.0" -89°31'19.9"
Calido Cambisol 4 Yucatan Kimbila traspatio 30 26 870 20° 55.948' -89° 7.387'
subhumedo Yucatan  Holca Traspatio 16 26 870 20°45302'  -88° 55.607'
intermedio
Yucatan Tizimin Traspatio 20 26 870 21° 8177 -88°9.142'
Litosol 15 Quintana  Chetumal Banqueta 10 26.7 1300 18°31'10.2" -88°19'29.5"
Roo

JBR-RO, Jardin Botanico “Roger Orellana” CICY. msnm, metros sobre el nivel del mar. °C, grados centigrados. mm, milimetros.

2014; Bautista, 2021).

(Orellana et al., 1999; Calvo-Irabién et al.,
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2.3.2. Caracteres morfolégicos evaluados

Se evaluaron caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los frutos maduros (Cuadro 2.7),
siguiendo la metodologia de Jiménez-Rojas et al. (2019). Para lograr una estandarizacién del
grado de madurez, los frutos fueron colectados cuando estos mostraban evidencias fisicas
de haber alcanzado la madurez fisiolégica (cambio en el color del fruto), para posteriormente

ser envueltos en papel periddico y almacenados a temperatura ambiente.

Cuadro 2.7. Variables cualitativas y cuantitativas evaluadas en frutos de kanisté colectados en la
peninsula de Yucatan, México.

Variables cualitativas Variables cuantitativas
Color del exocarpio Longitud del fruto

Color del mesocarpio Diametro del fruto
Forma del fruto Circunferencia del fruto

Peso del fruto

Numero de semillas /fruto
Peso de las semillas

pH del fruto

Concentracion de azucares (° Brix)

Para la determinacion de los colores del fruto se baso en la tabla de colores de Munsell (1975),
para la longitud y diametro se utilizé un Vernier digital (precision de 0.1 mm), para la
circunferencia del fruto se utilizé una cinta métrica (mm), para el peso se empledé una balanza
digital (g) y analitica (precision de 0.01 g), el pH del fruto se tomé con un potenciémetro
Beckman 3.1 y los ° Brix con un refractometro portatil Carl Zeiss Jena (° Brix, escala de 0 a
30).

2.3.3. Analisis de datos

Los datos fueron analizados con estadistica descriptiva, medidas de resumen total de cada
variable por arbol y analisis de correlacién de las variables utilizando el programa estadistico
INFOSTAT ver. 2017 (Di Rienzo et al., 2008). Para evaluar las relaciones morfolégicas entre
los frutos de los arboles de kanisté estudiados, se realizé un analisis de conglomerados con
el método UPGMA y un andlisis de componentes principales (PCA), ambos utilizando el
programa de software PAST (Hammer et al., 2001). Después de identificar los grupos
principales formados por UPGMA 'y PCA, se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) y una
prueba de Tukey, utilizando el software estadistico INFOSTAT ver. 2017 (Di Rienzo et al.,
2008).
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CAPITULO llI
3.1. RESULTADOS

Los resultados se presentan tomando en cuenta los dos objetivos especificos de este trabajo.

3.1.1. Objetivo: Evaluar la diversidad genética de 40 individuos de kanisté en la

peninsula de Yucatan, México.
3.1.1.1. SSR

Del conjunto de datos, ningun individuo mostré problemas de amplificacion y el porcentaje de

datos faltantes fue del 0%.

3.1.1.1.1. Patrén de agrupamiento y estructura genética

El método de Evanno indicé un valor 6ptimo de K = 2 (Delta K = 1374.12) (Figura 3.1). El
analisis realizado con STRUCTURE (K = 2) agrupé diez de los 18 individuos colectados en
vegetacion natural en el grupo Rojo: cuatro colectados en Campeche (individuos 34, 37,40 y
41) y seis en Quintana Roo (individuos 20, 22, 23, 24, 25 y 26); el resto de los individuos
colectados en vegetacion natural (8 individuos) se agruparon junto con todos los individuos
colectados en sitios antropogénicos (22 individuos), conformando en conjunto al grupo Verde.
El individuo 27 perteneciente al grupo Verde mostré una ancestria de 15% proveniente del

grupo Rojo (Figura 3.2. y 3.3).

1300 -

1000 4

Delta K

500 4

Figura 3.1. Grafica de Delta K usando 40 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) colectados en la
peninsula de Yucatan, México, y 18 loci de microsatélites.
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Figura 3.2. Coeficientes de ancestria para 40 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) colectados
en vegetacion natural y sitios antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México, utilizando 18 loci de
microsatélites. A) Prueba de asignacion de individuos utilizando STRUCTURE K = 2; B) Distribucion
geografica de los porcentajes de ancestria estimados con K = 2. Sitios de colecta: H. N y circulos =
habitat natural, H. Ay cuadrados = habitat antropogénico.
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El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) mostré la presencia de tres grupos
principales (Figura 3.3); la primera y segunda coordenadas principales explicaron el 35.7% vy
14.23% de la variacién total, respectivamente. Por fines comparativos, los colores del PCoA
corresponden a los grupos encontrados con STRUCTURE. Los dos grupos en color rojo
abarcaron a 10 individuos colectados en vegetacion natural, seis en Quintana Roo
(agrupamiento ubicado en la parte inferior izquierda de la figura) y cuatro en Campeche
(agrupamiento ubicado en la parte superior izquierda de la figura). Por su parte, el grupo verde
agrupd a 8 individuos colectados en vegetacion natural en Quintana Roo (2 individuos
colectados en Othén, 2 individuos colectados en Solidaridad) y Campeche (4 individuos
colectados en Calakmul) y a los 22 individuos colectados en sitios antropogénicos; aunque la

mayoria de los primeros muestran una ubicacion mas alejada de los segundos.

Sitios de colecta

* 1 Merida
7 Merids
¥ + 3 Midida

T + 4 Merids

A # 5 Mrida
4 + 6 Merida
+ 7 Kimbild
+ § Merida
+ 0 Tizimin
10 Merida
11 Merid
+12 Holea
+13 Holea
14 Mrida
15 Mérida
#16 Méridz
30 Merida
+ 10 Merida
17 Merida
20 Cholul
4 18 Tzucacab
+31 Holea
#20 Solidaridad
121 Othén
122 Solidaridad
223 Solidaridad
» 24 Solidaridad
225 Solidaridad
126 Solidaridad
127 Solidaridad
.28 Solidaridad
+32 Calakoemu
233 Calakmu!
034 Escareaga
235 Calakmu!
136 Othén
» 37 Calakemut
238 Calakmu!
+40 Calakomu
»41 Calakmu]

Coord. 2= 14.23%

Coord. 1.= 35.7%

Figura 3.3. Analisis de Coordenadas Principales de 40 arboles de kanisté (Pouteria campechiana)
colectados en la peninsula de Yucatan, México, utilizando 18 loci de microsatélites. Los individuos
encerrados en circulos rojos y circulo verde corresponden al patron de agrupamiento encontrado con
STRUCTURE K = 2 (Figura 3.2). 1 individuos colectados en vegetacion natural, ®individuos colectados
en sitios antropogénicos.
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El analisis de Neighbor-Joining (N-J) mostro tres grupos principales (Figura 3.4). Con fines
comparativos, en esta figura se manejaron los colores verde y rojo, correspondientes a los
grupos observados con STRUCTURE. 1) el grupo uno contiene dos individuos colectados
en sitios antropogénicos (30 y 29) y 16 individuos colectados en vegetacién natural; dentro
de este grupo se observa un subgrupo conteniendo los diez individuos colectados en
vegetacion natural (individuos en lineas color rojo) que corresponden al grupo Rojo de
STRUCTURE. 2) El grupo dos contiene 14 individuos colectados en sitios antropogénicos. 3)
El grupo tres comprende ocho individuos: dos colectados en vegetacion natural y seis en

sitios antropogénicos.

= H.N

= H.A

=
==
=

Distancia genética (Ned, 1987)

Figura 3.4. Andlisis Neighbor-Joining de 40 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) colectados en
la peninsula de Yucatan, México, utilizando 18 loci de microsatélites. Los colores rojo y verde son los
utilizados en STRUCTURE K = 2 (Figura 3.2-A). Sitios de colecta: H. N = habitat natural, H. A = habitat
antropogeénico.
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Aunque mostrando diferencias asociadas tal vez, a sus algoritmos, los patrones de
agrupamiento generados por STRUCTURE, PCoA y N-J sugieren en conjunto la existencia
de dos grupos genéticos principales a lo que a partir de ahora se los denominara como: 1)
grupo Rojo, formado por diez individuos colectados en vegetacion natural: 6 en Quintana Roo
y 4 en Campeche. 2) grupo Verde, formado por 8 individuos colectados en vegetacion natural

y 22 individuos en sitios antropogénicos.

A nivel de especie, la diferenciacion genética fue alta (Fst = 0.56) y el flujo genético
histérico fue bajo (Nm = 0.20). EI AMOVA mostré que la mayor parte de la variacién genética
se encuentra entre los grupos genéticos observados (56% de la variacion total); los p-valor

mostraron diferencias significativas entre los grupos genéticos (p = 0.0001).
3.1.1.1.2. Diversidad genética

A nivel de especie, la riqueza alélica (Na) fue 2.48, la heterocigosidad observada (Ho) fue
0.49, la heterocigosidad esperada (Hg) fue 0.52 y el coeficiente de endogamia (F) fue 0.0634
(Cuadro 3.1). Anivel de grupos genéticos, el grupo Rojo mostro niveles mayores de diversidad
genética (Ho= 0.52 y He = 0.53) que el grupo Verde (Ho = 0.48, He = 0.45) (Cuadro 3.1). A
nivel de sitios de colecta (sitios de vegetacion natural Vs sitios antropogénicos), los valores
de He que mostraron los individuos colectados en vegetacion natural fue mayor (He= 0.65) a
la encontrada en los individuos colectados en sitios antropogénicos (He = 0.39); los individuos
colectados en ambos habitats mostraron valores similares de heterocigocidad observada (Ho
= 0.50 y Ho = 0.49, respectivamente) (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Diversidad genética de 40 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) en la peninsula
de Yucatén, utilizando 18 loci de microsatélites.

N Na + SD Ho * SD He + SD F*SD

Especie 40 2.48 +0.164 0.499 + 0.051 0.520 £ 0.031 0.0634 + 0.070
Grupos genéticos

Rojo 10 3.00+0.18 0.525 £ 0.065 0.534 £ 0.042 -0.010 £ 0.103
Verde 30 3.611£0.315 0.489 £ 0.084 0.451 £ 0.058 0.002 £ 0.105
Habitat

Antropogénico 22 2.887 £ 0.2677 0.490 £ 0.089 0.395 £ 0.058 -0.126 £ 0.121
Vegetacioén natural 18 4.556 + 0.345 0.505 + 0.061 0.646 £+ 0.032 0.232 £ 0.087

N, Numero de individuos; A, Numero promedio de alelos observados por locus; Ho, Heterocigosidad observada;
He, Heterocigosidad esperada; F, indice de fijaciéon; SD, Desviacion estandar.
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3.1.1.2. ISSR

Del conjunto de datos, dos individuos (35 y 41) presentaron problemas de amplificacién, por
lo que fueron eliminados y para el analisis final se trabajaron con 38 individuos (22 individuos

colectados en sitios antropogénicos y 16 individuos colectados en vegetacion natural).

3.1.1.2.1. - Patrén de agrupamiento y estructura genética

El método de Evanno indicé un valor 6ptimo de K= 2 (Delta K= 188.604) para los 38 individuos
analizados; sin embargo, también se observaron otros dos valores de delta K altos para K= 3
(Delta K= 85.066) y K= 4 (Delta K= 69.254) (Figura 3.5).

0o

Figura 3.5. Grafica de Delta K usando 38 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) colectados en la
peninsula de Yucatan, México, y 167 loci de ISSR.

El andlisis realizado con STRUCTURE (K = 2) agrupd seis de los 16 individuos colectados
en vegetacion natural en el grupo Rojo (individuos colectados en Quintana Roo), el resto de
los individuos colectados en vegetacion natural se agruparon junto con todos los individuos
colectados en sitios antropogénicos, conformando el grupo Verde dentro del cual se pueden
observar tres individuos admixed (individuos 34, 37, 40) (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Coeficientes de ancestria para 38 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) colectados
en vegetacion natural y sitios antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México, utilizando 167 loci
de ISSR. A) Prueba de asignacion de individuos utilizando STRUCTURE K= 2; B) Distribucion
geografica de los porcentajes de ancestria estimados con K = 2. Sitios de colecta: H.N y circulos =
habitat natural, H.A y cuadrados = habitat antropogénico.
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El patrén de agrupamiento generado con K= 3 mostré el mismo grupo Rojo que el observado
con K= 2 conformado por los seis individuos colectados en vegetacion natural en Quintana
Roo; también, mostré un grupo Azul (tres individuos colectados en vegetacion natural en
Campeche); ademas, se encontré un grupo Verde (formado por 22 individuos colectados en

sitios antropogénicos y cuatro individuos colectados en vegetaciéon natural). Por ultimo, se

observan los mismos individuos admixed observados con K= 2 (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Coeficientes de ancestria para 38 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) colectados
en vegetacion natural y sitios antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México, utilizando 167 loci
de ISSR. A) Prueba de asignacion de individuos utilizando STRUCTURE K = 3; B) Distribucion
geografica de los porcentajes de ancestria estimados con K = 3. Sitios de colecta H.N y circulos =
habitat natural, H.A y cuadrados = habitat antropogénico.
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El analisis realizado con K= 4 mostr6 el mismo grupo Rojo que el observado con K= 2 y K=
3; también, se encontro un grupo Amarillo con tres individuos colectados en vegetacion
natural de Campeche; ademas, un grupo Azul con 14 individuos colectados en sitios
antropogénicos; también, un grupo Verde formado por tres individuos colectados en
vegetacion natural y nueve individuos colectados sitios antropogénicos. Por ultimo, se
observaron tres individuos admixed colectados en vegetacién natural de Campeche (Figura
3.8).
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Figura 3.8. Coeficientes de ancestria para 38 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) colectados
en vegetacion natural y sitios antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México, utilizando 167 loci
de ISSR. A) Prueba de asignacion de individuos utilizando STRUCTURE K = 4; B) Distribucion
geografica de los porcentajes de ancestria estimados con K = 4. Sitios de colecta H.N y circulos =
habitat natural, H.A y cuadrados = habitat antropogénico.
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El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) mostré la presencia de cuatro grupos

principales (Figura 3.9). La primera y segunda coordenadas principales explicaron el 29.39%

y 11.70% de la variacion total, respectivamente. Con fines comparativos, en esta figura se

incorporaron circulos con los colores rojo, verde, amarillo y azul, correspondientes a los

grupos observados con STRUCTURE (K= 4). El grupo 1 agrupé a seis individuos colectados

en vegetacion natural de Quintana Roo (grupo Rojo segun STRUCTURE para K= 2, K= 3y

K=4). El grupo 2 agrup¢ a tres individuos colectados en vegetacion natural en Campeche. El

grupo 3 agrup6 a 14 individuos colectados en sitios antropogénicos. El grupo 4 agrupé a

nueve individuos colectados en sitios antropogénicos y a tres individuos colectados en

vegetacion natural, ademas incluy¢ tres individuos admixed colectados en vegetacién natural

en Campeche.
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Figura 3.9. Analisis de Coordenadas Principales de 38 arboles de kanisté (Pouteria campechiana)
colectados en la peninsula de Yucatan, México, utilizando 167 loci de ISSR. El grupo rojo, amarillo,
azul y verde corresponden al patrén de agrupamiento encontrado con STRUCTURE K = 4 (Figura 3.8-

A). Grupo rectangular verde = individuos admixed,
individuos colectados en habitat antropogénico.

individuos colectados en habitat natural, ®
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El andlisis de Neighbor-Joining (N-J) mostré tres grupos principales (Figura 3.10). Con fines
comparativos, en esta figura se manejaron los colores rojo, verde, amarillo y azul,
correspondientes a los grupos observados con STRUCTURE (K = 4). El grupo uno esta
formado por seis individuos colectados en sitios antropogénicos y 15 individuos colectados
en vegetacion natural, dentro de este se observé tres subgrupos, uno rojo conformado por
seis individuos colectados en Quintana Roo, otro amarillo formado por tres individuos
colectados en Campeche y tres individuos admixed colectados en Campeche (lineas en color
verde y amarillo: 33, 36 y 38). El grupo dos integré 13 individuos colectados en sitios
antropogénicos y a un individuo (# 32) colectado en vegetacién natural. Por ultimo, el grupo

tres se conformo por solo tres individuos colectados en sitios antropogénicos.
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Figura 3.10. Andlisis Neighbor-Joining de 38 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) colectados en
la peninsula de Yucatan, México, utilizando 167 loci de ISSR. Los colores rojo, azul, amarillo y verde
son los utilizados en STRUCTURE K = 4 (Figura 3.8-A). Sitio de colecta H.A = habitat antropogénico,
H.N = habitat natural.
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Aunque el valor de Delta K fue mas alto para K = 2, sugiriendo la existencia de solo dos
grupos genéticos, los resultados de los otros analisis realizados, en particular los arrojados
por el PCoA sugieren la existencia de grupos menores que deben ser tomados en cuenta.
Asi, los patrones de agrupamiento generados por STRUCTURE, PCoA y N-J sugieren en
conjunto la existencia de cuatro grupos genéticos principales que en adelante se los
denominara: 1) grupo Rojo formado por seis individuos colectados en vegetacion natural en
Quintana Roo; 2) grupo Amarillo formado por tres individuos colectados en vegetacion natural
en Campeche; 3) grupo Azul formado por 14 individuos colectados en vegetacion natural; y
4) grupo Verde formado por tres individuos colectados en vegetacion natural y nueve
individuos colectados en sitios antropogénicos. Los tres individuos admixed (# 33, # 36 y #
38) colectados en vegetacion natural no fueron considerados como parte de ninguno de estos

grupos.

El AMOVA indicé que el 54% de la variacion se encuentra entre los grupos genéticos
considerados y 44% dentro de los grupos genéticos. El grupo Amarillo mostré una alta
diferenciacion genética con respecto a los grupos Rojo, Azul y Verde, con valores de 0.668,
0.633 y 0.516, respectivamente; el grupo Azul y Verde mostraron una diferenciacion genética
de 0.228; mientras que el grupo Rojo, Azul y Verde presentaron valores de diferenciacion

genética muy cercanos a cero.
3.1.1.2.2. Diversidad genética

El grupo genético Verde mostré valores mayores de diversidad genética (%P = 54.49, He =
0.167) que los demas grupos genéticos (Amarillo: %P = 22.75, He= 0.085; Azul: %P =43.71,
He= 0.124; Rojo: %P = 31.14, He= 0.115). Al agrupar los individuos por habitat de colecta,
los individuos colectados en vegetacion natural mostraron un incremento importante en los
valores de diversidad genética en comparacion con los individuos colectados en sitios
antropogénicos (%P = 88.02, He= 0.23 y %P = 56.89, H = 0.158, respectivamente) (Cuadro
3.2).
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Cuadro 3.2. Diversidad genética de 38 individuos de kanisté (Pouteria campechiana) en la peninsula
de Yucatan, México, utilizando 167 loci de ISSR.

N %P He = SD

Especie 38 72.46 0.194 £ 0.009
Grupos genéticos K4

Rojo 6 31.14 0.115+£0.014
Amarillo 3 22.75 0.085 +0.013
Azul 14 43.71 0.124 £ 0.014
Verde 12 54.49 0.167 £0.015
Habitat

Antropogénico 22 56.89 0.158 £ 0.014
Vegetacién natural 16 88.02 0.230 £ 0.012

N, Numero de individuos; %P, Porcentaje de loci polimérficos; He, Heterocigosidad esperada; SD, Desviacion
estandar.
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3.1.2. Objetivo: Caracterizar morfolégicamente los frutos de 15 arboles de kanisté

colectados en la peninsula de Yucatan, México.
3.1.2.1. Variables cualitativas.

Los frutos presentaron un exocarpio color amarillo y amarillo verdoso, asi como un
mesocarpio de color amarillo y amarillo naranja; las formas de los frutos fueron: ovalado,

conico fusiforme alargado, ovoide achatado, redondo y alargado (Cuadro 3.3, Figura 3.11).

Cuadro 3.3. Rasgos cualitativos de frutos de kanisté (Pouteria campechiana) de 15 arboles presentes

en sitios antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México.

Arbol Color Color Forma

Exocarpio Mesocarpio del fruto

1 Amarillo verdoso Amarillo Ovalado

2 Amarillo Amarillo naranja Coénico fusiforme alargado

3 Amarillo Amarillo naranja Ovoide achatado

4 Amarillo Amarillo naranja Redondo

5 Amarillo Amarillo naranja Conico fusiforme alargado

6 Amarillo Amarillo naranja Coénico fusiforme alargado

7 Amarillo Amarillo naranja Redondo

8 Amarillo y amarillo verdoso Amarillo Alargado

9 Amarillo Amarillo naranja Redondo

10 Amarillo Amarillo naranja Redondo

11 Amarillo Amarillo naranja Redondo

12 Amarillo Amarillo naranja Conico fusiforme alargado

13 Amarillo Amarillo naranja Conico fusiforme alargado

14 Amarillo Amarillo naranja Redondo

15 Amarillo Amarillo naranja Ovalado

3.1.2.2. Variables cuantitativas.

El coeficiente de variacion oscil6 de 9.03% a 83.74%; los valores de la media de la
circunferencia del fruto oscilaron de 2.88 a 21.55 cm; el peso del fruto de 8.72 a 177.1 g; la
longitud del fruto de 3.4 a 11.3 cm; el diametro del fruto de 2.37 a 9.85 cm; niumero de semillas
de 1 a 2; peso de la semilla de 0.3 a 10.13 g; el pH del fruto de 3.82 a 5.4 y la concentracion
de azucar de 7.4 a 26.5 ° Brix de (Cuadro 3.4).
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Figura 3.11. Variacion de los rasgos cualitativos de los frutos de kanisté (P. campechiana (Kunth) Baehni,
Sapotaceae). A y B) Color amarillo del mesocarpio; C) Forma ovoide, color amarillo (arbol 15); D) Forma redonda
(arbol 7); E) Color amarillo del exocarpio; F) Diversidad de formas de los frutos de kanisté; G) Forma alargada
(arbol 8); H) Forma cilindrica con abultamiento en los extremos; 1) Forma cénico fusiforme alargada; J) Forma
redonda (arbol 10). Modificado de Jiménez-Parra et al., 2024.
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Cuadro 3.4. Valores obtenidos de la media, desviacion estandar y coeficiente de variacién de las variables caracterizadas para 150 frutos de kanisté (Pouteria

campechiana) colectados de 15 arboles presentes en habitats antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México.

Arbol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Total

Circunferencia Media 10.97 19.6 20.25 21.03 17.12 9.17 2056 12.76 21.55 1522 1625 20.38 1643 16.64 2.88 16.1
del fruto (cm) DE 297 1.29 1.84 1.4 1.22 1.14 1.65 1.23 1.62 3.12 2 1.39 1.33 1.86 0.2 5.3
EE 0.94 0.41 0.58 0.44 0.39 0.36 0.52 0.39 0.51 0.99 0.63 0.44 0.42 0.59 0.06 0.4

cv 27.08 6.56 9.11 6.65 7.13 1242 8.03 9.62 7.53 2052 1231 6.82 8.11 11.19 71 33.3
Min 5.8 18 17 19 15 7.5 18.5 10.9 19.5 9.5 12.8 18.7 13.6 12.7 2.5 2.5

Max 16 22 22.5 23 18.5 10.8 23 14.6 23.8 19.8 18.5 225 18 18.6 3.1 23.8

Peso del fruto Media 38.39 12819 12113 152.77 102.6 93.76 161.3 49.8 1911 1509 76.95 1771 722 78.3 8.72 106.9

(9) DE 18.81 17.99 24.9 37.08 17.06 13.37 37.95 11.01 2268 27.22 2379 2321 96 16.19  2.93 56.2
EE 5.95 5.69 7.87 11.73 5.4 4.23 12 3.48 7.17 8.61 7.52 7.34 3.04 5.12 0.93 4.6

cv 48.99 14.03 20.56 24.27 16.63 1426 23.53 2211 11.87 18.04 3092 13.11 133 20.68 33.65 52.6
Min 14.01 101.2 91.68 109.1 81.1 75.63 117 29 155 98 31 149 54 53 3.66 3.7

Max 66.08 156.3 158.5 229.27 1254 120.5 220 66 227 187 103 215 84 101 1222 2293

Longitud del Media 4.08 7.3 4.73 6.4 6.06 7.08 6.55 11.3 7.5 9.5 5.64 8.17 4.91 6.97 34 6.6
fruto (cm) DE 0.44 0.48 0.55 0.68 0.38 0.44 0.43 0.49 0.56 1.67 0.76 0.67 0.31 0.93 0.74 2.1
EE 0.14 0.15 0.17 0.21 0.12 0.14 0.14 0.15 0.18 0.53 0.24 0.21 0.1 0.29 0.23 0.2

cv 10.69 6.54 11.71 10.62 6.24 6.21 6.58 4.32 7.52 17.63 13.51 8.15 6.3 13.36 2183 31.6
Min 3.23 6.52 3.45 4.9 5.5 6.2 5.9 10.5 6.9 6.7 4.2 7.3 4.27 5.7 24 24

Max 4.6 8.05 5.34 7.4 6.54 7.8 71 12 8.6 12.1 6.5 9.33 5.23 8.5 4.6 12.1
Diametro del Media 3.88 5.9 6.56 7.02 5.56 5.54 5.97 3.63 6.84 9.85 5.24 6.64 5.27 7.03 237 5.8
fruto (cm) DE 0.79 0.45 1.37 0.65 0.26 0.33 0.72 0.61 0.45 3.06 0.93 0.54 0.62 0.83 0.51 1.9

EE 0.25 0.14 0.43 0.21 0.08 0.1 0.23 0.19 0.14 0.97 0.29 0.17 0.2 0.26 0.16 0.12

cv 20.42 7.55 20.88 9.24 4.74 5.94 12.08 16.68 6.58 31.04 1766 8.16 11.73 11.85 2143 33.7
Min 2.79 5.21 4.5 5.75 5.2 5.02 4.85 24 6.1 4.8 3 5.5 4.2 5.7 1.5 1.5

Max 5 6.44 9.7 8.01 5.95 6.01 6.99 4.5 7.4 14.9 6.2 7.2 6.3 8.2 3 14.9
Media 2 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1.3
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Nuamero de DE

semillas EE
cv
Min
Max
Peso de la Media

semilla (g) DE
EE

cv
Min
Max
pH del fruto Media
DE
EE
cv
Min
Max
° Brix Media
DE
EE
cv
Min
Max
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3
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0.22
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4.06
5.01
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15.65
4.91
0.61
0.19
12.39
3.4
5.7
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4.03
1.28
17.17
17
30

0.42
0.13
35.14
1

2
3.73
4.46
1.41
119.61
0.3
10.59
4.55
0.5
0.16
10.93
3.7
5.2
20.6
2.67
0.85
12.99
16
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0.48
0.15
37.16

6.35
0.9
0.28
14.14
5.1
7.56
5.06
0.12
0.04
2.32
4.9
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241
3.93
1.24
16.3
18
30

0.52
0.16
36.89

6.68
1.79
0.56
26.73
4.38
9.2
4.71
0.14
0.05
3.08
4.5

221
2.38
0.75
10.76
18
25

0.84
0.27
35.14

10.13
7.91
25
78.07
0.3

4.73
0.09
0.03
2.01
4.7

19.9
1.66
0.53
8.36
18
22

0.52
0.16
36.89

2.49
0.79
27.72

13
4.58
0.1
0.03
2.26
4.5
4.7
8.7
1.25
0.4
14.39
7
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—_

5.4
1.26
0.4
2342

4.62
0.15
0.05
3.35
4.5
4.8
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0.97
0.31
4.98
18
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0.52
0.16
36.89

3.5
1.18
0.37
33.67

5.14
0.05
0.02

5.1
5.2
18.5
1.08
0.34
5.84
17
20

0.47
0.15
47.14

6.13
4.46
1.41
72.82
0

13
4.7
0

0

0
4.7
4.7
10.3
0.48
0.15
4.69
10
11

0.32
0.1
28.75

6.35
2.86
0.9
45.01

13
5.4

5.4
5.4
26.5
3.37
1.07
12.73
20

30

- O O o

—_

5.44
2.29
0.72
42.1
0.3

4.91
0.03
0.01
0.64
4.9

18.4
0.84
0.27
4.58
18
20

0.48
0.15
37.16

2.9
0.57
0.18
19.57

4.48
0.06
0.02
1.41
43
4.5
20.6
0.97
0.31
4.69
20
22

- O O O

—_

1.29
0.65
0.2
50.17
0.4

4.79
0.14
0.05
3.03
4.7
5
14.2
0.42
0.13
2.97
14
15

0.6
0.1
47.4

4.9
4.1
0.3
83.7

25
4.7
0.4
0.04
9.0

18.5
6.2
0.5
33.2

DE. Desviacion estandar; EE. Error estandar; CV. Coeficiente de variacidon; Min. Valores minimos; Max. Valores maximos; cm. Centimetros; g. gramos.
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3.1.2.2.1. Andlisis de correlacion de las variables cuantitativas

Se encontré una correlacién positiva moderada y significativa entre el diametro y el peso del

fruto (r = 0.76); la regresion lineal mostré un coeficiente de determinacién R? de 0.58,

indicando que el 58% de la variabilidad en el peso del fruto puede ser explicada por su

diametro y el 42% restante se debe a otros factores (Figura 3.12.A). Se observé una

correlacion positiva moderada y significativa entre el diametro y la circunferencia del fruto (r

= 0.63); la regresion lineal arrojé un R ?=0.39, indicando que el 39% de la variabilidad en la

circunferencia del fruto es explicada por el diametro y el 61% restante por otros factores

(Figura 3.12.B). La correlacion entre la circunferencia del fruto y peso del fruto fue positiva y

fuerte (r = 0.82); la regresion lineal arrojo un R?=0.67 (Figura 3.12.B).

Cuadro 3.5. Correlacion de las variables cuantitativas de los frutos de kanisté (Pouteria campechiana)

de 15 arboles presentes en habitats antropogénicos en la peninsula de Yucatan, México.

Variable (1) Variable (2)
Longitud Diametro Peso Peso Nuamero pH °Brix  Circunferencia
del fruto del fruto  del fruto delasemilla desemillas del fruto del fruto
Longitud del fruto
Pearson 1 0.4 0.38 0.39 -0.38 -0.09 0.06 0.25
p-valor 0 0.14 0.17 0.15 0.16 0.75 0.82 0.37
Diametro del fruto
Pearson 0.4 1 0.76 -0.04 -0.1 0.12 0.54 0.63
p-valor 0.14 0 0 0.9 0.71 0.66 0.04 0.01
Peso del fruto
Pearson 0.38 0.76 1 0.22 0 0.06 0.65 0.82
p-valor 0.17 0 0 0.44 1 0.83 0.01 0
Peso de la semilla
Pearson 0.39 -0.04 0.22 1 0.14 0.31 -0.07 0.21
p-valor 0.15 0.9 0.44 0 0.61 0.26 0.81 0.45
Numero de semillas
Pearson -0.38 -0.1 0 0.14 1 0.17 -0.14 0.12
p-valor 0.16 0.71 1 0.61 0 0.55 0.61 0.67
pH del fruto
Pearson -0.09 0.12 0.06 0.31 0.17 1 0.02 -0.1
p-valor 0.75 0.66 0.83 0.26 0.55 0 0.96 0.72
° Brix
Pearson 0.06 0.54 0.65 -0.07 -0.14 0.02 1 0.52
p-valor 0.82 0.04 0.01 0.81 0.61 0.96 0 0.05
Circunferencia
Pearson 0.25 0.63 0.82 0.21 0.12 -0.1 0.52 1
p-valor 0.37 0.01 0 0.45 0.67 0.72 0.05 0

Los numeros en negrita presentaron correlaciones positivas y significativas
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Figura 3.12. Diagramas de dispersion que muestran correlaciones positivas y significativas de variables
cuantitativas de los frutos de kanisté (Pouteria campechiana) colectados de 15 arboles en la peninsula
de Yucatan, México. A) Correlacion entre diametro del fruto y peso del fruto. B) Correlacion entre
diametro del fruto y circunferencia del fruto. C) Correlacion entre circunferencia del fruto y peso del fruto.

3.1.2.2.2. El analisis de conglomerados

El UPGMA realizado permitié identificar dos grupos principales (denominados A y B) (Figura
3.13):

1) El Grupo A quedé compuesto por los frutos de 10 arboles de kanisté, dividido en dos

subgrupos. Subgrupo A1; este incluyd a los arboles 2, 3, 5, 6, 11, 13 y 14, los cuales

comparten la misma regién bioclimatica (célido humedo con lluvias de verano).

Subgrupo A2; este comprendié a los arboles 1y 8, colectados en Mérida y Cholul, los

cuales comparten la misma region bioclimatica (calido humedo con lluvias de verano),

asi como el arbol 15 colectado en Chetumal, en un clima calido subhimedo

intermedio. Los frutos de los arboles del subgrupo A1 presentaron valores promedio
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de circunferencia del fruto, peso del fruto, diametro del fruto, longitud del fruto y ° Brix
mayores a los valores del subgrupo A2 (Cuadro 3.6).

2) El Grupo B se formé por cinco arboles: los arboles 4, 7 y 9 que comparten la misma
region bioclimatica (calido subhumedo intermedio); los arboles 10y 12, que comparten
el clima calido humedo con lluvias de verano. Este grupo mostré valores promedio

mayores al grupo A, con excepcioén de los ° Brix (Cuadro 3.6).

Las variables longitud del fruto, numero de semillas, pH del fruto y peso de las

semillas, mostraron valores promedio similares en ambos grupos.
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Figura 3.13. Resultados del analisis de conglomerados UPGMA de las caracteristicas cuantitativas de
los frutos de 15 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) presentes en habitats antropogénicos de
la peninsula de Yucatan, México.
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A nivel de grupos obtenidos por el andlisis de UPGMA, el analisis de varianza detecto
diferencias significativas en cuatro variables con un nivel de significancia de p < 0.05. Al
realizar la comparacion de medias (Cuadro 3.6), se observo que el diametro del fruto varié de
3.29 a 7.26 cm, el peso del fruto oscilé entre 32.30 a 166.63 cm, la concentracion de azucares

presentd un intervalo de variacion de 10.10 a 20.98 ° Brix y la circunferencia del fruto varié
de 8.87 2 19.75 cm.
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Cuadro 3.6. Comparacién de medias + desviacidon estandar de las variables cuantitativas de los frutos
de 15 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) presentes en la peninsula de Yucatan, México,
evaluadas a nivel de grupos A (A1 y A2) y B obtenidos por el analisis UPGMA.

Variables Significancia Grupos
morfolégicas p <0.05

A1 A.2 B
Longitud del fruto (cm) Ns 6.10 £ 0.78 6.26 £ 1.20 7.62+0.93
Diametro del fruto (cm) * 5.87+0.39B 3.29+0.60A 726047 B
Peso del fruto (g) o 96.16 £ 7.74 B 32.30 £ 11.83 A 166.63+9.16 C
Peso de la semilla (g) Ns 455+ 1.06 4.38 £ 1.62 582+1.25
Numero de semillas Ns 1.14 £ 0.17 1.33+£0.25 1.20+£0.20
pH del fruto Ns 466 +0.14 4.79+0.21 4.89+0.17
° Brix * 2044 £1.59B 10.10 £ 243 A 20.98+1.88B
(Circ)unferencia del fruto * 16.49 £+ 1.38 B 8.87+211A 19.75+1.63 B
cm

* significativo; *** altamente significativo; ns no significativo.

3.1.2.2.3. Andlisis de componentes principales

Los dos primeros componentes del analisis de componentes principales (PCA) explicaron el
58.6% de la variacion total: el primer componente (39.5%) y el segundo componente (21.1%).
El diagrama de dispersién del PCA (Figura 3.14) respaldé las observaciones del dendrograma

generado por el UPGMA al identificar los grupos Ay B (Figura 3.13).

10.0

GRUPO A

B2

Componente. 2 (21.1 %%)

GRUPO B

Componente. 1 (379.5 %)

Figura 3.14. Analisis de Componentes principales (PCA) para identificar grupos basados en caracteres
morfolégicos de los frutos de 15 arboles de kanisté (Pouteria campechiana) presentes en la peninsula
de Yucatan, México.
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CAPITULO IV
4.1. DISCUSION

A pesar de la gran importancia que han tenido las especies frutales perennes desde los
origenes de la humanidad, aun existe un vacio de informacién muy grande en la gran mayoria
de estas, en particular en las especies nativas de los tropicos y subtrépicos del mundo,
regiones en donde se encuentra la mayor riqueza de estas especies (Awodoyin et al., 2015).
La peninsula de Yucatan, en el neotrépico mexicano, no esta exenta de esta problematica;
para esta region, se reportan al menos 31 especies de frutales nativas, muchas de las cuales
son especies subutilizadas (Ruenes et al., 2015). Son contados los estudios publicados sobre
la diversidad morfolégica y genética de las especies nativas de la PY; entre estos podemos
mencionar los trabajos con huaya india (Melicoccus oliviformis Kunth) de Jiménez-Rojas et
al. (2018, 2019, 2021), mamey [(Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore & Stearn] de Martinez-
Castillo et al. (2019) y acelora (Malpighia glabra L.) de Esquivel-Chi et al. (2024). Entendiendo
la necesidad de generar informacién base para el manejo y conservacion de las especies de
frutales nativas de la PY, en este trabajo se estudi6 la diversidad genética y morfolégica del
kanisté (P. campechiana) integrando, en la manera de lo posible, individuos colectados en un
rango de tipos de habitats que fueron desde vegetacion natural y huertos familiares en

comunidades mayas, hasta areas urbanas de algunas ciudades de la region.

4.1.1 Diversidad genética del kanisté en la peninsula de Yucatan, México.

A falta de marcadores moleculares especificos desarrollados para kanisté, en este estudio se
emplearon 18 loci de SSR desarrollados para mamey (P. sapota) y 167 loci de ISSR. Para
ambos marcadores, se us6 la misma metodologia (con algunas excepciones aplicadas a
marcadores dominantes como los ISSR) para analizar el patrén de agrupamiento, estructura

y diversidad genética de los individuos colectados.

Los resultados generados por STRUCTURE para los SSRs mostraron la existencia de
dos grupos genéticos principales, aunque el PCoA y el N-J sugirieron la existencia de una
subestructura en el conjunto de datos, en particular para los individuos colectados en
vegetacion natural. Mientras la existencia de dos grupos principales parece estar mas
relacionada a la naturaleza biolégica de los arboles colectados en vegetacion natural
(individuos silvestres) y vegetacién antropogénica (individuos cultivados y/o domesticados),

la subestructura de los datos parece estar mas asociada al origen geogréfico de los individuos
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colectados en vegetacion natural. Esta subestructura encontrada con los SSR es apoyada
con el uso de los marcadores ISSR, los cuales mostraron mas claramente la existencia de
cuatro grupos genéticos. Nuevamente, el valor mas alto de Delta K fue para K= 2, pero en
esta ocasion los ISSRs detectaron también valores relativamente altos para K= 3 y K= 4; se
ha sefialado que evaluar diferentes valores de K puede facilitar la deteccion de diferentes
procesos genéticos y demograficos, garantizando asi una mejor interpretacion biolégica de
los datos (Meirmans, 2015). Este resultado de STRUCTURE para los marcadores ISSRs es
apoyado por los resultados generados con el PCoA y el N-J, que indican la presencia de
subgrupos dentro de los grupos principales. Un resultado interesante al utilizar ISSRs es que,
no importando el valor de K evaluado ni el tipo de analisis (STRUCTURE, PCoA, N-J),
siempre se observé un grupo de 6 individuos colectados en vegetacion natural de Quintana
Roo que representan, tal vez, a los individuos realmente silvestres; estos seis individuos
también formaron parte del grupo Rojo generado con SSR, mostrando qué sin importar el tipo

de marcador empleado, estos individuos poseen una composicion genética unica.

Profundizando un poco mas en la comparacion de los resultados arrojados por ambos
marcadores moleculares, se observaron algunas diferencias en los patrones de agrupamiento
generados. Por un lado, los SSR mostraron un grupo Rojo integrado por 10 individuos
genéticamente puros colectados en vegetacién natural de Quintana Roo y Campeche,
mientras que los ISSR incluyeron en el grupo Rojo solo a seis de los individuos genéticamente
puros colectados en vegetacion natural de Quintana Roo; cabe sefialar que tres individuos
colectados en Campeche presentes en el grupo Rojo formado por los SSR, resultaron ser
otro grupo (Amarillo) al ser evaluados con ISSR (Figuras 3.8 y 3.9). Los SSRs también
mostraron un grupo Verde conformado por todos los individuos colectados en sitios
antropogénicos y algunos colectados en vegetacion natural, mientras que los ISSRs
agruparon a estos individuos en un grupo Azul formado por individuos colectados en sitios
antropogénicos y un grupo Verde formado por la mayoria de individuos colectados en sitios
antropogénicos y algunos colectados en vegetacion natural, ademas se detectaron tres
individuos admixed colectados en vegetacion natural. Estas diferencias en los patrones de
agrupamiento generados por ambos marcadores moleculares, indican la existencia de una
estructura genética mas compleja que, al parecer, es mejor capturada por los ISSRs y que
podria ser resultado de la historia evolutiva (seleccion —natural y humana-, hibridacion,
dispersién geografica) del kanisté en la PY; asi, los ISSRs podrian estar capturando patrones
de variabilidad genética que ocurren dentro de los grupos genéticos principales que los SSRs
no pueden identificar. Aunque el uso de marcadores ISSR para estimar la diversidad genética
ha sido cuestionado debido a su naturaleza dominante (Lynch y Milligan, 1994), estos han

demostrado ser una herramienta muy eficiente para evaluar la estructura genética cuando se
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utiliza una gran cantidad de loci (Laakili et al., 2018; Shakoor et al., 2022; Atsbeha et al.,
2024).

Tomando en cuenta los resultados de diversidad genética encontrados con los SSR e
ISSRs podemos decir que, a nivel de especie, la diversidad genética del kanisté en la PY es
de baja a media. En las especies de arboles, la diversidad genética esta determinada por sus
caracteristicas ecoldgicas e historias de vida, asi como por los eventos geoldgicos del pasado
que han definido su distribucion geografica y variacion genética actual (Loveless y Hamrick,
1984; Chavez-Pesqueira y Nunez-Farfan, 2016; Gamba y Muchhala, 2020). Considerando
que el kanisté es una especie aldgama (Azurdia, 2006), esto promueve la variacion genética
mediante el flujo de genes y la recombinacion genética, similar a lo que ocurre en especies
con reproduccién cruzada (Bizoux et al., 2009). Ademas, la longevidad del kanisté puede
alcanzar muchos afos (en especies del género Pouteria, esta oscila entre 50 y 100 afos;
Morton, 1987), contribuyendo asi a mantener tasas altas de diversidad genética (Martinez-
Ramos y Alvarez-Buylla, 1995); esta longevidad también garantiza la coexistencia de
multiples generaciones dentro de un grupo o poblacion, lo que permite que diferentes alelos

o genotipos sean favorecidos durante su establecimiento (Lopez-Barrera et al., 2021).

Cuando el analisis de diversidad genética se llevé a cabo a nivel de grupos genéticos, los
resultados fueron contrastantes entre los marcadores SSR e ISSR. Por un lado, los SSR
mostraron una mayor diversidad genética en el grupo Rojo (Cuadro 3.1). Se reconoce que la
vegetacion natural suele ser mas heterogénea en comparacién con areas modificadas por
humanos, lo que puede fomentar la coexistencia de diferentes genotipos y alelos; ademas,
las poblaciones presentes en vegetacion natural tienden a tener mayor diversidad genética
debido a que estan expuestas a diversas condiciones ambientales y presiones selectivas
(Kislev et al., 2006 y Lev-Yadun et al., 2006). En un ambiente silvestre, es menos probable
que ocurra endogamia, ya que los individuos tienen la oportunidad de cruzarse con otros que
no estan estrechamente relacionados, lo que contribuye a la diversidad genética (Miller y
Gross, 2011). Por otro lado, los ISSR mostraron una mayor diversidad genética (Cuadro 3.2)
en el grupo Verde que integro a tres individuos colectados en vegetacion natural y a nueve
individuos colectados en ambientes antropogénicos. Estos resultados contrastantes en
diversidad genética mostrados por ambos marcadores pueden ser consecuencia de las
diferencias existentes entre estos. Los ISSRs, al ser marcadores dominantes, solo permiten
detectar la presencia o ausencia de alelos y pueden mostrar mayor polimorfismo al cubrir
areas mas variables del genoma (Demeke et al., 1996). En contraste, los SSRs son mas
precisos y tienen la ventaja de proporcionar informacion codominante, permitiendo una

caracterizacion mas detallada de la variabilidad genética a nivel de alelos; sin embargo, los
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SSRs pueden detectar menos polimorfismo en algunas especies debido a la conservacion de
sus secuencias repetitivas (Ghislain et al., 2006 y Srivastava et al., 2023). Ademas, para los
ISSRs existe gran similitud genética entre el grupo Rojo y Verde, por lo que podria indicar que

estos grupos comparten una base genética similar.

Interesantemente, cuando el analisis de diversidad genética se realizé considerando la
clasificacion hecha a priori de los individuos (agrupados en sitios de vegetacion natural vs
habitats antropogénicos), ambos marcadores mostraron niveles mayores de diversidad
genética en el grupo integrado por los sitios de vegetacion natural (Cuadro 3.1, Cuadro 3.2).
Este resultado puede deberse al tamano de muestra (nimero de individuos por grupo
genético) que puede afectar los niveles de diversidad genética. Otra posible explicacion a la
existencia de niveles menores de diversidad genética en el grupo que contiene individuos
colectados en sitios antropogénicos es lo reportado por los habitantes de las comunidades
mayas de la PY, quienes sefalaron que cada vez se siembran menos arboles de kanisté en
sus comunidades, lo que podria estar generando una erosion genética en el acervo cultivado
del kanisté de esta regién de México. También, aunque en este trabajo no se abordé la
domesticacion del kanisté, es posible que la diferencia en niveles de diversidad genética
encontrada en este estudio entre sitios de colecta sea consecuencia de un efecto fundador
por domesticacion (Ladizinsky, 1985); aunque no existen estudios formales, la presencia de
poblaciones naturales y cultivadas de kanisté en la PY (Pennington y Sarukhan, 2005), asi
como su larga historia de uso en la cultura maya (Tedlock, 1996), podrian ser evidencias de

que la PY es el area de domesticacion de este frutal.

Actualmente, solo existe un estudio realizado en kanisté que usé marcadores
moleculares. Duy (2022) evalué la diversidad genética de 30 individuos colectados en 30
huertos de cinco distritos de la provincia Tra Vinh, en Vietnam; este autor reporté un %P =
100 usando 25 loci de ISSRs (valor mayor al encontrado en el presente trabajo) y 55 loci de
RAPDs. Existen varias explicaciones para explicar por qué este autor encontré un %P mayor
en las muestras cultivadas de kanisté en Vietnam, en comparacion con el encontrado en el
presente trabajo en muestras colectadas en vegetacion natural y sitios antropogénicos en el
area de distribucion natural de la especie. Una de las posibles razones es que, aunque se
desconoce el origen de las semillas que dieron lugar a las muestras en Tra Vinh, es posible
que estas semillas hayan sido introducidas desde diferentes regiones geogréficas, lo que
favoreceria una mayor variabilidad genética; al respecto, Miller y Gross (2011) han sefialado
que poblaciones cultivadas que representan los descendientes de cruces controlados entre
individuos geografica y genéticamente distintos, pueden producir nuevas variantes que llevan

combinaciones novedosas de alelos, que no se encuentran en la naturaleza. Estas diferencias
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también podrian deberse a una combinacion de practicas de seleccion y condiciones de
cultivo en los diferentes sitios de colecta de Vietham. Cabe sefalar que Duy no report6 valores
de heterocigosidad esperada (Hg) obtenidos con estos marcadores, lo que limita la posibilidad

de realizar una comparacion mas detallada entre ambos estudios.

En los ultimos afos, varios estudios realizados dentro de la familia Sapotaceae han
reportado altos niveles de diversidad genética en especies silvestres usando marcadores
SSR: Manilkara huberi (Ducke) Standl (He = 0.86, Azevedo et al., 2007; He = 0.78, Renno,
2007); Manilkara zapota (L) P. Royen (He = 0.951, Gonzalez—Hernandez et al., 2012); Pouteria
reticulata (Engl.) Eyma (He = 0.71, Schroeder et al., 2014); Manilkara maxima (He = 0.67,
Ganzhorn et al., 2015) y Argania spinosa L. Skeels (Hg = 0.67, Yatrib et al., 2017). Nuestros
resultados obtenidos con SSR, se acercan mas a los reportados para mamey (P. sapota) por
Martinez-Castillo et al. (2019) para el sureste de México (incluida la PY), quienes encontraron
valores de He = 0.39. Comparando con estudios realizados en Sapotaceae usando
marcadores ISSRs, los niveles de diversidad genética del kanisté encontrados en el presente
estudio fueron similares a los reportados para Mahua (Madhuca indica J. F. Gmel.) (He =
0.211; Nimbalkar et al., 2018); por su parte, Quijano y Prieto (2020), reportaron un %P = 71
para lucuma [Pouteria lucuma (Ruiz & Pav.) Kuntze], valor muy cercano al reportado en el

presente estudio para kanisté.
4.1.2. Variacion morfolégica de frutos de kanisté colectados en la peninsula de Yucatan.

Los analisis UPGMA y PCA mostraron la formacién de dos grupos principales (Figura 3.13 y
3.14), lo cual puede atribuirse a diversos factores. Se ha indicado que las zonas climaticas
pueden influir en el desarrollo y maduracién de los frutos, dado que factores como la
temperatura, humedad, altitud y luz pueden inducir variaciones morfoldgicas, favoreciendo
asi una gran variabilidad en sus caracteristicas (Dussi, 2007; Atkin et al., 2006; Bayuelo-
Jiménez et al., 2010; Sander et al., 2020; Granados-Vega et al., 2023).

Los frutos de los arboles del grupo B mostraron, en promedio, los valores mas altos en
variables cuantitativas como peso, diametro, circunferencia del fruto y concentracién de
azucares, los cuales caen dentro de los rangos reportados en frutos cultivados por Duran
(Datos no publicados) en la PY, Benavides (1998) en Nicaragua, Quesada (2003) en Costa
Rica y Granados-Vega et al. (2023) en Morelos, México. Las formas observadas en los frutos
fueron principalmente conico-fusiforme alargado y redondo, coincidiendo en esta ultima con
lo reportado por Duran (Datos no publicados), Benavides (1998), Quesada (2003) y Duy
(2022), excepto Granados-Vega et al. (2023), quienes documentaron frutos de forma

subglobosa. En este estudio, tanto el exocarpio como el mesocarpio de los frutos evaluados
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fueron de color amarillo, similar a lo observado en estudios previos donde los frutos fueron
colectados en traspatios y recibieron cierto manejo directo. Se ha sehalado que factores como
el tipo de suelo, la precipitacién y las practicas agronémicas influyen notablemente en el
desarrollo y produccion de frutos; mayor disponibilidad de agua, incremento en la materia
organica del suelo y uso de fertilizantes o abonos tienden a aumentar tanto el tamafo de los
frutos, asi como la cantidad de estos producida por planta (Aleza et al., 2018; Ouédraogo et
al., 2020).

En el presente estudio, el subgrupo A2 incluy6 frutos con valores promedio menores en
peso, diametro, circunferencia del futo y concentracion de azicares en comparaciéon con el
grupo B (Cuadro 3.6). Duran (datos no publicados) ha reportado caracteristicas morfolégicas
especificas para frutos silvestres y cultivados de kanisté colectados en la PY; los frutos del
subgrupo A2 aqui evaluados muestran las mismas caracteristicas morfologicas de frutos
silvestres observadas por este autor, a pesar de haber sido colectados en sitios
antropogénicos (banquetas). Esto sugiere que estos arboles podrian ser silvestres ex situ;
aunque también podria ser que las caracteristicas en estos frutos pueden estar reflejando
condiciones de estrés, donde el suelo y las condiciones de manejo difieren notablemente de
los traspatios en donde se colectaron los frutos del grupo B. En cuanto a los ° Brix, los
resultados del presente estudio indican que los frutos son menos dulces que los silvestres
reportados por Duran (Datos no publicados); esta diferencia en la dulzura puede tener
implicaciones en la aceptacién del fruto. Las formas de los frutos evaluados fueron ovaladas
y alargadas, el exocarpio presenté dos colores (amarillo y amarillo verdoso) y el mesocarpio
de color amarillo; estas son caracteristicas compartidas con los frutos evaluados por Duran

(Datos no publicados).

Los frutos del subgrupo A1 presentaron, en promedio, valores intermedios en peso,
diametro y circunferencia en comparacion con los frutos del subgrupo A2 y del grupo B. Estos
valores, al igual que los observados en el grupo B, se encuentran dentro del rango reportado
para frutos cultivados en estudios previos (Duran, Datos no publicados; Benavides, 1998;
Quesada, 2003; Granados-Vega et al., 2023). Los frutos de este subgrupo y del grupo B
fueron colectados en traspatios y en el JBRO, donde reciben algun tipo de manejo, a
diferencia de los frutos del subgrupo A2. Esto sugiere que los frutos evaluados en este estudio
podrian reflejar una influencia significativa del manejo humano en lugar de estar determinados
unicamente por el ambiente. Las formas que presentaron los frutos de este grupo fueron
coénico fusiforme alargado, ovoide achatado y redondo; el color del exocarpio fue amarillo y

del mesocarpio fue amarillo naranja.
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CAPITULO IV

Este estudio evidencio un rango de variabilidad en las caracteristicas de los frutos de
kanisté que, en su mayoria, es comparable con los datos reportados por otros autores. Sin
embargo, se presentan diferencias significativas en algunas variables cuantitativas, como el
peso del fruto, diametro del fruto, circunferencia del fruto y concentracion de azucares (° B).
Esta variabilidad en los frutos puede estar influenciada por factores climaticos (temperatura,
precipitacién, tipo de suelo) y en gran medida por las practicas de manejo (riego, deshierbe,
fertilizacién, abono, podas) en los diferentes sitios de colecta (Avakoudjo et al., 2022;
Donhouedé et al., 2023; Gomes et al., 2000). Se considera que la forma de los frutos, asi
como el color del exocarpio y mesocarpio, son indicadores morfolégicos de gran importancia
ya que son caracteristicas que hacen atractivo al fruto para el consumidor (Rodriguez-
Medina et al., 2009). En el caso del kanisté, las diferencias observadas en el color del
exocarpio y mesocarpio en este y estudios anteriores son minimas y, en general, se limitan a
pequefas variaciones de tonalidad en los colores reportados. Esta consistencia en los tonos
probablemente se deba a la estabilidad genética de estos rasgos, combinada con factores
ambientales propios de las zonas de cultivo que no generan grandes variaciones cromaticas
(Gao et al. 2011). Aunque el color es un rasgo morfolégico fundamental en la apariencia del
fruto, estas variaciones sutiles sugieren una posible seleccién artificial que ha favorecido una
gama especifica de colores que resultan atractivos y constantes para los consumidores
(Hernandez-Villarreal, 2013). De este modo, las tonalidades homogéneas permiten que, pese
a la variabilidad en las condiciones de cultivo, el fruto mantenga una apariencia similar y
responda a las preferencias visuales del consumidor. Asi, aunque no se conoce el grado
exacto de domesticacion del kanisté, el manejo y seleccién de este frutal por la cultura maya
durante mas de 2000 anos, sugiere que algunas caracteristicas observadas en los frutos
actuales podrian estar influenciadas por seleccién y manejo humano, ya sea intencionado o
incidental, lo cual podria resultar en cambios caracteristicos del sindrome de domesticacion.
Esta tendencia ha sido documentada en otras especies domesticadas (Baker, 1972;
Purugganan y Fuller, 2009; Parker et al., 2010).

Se observé una correlacion positiva entre el diametro y el peso del fruto, lo cual indica
que, a medida que aumenta el diametro, el peso del fruto también tiende a incrementarse. De
manera similar, se encontré una correlacion positiva entre el diametro y la circunferencia del
fruto: a mayor didmetro, mayor circunferencia. La circunferencia del fruto también mostré una
correlacion positiva con su peso. En relacion con estos hallazgos, Duran (Datos no
publicados) identificd una correlacién positiva entre el peso del fruto y el peso de las semillas,
pero correlaciones negativas entre la cantidad de mesocarpio y el nimero de semillas, asi
como entre el peso del fruto y el numero de semillas. Esto sugiere que los frutos mas grandes

no necesariamente contienen mas semillas, pero si semillas de mayor tamano, lo cual
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también fue observado en este analisis. El resto de los estudios antes citados no realizaron

analisis de correlacion que permitan una comparacion directa con estos resultados.

Por otra parte, se encontré una correlacion débil entre el pH y los ° Brix, lo que sugiere
que las variaciones en el pH no estan estrechamente relacionadas con los cambios en los °
Brix, que miden el contenido de azucar o dulzura. En un estudio sobre los cambios fisicos,
quimicos, fisioldgicos y funcionales durante el crecimiento de los frutos cultivados de mamey
(P. sapota), Saucero-Hernandez (2018) reporté que el pH durante el desarrollo del fruto oscilé
entre 5.1y 5.8, y en la fase postcosecha se situé entre 5 y 6; esto muestra que no se identificd
un patron de comportamiento claro, ya que los ° Brix aumentaron tanto en la cosecha como
en la postcosecha de los frutos. Tanto lo reportado por este autor para el mamey, como los
hallazgos del presente trabajo, sugieren que el pH no es un buen indicador de los cambios

durante el desarrollo y maduracion de los frutos de estas dos especies de sapotaceas.
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CAPITULO V

CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

En este estudio, la diversidad genética del kanisté se organizé en dos grupos principales: uno
compuesto por individuos colectados en areas de vegetacién natural y otro integrado por

individuos colectados tanto en sitios antropogénicos como en vegetacion natural.

A nivel de especie, el kanisté mostré un nivel de diversidad genética de baja a media; los
individuos colectados en areas de vegetacion natural presentaron mayores niveles de
diversidad genética en comparacioén con aquellos colectados en sitios antropogénicos; esto
ultimo apoya la hipétesis 1. Este resultado podria deberse a una erosién genética de la
especie en ambientes antropogénicos, ya sea como resultado de una disminucion en el
numero de individuos sembrados en estos ambientes y/o a un efecto fundador por

domesticacion.

La diversidad morfoldgica de los frutos de kanisté colectados en la PY se estructurd en
dos grupos principales. Los arboles del grupo B mostraron promedios mas altos en peso,
circunferencia, diametro y longitud de los frutos, siendo que tres de estos arboles se
encuentran en un clima calido subhumedo intermedio. En contraste, los frutos del subgrupo
A2 presentaron los promedios mas bajos en estas variables, aspecto que podria ser resultado

de su naturaleza silvestre.

Las formas de los frutos incluyeron tipos ovalados, conicos fusiformes alargados, ovoides
achatados y redondos, el exocarpio presentd dos colores, amarillo y amarillo verdoso, el
mesocarpio presentd dos colores, amarillo y amarillo naranja. Esta alta variabilidad
morfoldgica en caracteristicas cualitativas y cuantitativas del fruto, similar a lo encontrado por
Duran (Datos no publicados) para la PY y lo reportado por otros autores para Centro América,
apoyaria la hipotesis 2. La diversidad morfoldgica observada en los frutos de kanisté parece

estar influenciada por factores climaticos, asi como por la seleccion y manejo humano.
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5.2. PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio son especialmente valiosos, ya que representan el primer
analisis de la diversidad genética del kanisté (Pouteria campechiana) en la PY, abarcando
tanto areas de vegetacion natural como sitios antropogénicos. Esta informacién servira de
base para disefnar programas que identifiquen areas clave para la conservacién ex situ € in
situ del kanisté. Ademas, estos hallazgos permitiran en el futuro enriquecer la diversidad
genética en los cultivos modernos, facilitar la coleccion y seleccidon de germoplasma de alta
calidad genética para planes de reforestacion o para aumentar su valor comercial. Sin
embargo, reconociendo las limitaciones del presente estudio, para comprender mejor las
bases genéticas del kanisté en su posible centro de domesticacion y fortalecer futuros planes
de conservacion, se recomienda llevar a cabo nuevos estudios que incluyan los siguientes

puntos:

1. Colecta ampliada: realizar una colecta exhaustiva que abarque el mayor numero posible

de individuos de vegetacion natural y sitios antropogénicos de la PY.

2. Estudios integrados: incorporar analisis genéticos, morfoldgicos y etnobotanicos, para una

vision mas completa de la diversidad genética y caracteristicas bioldgicas de la especie.

3. Estudio de domesticacion: iniciar investigaciones sobre los procesos de domesticacién del
kanisté que contemplen no solo estudios moleculares, sino también estudios etnobotanicos y
morfoldgicos para conocer los méviles de seleccion, ya que actualmente no existe informacion

al respecto.

Estos estudios contribuiran a una base sdélida para la conservacion y uso sostenible de esta

especie.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN usando el Plant Mini Kit QIAGEN siguiendo el manual

del fabricante

Pasos previos

Precaliente un bafo de agua o bloque de calentamiento a 65 ° C.
Cuando haya alcanzado la temperatura se coloca el buffer AE.
Se hace hielo.

Se etiquetan los tubos Eppendorf de 1.5 ml.

Protocolo

1.

S T

11

12.

13.
14.

15.

16.

Macerar las hojas en un polvo fino bajo nitrégeno liquido usando un mortero y pistilo
de mano, adicionar una pizca de PVP y pasar el polvo fino en un tubo de 2 ml

Anadir 1000 pl del Buffer de AP1 y mezclar perfectamente hasta homogenizar
Anadir 5 pl de betamercapto

Adicionar 0.5 pl de Rnasa (100 ug/ml) e incubar 5 minutos a temperatura ambiente
Incubar una hora a 65 °C (mezclar por inmersion cada 5 minutos)

Adicionar 130 ul de Buffer P3 e incubar 5 minutos en hielo. Nota: se dej6é una hora a -
20 °C

Centrifugar a 14 000 rpm por 25 minutos. Nota: recolectar 700 ul del sobrenadante,
pasar a un tubo Eppendorf y centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos

Transferir el sobrenadante a un tubo lila y centrifugar a 14 000 rpm por 2 minutos

Transferir 550 yl del sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 ml

. Agregar 1.5 volumenes de Buffer AW1 por cada 100 pl del sobrenadante, luego

mezclar. Ejemplo 600 x 1.5 = 900 pl de W1

. Transferir 600 d pl e la mezcla del paso anterior a un tubo blanco y centrifugar a 8000

rpm por un minuto

Se retira la columna, se desecha el sobrenadante y el tubo colector se seca con papel,
se coloca de nuevo la columna.

Se repite el paso 11 con lo que sobré de la muestra obtenida del paso 10.

Se retira la columna se desecha el sobrenadante y la columna se coloca en un nuevo
tubo colector

Agregar 500 pl del Aw2 y centrifugar a 8000 rpm por un minuto, desechar el
sobrenadante

Se repite el paso 15 y centrifugar a 14 000 rpm por dos minutos

79



17. Transferir la columna blanca a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 75 ul de buffer
AE directamente con la membrana, incubar 5 minutos a temperatura ambiente,
centrifugar a 8000 rpm por un minuto

18. Guardar en refrigeracion -20 °C hasta el momento de uso
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Anexo 2. Protocolo de la técnica de tincion con plata (AgNO3) para revelar los geles de

poliacrilamida

1.

Sumergir el gel en una solucion de acido acético al 10% (200 ml de acido acético y 1800 ml
de agua destilada) en agitacion por 20 minutos.

Lavar el gel 2 veces con agua destilada durante 2 minutos por cada lavado, agitacion
Sumergir el gel en una solucion de nitrato de plata (AgNO3) durante 20 minutos, en
agitacion.

(2 L de agua destilada + 2 g de AgNO; + 3 ml de formaldehido)

Dar una lavada rapida al gel pasandolo por una bandeja con agua destilada

Revelar agitdndolo manualmente en una bandeja con una solucion de carbonato de sodio
(2 L de agua destilada fria + 60 g de NaCOs + 3 ml de formaldehido + 60 pl de tiosulfato de
sodio) primero usando 1litro y luego el litro restante.

Una vez reveladas las bandas, detener el revelado sumergiendo el gel en acido acético al
10% por 3 segundos aproximadamente.

Lavar el gel con agua destilada por 20 minutos en agitacion

81



Anexo 3. Variabilidad morfologica de los frutos de Pouteria campechiana en la peninsula de Yucatan, México, documentada en este estudio.
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