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RESUMEN. El manzano (Malus x domestica Borkh) es un frutal importante en el sur de Coahuila, México; que para
su floracién necesita la acumulacién de unidades frio (UF), las cuales no se logran cubrir con las UF de la regién, lo
que ocasiona baja produccién. En los altimos afios en la regidén se han detectado mutaciones que necesitan menores
UF. El objetivo del presente trabajo fue determinar diferencias genéticas y bromatoldgicas en los mutantes del sur de
Coahuila. El analisis bromatolégico mostré que el mutante Vigas | presenté el menor contenido de fibra (4.91 g) vy el
mayor contenido de azicares (10.73 g), lo que le da ventajas comerciales. El anilisis de polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP “s), mostré un mayor patrén de bandeado con la combinacién: [EcoRI (+ACC +AGG)
/ Msel (+CTA)]. Obteniendose con esta combinacién 123 bandas amplificadas, las cuales fueron 100 % polimérficas.
El mutante mas parecido al control fue Vigas Il con una distancia genética de 0.16 unidades, mientras que el mutante
con mayor diferencia fue Primicia. Los mutantes estudiados pueden ser una alternativa a la problematica de UF de
algunas regiones manzaneras de pais.

Palabras clave: Brotador, Primicia, unidades frio, verde, vigas I-1V

ABSTRACT. The apple tree (Malus x domestica Borkh) is an important fruit tree in southern Coahuila, Mexico.
For flowering, it requires an accumulated number of cold air units (CAUs) which the CAUs of the region do not achieve
to reach, leading to a low production. Mutations have been detected in the region that require less CAUs. The
objective of this work was to determine the genetic and bromatological differences of the southern Coahuila mutants.
The bromatological analysis showed that the mutant Vigas | has a lower fiber content (4.91 g) and the highest sugar
content (10.73 g), which provide it with marketing advantages. The analysis of amplified length fragment polymor-
phisms (AFLPs), showed a larger banding pattern with the combination [EcoRI (+ACC +AGG) / Msel (+CTA)]. This
combination yielded 123 amplified, 100 % polymorphic bands. The mutant closer to the control was Vigas Il, with a
genetic distance of 0.16 units, while the mutant with the greatest difference was Primicia. The studied mutants might
be an alternative to the CAU issue in some apple tree regions of the country.

Key words: Brotador, Primicia, Cold air units, verde, vigas I-1V

INTRODUCCION cos (Ramirez-Rodriguez y Cepeda-Siller 1993). En
Arteaga el principal cultivar de manzano es Golden

La produccién de manzana es de gran Delicious, el cual requiere de 900 a 1200 UF para
importancia en la sierra de Arteaga, Coahuila, presentar una adecuada floracién (Contreras de la
México; donde genera grandes beneficios econémi- Reé y Vazquez-Ramos 2010). El frio, es un factor
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determinante para que los arboles rompan el endo-
letargo (Hernandez-Herrera et al. 2006); sin em-
bargo, en esta region fruticola sélo se acumulan en-
tre 350 y 500 UF en la temporada invernal. Lo cual,
se debe a que durante el invierno las noches son frias
y los dias célidos y soleados, lo que ocasiona el calen-
tamiento de los arboles, con efectos negativos en el
letargo (Ramirez-Rodriguez y Cepeda-Siller 1993).
Ademas de una brotacién y floracién deficiente, lo
que causa produccién baja, si no se compensa la
falta de UF con aceites vegetales o reguladores de
crecimiento (Contreras de la Reé y Vazquez-Ramos
2010).

Una mutacién es un cambio heredable en el
material genético, que puede manifestarse en una
o varias caracteristicas morfolégicas o fisiolégicas
de una especie (Schleif 1993). Estas mutaciones
se estudian por medio de técnicas de marcadores
moleculares (Azofeifa-Delgado 2006). La seleccién
del tipo de marcador depende de los objetivos del
estudio, de la especie de interés, y de la disponi-
bilidad de recursos técnicos y financieros (Agarwal
et al. 2008). Los polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP's) son uno de
los marcadores moleculares mas utilizados en los
analisis de variabilidad genética e identificacién de
genotipos, por su efectividad para detectar mar-
cadores polimérficos con alta reproducibilidad, bajo
costo y una mayor accesibilidad (Muzher et al.
2007). Se han detectado mutaciones del cultivar
Golden Delicious en la sierra de Arteaga, Coahuila,
las cuales se caracterizan por presentar floracién
temprana, mayor produccién, menos afectadas del
pafio o russeting, ademas de mayor vida de anaquel
(Ramirez-Rodriguez y Cepeda-Siller 1993). A es-
tos mutantes se les han dado nombres regionales
relacionados con el lugar donde se identificaron
o por alguna caracteristica morfolégica, asi han
surgido nombres como Vigas |, 11, Ill, IV, Brotador,
Verde, Primicia, entre otros (Contreras de la Reé
y Vazquez-Ramos 2010). Los cuales tienen la ven-
taja de que fueron seleccionados por los productores
de acuerdo a su experiencia y necesidades, ademas
de resover la problematica de la deficiencia de UF,
lo que ha cauado que incremente su superficie de
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siembra (Ramirez-Rodriguez y Cepeda-Siller 1993,
Contreras de la Reé y Vazquez-Ramos 2010). Por lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue realizar
el anélisis genético y bromatoldgico de mutantes de
manzano y del cultivar Golden Delicious.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se recolectaron al azar muestras de hojas
jovenes y de frutos de arboles de mutantes de man-
zano y del cultivar Golden Delicious. En la huerta
Ingeniero Recio en Los Lirios, se recolecté el mu-
tante Vigas |. Mientras que en la huerta Doctor
Huereca, de San Antonio, se recolecté el mutante
Vigas Il y Golden Delicious. En tanto que en el
poblado de San Antonio de las Alazanas se recolec-
taron los mutantes Primicia y Brotador. En tanto
que en la huerta Victor Sanchez de la localidad
de Jamé, se recolecté el mutante Vigas Il y en
la huerta Nacho Gonzalez el mutante Vigas IV y
Verde. De los mutantes Vigas |, Il, Il y del cultivar
Golden Delicious se colectaron hojas y frutos, mien-
tras que de los mutantes Vigas IV, Primicia y Verde
s6lo se colectaron hojas.

Analisis bromatoldgicos

El anélisis bromatoldgico se realizé en los
mutantes Vigas |, Vigas I, Vigas Il y Golden Deli-
cious. Debido a que los mutantes tienen diferentes
requerimientos de UF y maduran en diferentes
fechas, fue dificil colectar frutas en similares condi-
ciones de madurez de Primicia, Verde y Vigas
IV. En este estudio se determiné el contenido de
humedad por el método 934-01 (AOAC 1984), azi-
cares totales por la técnica de antrona (Kurnerth
and Youngs 1984), y reductores por el método de
fenol-sulfarico (Dubois et al. 1956), proteinas de
acuerdo con el método 467133, fibra cruda por el
método 1-11, lipidos con la técnica 7-062, cenizas
con el método 923-03, calcio, fésforo y sodio por
el metédo 984.27, todos de la AOAC (1984). La
unidad experimental fue de 100 g de fruto (pulpa y
céscara) y los tratamientos se distribuyeron bajo un
disefio de bloques completos al azar con tres repeti-
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ciones. Para las diferentes variables, se realizaron
los analisis de cada repeticién en diferente dia, con-
siderando a los dias como repeticiones. Con los
datos se realizé un analisis de varianza (ANOVA),
para las variables de proteinas y humedad, los datos
se transformaron por medio de arcosen /x antes de
realizar el analisis de varianza. Cuando el ANOVA
reporto diferencias entre tratamientos, los prome-
dios de los tratamientos se compararon usando la
prueba de rango multiple de Tukey. Todos los anali-
sis se realizaron con el software SAS® versién 9.0.

Extracciéon de ADN

Las hojas recolectadas se lavaron con agua
destilada para eliminar el polvo, la extraccién de
ADN se realizé6 con el método descrito por Della-
porta et al. (1983). Una vez extraido el ADN se
observé su integridad en un gel de agarosa al 1 %,
con un transiluminador UV Spectroline™ y mini
cuarto oscuro marca UVP Posteriormente, se
determiné la concentraciéon de ADN con un Fluo-
rémetro Turner BioSystems (TBS-380).

Polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP)

Para la obtencién de los AFLP’s se empleé el
protocolo de LI-COR® Biosciences, que se realiz6
en cuatro etapas, las cuales fueron: a) digestion
del ADN gendémico, en 1 ulL de la mezcla de Ia
enzima Msel de corte frecuente y de la enzima
EcoRI corte poco frecuente, para ello las muestras
se incubaron a 37 °C por 2 h. Para luego incubar
de nuevo a 70 °C por 15 min, y posteriormente
colocar en hielo, b) ligacién de los adaptadores, a
las muestras de ADN digerido se le agregaron 12
ul de la mezcla de los adaptadores especificos para
cada extremo EcoRI (5-CTCGTAGACTGCGTACC-
3"y 3-CTGACGCATGGTTAA-5"), Msel (5'-
GACGATGAGTCCTGAG-3"y 3'-TACTCAGGACTC-
AT-5"), y 0.5 ul de T4 ADN ligasa, en esta etapa la
muestra se incubo durante 2 h a 20 °C. Para luego
realizar una dilucién 1:10 de la mezcla ligada, c)
para la pre-amplificacién, se agregaron primers de
pre-amplificacién AFLP® 3 la muestra. Posterior-
mente la muestra se sometié a reaccién en cadena
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de la polimerasa (PCR) por 20 ciclos, donde cada
ciclo consto de 30 s a 94 °C, 1 min a 56 °C, y 1
min a 72 °C, para luego mantener la muestra a 4
°C por 15 min. Finalizando con la dilucién 1:40
de la muestra; d) seleccién de primers para la am-
plificacion selectiva AFLP\Y, para la seleccién, se
probaron 12 combinaciones de primers (Tabla 1)
del IRDye Fluorescent AFLP Kit for Large Plant
Genome Analysis, en este caso para cada combi-
nacion se utilizaron un primer Msel y dos EcoRI
marcados con fluorescencia.

Tabla 1. Combinaciones de iniciadores emplea-
dos durante la amplificacidn selectiva de AFLPs.

Table 1. Primer combinations used for selective
amplification of AFLPs.

Primer M Primer E 700 Primer E 800
M-CTT E-AAC E-ACG
M-CTG E-AAG E-ACT
M-CTC E-ACA E-AGC
M-CTA E-ACC E-AGG
M-CAT E-AAC E-AGG
M-CAG E-AAG E-AGC
M-CAC E-ACA E-AGG
M-CAA E-ACC E-ACG
M-CAT E-AAC E-ACT
M-CTC E-ACA E-ACT
M-CAA E-AAC E-AGG
M-CAA E-ACC E-AGG

Primer E 700 y E 800 marcados con floures-
cencia excitable a 700 y 800 nm, respectiva-
mente.

Para realizar la amplificacion selectiva
AFLP®, se siguié el protocolo PCR daplex, un
primer Msel con dos primers EcoRI (Tablal). En
esta etapa se realizé una PCR utilizando un pro-
grama touchdown: un ciclo (30 s a 94 °C, 30 s a
65 °Cy 1 mina 72 °C), 12 ciclos (30 s a 94 °C, 30
s a 65 °C con un decreciente de 0.7 °C por ciclo,
y 1 min a 72 °C), y 23 ciclos (30 s a 94 °C, 30
sab56 °Cy 1 mina 72 °C), finalizando con tem-
peratura de 4 °C. A cada tubo con las muestras se
les adicionaron 5.0 uL de Blue stop solution, para
después desnaturalizar las muestras, a 94 °C por
3 min y posteriormente fraccionar mediante elec-
troforesis con geles de poliacrilamida al 6.5 %, con
parametros de la electroforesis de 1371 V, 29.1 mA
a un temperatura de 53.8 °C.
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Table 2. Primer combinations used for selective amplification of AFLPs.
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Tabla 2. Combinaciones de iniciadores empleados durante la amplificacién selectiva de AFLPs.
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Mutantes

Parametros Normal Vigas | Vigas I Vigas Il
Humedad (%) 84.93 + 0.67° 83.96 + 0.72°° 82.18 + 1.17° 82.82 + 0.53°
Proteinas (g) 022 +0.00° 029 +0.13*®  0.36 + 0.25°  0.22 + 0.00°
Lipidos (g) 0.10 + 0.00 0.10 4+ 0.00“ 0.10 4+ 0.00“ 0.10 4+ 0.00“
Aziicares (g) 8.66 + 0.84°°  10.73 + 1.97*  6.25 + 1.76°  9.91 + 1.57%
Fibra cruda (g) 9.40 £0.17° 491 +1.33°  8.34 £ 0.72¢  7.99 + 2.10%
Minerales (g) 0.33 40.06" 0.22 +0.04°  0.26 +0.06°°  0.19 + 0.08°
Sodio (mg) 0.54 +0.13 0.43 +0.11¢ 0.38 + 0.10° 0.31 +0.11°
Fosforo (mg) 0.15 +0.10 0.11 4+ 0.06“ 0.09 £+ 0.02¢ 0.10 £+ 0.02°
Reductores (g) 6.93 5.02 5.54 5.17

No reductores (g) 1.73 5.14 0.71 4.47

Valores en base a 100 g.
Vigas Ill, y el contenido de fibra cruda del control

Analisis de patrones de bandeo de AFLPs

Las bandas generadas por AFLPs a par-
tir del ADN de los mutantes de manzano y el
control, se codificaron como 0 y 1 (ausencia y
presencia, respectivamente). Con los datos codifi-
cados se realizaron los siguientes anilisis: diversidad
genética, indice de contenido polimérfico, hetero-
cigosis insesgada de Nei, nimero promedio de alelos,
y nimero de alelos efectivos. Ademas, con la infor-
macién de las bandas amplificadas de cada genotipo
de manzano se construyé un dendrograma, para ello
se empled la distancia euclideana, debido a que fue
la que present6 la mayor correlacién cofenética con
un valor de 0.981. Todos los analisis se realizaron
con el software Info-Gen (Balzarini et al. 2009).

RESULTADOS

Analisis bromatolégicos

En la tabla 2 se muestra la caracterizacién
bromatolégica de los frutos de los mutantes de man-
zano y el control. Sélo se observaron diferencias en
algunas variables bromatoldgicas de los diferentes
mutantes con respecto al control, a pesar de que
los frutos se recolectaron de diferentes huertos. El
contenido de calcio del control fue mayor a la de los
mutantes Vigas |, Il y lll. Mientras que el contenido
de humedad y minerales de los frutos de Golden De-
licious fue mayor que los de los mutantes Vigas Il y
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s6lo fue mayor que el contenido del mutante Vigas
[. Por otra parte, los frutos del mutante Vigas Il
presentaron menor contenido de azicares (6.25 g),
mientras que los frutos de Vigas | presentaron el
menor contenido de fibra (4.91 g).

Genotipificacion de mutantes

En el anélisis de AFLP se probaron 12 com-
binaciones de primers (Tabla 1) de las cuales se
seleccion6 la combinacién [EcoRI (+ACC +AGG)
+ Msel (+CTA)] debido a que con ella se obtuvo
la mayor cantidad de bandas con mayor intensidad.
Con esta combinacién de primers se produjo un
total de 123 bandas polimérficas. En el Dendro-
grama se observé que el mutante primicia presenté
la mayor distancia genética (0.67) con respecto al
control. Por otro lado, Vigas Il fue el mutante que
presenté la distancia més corta con respecto al con-
trol (0.16), lo que indica una mayor similitud entre
ellos, esto puede ser debido a que ambas mues-
tras presentan regiones similares del ADN, entre
las cuales pudieran estar aquellas que condicionan
las caracteristicas bromatolégicas del fruto y los re-
querimientos de frio (750 y 900 UF para Vigas Il
y Golden Delicious, respectivamente). Se observé
que la diversidad genética fue de 0.50, esta minima
diferencia se atribuye a que todos los mutantes
provienen de un mismo cultivar y que los genes que
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codifican para estas diferencias estan asociados con
la mutacién. La heterocigosis insesgada de Nei tuvo
un valor de 0.67, mientras que el nimero de alelos
por locus fue de dos.

DISCUSION

Analisis bromatolégicos

Los frutos de los mutantes tienen contenidos
similares de lipidos, azlcares, sodio y fosforo que
el cultivar Golden Delicious. El contenido de
calcio, humedad y minerales de Golden Delicious
fue superior al de los mutantes. La similitud en
las caracteristicas bromatolégicas de los mutantes
de Vigas I-Ill con los frutos del cultivar Golden
Delicious, les pueden dar ventajas comerciales y
agronémicas, ya que requieren entre 750 y 800 UF
para brotacién, mientras que el cultivar Golden De-
licious requiere entre 900 y 1200 UF, (Contreras de
la Reé y Vazquez-Ramos 2010). Resultados simi-
lares fueron reportados por Gonzalez-Portillo et al.
(2008). El mutante Vigas | tuvo el porcentaje mas
alto de azicares (Tabla 2), lo que pudede darle ven-
tajas comerciales e industriales, ya que el contenido
de azicares determina el potencial de fermentacién
industrial. Al respecto Silveira et al. (2007) indican
que dentro de los factores que determinan la can-
tidad de azlcares en la manzana, se encuentran el
genotipo, la radiacién solar y la humedad del suelo
(Silveira et al. 2007).

El contenido de minerales (0.011 mg) en
Golden Delicious fue mayor que el que presentaron
los mutantes, aunque estos contenidos son inferiores
a los reportados por Mancera-Lépez et al. (2007),
quienes indican que el contenido de calcio en la cas-
cara de manzana se encuentra entre 0.070 y 0.100
mg, mientras que en la pulpa oscila entre 0.025
y 0.050 mg. Altos contenidos de calcio y potasio
dan mayor consistencia en la manzana, por lo que
la falta de estos elementos, se vincula con desér-
denes fisiolégicos como corazén acuoso, mancha
amarga y colapso interno del fruto, mientras que
altos contenidos de calcio evitan la descomposicién
en postcosecha (Mancera-Lépez et al. 2007).
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Genotipificacion de mutantes

En el andlisis de AFLP’s se probaron 12
diferentes combinaciones de primers (Tabla 1).
El mayor nimero de bases amplificadas las tuvo
la combinacién EcoRl (+ACC +AGG) / Msel
(+CTA), las cuales fueron 100 % polimérficas. Hay
diferentes estudios donde se han utilizado combina-
ciones diferentes de primers, como el realizado por
Gonzalez-Portillo et al. (2008), quienes emplearon
cuatro combinaciones de iniciadores, dos para la ab-
sorbancia de 700 nm y dos para 800 nm; con las
cuales lograron detectar diferencias genéticas entre
genotipos, lo que sugiere que la mejor combinacién
de primers esta determinado por el genotipo, por lo
que se deben probar diferentes combinaciones de ini-
ciadores para identificar aquellas que ofrezcan mayor
polimorfismo.

Se tuvo una una correlaciéon cofenética de
0.981, lo cual indica una buena estructura jerarquica
entre los genotipos estudiados (Zambrano et al.
2003). De acuerdo con las bandas AFLP s, los mu-
tantes Verde y Brotador se unen a menor distancia
que el resto de los genotipos, formado un grupo.
Estos mutantes se encuentran a una distancia de
60.5, siendo esta la menor distancia entre todos los
pares de genotipos, lo que indica que estas pobla-
ciones tienen una similitud multivariada mayor que
cualquier otro par de genotipos evaluados (Balzarini
et al. 2010). A ese grupo se unen los perfiles de Vi-
gas |, Vigas Il y el cultivar Golden Delicious. Siendo
Vigas Il, el mutante con mayor similitud genética al
cultivar Golden Delicious, Vigas también presento
similitud a Golden Delicious en los contenidos de
lipidos, azacares, fibra, minerales, sodio y fosforo
en el fruto. Los perfiles de los genotipos Vigas IV,
Vigas Il y Primicia se unen en forma decreciente a
mayor distancia euclideana al grupo formado previa-
mente. Siendo el mutante Primicia es el mas alejado
del resto de los genotipos evaluados, esta disimili-
tud puede deberse a que tiene un mayor nimero
de mutaciones en su genoma y a las diferencias
en brotacién temprana, fruto grande y cénico, con
mayor cantidad de lenticelas (Contreras de la Reé y
Vazquez-Ramos 2010).

Por otra parte, si el corte de separacién de
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grupos en el dendrograma (Figura 1) se realiza a
una distancia euclideana de 128.33, se obtienen
cuatro grupos, un grupo compacto formado por
cinco genotipos los cuales se unen a una distan-
cia de 128.33 y tres genotipos (Vigas IV, Vigas Il
y Primicia) que se alejan de éste grupo. Esta sepa-
racion se realizé de esta forma dado que para definir
el niimero correcto de grupos, no existen estadisti-
cos exactos (Nafiez-Colin y Escobedo-Lépez 2011),
sélo algunas pruebas pseudoestadisticas como la t?
de Hotelling y el criterio ciibico de agrupacién.

Dendrograma de mutantes de manzano
Distancia: Euclidea

Primicia |
Vigasll |

Vigas |V —_—

BErotador

Vigas|
Vigasll
ey =%

0.00 128.33 256.66 384.99

r T T

Figura 1. Dendrograma de siete mutantes de manzano y del
cultivar Golden Delicious mediante datos de marcadores AFLPs,
donde se aprecian cuatro grupos con una distancia de corte de
128.33.

Figure 1. Dendrogram of seven apple mutants and the normal
version of Golden Delicious based on AFLPs markers, where are
showed four groups with a cutting distance of 128.33.

El analisis de las bandas de AFLP obtenidas,
indicé que 100 % de los loci fueron polimérficos,
por lo que son informativos y sirven para determinar
la diversidad genética entre los genotipos evaluados.
Se observé un valor de diversidad genética de 0.5,
lo que sugiere que a pesar de que los mutantes
provienen del cultivar Golden Delicious (Contreras
de la Reé y Vazquez-Ramos 2010), tienen muta-
ciones que los diferencian entre si y de su contra-
parte normal. El género Malus se caracteriza por
una gran diversidad, como resultado de la acumu-
lacién de mutaciones somaticas, que se incremen-
taron con la domesticacién (Muzher et al. 2007).
Para la heterocigosis insesgada de Nei se obtuvo
un valor de 0.67 que es similar al valor reportado
por Ott (1992) para considerar a un locus como
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altamente polimoérfico. Por otra parte, se encontré
un valor de dos para el namero efectivo de alelos
por locus, lo que sugiere la presencia de al menos
dos alelos diferentes por locus en los mutantes estu-
diados. Sin embargo, para determinar el nimero de
genes involucrados con estos mutantes, se requiere
de estudios genéticos mas detallados que involucren
cruzas entre genotipos con altos requerimientos
de frio y mutantes con bajos requerimientos y sus
progenies (Rodriguez-Herrera et al. 2007), estu-
dios con diferentes generaciones de una cruza entre
un genotipo con altos requerimientos de UF con
uno de bajos refquerimentos (Rodriguez-Herrera
et al, 2000), o estudios de secuenciacién de la
dltima generacién, para determinar el nimero de
genes involucrados en las mutaciones (Velasco et al.
2010). Se han realizado estudios de caracterizacién
molecular y bromatolégica de mutantes de manzano
(Gonzalez-Horta et al. 2005, Gonzalez-Portillo et
al. 2008, Contreras de la Reé y Vazquez-Ramos
2010).

CONCLUSIONES

El mutante Vigas | tuvo el menor contenido
de fibra y el mayor contenido de azucares, lo cual
indica que sus frutos podrian llegar a competir
en el mercado con los frutos de Golden Delicious.
Los marcadores moleculares permitieron determinar
diferencias en el nimero y posicién de las bandas
entre los mutantes y el cultivar Golden Delicious, lo
que sugiere que los genotipos evaluados son genoti-
pos diferentes y Gnicos.
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