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CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y GENETICA DE VARIEDADES
MEXICANAS DE HIGO (Ficus carica L.)

Mayra Teresa Garcia Ruiz, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014

Resumen

El higo comun (Ficus carica L.) fue introducido en México por los misioneros
Franciscanos espafoles en el siglo XVI, por lo que se asume que los higos
mexicanos son de la variedad espafnola Black Mission. Nosotros colectamos y
propagamos plantas de higo de seis estados del centro de México. Aqui nosotros
presentamos una caracterizacion morfolégica de poblaciones mexicanas de higo,
basada en atributos cualitativos y cuantitativos del fruto, asi como una metodologia
estandarizada para la extraccion de ADN y un analisis de huellas de ADN, basadas
en una combinacion de RAPDs, ISSRs y RFLPs. Nuestros resultados muestran una
gran diversidad en la morfologia del fruto, la que no puede ser explicada unicamente
por efecto de las condiciones ambientales. Las principales diferencias entre las
poblaciones mexicanas de higo son el tamafno o peso del fruto, el color de la pulpa,
la longitud del cuello y la forma del pedunculo. Las huellas de ADN demuestran de
manera contundente que las poblaciones de higo en el centro de México son
genéticamente diferentes. Con base en estos resultados, llegamos a la conclusién de
que después de cientos de afos los higos negros se han adaptado a condiciones
ambientales locales en el centro de México, generando variedades claramente
distintas que representan diversidad morfoldgica y genética valuable y previamente
no descrita. Aunque México no es el centro de origen del higo, nuestros resultados
muestran claramente que México es una fuente de diversidad genética del higo.
También sugerimos nombres para las variedades caracterizadas con base en sus
lugares de origen y establecemos las bases para la futura caracterizacion
agrondmica y molecular de variedades de higo.

Palabras clave: diversidad morfoldgica, variedades de higo, huellas de ADN.



MORPHOLOGICAL AND GENETIC CHARACTERIZATION OF MEXICAN FIG
(Ficus carica L.) VARIETIES

Mayra Teresa Garcia Ruiz, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014
Abstract

The common fig (Ficus carica L.) was introduced into Mexico by spanish Franciscan
missionaries in the 16™ century, so that is it assumed that Mexican figs belong to the
spanish cultivar Black Mission. We collected and propagated fig plants from six states
in the Central Mexico region. Here we present a morphological characterization of
Mexican fig populations, based on qualitative and quantitative fruits traits, as well as a
standardized method to extract DNA from young leaves, and a DNA fingerprinting
analysis based on a combination of RAPDs, ISSRs and RFLPs. Our results show a
great diversity in the morphology of the fruit, which can not be explained only by the
effects of environmental conditions. The main morphological differences among
Mexican fig landraces are the fruit size or weight, color of the pulp, length of the neck
and the shape of the stalk. DNA fingerprinting showed in a forceful way that the
Mexican fig populations were genetically different among them. Based on these
results, we came to the conclusion that after hundreds of years of cultivations, the
black figs have been adapted to the local environmental conditions of the center of
Mexico, yielding in several clearly distinct landraces, which represent valuable and
previously undescribed genetic and morphological diversity. Though Mexico is not the
center of origin of the fig, our results show clearly that Mexico is a source of genetic
diversity of the fig. We also suggest names for the varieties characterized based on
their place of origin and established the basis for further agronomic characterization

of fig varieties.

Key words: morphological diversity, fig varieties, DNA fingerprinting.
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I. INTRODUCCION GENERAL

La planta del higo (Ficus carica L.) y sus frutos han sidos aprovechados por el
hombre desde tiempos inmemoriables. Analisis arqueobotanicos revelaron que el
higo comun fue la primera planta cultivada en el mundo, precediendo a la
domesticacion de los cereales (Krislev et al., 2006). La migracién humana contribuyo
a dispersar la planta fuera de su ambiente natural (Condit, 1955; Storey, 1977), y
actualmente el higo es cultivado en 48 paises alrededor del mundo (FAO, 2010). El
higo es un componente floristico de la familia Moraceae, la cual incluye 37 géneros y
mas de 1,100 especies (Datwyler y Weiblen, 2004). El género Ficus se distribuye
principalmente en climas calidos y templados, y comprende aproximadamente 881
especies. Por esta razon, es considerado como el género de plantas mas diverso en

el mundo (Kumar et al., 2011).

En México, la diversidad genética y morfolégica de la planta de higo es
completamente desconocida. Nosotros nos dimos a la tarea de colectar y propagar
plantas de higo de poblaciones cultivadas en diferentes estados de la Republica
Mexicana, con los propésitos de caracterizar la diversidad genética y morfolégica de
los higos mexicanos y de establecer el primer banco de germoplasma de higo en
nuestro pais. Tradicionalmente, los bancos de germoplasma resguardan
descripciones morfolégicas y etnobotanicas de materiales de diferentes especies con

valor comercial, pero no incluyen informacion genética (Garcia et al., 2003).

La descripcién morfolégica de variedades se basa en la mediciéon de un grupo de
caracteristicas fenotipicas que permita diferenciarlas entre si (IPGRI, 2003). Este
meétodo es de amplia aplicacion y permite separar a las plantas en grupos claramente
distintos. Sin embargo, la aplicacion de este método requiere de entrenamiento y
experiencia de los evaluadores, y esta sujeto a variaciones personales de
apreciacion (Gallegos et al., 2005). El higo no es la excepcion. Para reducir esos
sesgos se han desarrollado guias técnicas que sirven como punto de comparacion

estandar para la evaluacion de las caracteristicas de interés. El IPGRI (International



Plant Genetic Resources Institute) ha reconocido la importancia de la caracterizacion
de especies y variedades de higo, apoyandose en descriptores biologicos,
agronomicos, morfolégicos y quimicos, cualitativos y cuantitativos. Las
caracteristicas mas importantes son el habito de crecimiento, numero de cosechas al
ano, forma de polinizacion; longitud y diametro del tallo, de la hoja y del fruto;
longitud del I6bulo central de la hoja, del peciolo, del cuello y del pedunculo; peso del
fruto, color del exocarpio y de la pulpa, sabor, jugosidad, firmeza, contenido de
solidos solubles totales, y acidez total (IPGRI, 2003).

Por otro lado, el caracterizar la diversidad genética de cualquier especie vegetal
mediante huellas de ADN representa muchas ventajas. Una de ellas es que éstas no
son influenciadas por el ambiente ni por la etapa fenoldgica del cultivo (Valadez et
al., 2001). Estas huellas conocidas como polimorfismos de ADN o marcadores
moleculares requieren de las técnicas de electroforesis para poder ser visualizadas

en geles de agarosa o poliacrilamida (Garcia, 2000).

Hasta el dia de hoy, se han desarrollado almenos 40 tipos de marcadores
moleculares (Semagn et al., 2006; Sarwat, 20102). Los mas comunes son los RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) y los Microsatélites (SSR) (Semagn et al., 2006;
Sarwat, 2012). Los ISSR fueron desarrollados in 1994 a partir de regiones
microsatelitales de 16 a 18 pares de bases (Khaled et al., 2010). Los ISSR han
adquirido popularidad debido a que son altamente polimorficos, delimitan secuencias
altamente conservadas y son muy utiles en la identificacion de variacion natural en
plantas (Sarwat, 2012). La efectividad de los ISSR ha sido confirmada por varios
investigadores en especies como crisantemo (Palai y Rout, 2011), uva (Hassan et
al., 2011), y rosa (Jabbarzadeh et al., 2010). Actualmente, los ISSR son
considerados como una de las mejores opciones para realizar estudios sobre huellas
genéticas de ADN, diversidad y estabilidad genética, marcacion de genes,

identificacion de hibridos y variedades, variacion somaclonal y calidad de la



produccion (Jabbarzadeh et al., 2010; Khaled et al.,, 2010; Sarwat, 2012).
Especificamente en higo, los ISSR han sido usados con propdsitos de identificacion
varietal y determinacion de relaciones filogenéticas entre variedades (Khadari et al.,
2003; Guasmi et al., 2006; Mallikarjuna et al., 2010).

En el contexto de esta investigacion, se puede afirmar que la planta de higo fue
introducida a México en 1683 por los misioneros espanoles Franciscanos (Storey,
1977). Actualmente, el higo es cultivado comercialmente en 11 estados de la
Republica Mexicana (SIAP, 2011). Sin embargo, en nuestro pais no hay informacién
acerca de la caracterizacion molecular o diversidad natural de variedades de higo, y
en general se cree que los higos mexicanos son y representan a la variedad
espafiola Black Mission. En este estudio, nosotros encontramos y reportamos
variacion natural previamente no descrita de la morfologia del fruto entre higos
negros de diferentes partes de México. Para estudiar la variacién genética entre
variedades de higo negro del centro de México, nosotros realizamos una
caracterizacion morfolégica inicial y analisis de huellas de ADN basadas en una
combinacion de RAPDs, ISSRs y RFLPs. Nuestros resultados demuestran que los
higos negros, inicialmente derivados de Black Mission, se han adaptado a las
condiciones ambientales locales en el centro de México, generando con ellos
variedades claramente distintas, las cuales representan diversidad genética valuable

y previamente no descrita.

1.1. Objetivos

1. Caracterizar poblaciones de higo del centro de México con base en la forma y

otras caracteristicas del fruto que ellas producen.

2. Establecer, validar, y proponer un método para la extraccion de ADN de plantas

de higo.



3. Caracterizar poblaciones de higo del centro de México, mediante huellas de ADN
basadas en una combinacién de RAPDs, ISSRs y RFLPs.

4. Determinar el valor nutritivo y nutracéutico de frutos de higo de la variedad Neza,

con base en el contenido de minerales, fenoles y antocianinas.

5. ldentificar las causas del deterioro postcosecha de frutos de higo de la variedad
Neza y su control, basado en un anadlisis de efectividad de diferentes

‘compuestos seguros”.

1.2. Hipotesis

Objetivo 1
Ho: La diversidad morfoldgica de los frutos de higo provenientes de diferentes partes
del centro de México, no se debe solamente a los efectos de las diferencias en

condiciones ambientales donde éste se produce.

Ha: La diversidad morfoldgica de los frutos de higo provenientes de diferentes partes
del centro de México, se debe Unicamente a los efectos de las condiciones

ambientales donde éste se produce.

Objetivo 2
Ho: La concentracién y la calidad del ADN varian en funcién de la edad y érgano de

las plantas utilizadas para su extraccion.

Ha: La concentracion y la calidad del ADN son constantes y no son influenciadas por

la edad ni por el tipo de érgano de las plantas que se usen para su extraccion.



Objetivo 3
Ho: Las diferencias genéticas entre higos de distintas partes de México pueden ser
detectadas mediante huellas de ADN tipo RAPDs, ISSRs y RFLPs.

Ha: El analisis de huellas de ADN tipo RAPDs, ISSRs y RFLPs, no permitira detectar

diferencias genéticas entre higos provenientes de distintas partes de México.

Objetivo 4
Ho: El contenido de minerales, fenoles y antocianinas de los frutos de higo, varia con

la época del ano, la region de origen o el tipo de higo.

Ha: El contenido de minerales, fenoles y antocianinas de los frutos de higo, no varia

con la época del afno, la region de origen o el tipo de higo.

Objetivo 5
Ho: El deterioro postcosecha de los frutos de higo es causado por diversas clases de

microorganismos.

Ha: El deterioro postcosecha de los frutos de higo no es causado por diversas clases

de microorganismos.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribuciéon geografica del higo

El higo comun (Ficus carica L.) fue la primera planta cultivada en el mundo (Krislev et
al, 2006). Su centro de origen no ha sido establecido claramente, ya que se trata de
una especie de distribucion mundial, identificada por primera vez en los paises
cercanos al Mediterraneo (Alvarez-Arbest y Fernandez-Prieto, 2000). Sin embargo,
analisis moleculares recientes sugieren que el higo es originario de Turquia
(Karandeniz, 2009). La migracién humana contribuyé a dispersar la planta fuera de
su ambiente natural, inicialmente en Arabia, Argelia, Egipto, Espana, Francia, Grecia,
Italia, Libia, Marruecos, Palestina, Portugal, Tunez y Siria, y después en todo el
mundo (Condit, 1955; Storey, 1977). Los romanos la distribuyeron entre los territorios
que conquistaron y se cree que al iniciarse el coloniaje, los espanoles introdujeron la
planta de higo en el continente Americano, especificamente en el estado de
California, Estados Unidos, a principios del siglo XVIIl. De California la higuera fue

distribuida en el sureste del pais (Price y White, 1902).

En México, el higo fue introducido por los misioneros espafoles en 1683 (Storey,
1977), quienes establecieron las plantas en los atrios de las iglesias en los estados
de Hidalgo, Guanajuato, Morelos, San Luis Potosi y Zacatecas. Se cree que de ahi
se distribuyo6 la plantacion del arbol de higo en todo el pais, y desde entonces es un
componente importante de los huertos familiares (Parra, 1996). En el siglo XIX, el
fruto de higo empezd a comercializarse en todo el territorio nacional como fruta
fresca o cristalizada (Carballo, 1980). Afios mas tarde, en las principales zonas de
produccion de higo se establecieron algunas fabricas de dulces que empezaron a
comercializar la fruta deshidratada y en almibar (Sanchez y Martinez, 1987; Parra,
1996). Esto contribuyd para que entre 1927 y 1946 se incrementara la superficie del
cultivo en un 255 %, consolidandose la oferta de esta fruta en el mercado nacional
(Carballo, 1980).



2.2. Caracteristicas botanicas del higo

Raiz. El sistema radical de la higuera es fibroso y superficial (20-45 cm de
profundidad), se expande triplicando el tamano de la copa (6-10 m) y es altamente
eficiente en la absorcion de agua y nutrimentos (Flores, 1990). Las plantas de un ano
de edad presentan raices fragiles que se rompen con facilidad en la base del tallo.
Las plantas de dos anos de edad presentan raices fuertemente unidas al tallo y son
menos susceptibles a dafos. En general, las plantas adultas se adaptan a suelos
calizos y pobres en nutrientes, toleran la salinidad, el déficit de humedad prolongado,
y son resistentes a nematodos (Melgarejo, 2000). Sin embargo, cuando se cultivan
en suelos arenosos muestran sensibilidad al ataque del nematodo Melodoygine

incognita (Flaishman et al., 2008).

Tallo. La higuera presenta un tallo principal grueso de hasta 0.3 m de diametro, con
corteza lisa, de color gris palido que se agrieta con facilidad porque es muy suave y
delgada, provocando debilitamiento de la planta (Flores, 1990). El tallo desarrolla
ramas primarias y secundarias cubiertas por una corteza fina, sin rugosidades. Los
entrenudos son abultados y desarrollan hojas e inflorescencias en cada yema axilar
(Flaishman et al., 2008). En ambientes favorables para el crecimiento de la planta,
los tallos son globosos, vigorosos y alcanzan los 10 m de altura. En contraste, en
condiciones desfavorables, como la presencia de heladas o sequia prolongada, los
tallos son compactos y pequenos (Flores, 1990). Las ramas del higo crecen de
manera continua desde la primavera hasta el otofio, y el desarrollo del fruto tiene
lugar de manera simultanea al crecimiento de las ramas, en las axilas de los brotes
vegetativos (Melgarejo, 2000). Las ramas presentan dominancia apical, son de facil

enraizamiento y se utilizan para la propagacion de la especie (Flores, 1990).

Hoja. Las hojas de la higuera son grades, de color verde intenso, de forma palmeada
con tres a siete l6bulos, muy reticuladas por el envés y con peciolo largo y grueso
(Flores, 1990). Presentan filotaxia alterna, crecen durante la primavera vy

permanecen en la planta hasta que las temperaturas bajas del otofio provocan su



caida. Una caracteristica distintiva de la higuera es la produccién abundante de latex
en las hojas y todos los tejidos verdes de la planta (Flores, 1990). El latex es
sumamente téxico y venenoso, por lo que es utilizado como sistema de defensa,
pudiendo causar la muerte de herbivoros, vertebrados, insectos y microorganismos
(Melgarejo, 2000).

Flor. Las flores de la higuera se encuentran dentro de un receptaculo carnoso
(Figura 1). Las flores femeninas presentan cinco pétalos de color rosa o blanquecino,
un solo carpelo, ovario supero, estilo largo o corto y estigma bifido (Figura 1); se
distribuyen de forma irregular en la inflorescencia y solo pueden ser observadas
seccionando el receptaculo. Las flores masculinas presentan tres sépalos y cuatro
estambres; se localizan en la entrada del ostiolo (Figura 1) y solo pueden ser
observadas al momento de la apertura de las bracteas que las protegen (Flores,
1990). Las plantas de higo pueden ser mondicas, si las flores masculinas y
femeninas estan presentes en la misma planta, o didicas, si las flores masculinas y

femeninas se encuentran en plantas separadas (Beck y Lord, 1988).

Fruto. El receptaculo floral se hincha y se vuele carnoso por la fecundacion,
desarrollando infrutescencias conocidas como brevas o higos, pero no existen
diferencias entre brevas e higos, solo la diferenciacion temporal en su desarrollo y
maduracion (Flaishman et al., 2008). Las infrutescencias (Figura 1) son siconos
blandos de sabor muy dulce, cubiertos por un exocarpio muy delgado de colores
variados como amarillo, café, morado, rojo o verde, segun la variedad (Solomon et
al., 2006), que contienen pequefios aquenios que semejan semillas, pero son en
realidad los frutos verdaderos (Melgarejo, 2000). Morfolégicamente, las
infrutescencias pueden ser ovoides o piriformes. Los frutos ovoides son mas anchos
en la parte media, mientras que los frutos piriformes son mas anchos cerca del
ostiolo. El ostiolo puede ser pequefio, mediano o grande, mientras que la cavidad
interna puede estar ausente, ser muy pequefia, pequefia, mediana, grande o0 muy
grande. El tamano de los frutos puede ser pequefio (29-46 mm de longitud y 28-38

mm de diametro), mediano (29-54 mm de longitud y 38-49 mm de diametro), grande
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(54-75 mm de longitud y 50-60 mm de diametro), o muy grande (> 75 mm de longitud
y > 60 mm de diametro). El tamafio del cuello puede ser corto (< 5 mm de longitud),
mediano (5-10 mm de longitud), o largo (> 10 mm de longitud). El pedunculo puede
ser largo y delgado, corto y grueso, o largo y grueso. El color de la pulpa puede ser
blanco-amarillo, ambar, rosa, rojo, o rojo oscuro. El albedo puede presentar
coloraciones claras o intensas. La firmeza puede ser baja, media, o alta. El contenido
de sdlidos solubles puede ser bajo (10-13 %), medio (13.1-16 %), alto (16-20 %), o
muy alto (> 20 %). La acidez titulable expresada como porcentaje de acido citrico
varia de < 0.05 - > 3 % (IPGRI, 2003).

/ Rama
-

Cicatriz de la hoja

Regién de absicion

Peddnculo

. I Flores pistiladas

Cuello Estilo corto
Ovario
! Caliz
T Pedicelo
Receptaculo
Estilo largo
R
Sicono Oyano
Caliz
Pedicelo -
Pedicelo
Cuerpo
Flores pistiladas
-1 Pulpa Flores estaminadas
Flores estaminadas s Estamen
Céliz
P |
Pedicelos i
- =

Ostiolo

Figura 1. Partes de las flores e infrutescencias de higo. Las flores pistiladas de estilo corto y las flores
estaminadas se encuentran en los higos silvestres. Las flores pistiladas de estilo largo se
encuentran en los higos comestibles. La figura fue adaptada de Storey (1975) y Stover et al.
(2007).
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Las infrutescencias de higo se desarrollan de manera similar a una yema. Cuando
las bracteas se abren para dar paso al receptaculo, miden de 2 a 4 mm;
posteriormente, el crecimiento continua, y en un lapso de 6 a 7 semanas llegan a los
2 0 4 cm de longitud. La infrutescencia continda su crecimiento y alcanza su tamano
maximo en la etapa de envero, que es cuando la infrutescencia se encuentra en
madurez comercial. El periodo de desarrollo de yema a fruto maduro varia de 115 a
121 dias (Melgarejo, 2000). Con forme avanza la maduracién, internamente se
produce el cambio de color blanco a amarillo, purpura, rosa o rojo, mientras que
externamente se desarrolla el color caracteristico de la variedad (Solomon et al.,
2006). A partir de que el fruto alcanza la maduracién completa se produce el
agrietamiento de la piel, y si no se cosecha se desprende del arbol en pocos dias
(Melgarejo, 2000).

2.3. Clasificacion taxonémica del higo

El género Ficus comprende especies cultivadas y especies silvestres que varian en
las caracteristicas fenotipicas de la planta y del fruto (Condit, 1955; Flaishman et al.,
2008). Sin embargo, toda esa variacion esta representada en taxones basicos, como

los que se muestran a continuacion:

* Reino: Vegetal.

* Subreino: Tracheobionta.
* Division: Magnoliophyta.
* Clase: Magnoliopsida.

* Orden: Rosales.

* Familia: Moraceae.

* Subfamilia: Ficeae.

* Género: Ficus.

* Subgénero: Ficus.

* Especie: F. carica.
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El higo es un componente floristico de la familia Moraceae. Esta incluye 37 géneros y
mas de 1,100 especies que son utilizadas para la produccion de fruto o madera
(Datwyler y Weiblen, 2004). El género Ficus es el mas diverso en el mundo, y
comprende aproximadamente 881 especies que se distribuye principalmente en
climas calidos y templados (Kumar et al., 2011). La especie F. carica es conocida por
sus frutos comestibles por humanos y animales, mientras que F. elastica y F.

microcarpa se utilizan con propdsitos ornamentales (Beck y Lord, 1988).

2.4. Tipos de higueras

Con base en la forma de polinizacion y el numero de cosechas producidas al ano, se
han descrito cuatro tipos de higueras (Toribio y Montes, 1996; Melgarejo, 2000; ligin
et al., 2007):

1. Higueras comunes. Las plantas presentan flores hermafroditas. Los frutos son
partenocarpicos, se autopolinizan pero no ocurre fecundacion; el fruto se
desarrolla por el estimulo que ocasiona el grano de polen sobre el estigma, no
producen semillas y producen una o dos cosecha al afo (Figura 2). Se cultivan en
Espafa, Estados Unidos y México (Melgarejo, 2000; Aguilera et al., 2009; CFAB,
2011). La variedad Black Mission pertenece a este tipo de higueras (Flaishman et
al., 2008).

2. Higueras tipo Smyrna. Las plantas presentan flores didicas y requieren
polinizacion. Los frutos desarrollan semillas y producen una sola cosecha al afio
(Figura 2). Se cultivan principalmente en el continente Africano y Europeo (Toribio
y Montes, 1996; Melgarejo, 2000). Las variedades Sarylop, Marabout y Zidi son

algunos ejemplos de este tipo de higueras (Flaishman et al., 2008).

3. Higueras tipo San Pedro. Las plantas presentan flores didicas. Los frutos son

partenocarpicos en la primera cosecha y requieren polinizacion en la segunda
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cosecha (Figura 2). Se cultivan en Espafa y Estados Unidos (Melgarejo, 2000).
A este tipo de higueras pertenecen las variedades Dauphine, King y San Pedro
(Flaishman et al., 2008).

4. Higueras Caprifig. También son conocidas como higueras silvestres. Las plantas
presentan flores didicas, producen tres cosechas al ano (Figura 2), pero los frutos
no son comestibles, solamente se utilizan como fuente de polen. Este tipo de
higos son los hospederos de la avispa polinizadora Blastophaga senes. Por esta
razon se cultivan en todas las regiones productoras de higos tipo Smyrna y San
Pedro (Melgarejo, 2000; llgin et al., 2007).

Tipos de higueras Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

c 1ra 2da
omunes Brevas Higos
Smyrna 1_ra
Higos

ira 2da
San Pedro Brevas Higos
Caprifig 3ra 1ra 2da 3ra*

Higos Higos Higos Higos

Figura 2. Periodo de produccion de frutos de higo en funcién del tipo de higuera cultivada para la region
de Israel. *: La 3 cosecha de las higueras Caprifig comienza en diciembre y continta en
enero del afio siguiente. Las higueras tipo Comun y San Pedro son biferas o reflorescentes,
es decir presentan dos flujos de produccién al afio. Las higueras tipo Smyrna son uniferas y
producen una sola cosecha al afio. La figura es de elaboracion propia y fue adaptada del
IPGRI (2003) y Flaishman et al. (2008).
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Ademas del tipo de higuera, la fecha de maduracion de los frutos de higo varia en
funcién de la variedad, las condiciones ambientales y de manejo agronémico del
cultivo. La maduracion se considera temprana si ocurre antes del mes de julio, y
tardia si se presenta después del mes de agosto (Sanchez y Martinez, 1987; IPGRI,
2003). El periodo de cosecha de higo puede ser muy compacto (< 15 dias),
compacto (15-20 dias), mediano (21-40 dias), amplio (41-60 dias), o muy amplio (>
60 dias) (IPGRI, 2003). Cuando es compacto, las infrutescencias conservan el
tamano. En contraste, cuando es amplio, las infrutescencias presentan diferentes
tamanos (Flores, 1990). Durante el otono los frutos son de menor calidad, alcanzan
menor tamano, presentan coloracion desuniforme, y contenido de sdlidos solubles
mas bajo (< 14 %) (Baccaunaud et al., 1995). Después de la cosecha, la planta de
higo entra en reposo, pero sus requerimientos de frio invernal son minimos. En
Espafa, temperaturas de 16 °C son suficientes para que la planta salga de ese
estado. Para disminuir pérdidas por falta de frio, se realizan aplicaciones de

cianamida de hidrégeno al 3 %, 30 a 60 dias antes de la brotacién (Melgarejo, 2000).

2.5. Variedades de higo

Aproximadamente 607 variedades de higo han sido descritas (Condit, 1955; Toribio y
Montes, 1996; Alvarez-Arbesu y Fernandez-Prieto, 2000). De estas, solo 46 son las
mas cultivadas en todo el mundo (Cuadro 1) (Flaishman et al., 2008), y 28 han sido
descritas como resistentes a bajas temperaturas (Price y White, 1902). A nivel
internacional, la produccién comercial de frutos de higo se basa en las variedades
Adriatic, Black Mission, Brown Turkey, Conadria, Kadota y Sarylop (Figura 3). Con
excepcion de Black Mission, la variedad partenocarpica de mayor produccion en
California, Estados Unidos (CFAB, 2011), todas estas variedades pertenecen a las
higueras tipo Smyrna o de polinizacién cruzada, y producen una sola cosecha al afio
(Piga et al., 2003; Koyuncu, 2004; Flaishman et al., 2008; EI-Gharably et al., 2009;
Sen et al., 2010; Xanthopoulos et al., 2010).
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Cuadro 1. Caracteristicas de las variedades de higo de mayor producciéon a

nivel internacional.

Cultivar Tipo de Region de Tamaiho Color del Color del Uso
higuera cultivo del fruto exocarpio mesocarpio

Abicouy Comun  Francia Mediano  Negro Rojo F/D
Adriatic Comun USA Pequefio Verde/Amarillo Rojo F/D
Allomi Smyrna Iran Mediano Morado/Negro Amarillo F
Alma Comun USA Pequefio Amarillo Ambar F
Bardacik Smyrna Turquia Pequeno Verde claro Rosa oscuro F
Black Comun USA Mediano  Negro Rosa/Purpura F
Mission Espana

México
Beall Comun USA Mediano Violeta Rosa claro
Beyaz San Turquia Pequefio Verde/Café Rosa claro
orak Pedro
Brawswic Comun  China Grande Café claro Ambar F
Brown Comun USA Grande Café oscuro Amarillo F/D
Turkey Israel
Bursa Smyrna  Turkey Grande Violeta/Negro  Rosa/Rojo F
Siyahi
Celeste Comun USA Pequefio Violeta/Café Ambar F
Chichek  Comun  Turquia Mediano  Negro Rojo F/D
Conadria Comun  USA Mediano  Verde/Amarillo Rosa claro D
Cuello de Comun  Chile Mediano Verde Rojo F
Dama Espana

Francia
Dalmatic Comun  Francia Grande Verde Rojo
Dauphine San Francia Mediano Verde Rosa/Rojo

Pedro
Goklop Smyrna  Turquia Muy Verde/amarillo Rosa/Rojo F/D
grande
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Cuadro 1. Caracteristicas de las variedades de higo de mayor producciéon a

nivel internacional (continuacion).

Cultivar Tipo de Region de Tamaiho Color del Color del Uso
higuera cultivo del fruto exocarpio mesocarpio
Kadota Comun  Chile Mediano  Verde/Amarillo Amarillo F
Italia
USA
Kalomon Smyrna Grecia Grande Verde Ambar F/D
Kashky Smyrna Iran Mediano  Amairillo Rojo F/D
Kshany Comun  Iran Grande Amarillo Rojo F
King San USA Mediano Rojo Ambar F
Pedro
Lampa San Espana Mediano Verde/Morado Ambar F/D
Preta Pedro Italia
Lampiera San Portugal Mediano Café claro Rosa F
Pedro
Mangefy Comun  Iran Grande Amarillo Amarillo F
Masui Comun  Japodn Grande Morado Rosa F/D
dauphine
Meshky  Comun  Iran Grande Morado/Negro Rojo F/D
Neri Comun Iltalia Mediano  Negro Rojo
Panache Comun  USA Mediano Verde/Amarillo Rosa/Rojo
Ponte de San Italia Mediano Verde/Morado Rosa
la gada Pedro
Roshnick Comun  Albania Pequefio Café Amarillo D
Sabz Smyrna Iran Grande Amarillo Ambar F/D
Shah- Smyrna Iran Grande Verde/Amarillo Amarillo F/D
anjer
San Smyrna Italia Pequefio Verde Amarillo D
Pietro
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Cuadro 1. Caracteristicas de las variedades de higo de mayor producciéon a

nivel internacional (continuacion).

Cultivar Tipo de Region de Tamaiho Color del Color del Uso
higuera cultivo del fruto exocarpio mesocarpio
Sarylop Smyrna USA Grande Verde/Amarillo Ambar D
Turquia
Sierra Comun  USA Grande Amarillo Rosa claro
Siyah Smyrna Iran Mediano Morado Rosa/Rojo
Siyah Comun  Turquia Grande Morado Rosa oscuro
incir
Siyah Comun  Turquia Pequefio Morado/Negro Rojo F
orak
Sultani Comun  Egipto Mediano Morado/Café  Rosa F/D
Turquia
Verde Smyrna Italia Pequeino Rojo Ambar D
Tsapela Smyrna Grecia Mediano  Amairillo Ambar D
Yesilguz Smyrna Turquia Grande Verde claro Rojo oscuro F
Zard Comun  Iran Grande Amarillo Amarillo F
peazi Marruecos
Zidi Smyrna  Turquia Muy Morado/Negro Rojo F/D
grande

Fuente: Elaboracién propia con informacion tomada de Condit (1955), Storey (1977), Piga et al. (2003),
Koyuncu (2004), Flaishman et al. (2008), El-Gharably et al. (2009), Sen et al. (2010),
Xanthopoulos et al. (2010). *F: fresco, F/D: fresco y deshidratado, D: deshidratado.
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Adriatic Black Mission

Brown Turkey Conadria

Kadota Sarylop

Figura 3. Variedades de higo de mayor valor comercial en el mundo. La figura es de elaboracién propia
y fue adaptada con imagenes tomadas de diferentes sitios web: http:/figsfun.com/fvar-
Sframes1.html,  http:/photobucket.com/albums/ffPawgene/figs.html,  http://wahaiifruit.net,

http://jmarchinifarms/figs.com, http:/glutenfreelifestyleitaliangirl.com, http://gofreshusa.com.
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2.6. Propiedades nutritivas y nutracéuticas del higo

El higo contiene sustancias nutritivas como las vitaminas, minerales, carbohidratos,
proteinas y fibra dietética, que ayudan al crecimiento y desarrollo en nifios (Cuadro
2). La proporcion de cada componente varia de acuerdo con factores diversos, como
las condiciones edafoclimaticas del cultivo, la especie, la variedad y la etapa de

desarrollo del fruto (Baccaunaud et al., 1995; Ersoy et al., 2007).

Cuadro 2. Composicién quimica de frutos de higo fresco y deshidratado.

Nutriente Cantidad (100 g de porcion)
Fruto fresco Fruto deshidratado

Vitamina A 2.0 mg 0.0 mg
Vitamina C 2.0 mg 1.0 mg
Vitamina B6 0.11 mg 0.11 mg
Calcio 35.0 mg 162.0 mg
Potasio 232.0 mg 680.0 mg
Magnesio 17.0 mg 68.0 mg
Sodio 1.0 mg 10.0 mg
Fierro 0.07 mg 67.0 mg
Fésforo 14.0 mg 167.0 mg
Zinc 0.15 mg 0.55 mg
Carbohidratos 19.18 g 63.87 g
Proteinas 0.75¢ 3.30¢g
Fibra dietética 290¢g 9.80¢g
Agua 79.11 % 30.05 %
Cenizas 0.66 g 1.86 g
Valor energético 74.0 kcal 249.0 kcal

Fuente: INCAP (2012),
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En frutos de higo maduros de las variedades Bursa Siyahi, Jemaaoui, Magouli,
Rogabi, Wedlani y Zidi, las sustancias nutritivas mas abundantes son la glucosa
(3.49), fructosa (2.54), y los minerales como el calcio (162.0-295.86), magnesio
(68.0-71.64), potasio (680.0-739.75), fosforo (67.0), sodio (10.0-28.95), fierro (2.03),
y zinc (1.25), mg por 100 g de materia seca (Aljane et al., 2007; Ersoy et al., 2007).

El higo no contiene grasa ni colesterol, y es fuente de benzaldehido, un compuesto
anticancerigeno (Slavin, 2006). El valor energético elevado del higo (74 kcal),
derivado de su contenido de azucares, convierten al fruto de higo en un producto
energizante, ideal para el consumo de personas con desgaste fisico, nifios en

crecimiento, estudiantes y deportistas (USDA, 2005).

El estudio de las propiedades nutracéuticas del higo, como los fenoles y
antocianinas, ha cobrado importancia debido a que mejoran la calidad de vida del
humano, manteniendo niveles adecuados de salud y previniendo enfermedades
cronicas (Vinson, 1999; Piga et al., 2008; El Gharras, 2009). En higos frescos, los
compuestos fenodlicos varian de 1000 a 1100 mg kg’ (Vinson, 1999), y las
antocianinas se presentan en cantidades de 162 mg kg” (Aguilera et al., 2009). En
particular, la variedad Black Mission posee los contenidos mas altos de antocianinas,
por lo que esta considerada como la variedad que presenta la capacidad antioxidante
mas elevada (36 %) de todos los tipos de higueras y colores del fruto (Solomon et al.,
2006).

2.7. Indicadores de cosecha del higo

El color y la firmeza del fruto de higo son los indicadores de cosecha mas
importantes (Celikel y Karacali, 1998; Oezeker y Isfendiyaroglu, 1998; Brien y Hardy,
2002; Rodov et al., 2002; Souza y Ferraz, 2005; Colares y De Oliveira, 2009). Los
frutos deben ser cosechados cuando alcanzan la madurez completa. Cuando el fruto

se destina al consumo en fresco, debe estar completamente coloreado y firme.
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Cuando se usa para deshidratacion solar, en algunos lugares como Turquia o
Marruecos, se deja madurar en el arbol hasta que se desprenda por si solo (Brien y
Hardy, 2002).

En las variedades de higo conocidos como Bardacik, Cicek, Ciftlikkoy, Kurabakunya,
Irimor, Ovacik y Yesilkapli, la firmeza del fruto varia de 0.20 a 1.20 kg cm™ (Oezeker
y lIsfendiyaroglu, 1998). Las diferencias se atribuyen a la geometria asimétrica,
cavidad interna (a mayor tamafio menor calidad), contenido de fibra, tipo de tejido y

resistencia mecanica del fruto, que en general es baja (Souza y Ferraz, 2005).

En particular, el mejor indicador para la cosecha de frutos de higo de la variedad
Roxo de Valinhos, es una deformacién del 10 % con respecto a la forma original del
fruto (Colares y De Oliveira, 2009). Para Black Mission, el criterio éptimo es un color
entre morado claro y oscuro, sintiéndose suaves al tacto con ligera presion; mientras
que para los higos tipo Smyrna, el color debe ser blanco amarillento o amarillo claro
y ser completamente firmes (Crisosto et al., 2002). La variedad Brazilian presenta
diferentes indicadores de cosecha, dependiendo de la época del afio, siendo
conveniente recolectarlo en verano, cuando desarrolla de un 70 a 90 % de coloracion
morada y son firmes. En otofio, los frutos deben exhibir mas de un 90 % de color

morado y ser un poco suaves (Rodov et al., 2002).

En los principales paises productores de higo, en la mayoria de las variedades, el
momento 6ptimo para la cosecha es cuando la piel se agrieta. Sin embargo, por
cuestiones de apariencia, los consumidores prefieren frutos sin rajaduras, lo que
obliga a que la infrutescencia se coseche en madurez fisioldgica. El agrietamiento
coincide con la madurez de consumo, pero si ho se consume se debe deshidratar

para que pueda almacenarse (Melgarejo, 2000).
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2.8. Fisiologia y vida de anaquel del higo

El higo pertenece al grupo de los frutos climatéricos. Su tasa de respiracion y
produccién de etileno es moderada, con valores de 10 a 20 mg CO, kg h™' y de 1 a
10 wl CyHs kg h” respectivamente (Kader, 2002). Cuando el fruto esta
completamente maduro es exageradamente suave, altamente perecedero y muy
susceptible a dafios mecanicos, por lo que su vida de anaquel es de dos dias cuando
mas (Venditti et al., 2005).

En primavera, después de la cosecha, los frutos de higo muestran un
comportamiento climatérico, con cambios en color, firmeza y contenido de sélidos
solubles; pero en otofio, muchos de esos cambios no ocurren, porque son
fuertemente afectados principalmente por las temperaturas inferiores a 10 °C
(Melgarejo, 2000). En general, la sintesis de azucares se incrementa
significativamente en el fruto dos semanas antes de la cosecha (Yahata y Nogata,
1999).

La principal restriccion para la comercializacion del fruto fresco es su corta vida de
anaquel, la cual no supera los dos dias debido principalmente al acelerado proceso
de maduracion y crecimiento de patogenos (Venditti et al., 2005), a técnicas de
cosecha (manual o mecanica), a transporte, empaque y condiciones de
almacenamiento inadecuadas como frutos a granel, sin empaque, a temperatura y

humedad relativa ambiental (Lima et al., 2005).

Los frutos de higo que se almacenan a 15 °C durante una semana, presentan un
rapido ablandamiento de los tejidos, disminuciéon de azucares totales, firmeza del
fruto, y decoloracion de la piel cuatro dias después de la cosecha, comparados con
los frutos almacenados a 5 °C, los cuales disminuyen su firmeza y contenido de
azucares totales lentamente (Yahata y Nogata, 2000). Por otro lado, los frutos
almacenados a 2 y 8 °C y 90 % de humedad relativa durante dos semanas,

disminuyen su peso entre un 10.1y 16.9 % (Venditti et al., 2005).
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El uso de peliculas plasticas como empaque en frutos de higo fresco, almacenados a
1 °Cy 70 % de humedad, permiten almacenar los frutos por 15 dias, ademas de
conservar el aspecto externo y textura del fruto. En contraste, los frutos refrigerados
bajo las mismas condiciones de almacenamiento sin empaque, después de 10 dias

presentan altos valores de jugosidad (Gawade y Waskar, 2005).

Las atmdsferas modificadas con 60, 70, 80 y 90 % de CO., permiten alargar la vida
de anaquel por 30 dias, retardar la tasa de ablandamiento, y conservar la apariencia
visual de frutos de higo de la variedad Masudohin, almacenados a 0 °C, sin afectar el
contenido de acidez y sélidos solubles (Park y Jung, 2000). En frutos de la variedad
Craxiou de Porcu, las atmdésferas modificadas con 100 % de CO, o N,, mantienen la
frescura de los frutos durante una semana y disminuyen las pérdidas postcosecha de
un 30 a 55 % (D'Aquino et al., 1998).

Con atmdsferas controladas a altas concentraciones de CO, disminuye la velocidad
de respiracion y la tasa de produccion de etileno, pero incrementa la produccion de
etanol y acetaldehido en higos tipo Calymirna y Black Mission (Colelli y Kader, 1994).
Para conservar buena calidad de estas variedades, se recomienda almacenarlos a
temperaturas de 0 a 5 °C, en atmadsferas enriquecidas con 15 a 20 % de CO, (Colelli
y Kader, 1991).

Las bajas concentraciones de O, (2 %) y altas concentraciones de N, (98 %), son
mas efectivas en la conservacion de frutos de higos de la variedad Mavra (de color
morado), almacenados a -1 °C. Bajo estas condiciones de almacenamiento,
disminuye la velocidad de respiracion y la tasa de produccion de etileno, se mantiene
la firmeza y los cambios en coloracion de la pulpa o la piel, y los cambios en
contenido de sélidos solubles y acidez titulable no son significativos (Tsantili et al.,
2003). Se debe tomar en cuenta que el tiempo de conservacion de los frutos varia en
funcion de la temperatura, humedad relativa, composicion de la atmodsfera

seleccionada, la variedad y la etapa de maduracion del fruto (Kader, 2003).
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2.9. Control de microorganismos en higo

El método de control predominante de microorganismos en higos frescos sigue
siendo el quimico. Sin embargo, existe una tendencia a utilizar métodos alternativos
y sustancias que no causan dafos en la salud humana ni en el medio ambiente,
como los llamados “compuestos seguros” (Cuadro 3). Estos compuestos, conocidos
en Inglés como GRAS (Generally Recognized as Safe), son utilizados para el control
de microorganismos en frutos frescos y como tratamientos microbianos pre y pos
deshidratacion, para la conservacion de los frutos por periodos prolongados (Lima et
al., 2005; Venditti et al., 2005).

Los compuestos seguros, como el carbonato de sodio (Na,CO3) y acido acético
(CH3COOH) en concentraciones de 0.5 al 3 %, han sido utilizados en la variedad de
higo Craxiou de Porcu como posibles alternativas para el control de Botritys cinerea,
previo al almacenamiento de los frutos frescos (2 y 8 °C y 90 % de humedad relativa)
por dos semanas. El bicarbonato de sodio (NaHCOs3) al 0.5 %, cloruro de calcio
(CaClyp) al 3 %, y acido acético (CH;COOH) al 1 %, se han probado en frutos de
chabacano, granada, kiwi y naranja. En todos los casos, los tratamientos han sido
exitosos, logrando reducir en forma significativa las pérdidas postcosecha causadas
por pudricion o sobremaduracién del fruto. Ademas, el cloruro de calcio generd un

incremento variable en la firmeza (Antunes et al., 2007).

El agua caliente (30 °C por 65 min y 80 °C por 16 min) combinada con peroxido de
hidrégeno (H20,) al 2.5 %, se han utilizado para controlar la carga microbiana en
frutos de higo de la variedad Sarylop. Sin embargo, no se ha alcanzado un buen
control de los microorganismos, pues la cantidad de bacterias encontradas en los
frutos es elevada (2.20-2.73 cfu g™'), y no hay ninglin control sobre levaduras (26.5
cfu g') (Demirbuker et al., 2004).
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Cuadro 3. Métodos de control de microorganismos en pre y postcosecha de higo.

Método Concentracion/ Tiempo Formade Patégenos Eficiencia

T(°C) aplicacién controlados (%)
Compuestos
seguros
Na>COs 0.5-3 % NR NR B. cinerea 90-98
C2H402 25-100 ppm NR NR B. cinerea 90-98
Calor 30°C 65 min  Inmersion Bacterias 0
80 °C 16 min  Inmersion  mesofilicas 0
Calory 80 °C 16 min  Inmersion  Levaduras 3-40
Ozonificacién 1-10 ppm 3-5h Vacio Bacterias 16-100
mesofilicas
Coliformes, 11-70
Levaduras y
hongos
0.1-1.0 ppm 1h Vacio E. coli 8-50
1-9 ppm 1h Vacio B. cereus 57-64
Rayos Uv NR 1-2 h Radiacion Hongos 94 %
toxigenos

Fuente: Elaboracion propia con informacién tomada de Antunes et al. (2003); Demirbuker et al. (2004);
Venditti et al. (2005); Molinu et al. (2006); Oztekinet al. (2006); Antunes et al. (2007); Isman 'y
Biyik (2008); Yelsicimen y Ozdemir (2008).

En general, la efectividad que se logra en el control de levaduras, hongos y bacterias
de los frutos de higo, depende de las caracteristicas del tratamiento que se utilice, la
dosis de aplicacion de las sustancias utilizadas, y el tiempo de exposicion del fruto.
Se sugiere evitar el contacto de los frutos cosechados con el suelo, ya que ahi se
aloja una gran cantidad de esporas de diferentes microorganismos (Karaca y Nas,
2008).
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2.10. Cultivo del higo en México

La higuera es una especie vegetal tolerante a la sequia que ofrece muchas ventajas
de produccidn en amplias regiones ecoldégicas de México. Después de su
introducciéon en nuestro pais por los misioneros espanoles (Storey, 1977), la higuera
se convirtié en un componente importante de los huertos familiares (Parra, 1996). La
planta crece en toda la Republica en forma de poblaciones naturales. Sin embargo,
es cultivada a campo abierto en condiciones de secano solo en algunos estados
(Figura 4). Desde 1980, la superficie sembrada (ha) y la produccién (Ton) de higo a
nivel nacional ha sufrido fluctuaciones, debido a que la época de cosecha del fruto
(junio-julio) coincide con la época de lluvias, lo que favorece la infeccién por
patdogenos y causando pérdidas de biomasa, cambios de color, sabor y textura del
fruto, y pérdidas postcosecha hasta del 50 % (Sanchez y Martinez, 1987; Chimi et
al., 2008).

@

3

Figura 4. Distribucion actual del cultivo de la higuera con fines comerciales en la Republica Mexicana.
La figura es de elaboracion propia y fue adaptada con informacién tomada del SIAP (2011) e

imagenes tomadas del sitio web (http://jmarchinifarms/figs.com).
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Para disminuir las pérdidas postcosecha elevadas de higo, los productores
tradicionalmente recurren a la cristalizacion de los frutos. Este método postcosecha
ha resultado ser eficiente para conservar los frutos por mas tiempo, extender su
periodo de comercializacion, e inhibir el desarrollo de microorganismos. Sin
embargo, las principal desventaja de la cristalizacion es que eleva la cantidad de
azucares totales de los frutos y ademas los frutos presentan un contenido mineral
escaso, debido a que son cosechados antes de la madurez comercial (Sanchez y
Martinez, 1987).

Actualmente, los principales productores de higo a campo abierto son los estado de
Morelos (851 ha), Baja California Sur (278 ha), Hidalgo (53 ha), Veracruz (40 ha), y
el Distrito Federal (23 ha). La producciéon anual estimada es de 3,642 Ton, y el
rendimiento promedio es de 4.48 Ton ha” (SIAP, 2011). Esta produccién no es
suficiente para satisfacer la demanda nacional, por lo que se recurre a la
importacion, principalmente de fruta deshidratada. Las principales razones por las
que la produccién de higo se ha mantenido estancada (Cuadro 4) han sido la
ausencia de tecnologias para el manejo agronomico y el manejo postcosecha del

cultivo, asi como la falta de capacitacion a productores (Sanchez y Martinez, 1987).

Cuadro 4. Comportamiento de la produccién de higo en México durante los ultimos

30 afios.
Aino Superficie Produccion Rendimiento
sembrada (ha) (Ton) (Ton ha!)
1980 4,126 24,975 6.2
1990 787 3,059 4.3
2000 1,1170 2,425 29
2010 1201 3,640 4.4

Fuente: Elaboracion propia con informacién tomada del SIAP (1980-2010).
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El cultivo en invernadero podria ser una alternativa para incrementar la produccion
de higo y satisfacer la demanda nacional. En Espafa, la implementacién de los
sistemas modernos de la agricultura protegida han permitido incrementar el
rendimiento de 4.5 Ton ha™' a campo abierto a 81.0 Ton ha afio™ bajo invernadero
(Melgarejo et al., 2007).

En México, el cultivo de higo bajo cubierta plastica ha sido explorado desde
mediados del 2008, pero solamente a nivel experimental, en Texoco, estado de
Meéxico. Los sistemas de produccidon consistian en el establecimiento del cultivo en
suelo a baja densidad, en invernaderos rusticos con fertilizaciéon manual y aplicacion
de riego rodado. Sin embargo, con estos sistemas fue posible obtener 120 Ton de

fruto por héctarea por afio (Mendoza, 2009).

En los sistemas de produccion rusticos, las tuzas (Geomys arenarius) y las aves se
convirtieron en una plaga importante que redujeron drasticamente la densidad de
plantacién y el rendimiento de higo (Mendoza, 2009). Por este motivo, los sistemas
de produccion de higo a nivel experimental han ido evolucionado. Actualmente, las
plantas son cultivadas en macetas con diferentes sustratos y sistemas de fertirriego
para evitar las pérdidas por tuzas y como sistema innovador, o que ha permitido

incrementar la produccion y cosechar fruta durante todo el ano.

2.11. Caracterizacion de higo con base en atributos morfolégicos

Para la caracterizacion morfologica de especies y variedades, generalmente se
utilizan las guias internacionales del IPGRI o de la UPQV (International Union for the
Protection of New Varieties of Plants) (IPGRI, 2003; Gallegos et al., 2005). Entre
1980 y el 2003, el IPGRI desarrollé guias técnicas para la caracterizacién estandar
de atributos morfologicos de 89 cultivos distintos, incluyendo al aguacate, arroz,

avena, café, citricos, durazno, fresa, frijol, higo, maiz, manzana, papa, papaya, pifia,
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sorgo, soya, y tomate. Estas guias contemplan la caracterizacion morfolégica de las

plantas con base en 6 tipos de descriptores:

1. Biologicos: tipo de polinizacién, longitud del periodo de polinizacion, periodo del
amarre de frutos, fecha de maduracién, periodo de cosecha y principio de

defoliacion de la planta.

2. De crecimiento: habito de crecimiento, vigor de la planta, numero de ramas,
dominancia apical, formacién de brotes laterales, estacion de crecimiento de los
brotes laterales, forma, longitud, diametro y color de las yemas terminales y

capacidad de enraizamiento de los brotes.

3. De la hoja: numero de hojas por tallo, forma de la hoja, de la base y del margen
de la hoja, numero de Iébulos, forma de los I6bulos, longitud, diametro y area de
la hoja, color de la hoja, venaciéon de la hoja, longitud, diametro y color del

peciolo.

4. Del fruto: color del exocarpio y mesocarpio, forma, tamano, longitud y diametro y
color del fruto, forma del apice del fruto, tamano, color y grado de adhesién del
ostiolo, forma, tamano de la cavidad, longitud del cuello, longitud y grado de
abscision del pedunculo, facilidad de pelado, presencia de estrias, presencia de
lenticelas, tamafo y color de las lenticelas, color del albedo, sabor, jugosidad,

firmeza, contenido de sdlidos solubles totales y acidez total (IPGRI, 2003).
5. Agrondmicos: numero de hojas por rama, numero de ramas por tallo, longitud
del tallo, longitud de las ramas, numero de frutos por rama, fechas de poda,

rendimiento por arbol, rendimiento por hectarea, rendimiento entre los 3 y 5 afos.

6. Susceptibilidad a estrés biético y abiotico: resistencia a temperaturas altas o

bajas, resistencia a sequia, salinidad y plagas y enfermedades.
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La caracterizacion morfolégica se debe realizar en plantas que crecen bajo un mismo
ambiente, en las que se hayan detectado caracteres distintivos de importancia en la
diferenciacion de especies y variedades. En caso de que las plantas no produzcan
alguna caracteristica importante para su diferenciaciéon, pueden ser llevadas a un
ambiente distinto en donde puedan expresar rasgos caracteristicos que permitan

diferenciarlas (Gallegos et al., 2005).

La morfologia reflejada por los frutos de higo se debe en parte a las condiciones del
medio ambiente en que se han desarrollado y evolucionado (Condit, 19955; Storey,
1977). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que algunas de esas
caracteristicas se hayan generado por cambios evolutivos recientes, tal como sucede

en el caso de las cactaceas (Bravo, 1978).

2.12. Caracterizacion de higo con base en marcadores moleculares

La caracterizacion genética de plantas en general ha sido mejorada a través del uso
de técnicas de biologia molecular, como los marcadores bioquimicos y moleculares,
caracteres citolégicos, y la identificaciéon de genes (Arulsekar y Parfitt, 1986; IPGRI,
2003; Satwar, 2012).

Los marcadores bioquimicos se basan en el uso de isoenzimas como la acido
fosfatasa (ACPH), esterasas a and B (EST A and B), isocitrato deshidrogenasa
(ICD), malato deshidrogenasa (MDH), fosfogluconato deshidrogenasa (PGD),
fosfoglucosa isomerasa (PGl), fosfoglucosa mutasa (PGM) y peroxidasas (Arulsekar
y Parfitt, 1986).

Los marcadores moleculares son diversos. Al menos 40 tipos de marcadores han
sido descritos. Los mas comunes son los RFLPs, RAPDs, ISSRs, AFLPs vy
Microsatélites (Semagn et al., 2006; Sarwat, 2012). Cada tipo de marcadores

presenta ventajas y desventajas, las cuales pueden ser utilizadas con base en los
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objetivos y la precisidbn que se desea obtener en la investigacion (Semagn et al.,
2006). Estos cinco tipos de marcadores han sido utilizados en higo en estudios de
genotipificacion, diversidad genética de plantas silvestres o tipo Caprifig, estimacion
de diferencias genéticas y seleccién de clones de interés, identificacion de especies
y variedades, y determinacion de relaciones filogenéticas (Galderisi et al., 1999;
Cabrita et al., 2001; De Masi et al., 2003; Khadari et al., 2003; Giraldo et al., 2005;
Khadari et al., 2005; De Masi et al., 2005; Guasmi et al., 2006; Chatti et al., 2007;
Mallikarjuna et al., 2010; Dalkilic et al., 2011).

Los caracteres citoldégicos consideran principalmente el numero de cromosomas vy el
nivel de ploidia de la especie estudiada, mientras que la identificacion de genes se
basa en la secuenciacion de genes especificos que controlen alguna caracteristica
de interés particular (IPGRI, 2003).

Particularmente en higo, la identificacion o diferenciacion de especies y variedades
se ha mejorado mediante analisis de huellas de ADN (Khadari et al., 2003; Guasmi et
al., 2006; Jabbarzadeh et al., 2010; Khaled et al., 2010; Mallikarjuna et al., 2010;
Hassan et al., 2011; Palai y Rout, 2011; Sarwat, 2012). La deteccion de huellas de
ADN requiere de la técnica de electroforesis para separar las moléculas en funcion
de su peso molecular, a través de una matriz semisélida que normalmente es

agarosa o poliacrilamida (Garcia, 2000; Osorio et al., 2005).
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lll. DIVERSIDAD MORFOLOGICA DE HIGOS (Ficus carica L.) EN MEXICO

3.1. Resumen

El higo comun (Ficus carica L.) crece en poblaciones naturales y cultivadas en todos
los estados de la Republica Mexicana. Sin embargo, la diversidad genética existente
en el pais es completamente desconocida, y no existen parametros para la
caracterizacion fenotipica o genética de poblaciones de higo. Ante la falta de
informacion, se cree que los higos mexicanos pertenecen a la variedad espanola
Black Mission. En este estudio, nosotros presentamos una caracterizacion
morfolégica de seis poblaciones de higos mexicanos basada en una combinacion de
atributos cualitativos y cuantitativos del fruto. Nuestros resultados muestran que
después de cientos de anos los higos negros se han adaptado a condiciones
ambientales locales en el centro de Meéxico, generando con ello variedades
claramente distintas que representan diversidad morfolégica valuable y previamente
no descrita. Las principales diferencias morfolégicas entre las poblaciones
mexicanas de higo identificadas en este estudio son el tamafio o peso del fruto, el
color de la pulpa, y la longitud del cuello y la forma del pedunculo. Con base en estos
resultados sugerimos que las poblaciones descritas en este estudio son variedades
naturales de higo, y les asignamos un nombre que las identifica con su lugar de
origen. La caracterizacion morfoldégica que presentamos aqui establece las bases

para la futura caracterizacién agronémica y molecular de variedades de higo.

Palabras clave: diversidad morfoldgica, variedades de higo, atributos cualitativos y

cuantitativos del fruto.
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MORPHOLOGICAL DIVERSITY OF FIGS (Ficus carica L.) IN MEXICO

3.2. Abstract

The common fig (Ficus carica L.) grows in natural and cultivated populations in all the
states of the Mexican Republic. However, the natural diversity that exists in this
species is completely unknown, and parameters for the phenotypic or genetic
characterization of fig populations do not exist. Due to the lack of information, it is
believed that Mexican figs belong to the Spanish variety Black Mission. In this study,
we present a morphological characterization of six Mexican fig populations based on
qualitative and quantitative fruit traits. Our results show that after hundreds of years of
cultivation, black figs have been adapted to the local environmental conditions of the
Central Mexico region, yielding this in several clearly distinct varieties, which
represent valuable and previously undescribed morphological diversity. The main
morphological differences identified in this study among Mexican fig populations are
the fruit size or weight, color of the pulp, length of the neck, and the shape of the
stalk. Based on these results we suggest that the populations described in this study
are native fig varieties, and we assigned to them a name that identifies their place of
origin. The morphologic characterization that we present in this study establishes the

basis for further agronomic and molecular characterization of fig varieties.

Key words: morphological diversity, fig varieties, qualitative and quantitative fruit

traits.
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3.3. Introduccioén

El fruto de higo (Ficus carica L.) es importante en la alimentacién humana por su
contenido de proteinas, vitaminas, minerales, carbohidratos y fibra dietética (Aljane
et al., 2007; Ersoy et al., 2007; INCAP, 2012). El contenido de proteinas varia de
0.75 a 3.30 g por 100 g de porcion comestible (INCAP, 2012). Las vitaminas mas
abundantes en los frutos de higo son la vitamina A (2.0 mg), vitamina B6 (0.11 mg)y
vitamina C (2.0 mg por 100 g de porcién comestible) (INCAP, 2012). Los minerales
como el calcio (35.0 a 162.0 mg), potasio (232.0 a 680.0 mg), magnesio (17.0 a 68.0
mg), sodio (1.0 a 10.0 mg), fierro (0.07 a 67.0 mq), fosforo (14 a 167.0 mq), y zinc
(0.15 a 0.55 mg) por 100 g de porcidn comestible, son los nutrientes que se
encuentran en mayor proporcion en los frutos (Aljane et al., 2007; INCAP, 2012). Los
principales carbohidratos del fruto son la glucosa (3.49 mgq) y fructosa (2.54 mg por
100 g de materia seca) (Ersoy et al., 2007). La fibra dietética de los frutos varia de
2.90 a 9.80 mg por 100 g de porcion comestible (INCAP, 2012). El valor energético
elevado del higo (74.0 a 249.0 kcal), derivado de su contenido de azucares, convierte
al fruto de higo en un producto energizante, ideal para el consumo de personas con

desgaste fisico, nifios en crecimiento, estudiantes y deportistas (USDA, 2005).

Los frutos de higo no contienen grasa ni colesterol y son fuente de benzaldehido, un
compuesto anticancerigeno (Slavin, 2006), y antioxidantes (Vinson, 1999; Slavin,
2006; Aguilera et al., 2009). En particular, la variedad Black Mission posee los
contenidos mas elevados de antocianinas, por lo que esta considerada como la
variedad que presenta la capacidad antioxidante mas elevada (36.0 %) (Solomon et
al., 2006) de todos los tipos (Comun, Smyrna, Caprifig y San Pedro) y mas colores
de frutos de higo (negro, rojo, verde, amarillo y café) (Toribio y Montes, 1996;
Melgarejo, 2000; Solomon et al., 2006; ligin et al., 2007). Los antioxidantes
desarrollan funciones nutracéuticas que mejoran la calidad de vida del humano,
manteniendo niveles adecuados de salud y previniendo enfermedades cronicas
(Vinson, 1999; Piga et al., 2008; EI Gharras, 2009). Por todas estas propiedades, el
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higo es considerado como uno de los frutos mas saludables y nutritivos (Piga et al.,
2003; Slavin, 2006).

Los frutos de higo se consumen como fruta fresca, deshidratada o industrializada, en
forma de jugos, mermeladas, pastas, vinos y licores (Piga et al., 2003; Slavin, 2006).
Medicinalmente, las hojas de la planta son utilizadas como analgésico,
antimicrobiano cicatrizante, desinflamante, desparasitante, expectorante, laxante y
reafirmante (Goor, 1965; Grivetti y Applegate, 1997). También son utilizadas en
tratamientos de alopecia, eliminacién de verrugas e infertilidad de la mujer. Por esta
razon, los griegos consideran a la higuera como un simbolo de fertilidad (Goor, 1965;
Grivetti y Applegate, 1997).

Los frutos de higo, llamados infrutescencias, son siconos blandos de sabor muy
dulce, cubiertos por un exocarpio muy delgado de colores variados como negro, rojo,
verde, amarillo o café, segun la variedad (Solomon et al., 2006). Las infrutescencias
contienen pequefos aquenios que semejan semillas, pero son en realidad los frutos
verdaderos (Melgarejo, 2000). El receptaculo floral se hincha y se vuele carnoso por
la fecundacién, desarollando brevas o higos, segun la fecha de maduracién, pero no
existen diferencias genéticas ni morfolégicas entre brevas e higos, solo la
diferenciacion temporal en su desarrollo y maduracion (Flaisman et al., 2008).
Morfolégicamente, las infrutescencias pueden ser ovoides o piriformes (IPGRI,
2003). Cuando la cosecha es compacta, las infrutescencias conservan la forma y el
tamano. En contraste, cuando la cosecha es abundante, se pueden encontrar
infrutescencias de diferentes formas y tamanos (Flores, 1990). El periodo de cosecha
varia segun el tipo de higuera cultivada. Al final de este periodo, la planta se defolia 'y
entra en reposo. En ambientes benignos, con temperaturas de 10 °C, las yemas
pueden permanecer en el arbol durante el invierno y continuar su crecimiento en la
primavera. Por esta razén, en un mismo brote se pueden encontrar brevas en ramas
del afio anterior e higos en ramas en crecimiento anual. La temperatura, fotoperiodo
y humedad relativa afectan el tamano del fruto y el desarrollo del color (Flaishman et
al., 2008).
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La caracterizacion morfolégica de especies y variedades de higo se basa en
atributos cualitativos y cuantitativos del fruto (IPGRI, 2003). Las caracteristicas
evaluadas mas importantes son el tamafio o peso del fruto, longitud, diametro, color
del exocarpio y mesocarpio, firmeza, tamafo del ostiolo, tamafo de la cavidad,
longitud del cuello, y forma del pedunculo (IPGRI, 2003; Ersoy et al., 2008; Aljane y
Ferchichi, 2009). A nivel internacional, las variedades comerciales conocidos como,
Black Mission, Bursa Siyahi, Conadria, Deanna, Kimy, Niedda Longa, Mattalona, San
Pietro, Sarylop, Verde y Tsapela, han sido caracterizadas morfolégicamente (Piga et
al., 2003; Babalis y Belessiotis, 2004; Koyuncu, 2004; Gawade y Waskar, 2005;
Xanthopoulos et al., 2007; Flaishman et al., 2008; EI-Gharably et al., 2009; Piga y Del
Caro, 2009; Sen et al.,, 2010). De todas estas variedades, solo Black Mission
pertence al tipo de los higos comunes o partenocarpicos, mientras que las demas
variedades pertenecen a los higos tipo Smyrna o de polinizacién cruzada (Condit,
1955; Storey, 1977). La variedad Black Mission se cultiva principalmente en
California, Estados Unidos (Storey, 1977; CFAB, 2011), y se caracteriza por producir
higos piriformes de 3.81 a 7.5 cm de longitud y 5.08 cm de diametro, de tamafo
mediano, con peso de 25.0 a 56.0 g, con exocarpio negro y mesocarpio rosa; de
excelente calidad, sabor y dulzura; con contenido de SST de 14.3 a 22.5 % (Condit,
1955; Storey, 1977; CFAB, 2011; King et al., 2012).

En México, no hay informacion acerca de la diversidad morfolégica de variedades de
higo, por lo que se cree que los higos mexicanos pertenecen a la variedad espafiola
Black Mission. Para evaluar la variacion morfolégica entre variedades de higos
negros del centro de México, nosotros realizamos una caracterizacion morfolégica
inicial basada en una combinacion de atributos cualitativos y cuantitativos del fruto.
Nuestros resultados muestran variacion morfolégica del fruto previamente no descrita
entre higos negros de diferentes partes de México. La diversidad en la forma del fruto
no puede ser explicada unicamente por los efectos de las condiciones ambientales, y
proponemos nombres para estas poblaciones basandonos en sus lugares de origen.
Estos resultados establecen las bases para la futura caracterizacién agronémica y

molecular de variedades de higo.
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3.3.1. Objetivo

Caracterizar poblaciones de higo del centro de México con base en la forma del fruto.

3.3.2. Hipétesis

Ho: La diversidad morfoldgica de los frutos de higo provenientes de diferentes partes
del centro de México, no se debe Unicamente a los efectos de las diferencias en

las condiciones ambientales.

Ha: La diversidad morfoldgica de los frutos de higo provenientes de diferentes partes

del centro de México, se debe a los efectos de las condiciones ambientales.

3.4. Materiales y Métodos

Material vegetal

Se evaluaron frutos de seis poblaciones de higo del tipo comun o partenocarpicos,
provenientes de diferentes estados del centro de México, en enero del 2011. En los
lugares de origen, las poblaciones son conocidas como Black Mission. Con
propoésitos de diferenciacion, nosotros asignamos un nombre a cada uno de las
poblaciones. Las variedades conocidas en México como Neza y Tecamac fueron
seleccionadas por el Maestro Alfonso Muratalla Lua, del Postgrado de Recursos
Genéticos y Productividad del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. Las
cuatro poblaciones identificadas como Ixmiquilpan, Salvatierra, Tetela y Zacapala,
fueron selccionadas por Victor Mendoza y Mayra Garcia, estudiantes del Postgrado
de Recurso Genéticos y Productividad-Fisiologia Vegetal, del Colegio de
Postgraduados campus Montecillo. Ninguna de estas poblaciones ha sido descrita en

la literatura previamente.
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Propagacion y cultivo de las plantas

Plantas de higo de cada una de las seis poblaciones fueron propagadas por estacas de
madera dura, a partir de plantas de tres afios de edad establecidas en suelo en sus
lugares de origen. Las estacas de 25 cm de longitud fueron desinfectadas con Furadan
(0.5 g L™ y enraizadas con acido indolbutirico (AIB) a 10,000 ppm. El enraizado se
realiz6 durante 60 dias en un microtunel utilizando turba como sustrato. Las estacas
enraizadas fueron transferidas a macetas de plastico soplado de color negro con
capacidad de 40 L, utilizado como sustrato una mezcla de tezontle rojo (45 %), tepojal
(45 %), y vermicomposta (10 %). El arreglo de la plantacion fue de 1.60 m entre hileras
y 0.50 m entre plantas, con una densidad de 1.25 plantas m™ establecidas en un
invernadero de 1000 m?, en la Universidad Auténoma Chapingo (UACh). La UACh se
encuentra ubicada geograficamente entre los 19° 27 30 latitud norte y 98° 54 14
longitud oeste, a una altitud de 2240 m sobre el nivel del mar, en Texcoco, estado de
México. El riego se realizé con un sistema por goteo con emisores autorregulados a 4 L
h'1, con salidas a 4 estacas de 12 cm, con un gasto de 1 L h'1, manejado con un
programador de tiempo (Galcon 8006-AC 6). La frecuencia del riego fue de 3 minutos
por hora, iniciando a las 9 am y concluyendo a las 6 pm. La fertilizacion se manej6 en
solucion nutritiva en el agua de riego (Cuadro 5). El agua de riego presenté pH de 7.20
y conductividad eléctrica de 0.30 dS m™. La solucién nutritiva presenté pH de 5.60 y
conductividad eléctrica de 2.61 dS m”. El pH y la conductividad eléctrica fueron
determinados con un potenciémetro portatil (Hanna 19380). Las condiciones de humedad
y temperatura prevalecientes en el invernadero durante la conduccion del experimento

(Cuadro 6) fueron registradas cada hora con data logger (Hoboware).
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Cuadro 5. Solucién nutritiva utilizada para la fertilizacion de plantas de higo de

diferentes partes del centro de México.

Fuente mg L’ g/1000 L kg/40 m®
Nitrato de calcio 940 940 37.6
Nitrato de potasio 200 200 8.0
Sulfato de potasio 340 340 13.6
Fosfato monoaménico 55 55 2.2
Sulfato de magnesio 490 490 19.6
Sulfato ferroso 15 15 600 g
Sulfato de manganeso 4 4 160 g
Borax 4.5 4.5 180 g
Sulfato de cobre 0.40 0.40 16 g
Sulfato de zinc 0.44 0.44 176 g
Acido fosférico 0.067 ml 6 ml 27L
Acido sulftrico 0.033 ml 33 ml 1.3L

Caracterizacion morfolégica del fruto

Las plantas de higo de las seis poblaciones bajo estudio fueron cultivadas en
invernadero bajo las mismas condiciones ambientales (Cuadro 6) y de manejo
agronomico. El muestreo de frutos se realizé en julio del 2012, cuando las plantas se
encontraban a la mitad del periodo de cosecha. Para esto, para cada poblacion, se
seleccionaron al azar 20 frutos maduros provenientes del tercio medio de las
plantas. Un fruto se considera maduro solamente si cumple las siguientes
caracteristicas: exocarpio completamente negro, suaves al tacto y con pedunculo
curvo. Los frutos fueron cosechados entre las 9:00 y 10:00 horas, e inmediatamente
fueron trasladados al laboratorio de Usos Multiples del Departamento de Fitotecnia
de la Universidad Autébnoma Chapingo, para la evaluacién de las caracteristicas
morfolégicas, con base en un grupo de descriptores cualitativos y cuantitativos

establecidos para frutos de higo por el IPGRI (2003). Durante el muestreo de frutos,
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la temperatura media del invernadero fue de 29.2 °C y la humedad relativa de 78.1
%.

Cuadro 6. Temperatura y humedad relativa prevalecientes en el invernadero,
durante la produccion de higos de diferentes partes del centro de México,

utilizados para la caracterizacion morfolégica de los frutos.

Condicién ambiental Enero-Junio del Julio-Diciembre Enero-Julio del
2011 del 2011 2012
Temperatura (°C)
Minima 2.50 1.83 3.62
Media 19.33 18.26 18.39
Maxima 48.87 50.44 4472
Humedad relativa (%)
Minima 10.58 15.68 18.07
Media 67.10 71.33 71.24
Maxima 95.86 92.95 93.88

Disefo experimental y analisis estadistico

Para la caracterizacion morfolégica de frutos de higo se utilizé un disefio
experimental completamente al azar con seis tratamientos, formados por las
poblaciones de higo provenientes de diferentes estados del centro de México: 1
(Ixmiquilpan), 2 (Salvatierra), 3 (Tecamac), 4 (Tetela), 5 (Neza) y 6 (Zacapala), con
20 repeticiones cada uno. La unidad experimental fue un fruto. Los datos de las
variables cuantitativas fueron sometidos a pruebas de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov) y de homogeneidad de varianzas (Bartlett) en el paquete estadistico SAS.
Se verifico que los datos cumplieran con los supuestos basicos del analisis de
varianza. Se realizé un analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias
con la prueba de Tukey (P < 0.05), en el paquete estadistico SAS (SAS, 1999-2000,
version 8.1). La representacion grafica de los datos fue realizada en el programa

SigmaPlot (versién 10.1) para computadora personal.
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Variables respuesta

Forma del fruto. Ovoide o piriforme.

Forma del apice del fruto. Redondo, plano o conico.

Tamano del ostiolo. Pequeino, mediano, grande o muy grande.

Tamano de la cavidad. Ninguna, muy pequefia, pequefa, mediana o grande.
Color de la pulpa. Blanca/amarilla, ambar, rosa, roja o roja/purpura.

Color del albedo. Ninguno, claro o intenso.

Firmeza. Suave, media, firme.

Facilidad de pelado. Facil, media, dificil.

Forma del pedunculo. Largo y delgado, corto y grueso o largo y grueso.
Abscision del pedunculo. Facil o dificil.

Biomasa fresca (g). Los frutos fueron pesados individualmente en balanza
granataria electronica (OHAUS, con precision de 0.1 g).

Longitud y diametro (cm). Los frutos fueron medidos individualmente con vernier
digital (Mitutoyo®, Japon).

Longitud del cuello (cm). Los frutos fueron medidos individualmente en la parte

del cuello con vernier digital (Mitutoyo®, Japon).

3.5. Resultados y Discusién

Caracterizacion morfolégica del fruto con base en atributos cualitativos

En un esfuerzo por registrar la diversidad natural de higo en México, nosotros

establecimos una coleccion de germoplasma en la Universidad Auténoma Chapingo,

en el estado de México. Esta es la primera y unica coleccion de higo en México, y

actualmente consta de seis poblaciones originarias de diferentes estados del centro

de México. Las plantas fueron cultivadas en un invernadero del Moddulo de

Horticultura del Departamento de Fitotecnia. En sus lugares de origen, las

poblaciones son conocidas como Black Mission. Sin embargo, la caracterizacion

morfolégica del fruto (Cuadro 7) mostré6 que existe gran variacion natural entre

poblaciones.
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Cuadro 7. Caracteristicas del fruto de diferentes poblaciones de higo del centro de

México.
Descriptor Poblacion

Ixmiquilpan  Salvatierra Tecamac Tetela Neza Zacapala
Origen Hgo Gto Edo. Méx Mor Edo. Méx Pue
Forma Piriforme Piriforme Ovoide Ovoide Piriforme  Ovoide
Apice Redondo Redondo Plano Redondo Redondo Redondo
Tamano Pequeio Pequeio Pequefio  Mediano Grande Pequefio
del ostiolo
Tamano de  Ninguna Muy Ninguna  Mediano Pequefo Grande
la cavidad pequena
Color de la Roja Roja Amarilla Rosa Roja Roja
pulpa
Color del Claro Claro Ninguno Claro Claro Claro
albedo
Firmeza Firme Media Firme Media Suave Firme
Facilidad Media Facil Dificil Media Facil Dificil
de pelado
Forma del Largoy Cortoy Cortoy Largoy Largoy Cortoy
pedunculo delgado grueso grueso delgado grueso grueso
Abscisién Dificil Facil Facil Dificil Facil Dificil
del
pedunculo

Las principales diferencias entre poblaciones son el tamafio o peso del fruto, la forma

del fruto y la longitud del cuello del fruto (Figura 5). El clima juega un papel muy

importante en la expresion de las caracteristicas morfologicas de las plantas (Price y

White, 1902; Storey, 1977). Las poblaciones de higo descritas en este trabajo fueron

cultivadas bajo las mismas condiciones ambientales. Por lo tanto,

nuestros

resultados muestran que la diversidad natural en la forma del fruto de exocarpio

negro, no puede ser explicada unicamente por el clima. Las diferencias morfolégicas

encontradas claramente indican que las poblaciones de higo en el centro de México

son genéticamente distintas.
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1. Ixmiquilpan 2: Salvatierra 3: Tecamac

4: Tetela 5: Neza 6. Zacapala

Figura 5. Caracteristicas representativas del fruto de diferentes poblaciones de higo del centro de

México.

A pesar de las diferencias observadas, no podemos descartar la posibilidad de que
en algun momento las poblaciones de higo descritas en este estudio hayan
compartido un ancestro comun. Sin embargo, actualmente las poblaciones son
diferentes entre ellas. Con propdsitos de identificacion, nosotros asignamos un
nombre a cada poblacién (Cuadro 7), basandonos en sus lugares de origen.

Utilizando una combinacion de atributos cualitativos del fruto (Cuadro 7 y Figura 5),
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sus principales caracteristicas son como se indica a continuacién: Ixmiquilpan
presenta frutos piriformes con pulpa roja, sin cavidad, con cuello largo y pedunculo
largo y delgado. Salvatierra presenta frutos piriformes con pulpa roja y cavidad muy
pequefia. Tecamac presenta frutos ovoides con pulpa amarilla sin cavidad. Tetela
presenta frutos ovoides con pulpa rosa, cuello muy largo y pedunculo largo vy
delgado. Neza presenta frutos piriformes de tamafio muy grande con pulpa roja,
cuello largo, pedunculo largo y grueso y ostiolo muy grande. Zacapala presenta

frutos ovoides con cavidad grande y pedunculo corto y grueso.

Caracterizacion morfoldogica del fruto con base en atributos cuantitativos

Los descriptores morfoldgicos para frutos de higo en general (IPGRI, 2003) y para
las variedades Sarylop y Black Mission en particular, estan disponibles en la
literatura (Condit, 1955; Storey, 1977; Ersoy et al., 2008; CFAB, 2011; King et al.,
2012; Oguzhan y Atila, 2012). Nosotros utilizamos las referencias cuantitativas del
IPGRI (2003) y de las variedades Sarylop y Black Mission, como estandares para
comparar las poblaciones de higos mexicanos descritas en este estudio. Asi,
variacion significativa en el tamano o peso del fruto fue observada entre las
poblaciones de higo (Figura 6). Sin embargo, cinco de las seis poblaciones
evaluadas en este estudio, presentaron un tamano que se encuentra en el rango de
valores minimos y maximos descritos para el tamano del fruto (biomasa fresca,
longitud, diametro y longitud del cuello). Tecamac y Zacapala produjeron frutos
pequefios. Interesantemente, Neza produjo los frutos mas grandes y pesados de las
seis poblaciones, y ademas fueron mas grandes y pesados que los frutos de la
variedad Sarylop y Black Mission (Condit, 1955; Storey, 1977; Ersoy et al., 2008;
Oguzhan y Atila, 2012).
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Figura 6.
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Poblaciones de higo de diferentes estados de la Republica Mexicana

Tamafio del fruto de diferentes poblaciones de higo del centro de México (1: Ixmiquilpan, 2:
Salvatierra, 3: Tecamac, 4: Tetela, 5: Neza, 6: Zacapala), comparado con los estandares
internacionales de higo (IPIGRI, 2003) y las variedades Sarylop (Ersoy et al., 2008) y Black
Mission (Condit, 1955; Storey 1977; CFAB, 2011). A) Biomasa fresca del fruto (g). B)
Longitud del fruto (cm). C) Diametro del fruto (cm). D) Longitud del cuello del fruto (cm).

Letras distintas indican diferencia estadistica con la prueba de Tukey (P < 0.05, n=20).
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Es probable que las diferencias en tamano entre la variedad Neza y los estandares
internacionales se deban a las condiciones ambientales. Nuestros resultados son
derivados de plantas cultivadas en invernadero, mientras que los estandares
internacionales fueron derivados de plantas cultivadas a campo abierto (Condit,
1955; Storey 1977; IPIGRI, 2003; Ersoy et al., 2008; CFAB, 2011). Sin embargo,
nuestros resultados muestran que la variedad Neza tiene un potencial enorme para
la produccion comercial. De acuerdo con esta conclusion, en México, el rendimiento
promedio de higo en agricultura tradicional es de 4.48 Ton ha™ (SIAP, 2011). Sin
embargo, nosotros hemos estimado que bajo condiciones de invernadero, la

variedad Neza puede producir facilmente hasta 120 Ton ha™ por afio.

3.6. Conclusiones

* Los higos negros se han adaptado a condiciones ambientales locales en el centro
de México, fijando genéticamente tales adaptaciones, por lo que se han generado

variedades claramente distintas que representan diversidad morfolégica valuable.

* Las principales diferencias morfologicas entre las variedades mexicanos de higo,
identificadas en este estudio como Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela,
Neza y Zacapala, son el tamafo o peso del fruto, el color de la pulpa, la longitud

del cuello y la forma del pedunculo.
* Con la caracterizacion morfolégica de los higos negros identificados en este

estudio, establecemos las bases para la futura caracterizacién agrondémica y

molecular de variedades mexicanas de higo.
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IV. PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE ADN DE PLANTAS DE HIGO

(Ficus carica L.)

4.1. Resumen

El higo comun (Ficus carica L.), por sus caracteristicas propias, presenta contenidos
elevados de latex y azucares que dificultan la extraccion de ADN de tejidos de la
planta para su amplificacion y analisis mediante huellas genéticas. Varios métodos
han sido descritos para la extraccién de ADN en diferentes especies vegetales pero
no en higo. Aqui nosotros hicimos modificaciones a métodos previamente descritos y
presentamos un meétodo nuevo para la extraccion de ADN a partir de hojas jovenes y
maduras, y de frutos jévenes y maduros de higo. Nuestros resultados muestran que
el método del CTAB al 4 % con nuestras modificaciones, puede ser usado para la
extraccion de ADN de higo. Sin embargo, la concentracion y calidad del ADN varian
en funcion de la edad del 6érgano utilizado para la extraccion. Las hojas jévenes son
el érgano mas recomendado para la extraccion de ADN en concentracion y calidad
Optimas para su amplificacion y analisis de huellas de ADN. De acuerdo con nuestros
resultados, nosotros sugerimos que en estudios futuros de caracterizacién molecular

de higo, se utilice el ADN obtenido de las hojas jovenes.

Palabras clave: extraccion de ADN, higo, CTAB, concentracién de ADN, calidad de
ADN, tejido de planta.
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A PROTOCOL FOR EXTRACTING DNA FROM FIG (Ficus carica L.) PLANTS

4.2. Abstract

The common fig (Ficus carica L.) as a species presents high content of latex and
sugars that difficult DNA extraction from plant tissues for its amplification and analysis
by genetic fingerprinting. Several methods have been described for DNA extraction
for different vegetal species but fig. Here, we made modifications to methods
previously described and presented a new method for extracting DNA from young
and mature leaves and young and mature fruits of fig. Our results show that the 4 %
CTAB method with our modifications can be used for extracting DNA from fig.
However, DNA concentration and quality vary with the age of the organ utilized for
the extraction. The young leaves of the fig plants are the most recommended organ
for extracting DNA in an optimum concentration and quality for its amplification and
DNA fingerprinting analysis. According to our results, we suggest that in future fig

molecular characterization studies, DNA from the young leaves is to be used.

Key words: ADN extraction, fig, CTAB, DNA concentration, DNA quality, plant tissue.
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4.3. Introduccion

Los analisis de ADN se han convertido en un elemento esencial en estudios
biosistematicos, epidemiologicos, taxonémicos, de genética poblacional, evolucion, y
caracterizacion de especies y variedades (Pérez et al., 2011). Las muestras de ADN
pueden ser aisladas de cualquier tejido biolégico (Pardo y Pérez, 2004). Sin
embargo, el desarrollo de métodos moleculares modernos como la clonacion,
hibridacion y secuenciacién, requieren del establecimiento de protocolos de
extraccion de ADN simples y eficientes (Osorio et al., 2009; Pérez et al., 2011).
Actualmente, numerosos protocolos convencionales y comerciales para la extraccion
de ADN de diversas especies herbaceas, lefiosas y perennes han sido descritos
(Dellaporta et al., 1983; Doyle y Doyle, 1987; Edwards et al., 1991; Wang et al.,
1993; Weir et al., 1996; Csaikl et al., 1998; Jewit et al. 1998; Lefort y Douglas, 1999;
Huescas, 2004; Pérez et al., 2011).

Entre los protocolos convencionales se encuentra el del CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide). Este protocolo fue desarrollado inicialmente para maiz
(Dellaporta et al., 1983). Sin embargo, ha sido adaptado para la extracton de ADN de
camote, encino, nopal, orquideas, papa y soya (Doyle y Doyle, 1987; Ghislaim et al.,
1998; Jewit et al., 1998; Luna, 2008; Posso, 2009; Pérez et al., 2011). Este método
de extraccion es intensamente laborioso, consume mucho tiempo y presenta
problemas por la presencia de nucleasas como la ADNasa que degradan el ADN, asi
como la presencia de otras macromoléculas que son aisladas simultaneamente
durante el proceso de purificacion (Couch y Fritz, 1990; Doulis et al., 2000; Valadez y
Kahl, 2000; Huescas, 2004). Sin embargo, las nucleasas pueden ser inactivadas por
medio de magnesio, EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid), EGTA (Ethylene
Glycol Tetraacetic Acid), SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) y fenantrolina en diferentes
concentraciones, en funcion de la especie utilizada. Las macromoléculas como las
proteinas pueden ser disociadas mediante la adicion de PVP (Polivinilpirrolidona) en
concentracion mayor al 1 % en el buffer de aislamiento inicial (Weir et al., 1996;
Stange et al., 1998; Valadez y Kahl, 2000).
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Entre los protocolos comerciales para la extraccion de ADN se encuentran el del
Nucleon PhytoPure™ system® (Invitrogen). Este protocolo ha demostrado ser
altamente efectivo en la remocion de polisacaridos de especies como acelga,
algodon, arabidopsis, araucaria, cedro, cocotero, chile, col, eucalipto, fresa, y maiz
(Tepnel, 2003). Los protocolos Extract-N-AmpTM Plant PCR Kit® (Sigma) vy
REDExtract-N-AmpTM Plant PCR Kit® (Sigma), facilitan la extraccién rapida del
ADN, eliminan la necesidad de congelamiento de los tejidos, y ademas incluyen una
mezcla para PCR formulada especialmente para la amplificacion directa del ADN
extraido (Sigma, 2004). El protocolo del Plant DNAzol Reagent ® (Invitrogen) fue
disefiado para la extraccion de ADN a partir de cantidades de tejido de 0.1 g en tan
solo 30 a 60 min, y puede ser utilizado en estudios de clonacion y mapeo genético
(Invitrogen, 2004). A pesar de la facilidad y rapidez que ofrecen los protocolos
comerciales para la extraccion de ADN, el protocolo del CTAB permite obtener ADN
mas puro e integro que cualquiera de ellos, por lo que sigue siendo actualmente el

método de extraccion mas utilizado en diferentes especies (Weising et al., 2005).

La integridad, la pureza, y la concentracion del ADN extraido son los factores mas
importantes que se deben tomar en cuenta antes de proceder con el analisis
molecular de cualquier tipo. La integridad puede ser determinada de manera
cualitativa en minigeles de agarosa tefiidos en bromuro de etidio y fotografiados bajo
luz Uv. (Sambrook et al.,1989; Muller y Schweiser, 1994; Weir et al., 1996). La
pureza y la concentracion pueden ser determinadas cuantitativamente por
espectrofotometria, mediante la relacion de absorbancia 260/280. Si esta relacion se
encuentra entre 1.7 y 2.0, se considera que las muestras de ADN son puras y estan
libres de contaminantes celulares (Weir et al., 1996). Una relacion menor indica
contaminacién con proteinas o fenoles, y una relacion mayor de 2.0 indica que las

muestras contienen polisacaridos (Weir, 1996; Doulis et al., 2000).

Especificamente en higo, la extraccion de ADN se ha realizado con el método del
CTAB. Sin embargo, los resultados obtenidos son muy variables, debido

principalmente a las limitaciones para su aislamiento en cantidad y calidad adecuada
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(Khadari et al., 2003; Khadari et al., 2004; Guasmi et al., 2006; Achtak, 2009; Khaled
et al., 2010; Mallikarjuna et al., 2010). Por esta razén, se hace necesario estandarizar
protocolos de extraccion de ADN de higo a partir de diferentes 6rganos de las
plantas, que garanticen que el material genético inicial sea adecuado para su
amplificacion exitosa, independientemente del tipo de marcadores moleculares que

se desee utilizar.

En nuestro pais, se han adaptado protocolos para la extraccion de ADN de cultivos
como el maiz, frijol, nopal, chile, chicharo, garbanzo, encino y orquideas (De la Cruz
et al., 1997; Valadez et al., 2001; Garzon et al., 2002; Iruela et al., 2002; Huescas,
2004; Luna et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009; Pérez et al., 2011; Ramirez et al.,
2012). Sin embargo, no hay informacion acerca del cultivo de higo. Nosotros
colectamos y propagamos plantas de higo de seis estados del centro de México y
extrajimos ADN de érganos de diferente edad. En este estudio, nosotros reportamos
variacion previamente no descrita de la calidad y concentracién del ADN aislado de
hojas y frutos de higos negros de diferentes partes de México. Para evaluar la
variacion en la calidad y concentracién del ADN entre genotipos de higo negro del
centro de México, nosotros estandarizamos un protocolo de extraccion de ADN a
partir de hojas jovenes y maduras y frutos jovenes y maduros. Nuestros resultados
muestran que el ADN aislado de los higos negros presenta concentracion y calidad
variable en funcion de la edad del érgano utilizado para su extracccion. Las hojas
jévenes facilitan la extraccién, y el ADN aislado presenta una concentracion mas alta
que las hojas maduras y frutos jévenes y maduros. Nosotros sugerimos que en
estudios futuros de caracterizacién molecular de genotipos de higo se utilice el ADN

aislado de las hojas jovenes.

4.3.1. Objetivo

Establecer un método para la extraccion de ADN de plantas de higo.
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4.3.2. Hipotesis

Ho: La concentracién y la calidad del ADN varian en funcién de la edad y érgano de

las plantas utilizadas para su extraccion.

Ha: La concentracion y la calidad del ADN son constantes y no son influenciadas por

la edad ni por el tipo de érgano de las plantas que se usen para la extraccion.

4.4. Materiales y Métodos

Material vegetal

En este estudio se evaluaron para extraccion de ADN hojas jovenes y maduras y
frutos jovenes y maduros de seis poblaciones de higo del tipo comun o
partenocarpicos, recolectados en diferentes estados del centro de México, en enero
del 2011. Las hojas jovenes y los frutos jovenes, ambos de color verde claro, fueron
recolectados del apice de las plantas. Las hojas maduras, de color verde oscuro y los
frutos maduros, de color negro, fueron recolectadas del tercio medio de las plantas.
Las seis poblaciones fueron caracterizadas morfolégicamente en el Capitulo Ill de

esta investigacion.

Reproduccion y cultivo de las plantas

Plantas de higo de las poblaciones de interés, y que fueron reproducidas por estacas
conforme a lo descrito en el Capitulo Il de esta investigaciéon, fueron cultivadas en
invernadero bajo las mismas condiciones ambientales (Cuadro 8) y de manejo

agronémico.
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Cuadro 8. Temperatura y humedad relativa prevalecientes en el invernadero,
durante la produccién de higos de diferentes poblaciones del centro de

México, utilizadas para la extraccion de ADN.

Condicién ambiental Octubre-Diciembre del Enero-Marzo
2011 del 2012

Temperatura (°C)

Minima 1.83 3.62

Media 17.89 17.51

Maxima 50.47 4472
Humedad relativa (%)

Minima 15.68 18.07

Media 69.97 69.78

Maxima 92.42 93.62

Extraccién de ADN

Entre octubre y diciembre del 2011, cuando las plantas de higo producidas en
invernadero bajo las mismas condiciones ambientales (Cuadro 9) y de manejo
agronomico, se encontraban al final del periodo de cosecha, se realizé la extraccion
del ADN a partir de hojas jévenes y maduras y de frutos jévenes y maduros de las
poblaciones Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela, Neza, y Zacapala. Las hojas
y los frutos fueron cosechados entre las 9:00 y 10:00 horas e inmediatamente fueron
traslados al laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Fitotecnia de la
Universidad Auténoma Chapingo, para su utilizacion. Las muestras fueron lavadas
con agua destilada y desinfectadas en una solucién de Extran (2 %) durante 5 min.
El exceso de humedad fue removido con papel absorbente. El buffer de extraccion
se compuso de: CTAB al 4 %, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, PVP al 1
% y B-mercaptoetanol al 0.4 %. La extraccion del ADN mediante el método del CTAB

al 4 % se realiz6 de la siguiente manera:
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. Tres gramos de muestra de hojas o de frutos fueron trituradas manualmente con

nitrégeno liquido en mortero.

El tejido triturado de los frutos fue transferido inmediatamente a tubos de
polietileno para centrifuga de 50 ml. A cada tubo se le agregaron 15 ml del buffer
de extraccién (CTAB al 4 %) previamente calentado a 60 °C. Los tubos fueron
agitados manualmente para homogeneizar la mezcla.

Los tubos con el buffer de extraccion fueron incubados por 1 h a 60 °C en baiio
Maria con agitacion constante (BT25 Yamato). Para asegurar que la mezcla se
calentara de manera homogénea, cada 10 min los tubos fueron agitados
manualmente.

Después de la incubacion, los tubos se dejaron enfriar por 4 min. A cada tubo se
le agregaron 2 volumenes de cloroformo-alchol isoamilico (24:1) y fueron

agitados por 10 min en agitador orbital (Labline).

5. Los tubos fueron centrifugados (IEC CL31 Multispeed) por 15 min a 8,000 rpm.

6. La fase acuosa fue separada y colocada en un tubo nuevo. Al sobrenadante se le

9.

agregaron otros dos volumenes de cloroformo-alchol isoamilico (24:1) y fueron
agitados nuevamente por 10 min en agitador orbital (Labline). Los tubos fueron
centrifugados nuevamente (IEC CL31 Multispeed) por 15 min a 8,000 rpm. La
fase acuosa fue colocada en el tubo que contenia la fase acuosa previamente
separada.

A los tubos con la fase acuosa se les agregd un volumen de isopropanol al 100 %
y se mezclaron por inversion varias veces. Los tubos fueron centrifugados (IEC
CL31 Multispeed) por 20 min a 4,000 rpm para precipitar el ADN.

A la pastila de ADN precipitado se le agregaron 5 ml de etanol al 70 %,
agitandola suavemente. EI ADN fue recolectado por centrifugacion (IEC CL31
Multispeed) por 10 min a 12,000 rpm.

El etanol fue eliminado de las muestras de ADN por inversion de los tubos.

10. EI ADN fue colocado en tubos eppendor. A cada tubo se le agregd 1 ml de buffer

TE (Tris-Hcl 10 MM y EDTA 1 mM a pH de 8.0) para su disolucion.

11. Las muestras de ADN fueron incubadas por 24 h a 4 °C.
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12. Las muestras fueron homogeneizadas por centrifugacion (Hettich) por 10 seg a
3,000 rpm.

13. La concentracion y la calidad del ADN fueron determinadas por
espectrofotometria (Thermo Scientific Nanodrop ND-1000).

14. La calidad del ADN fue verificada en geles de agarosa al 1 %.

15.Las muestras de ADN fueron conservadas en refrigeraciéon a 4 °C hasta su

utilizacion.

Disefo experimental y analisis estadistico

Para la extraccion de ADN de las hojas y frutos de higo, se utilizé un disefio
experimental factorial de dos factores A y B. El factor A estuvo conformado por las
edades (llamadas bloques) del 6rgano de la planta utilizado: 1 (hojas jovenes), 2
(hojas maduras) 3: (frutos jovenes) y 4 (frutos maduros). El factor B estuvo
conformado por las poblaciones de higo (llamadas tratamientos) recolectados en
diferentes estados del centro de Meéxico: 1 (Ixmiquilpan), 2 (Salvatierra), 3
(Tecamac), 4 (Tetela), 5 (Neza) y 6 (Zacapala). De cada combinacion A y B hubo
cuatro repeticiones. La unidad experimental fueron 3 g de hojas jévenes y maduras y
de frutos jévenes y maduros obtenidos de plantas individuales. Los datos fueron
sometidos a pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de
varianzas (Bartlett) en el paquete estadistico SAS. Se verificé que cumplieron con los
supuestos basicos del analisis de varianza. Se realizé un analisis de varianza y
pruebas de comparacion de medias con la prueba de Tukey (P < 0.05), en el paquete
estadistico SAS (SAS, 1999-2000, version 8.1). Las figuras fueron editadas en el

programa lllustrator CS3 (versién 13.0) para computadora personal.

Variables respuesta
+ Concentracion del ADN (ng pL™). La concentracion de ADN fue determinada
por espectrofotometria a 260 nm de longitud (Thermo Scientific Nanodrop ND-

1000), bajo el principio de que la molécula de ADN presenta su absorbancia
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maxima a 260 nm (Muller y Schweizer, 1994).

* Calidad del ADN (relacién 260/280). La calidad de ADN fue determinada por
espectrofotometriaia (Thermo Scientific Nanodrop ND-1000), con base en la
relacion 260/280, considerando que una muestra de ADN fue de calidad
adecuada cuando presentdé una relacion entre 1.7 y 2.0. Posteriormente, la
calidad de ADN fue verificada en geles de agarosa al 1 % sumergidos en buffer
TAE (Tris-sodio Acetato-EDTA. Stock 50 X: Tris base 242 g, acido acético glacial
57.1 mL, EDTA 0.5 M a pH 8.0 100 mL) 1X, utilizando 10 pl de Gene Ruler 100
pb (pares de bases) Plus y 10 ul de 1 Kb (kilo bases) Plus (Thermo Scientific),
como marcadores de ADN de peso molecular estandar. La electroforesis fue
realizada en un analizador genético (Cleaver scientific Ltd), por 45 min a 85 volts.
Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo luz Uy,

usando un fotodocumentador (Universal Hood Il, Bio Rad).

4.5. Resultados y Discusién

Concentracion del ADN (ng pL™)

Para obtener ADN de higo en cantidad y calidad adecuada para su amplificaciéon y
analisis de huellas de ADN, nosotros realizamos varias modificaciones al método del
CTAB al 2 % establecido por Weising et al. (2005). Esas modificaciones consistieron
en incrementar al doble la concentracion del buffer de extraccion, los tiempos de
incubacion, los tiempos y velocidades del centrifugado y los volumenes de
cloroformo-alcohol isoamilico y etanol utilizados. Para determinar de qué edad y de
qué tipo de dérgano de las plantas de higo se obtiene ADN en mayor concentracion y
calidad, nosotros utilizamos hojas jévenes, hojas maduras, frutos jovenes y frutos
maduros. El buffer de extraccion al 4 % (CTAB) fue suficiente para obtener ADN en
concentracion media a alta, con diferencias significativas en funcion de la edad de

las hojas (Cuadro 9). La concentracion de ADN obtenido de los frutos fue baja (7.24
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%) en comparacién con la de las hojas. Sin embargo, no hubo diferencias

estadisticas significativas entre frutos jovenes y frutos maduros (Cuadro 9).

Cuadro 9. Concentracion y calidad del ADN obtenido de 6rganos de diferente edad

de varias poblaciones de higos del centro de México.

Factor Concentracion Calidad del ADN
(ng uL™) (relacion 260/280)

A (Edad de los 6rganos)

Hojas jovenes
Hojas maduras
Frutos jovenes
Frutos maduros
DMS

B (Poblaciones)
Ixmiquilpan
Salvatierra
Tecamac

Tetela

Neza

Zacapala

DMS

A*B

931.35 (+ 75.36) a
322.68 (+ 27.93) b
53.66 (+ 13.23) ¢
37.19 (= 11.97) ¢
116.06

372.41 (= 209.98) a
277.30 (= 217.69) a
393.30 (+ 242.46) a
334.78 (= 197.27) a
316.82 (= 173.74) a
322.81 (= 182.70) a
158.52

*%

1.99 (+ 0.48) a

1.70 (+ 0.16) b

1.61 (= 0.14) ¢

1.58 (+ 0.12) ¢
0.11

1.70 (+ 0.26) a
1.77 (+ 0.20) a
1.72 (+0.21) a
1.75 (+ 0.17) a
1.80 (+ 0.20) a
1.72 (+0.21) a

0.15

*%

Letras distintas indican diferencia estadistica con la prueba de Tukey (P < 0.05, n=4). **: Altamente

significativa.

Calidad del ADN

La calidad del ADN obtenido de érganos de diferente edad de plantas de varias

poblaciones de higo, fue determinada por espectrofotometria y verificada en geles de
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agarosa. Las mediciones cuantitativas indicaron que con el método del CTAB al 4 %,
modificado por nosotros, se logré aislar ADN puro (relacion 260/280= 1.7-20) con
diferencias estadisticas significativas entre las hojas jévenes y maduras de las seis
poblaciones de higo evaluadas en este estudio (Cuadro 9). Sin embargo, los frutos
jévenes y maduros presentaron ADN contaminado y la pureza fue inferior (relacion
260/280 <1.7) a la de las hojas (Cuadro 9). Los contaminantes pudieron haber sido
principalmente los azucares contenidos en los frutos, pues durante la extraccion
también se aislan otras macromoléculas que interfieren con la pureza de los acidos
nucleicos (Couch y Fritz, 1990; Doulis et al., 2000; Valadez y Kahl, 2000; Huescas,
2004).

Los resultados de este estudio sugieren que la concentracion y la calidad del ADN
aislado estan estrechamente relacionadas, observando que las muestras mas
concentradas (hojas jovenes) presentaron mayor grado de pureza, y las muestras
menos concentradas (frutos maduros) presentaron menor grado de pureza (Cuadro
9). La variedad no tuvo ningun efecto sobre la concentracion y la calidad de las
muestras de ADN, pero la edad de los érganos utilizados si influyé notablemente en

la variacion encontrada en estos dos parametros de evaluacién del ADN.

Los geles de agarosa al 1 % mostraron que con el método del CTAB al 4 %
modificado por nosotros, el ADN obtenido de higo (Figura 7) se mantiene en la parte
superior del gel como una banda compacta, debido al gran tamahno de los
cromosomas de higo. Dos bandas de ADN se encuentran por arriba de las 8.0 Kb.
El ADN gendmico es la banda de mayor peso molecular. La banda que mide
aproximadamente 9 Kb indica que hubo dafio mecanico o degradaciéon de ADN

durante la extraccion.
En las hojas jovenes, las bandas son claramente visibles en todas las poblaciones.

Sin embargo, en las hojas maduras y los frutos jévenes y maduros, la visibilidad de

las bandas disminuyé (Figura 7). Estos resultados se atribuyen principalmente a que
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estas muestras de fruto y hojas maduras presentaron una concentracion y calidad de

ADN menor a la de las hojas jovenes.

A Hojas jovenes B Hojas maduras

Poblaciones Poblaciones

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

- 5.0 Kb
50Kb
L 15Kb -1.5Kb
0.5Kb -0.5Kb
1
100 pb 1Kb 100 pb 1Kb
C  Frutos jovenes D Frutos maduros
Poblaciones Poblaciones
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
 50Kp - 5.0 Kb
-1.5Kb 1.5Kb
0.5Kb 0.5Kb
100 pb 1Kb 100 pb 1Kb

Figura 7. Calidad de DN de higo de 6rganos de diferente edad de varias poblaciones del centro de
México (1: Ixmiquilpan, 2: Salvatierra, 3: Tecamac, 4: Tetela, 5: Neza, 6: Zacapala), verificada
en geles de agarosa al 1 %. A) Hojas jovenes. B) Hojas maduras. C) Frutos jévenes. D)
Frutos maduros. Los marcadores de 100 pb y 1Kb fueron utilizados como marcadores de

ADN de peso molecular estandar.

Las modificaciones referidas al método del CTAB, permitieron obtener ADN de las
hojas jovenes y maduras en concentracion y calidad adecuada para su amplificacion
(Cuadro 10, Figura 7). Resultados similares fueron publicados por Lefort y Douglas
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(1999) y Gonzalez et al. (2004), en el aislamientos de ADN de hojas jévenes y
maduras de encino rojo. El incremento del CTAB al 4 % y el PVP adicionado al buffer
de extraccion, favorecié el rompimiento de las células y evitdé la oxidacién de las
muestras (Handa et al., 2005). Sin embargo, las hojas jéovenes contienen latex en

menor cantidad y facilitan la extraccion del ADN de mayor grado de pureza.

4.6. Conclusiones

* ADN de higo de buena calidad y cantidad se pudo extraer con el método del
CTAB al 4 %.

* La edady el tipo de 6rgano utilizado para la extracciéon de ADN de higo influyen

en la concentracion y calidad del ADN obtenido.

* Las hojas jovenes de las plantas de higo son el érgano mas recomendado para la
extraccion de ADN en concentracion y calidad 6ptimas para su amplificacion y

analisis de huellas de ADN.
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V. HUELLAS DE ADN DE VARIEDADES MEXICANAS DE HIGO (Ficus carica L.)"

5.1. Resumen

Recientemente, nosotros demostramos que en nuestro pais el higo comun (Ficus
carica L.) presenta diversidad morfolégica natural previamente desconocida. La
caracterizacion morfolégica de poblaciones de higo en igualdad de condiciones
ambientales sugiere que la diversidad en las caracteristicas del fruto se debe a
diferencias genéticas. Para probar esta hipdtesis, hicimos un analisis de huellas
genéticas usando marcadores moleculares del tipo RAPDs, ISSRs y RFLPs. Los
ISSRs y RFLPs mostraron polimorfismos que claramente distinguen entre si a todas
las poblaciones. Ademas, nuestros resultados muestran que el higo, como especie,
tiene un gen homodlogo al gen Fruitfull de Arabidopsis thaliana que determina el
tamano del fruto. Entre las poblaciones mexicanas de higo analizadas (Ixmiquilpan,
Salvatierra, Tecamac, Tetela, Neza y Zacapala), se encontré variacion genética en el
gen Fruitfull que tiene correlacion con la forma de los frutos, y distingue claramente a
las seis poblaciones. Estos resultados demuestran que las poblaciones de higo
descritas en este estudio son genéticamente diferentes entre si, y sugerimos que
sean consideradas como variedades naturales derivadas de, pero diferentes de la

variedad espafiola Black Mission.

Palabras clave: diversidad genética, variedades de higo, huellas de ADN,

marcadores moleculares.

'"M.T. Garcia-Ruiz, V.M. Mendoza-Castillo, E. Valadez-Moctezuma and A. Muratalla-
Lua. 2013. Journal of Genetics and Molecular Research. 12 (3): 3931-3943.
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DNA FINGERPTINTING OF MEXICAN FIG (Ficus carica L.) VARIETIES?
5.2. Abstract

Recently, we demonstrated that in our country, the common fig (Ficus carica L.)
presents natural morphological diversity previously unknown. Morphological
characterization of fig populations in equality of environmental conditions suggests
that the diversity in the characteristics of the fruit owes to genetic differences. To test
this hypothesis we did DNA fingerprinting analysis using RAPDs, ISSRs and RFLPs
molecular markers. ISSRs and RFPLs showed polymorphism that clearly
distinguishes all the populations among them. In addition, our results show that the
fig, as a species, has a homologous gene to the Fruitfull gene of Arabidopsis thaliana
that determines the size of the fruit. Among the populations of Mexican figs analyzed
(Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela, Neza y Zacapala), genetic variation in the
Fruitfull gene was found that has correlation with the form of the fruits and
distinguishes clearly the six populations. These results demonstrate that the
populations of fig described in this study are genetically different among them, and
we suggest that they should be considered as natural varieties derivated from, but

different from the Spanish Black Mission variety.

Key words: genetic diversity, fig varieties, DNA fingerprinting, molecular markers.

2M.T. Garcia-Ruiz, V.M. Mendoza-Castillo, E. Valadez-Moctezuma and A. Muratalla-
Lua. 2013. Journal of Genetics and Molecular Research. 12 (3): 3931-3943.
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5.3. Introduccion

El uso de marcadores moleculares ha facilitado la identificacion de especies y
variedades mediante analisis de huellas de ADN (Khadari et al., 2003; Guasmi et al.,
2006; Jabbarzadeh et al., 2010; Khaled et al., 2010; Mallikarjuna et al., 2010; Hassan
et al., 2011; Palai y Rout, 2011; Sarwat, 2012). Actualmente se conocen almenos 40
tipos de marcadores (Sarwat, 2012; Semagn et al., 2006). Los mas utilizados en
analisis de ADN en plantas son los RFLPs, RAPDs, ISSRs, AFLPs y Microsatélites
(Microsatellite Primed PCR) (Semagn et al., 2006; Sarwat, 2012).

Los RFLPs fueron utilizados por primera vez en 1975 para identificar secuencias
polimorficas de ADN en Adenovirus (Grodzicker et al., 1975). En 1980, este tipo de
marcadores fueron utilizados en la identificacion del genoma humano (Botstein et al.,
1980). Mas tarde, fueron adaptados para la identificacion del genoma de plantas
(Helentjaris et al., 1986; Weber y Helentjaris, 1989). Los RFLPs requieren de una o
mas enzimas de restriccion para detectar diferencias entre fragmentos de ADN de la
misma o diferente especie (Semagn et al., 2006). El numero y el tamano de los
fragmentos detectados es variable entre organismos, poblaciones y especies. Las
diferencias detectadas en los sitios de restriccion pueden deberse a mutaciones
puntuales, inserciones o delecciones, translocacién, inversion y/o duplicacion del
ADN (Helentjaris et al., 1986; Weber y Helentjaris, 1989). Las enzimas de restriccion,
llamadas endocucleasas provienen de bacterias. Su funcion es identificar y cortar
secuencias de ADN de cuatro, seis u ocho pares de bases. La decision de utilizar un
tipo de enzima u otro depende principalmente del numero de cortes que se prevee
en el ADN de interés (Semagn et al., 2006). En higo, los RFLPs han sido utilizados
para evaluar diversidad genética y diferenciar poblaciones de plantas (Khadari et al.,
2005).

Los RAPDs aparecieron en 1990 (Welsh y McClellan, 1990). Sus principales ventajas
son que permiten analizar todo el genoma, no requieren conocimiento previo del

genoma que se desea estudiar, son econémicos y faciles de manejar, son eficientes
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en la estimacion de la diversidad genética de poblaciones con variacién amplia y
analisis filogenéticos (Sarwat, 2012). Sin embargo, entre sus principales desventajas
se encuentran la alta sensibilidad a alteraciones en el protocolo, reproducibilidad
baja, y eficiencia media a baja en la identificacion de variedades (Semagn et al.,
2006). En higo, los RAPDs han sido utilizados en estudios de genotipificacién,
diversidad genética de plantas silvestres o tipo Caprifig, estimacion de diferencias
genéticas, y seleccion de clones de interés e identificacion de variedades (Galderisi
et al., 1999; Cabrita et al., 2001; De Masi et al., 2003; De Masi et al., 2005; Dalkilic et
al., 2011).

Los ISSRs se dieron a conocer en 1994 (Zietkiewicz et al., 1994). Este tipo de
marcadores detectan polimorfismo en mayor porcentaje que los RAPDs con cada
primer o iniciador utilizado, amplifican secuencias de ADN altamente conservadas
entre dos microsatélites que presentan la misma secuencia de bases, permiten
identificar variacion natural en plantas de diferentes especies como almendro,
crisantemo, higo, rosa, etc, determinar diversidad y estabilidad genética, y diferenciar
hibridos y variedades (Khadari et al., 2003; Guasmi et al., 2006; Semagn et al., 2006;
Jabbarzadeh et al., 2010; Khaled et al., 2010; Mallikarjuna et al., 2010; Satwar,
2012). El polimorfismo detectado por los ISSRs indica que en esa region particular
del ADN ocurrieron mutaciones. Las diferencias entre polimorfismos denotan cierto
valor en distancias genéticas (Martins et al., 2003). Todas estas ventajas han
convertido a los ISSRs en una de las mejores técnicas moleculares para realizar
estudios sobre huellas genéticas de ADN (Khaled et al., 2010; Sarwat, 2012). En
higo, los ISSRs han sido utilizados con propdsitos de identificacion varietal y
determinacién de relaciones filogenéticas entre variedades (Khadari et al., 2003;
Guasmi et al., 2006; Mallikarjuna et al., 2010).

Los AFLPs surgieron en 1995 (Vos et al.,, 1995). Son una técnica poderosa que
permite utilizar ADN de excelente calidad o parcialmente degrado para la digestion,
siempre y cuando esté libre de enzimas de restriccion e inhibidores de la PCR

(Blears et al., 1998). Su principal desventaja con respecto a otro tipo de marcadores,
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es que son de alto costo econdmico y requieren conocimiento previo de las
secuencias que se van a amplificar (Valadez y Kahl, 2000). En higo, los AFLPs han
sido utilizados con propésitos de diferenciacion genética de clones (Cabrita et al.,
2001).

Los Microsatélites aparecieron en 1993 (Meyer et al., 1993). Su principal ventaja es
que permiten detectar polimorfismos a nivel intra e interespecifico. Sin embargo, en
analisis de genatipificacion, su uso esta limitado solo a algunas especies (Semagn et
al., 2006). En higo, los microsatélites se han utilizado en analisis de la diversidad y
relaciones genéticas de colecciones de bancos de germoplasma, y en la
caracterizacion de especies y variedades (Giraldo et al., 2005; Chatti et al., 2007;
Mallikarjuna et al., 2010).

En México, no hay informacién acerca de la caracterizacién molecular o diversidad
natural de higo. En este estudio, nosotros hicimos una caracterizacion morfolégica
de higo y la complementamos con un analisis genético basado en marcadores
moleculares (combinacién de RAPDs, ISSRs y RFLPs). Los resultados muestran
con alta precision las caracteristicas morfoldgicas y genéticas de poblaciones de higo
colectadas en el centro de México. Estos resultados muestran por primera vez que
hay variacion genética entre higos negros de diferentes partes de México. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que los higos negros inicialmente derivados de
Black Mission se han adaptado a condiciones ambientales locales en el centro de
Meéxico, generando variedades claramente distintas que representan diversidad

genética valuable y previamente no descrita.

5.3.1. Objetivo

Caracterizar poblaciones de higo del centro de México, mediante huellas de ADN
basadas en una combinaciéon de RAPDs, ISSRs y RFLPs.
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5.3.2. Hipétesis

Ho: Las diferencias genéticas entre higos de distintas partes de México pueden ser
detectadas mediante huellas de ADN tipo RAPDs, ISSRs y RFLPs.

Ha: El analisis de huellas de ADN tipo RAPDs, ISSRs y RFLPs, no permitira detectar

diferencias genéticas entre higos provenientes de distintas partes de México.

5.4. Materiales y Métodos

Material vegetal

El analisis con marcadores moleculares si hizo con ADN extraido de hojas jovenes
de higos de seis poblaciones del tipo comun o partenocarpicos, recolectadas en
diferentes estados del centro de México, en enero del 2011. Las seis poblaciones

fueron caracterizadas morfoldgicamente en el Capitulo Il de esta investigacion.

Reproduccion y cultivo de las plantas
Plantas de higo de las poblaciones de interés reproducidas por estacas conforme a lo
descrito en el Capitulo Ill de esta investigacion, fueron cultivadas en invernadero bajo

las mismas condiciones ambientales (Cuadro 10) y de manejo agronémico.

Extraccién de ADN

En el Capitulo IV se muestra que las hojas jovenes son la mayor fuente de ADN de
higo. Con base en eso, entre enero y marzo del 2012, se extrajo el ADN de las hojas
joévenes colectadas del apice de 12 plantas de cada una de las seis poblaciones de
higo de interés. Las hojas fueron colectadas entre las 9:00 y 10:00 horas e
inmediatamente fueron trasladas al laboratorio de Biologia Molecular del

Departamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo. Las hojas fueron
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desinfectadas en una solucidon de Extran (2 %) durante 5 min. Posteriormente, se
obtuvieron cuatro muestras de 3 g de la mezcla de hojas de cada poblacion. Las
muestras fueron trituradas con nitrégeno liquido y la extraccion del ADN fue realizada
siguiendo el protocolo del CTAB al 4 % modificado por nosotros (Capitulo 1V). La
concentracion y calidad del ADN fue determinada por espectrofotometria a 260 nm
de longitud (Thermo Scientific Nanodrop ND-1000), y la calidad del ADN también fue
verificada en geles de agarosa al 1 % sumergidos en buffer de Tris-sodio Acetato-
EDTA (TAE) 1X, utilizando 10 uyl de Gene Ruler 100 pb Plus y 10 pl de 1 Kb Plus
(Thermo Scientific), como marcadores de ADN de peso molecular estandar. La
electroforesis fue realizada en un analizador genético (Cleaver scientific Ltd), por 45
min a 85 volts. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo
luz Uv, usando un fotodocumentador (Universal Hood Il, Bio Rad). Las muestras de

ADN fueron conservadas a 4 °C hasta su utilizacion.

Cuadro 10. Temperatura y humedad relativa prevalecientes en el invernadero,
durante la producciéon de higos de diferentes poblaciones del centro de

Mexico, utilizados para el analisis de huellas de ADN.

Condicion ambiental Enero Febrero Marzo

Temperatura (°C)

Minima 4.56 5.26 3.62

Media 16.05 18.66 17.91

Maxima 40.17 41.97 4472
Humedad relativa (%)

Minima 27.39 18.07 23.66

Media 78.99 61.99 67.99

Maxima 93.58 93.62 90.99

En agosto del 2012, las muestras de ADN fueron enviadas al Donald Danforth Plant
Science Center, en Saint Louis, Missouri, USA, para llevar a cabo los analisis de

huellas de ADN. Este analisis fue parte del proyecto de la estancia doctoral realizada
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por la autora principal en Danforth. Una vez que las muestras fueron recibidas, la
concentracion y calidad del ADN fue determinada por espectrofotometria (Thermo
Scientific Nanodrop 2000 C), y la calidad del ADN también fue verificada en geles de
agarosa al 1 % sumergidos en buffer de Tris-sodio Acetato-EDTA (TAE) 1X,
utilizando 10 ul de Gene Ruler 100 pb Plus y 10 yl de 1 Kb Plus (Thermo Scientific),
como marcadores de ADN de peso molecular estandar. La electroforesis fue
realizada en un analizador genético (Cleaver scientific Ltd), por 45 min a 85 volts.
Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados bajo luz Uv, usando
un fotodocumentador (Universal Hood Il, Bio Rad). Las muestras de ADN de las seis
poblaciones fueron normalizadas a una concentraciéon de 150 ng pL' para su

amplificacion.

Seleccion y diseiio de primers

Primeramente fueron seleccionados 20 primers individuales de los RAPDs y 18
primers individuales de los ISSRs (Cuadro 11). Estos primers fueron probados en
higo por Kadhari et al. (2004) y Khaled et al. (2010). Posteriormente fueron
disefiados tres primers especificos: Fruitfull F131, Fruitfull R1218 y Fruitfull_ R3056
(Figura 8 B) a partir de la secuencia del ADNc del gen numero ATG560910 (Fruitfull)
de Arabidopsis thaliana (Figura 8 A), obtenida de la base de datos de Arabidopsis
(www.arabidopsis.org). Para esto, la secuencia del gen Fruitfull fue alineada con la
secuencia de otras especies de plantas utilizando la herramienta BLAST del banco
de genes (www.ncbi.nlm.nih.gov). Los primers especificos (Cuadro 11) fueron
seleccionados a partir de secuencias altamente conservadas en diferentes especies

de plantas (Figura 8 A).
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Cuadro 11. Secuencias de los primers utilizados en el analisis de huellas de ADN de

diferentes poblaciones de higos del centro de México.

No. Nombre Secuencia (5’ a 3’) Tipo de primer
1 ROTH-HO1 GGTCGGAGAA RAPD
2 ROTH-HO02 TCGGACGTGA RAPD
3 ROTH-HO3 AGACGTCCAC RAPD
4 ROTH-HO04 GGAAGTCGCC RAPD
5 ROTH-HO5 AGTCGTCCCC RAPD
6 ROTH-HO06 ACGCATCGCA RAPD
7 ROTH-HO7 CTGCATCGTG RAPD
8 ROTH-HO8 GAAACACCCC RAPD
9 ROTH-HO09 TGTAGCTGGG RAPD
10 ROTH-H10 CCTACGTCAG RAPD
11 ROTH-H11 CTTCCGCAGT RAPD
12 ROTH-H12 ACGCGCATGT RAPD
13 ROTH-H13 GACGCCACAC RAPD
14 ROTH-H14 ACCAGGTTGG RAPD
15 ROTH-H15 AATGGCGCAG RAPD
16 ROTH-H16 TCTCAGCTGG RAPD
17 ROTH-H17 CACTCTCCTC RAPD
18 ROTH-H18 GAATCGGCCA RAPD
19 ROTH-H19 CTGACCAGCC RAPD
20 ROTH-H20 GGGAGACATC RAPD
21 (CA)CG CACACACACACACACACG ISSR
22 (GACA),GT GACAGACAGACAGACAGT ISSR
23 (GACA)/CG GACAGACAGACAGACACG ISSR
24  (CA)TG CACACACACACACACATG ISSR
25 (ACTG)4 ACTGACTGACTGACTG ISSR
26 (AGAG)sC AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGC ISSR
27 (TC)10A TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCA ISSR
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Cuadro 11.Secuencias de los primers utilizados en el analisis de huellas de ADN de

diferentes poblaciones de higos del centro de México (continuacion).

No. Nombre Secuencia (5’ a 3’) Tipo de primer
28 (CT)1G CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTG ISSR
29 (GACAC)4 GACACGACACGACACGACAC ISSR
30 (AGAG)sT AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGT ISSR
31  (AGAC),GC AGACAGACAGACAGACGC ISSR
32 (CA)AGC CACACACACACACACAAGT ISSR
33 (TCC)sAGCT TCCTCCTCCTCCTCCAGCT ISSR
34 (CA) CACACACACACACA ISSR
35 (GACA)GT GACAGACAGACAGACAGT ISSR
36 (GACA)/AC GACAGACAGACAGACAAC ISSR
37 (GTCGATGT)CCA GTCGATGTCCA ISSR
38 (GACGATGA)CCT GACGATGACCT ISSR
39  Fruitfull_F131 ATGGGAAGAGGTAGGG RFLP (Gen
especifico)
40  Fruitfull_R1218 GATACTTGAACGCTATGAT RFLP (Gen
especifico)
41  Fruitfull_R3056 GATTAAGGAGAGGGAGAAG RFLP (Gen
especifico)

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR fue realizada con los 20 primers individuales de los RAPDs, 18 primers
individuales de los ISSRs, y tres primers disefiados a partir del Fruitfull, utilizados en
parejas: Fruitfull_F131 y Fruitfull_R1218 y Fruitfull_F131 y Fruitfull_R3056, usando
un termociclador (MaxyGene Gradient). Los componentes de la mezcla de PCR (25
pl) fueron: 300 ng de ADN gendmico, 1 mM de MgSQOy, 0.25 mM de dNTPs, 0.4 uM
de primer, 1X ThermoPol buffer y 1 unidad de Taq DNA Polymerasa (Invitrogen). Las
condiciones de termociclaje de la PCR para los RAPDs fueron: 95 °C por 5 min para

la desnaturalizacion inicial del ADN, 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 40 °C por 30 seg,
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72 °C por 1 miny 40 seg y 72 °C por 10 min para la extension final. Las condiciones
de termociclaje de la PCR para los ISSRs fueron: 95 °C por 5 min para la
desnaturalizacion inicial del ADN, 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 42 °C por 45 seg, 68
°C por 1 min y 40 seg y 68 °C por 5 min para la extension final. Las condiciones de
termociclaje de la PCR para los primers derivados del Fruitfull fueron: 95 °C por 5
min para la desnaturalizacion inicial del ADN, 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 40 °C por

45 seg, 68 °C por 3 miny 15 seg y 68 °C por 5 min para la extension final.

Los productos de la PCR (25 pl) no digeridos, provenientes de los ISSRs y de los
primers derivados del Fruitfull, fueron mezclados con 10 ul de bromofenol azul 6X.
Posteriormente, 15 pl de la mezcla fueron cargados en geles de agarosa al 1%
sumergidos en buffer de Tris-sodio Acetato-EDTA (TAE) 1X, utilizando 10 ul de Gene
Ruler 100 pb Plus y 10 pyl de 1 Kb Plus (Thermo Scientific), como marcadores de
ADN de peso molecular estandar. La electroforesis fue realizada en un analizador
genético (Cleaver scientific Ltd), por 45 min a 85 volts. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio y fotografiados bajo luz Uv, usando un fotodocumentador
(Universal Hood I, Bio Rad).

Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Los productos de la PCR (25 pl) no digeridos, provenientes de los ISSRs y de los
primers derivados del Fruitfull, fueron sometidos a una digestién doble utilizando las
enzimas de restriccion Bglll y BamHI, a 37 °C por 3 h. Los productos de la PCR
digeridos fueron mezclados con 10 pl de bromofenol azul 6X. Posteriormente, 20 ul
de la mezcla fueron cargados en geles de poliacrilamida al 6 % sumergidos en TBE
buffer 0.5X, utilizando 10 ul de Gene Ruler 100 pb Plus y 10 pl de 1 Kb Plus (Thermo
Scientific) como marcadores de ADN de peso molecular estandar. La electroforesis
fue realizada en una camara vertical (Dual T MVG-216-33, C. B. S. Scientific), por
150 min a 100 volts. Los geles fueron tefiidos con Sybrgold (Invitrogen) y

fotografiados bajo luz Uv, usando un fotodocumentador (Universal Hood Il, Bio Rad.
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A Alienamiento BLAST del gen Fruitfull de Arabidopsis thaliana

Caodigo de colores del record de alineamiento
40-50 50-80 80-200 == 200

1 200 400 600 800 1000
A. thaliana cv. Col-0
A. thaliana clon MSL3 | S S S
A. lyrata [
Perilla frutescens |
Lepidium appelianum "
Sinapsis alba [ ]
L. campestre |
Brassica oleracea —
B. napus —
Aethionema carneum ]
B. rapa A
Glycine max I
Litchi chinensis ]
Actinidia chinensis I
Fragaria x anannasa [
Nicotiana tabacum ]
Lotus curniculiatus I
Eucaliptus globulus ]
Citrus sinensis —
Pisum sativum I
Rosa hibrid cv. Apetala ]
Mangifera indica |
C. unshiu e
Eschscholzia californica L ———
Carica papaya [ —
Medicago trunculata —

<
Fruitfull_F131 Fruitfull_R1218 Fruitfull_R3056

B Coordenadas de los primers

N T PN

131 — 146 1218 — 1236 3056 — 3074
Fruitfull_F131 Fruitfull_R1218 Fruitfull_R3056
| 1.1 kb |

| |

| 2.9 kb

Figura 8. Disefio de primers utilizando la secuencia del ADNc del gen AT5G60910 (Fruitfull) de A.
thaliana. A) Alinemaiento BLAST de la secuencia del ADNc de A. thaliana con varias
especies de plantas. B) Coordenadas de los primers utilizados basandonos en la secuencia

del ADN gendmico del Fruitful.
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Disefo experimental y analisis estadistico

Se utilizaron tres repeticiones de cada poblacion de higo con cada uno de los primers
individuales de los RAPDs, ISSRs, y tres repeticiones para cada pareja de primers
derivados del Fruitfull (Fruitfull_F131 vy Fruitfull_R1218 vy Fruitful_F131 vy
Fruitfull_R3056). El patron de electroforesis obtenido después de la digestion con
enzimas de restriccion fue analizado en dos partes. Primeramente, fue estimado el
tamano de las bandas utilizando como referencia los marcadores de ADN de peso
molecular estandar. Posteriormente, el patron de bandas observado en los geles fue
asignado a un sistema binario de 0 y 1. El 0 fue asignado cuando una banda estuvo
ausente y el 1 fue asignado cuando una banda estuvo presente. El coeficiente de
similaridad de Nei y Li/Dice (Nei y Li, 1979) entre las poblaciones de higo fue
determinado por analisis de clusters, mediante el método UPGMA (Unweigthed pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA), en el paquete para analisis de datos
genéticos FreeTree (version 0.9.1.50), considerando el método de remuestreo
bootstrapping con 200 repeticiones. El arbol filogenético fue visualizado en el
programa Tree View (version 1.6.6). Las figuras fueron editadas en el programa

lllustrator CS3 (version 13.0) para computadora personal.

Variables respuesta

* Numero de bandas totales. Fue cuantificado en el patrén de electroforesis de
los geles de poliacrilamida obtenidos de cada primer individual de los RAPDs,
ISSRs y de la pareja de primers del Fruitfull (Fruitfull F131 y Fruitfull_R1218 y
Fruitfull_F131 y Fruitfull_R3056).

* Numero de bandas polimoérficas. Este numero se obtuvo a partir del patron de
electroforesis de los geles de poliacrilamida obtenidos de cada primer individual
de los RADPs, ISSRs y de la pareja de primers del Fruitfull (Fruitfull F131 y
Fruitfull_R1218 y Fruitfull_F131 y Fruitfull_R3056).
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* Polimorfismo (%). El porcentaje de polimorfismo fue determinado con base en el
numero de bandas totales (NBT) y el numero de bandas polimérficas (NBP) de
ADN, observadas en el patrén de electroforesis de los geles de poliacrilamida
obtenidos de cada primer individual y la pareja de primers derivados del Fruitfull
(Fruitfull_F131 y Fruitfull_R1218 y Fruitfull_F131 y Fruitfull_R3056), mediante la
ecuacion: Polimorfismo (%)= [(NBP * 100)/NBT].

5.5. Resultados y Discusion

Huellas de ADN de higo con RAPDs e ISSRs

Las poblaciones de higo descritas en este estudio mostraron caracteristicas del fruto
claramente distintas aun creciendo bajo las mismas condiciones ambientales de
humedad y temperatura (Cuadro 6, 8,10, Figura 5) y de manejo agronémico, lo cual
sugiere que las poblaciones de higo son genéticamente diferentes entre ellas. Para
probar esta hipotesis, nosotros realizamos un analisis de huellas genéticas de ADN
basado en una combinaciéon de RAPDs, ISSRs y RFLPs (gen especifico derivado del
Fruitfull).

De 20 primers individuales de los RAPDs y 18 primers individuales del tipo ISSR,
solo cuatro ISSRs (Cuadro 12) generaron productos de PCR abundantes y visibles
en geles de agarosa al 1 % (Figura 9 A). Una banda prominente estuvo presente a
750 pares de bases (pb). Sin embargo, bandas menos abundantes estuvieron
presentes entre 1 y 2 kilobases (Kb). Interesantemente, la digestion doble de los
productos de PCR con las enzimas Bglll-BamHI (RFLP) generé un patrén de

electroforesis que permitio distinguir claramente las poblaciones de higo (Figura 9 B).

Un total de 14 bandas, 10 de ellas polimdrficas (Cuadro 12), fueron observadas entre
75 pb y 1.5 Kb. La variedad Tetela presenté una banda distintiva en una posicion
superior a 1.5 Kb. Salvatierra presentd dos bandas distintivas a 90 y 150 pb.

Ixmiquilpan presentd una banda distintiva a 150 pb. Zacapala carecié de una banda
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a 90 pb y otra banda a 1.4 Kb. Tecamac careci6é de una banda a 150 pb y presenté
una banda distintiva a 1.0 Kb. Neza carecio de tres bandas, una a 90 pb, otra a 150

pbylaotraa 1.0 Kb.

Cuadro 12. Numero de bandas totales y polimorficas y polimorfismo de los primers
qgue generaron bandas de ADN visibles para la diferenciacién molecular

de poblaciones de higos del centro de México.

No. Nombre Tipode T, A Numerodebandas PMF?*
primer (°C) (°C) Totales Polimérficas (%)

25 (ACTG)s ISSR 47 42 14 10 71.42
31 (AGAC),GC ISSR 54 49 24 12 50.00
32 (CA)AGC ISSR 53 48 17 7 41.18
35 (GACA)GT ISSR 51 46 18 15 83.33
39  Fruitfull_F131 RFLP 58 53 - - -

40  Fruitfull_ R1218 RFLP 45 40 22* 5* 22.72*
41 Fruitfull_R3056 RFLP 48 43 26** 10** 38.46**

XTemperatura de fusion (°C), YTemperatura de alineamiento (°C), ZPolimorfismo (%). *Datos obtenidos
de la pareja de primers Fruitfull_F131 y Fruitfull_R1218. **Datos obtenidos de la pareja de primers
Fruitfull_F131 y Fruitfull_R3056.

Utilizando el patron de electroforesis de los geles de poliacrilamida, fue estimado el
coeficiente de similaridad de Nei y LiDice (Neiy Li, 1979) entre las poblaciones de
higo, mediante el método UPGMA. EIl analisis del cluster discrimind a todas las
poblaciones evaluadas en este estudio. Con base en estos resultados, nosotros
concluimos que las poblaciones descritas aqui (Ixmiquilpan, Neza, Salvatierra,
Tecamac, Tetela y Zacapala) son genéticamente diferentes. Sin embargo, el arbol
filogenético y el coeficiente de similaridad obtenido (Figura 10) no mostré correlacion

con las caracteristicas del fruto (Figura 5).
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A Geles de agarosa

ISSR
Col 1 2 3 4 5 6
2.0 Kb
- 1.0 Kb
0.5 Kb
0.2 Kb
100 pb 1 Kb

B Geles de acrilamida

- 0.2 Kb
10(% pb 1 t(b
Figura 9. Huellas de ADN de diferentes poblaciones de higo del centro de México (1: Ixmiquilpan, 2:
Salvatierra, 3: Tecamac, 4: Tetela, 5: Neza, 6: Zacapala), utilizando ISSRs. A. thaliana
variedad Columbia (Col-0) fue incluida como testigo. A) Patrén de electroforesis de los
productos de PCR corridos en geles de agarosa al 1 %. B) Patrén de electroforesis de los
productos de PCR digeridos con las enzimas Bglll-BamHlI, corridos en geles de poliacrilamida
al 6 %. Los marcadores de 100 pb y 1Kb fueron utilizados como marcadores de ADN de peso

molecular estandar. El panel inferior de los geles de poliacrilamida muestra una exposicién

mas larga del area entre 0.075y 0.2 Kb.
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Una explicacion de la falta de correlacion es que ademas de las caracteristicas del
fruto, las poblaciones descritas en este estudio posiblemente son diferentes en varias
caracteristicas como el contenido de azucares, la firmeza, el sabor, el contenido de
antocianinas y polifenoles, la resistencia a plagas o enfermedades, la resistencia a
bajas temperaturas o a estrés hidrico. De acuerdo con esta hipodtesis, nosotros
hemos observado que el genotipo Ixmiquilpan presenta los frutos mas firmes,
mientras que Neza presenta los frutos mas suaves. Tecamac ha mostrado mayor
resistencia a estrés hidrico que las otras poblaciones, y Tetela ha mostrado la mayor

sensibilidad a las bajas temperaturas.

Salvatierra2C

57 Salvatierra2A

44 16 Salvatierra2B

Zacapala6C

66
46 16

Zacapala6A

Zacapala6B

Ixmiquilpan1C

88
41 38

Ixmiquilpan1A

IXxmiquilpan1B

Tecamac3C

88 86 Tecamac3A
_| 15 Tecamac3B
Tetela4C
100 96 p Tetela4A
Tetela4B
Neza5C

100 NezaA
0.1 45

Coeficiente de Neza5B
similaridad

Figura 10. Arbol filogenético (200 remuestreos) de diferentes poblaciones de higo del centro de México,
basado en los patrones de electroforesis de los geles de poliacrilamida de los ISSRs, con

tres repeticiones (A, B y C) de cada poblacion.
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Huellas de ADN de higo con primers derivados del Fruitfull (RFLPs)

La principal diferencia entre las poblaciones de higo descritas en este estudio es la
morfologia del fruto (Figura 5). No existe informacién disponible a cerca de los genes
que determinan las caracteristicas en frutos de higo. Sin embargo, en la planta
modelo A. thaliana se conocen 27 genes responsables de las caracteristicas del
desarrollo del fruto (Roeder y Yanofsky, 2006). Interesantemente, el gen responsable
del tamano del fruto (Fruitfull) esta altamente conservado en algunas especies de
plantas (Figura 8 A). Con base en este resultado, nosotros formulamos la hipotesis
que el higo tiene un gen homologo del Fruitfull. Para probar esta hipotesis, nosotros
generamos un primer iniciador y dos primers reversos basados en la secuencia del
Fruitfull (Figura 8 B). Estos primers fueron utilizados para la PCR del ADN gendémico
de los higos. En todas las poblaciones, estos primers produjeron un producto
abundante de PCR de aproximadamente 900 pb (Figura 11 A). Sin embargo, fueron
observadas bandas adicionales entre 200 y 500 pb y entre 2 y 3 Kb.

La digestion de los productos de PCR con las enzimas Bglll-BanHI, utilizando los
primers Fruitfull_F131 y Fruitfull_ R1218 o Fruitfull_F131 y Fruitfull R3056, generd
varias bandas polimérficas (Cuadro 12) que permitieron distinguir claramente a todas
las poblaciones. En el area entre 0.075 y 0.2 Kb, los productos de PCR digeridos
utilizando la pareja de primers Fruitfull_F131 y Fruitfull_ R1218, revelaron diferencias
muy claras entre las poblaciones (Figura 11 B). Neza carecié de dos bandas entre
100 y 150 pb. Ixmiquilpan carecié de una banda a 150 pb y presentd una banda
adicional a 75 pb. Tetela carecié de una banda a 150 pb. Tecamac presentd dos
bandas muy cercanas una de la otra a 150 pb. Salvatierra y Zacapala fueron muy
similares. Sin embargo, estas dos poblaciones fueron diferenciadas claramente en la
digestion de los productos de PCR generados al utilizar la pareja de primers
Fruitfull_F131 y Fruitfull_ R3056 (Figura 11 B). Salvatierra presenté una banda a 45

pb que estuvo ausente en Zacapala.
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A Geles de agarosa

Fruitfull F_131y R_1218 Fruitfull F_131 y R_3056
Col 1 23 4 56 Col 1 23 4 56
3.0 Kb
1.5 Kb
-
[ e — 1.0 Kb
- 0.5Kb
0.2 Kb
} }
100 pb 1 Kb 100 pb 1 Kb
B Geles de acrilamida
Fruitfull F_131y R_1218 Fruitfull F_131 y R_3056
Col 1 234 56 Col 123 45 6
-1.5Kb = b 15 KD
Ll bd bl bd b el
—1
p— bod v oo bt _
. 0.5 Kb - -
(-
—
0.2 Kb 0.2 Kb
-0.075 Kb 0.075 Kb
'_"'—‘uu;:;-.;z_:u'—‘ Kb
Bttt 0.075 Kb

100 pb 1 Kb 100 pb 1 Kb

Figura 11. Huellas de ADN de diferentes poblaciones de higo del centro de México (1: Ixmiquilpan, 2:
Salvatierra, 3: Tecamac, 4: Tetela, 5: Neza, 6: Zacapala), utilizando los primers especificos
disefiados a partir del Fruitfull. A. thaliana variedad Columbia (Col-0) fue incluida como
testigo. A) Patron de electroforesis de los productos de PCR corridos en geles de agarosa
al 1 %. B) Patron de electroforesis de los productos de PCR digeridos con las enzimas
Bglll-BamHI, corridos en geles de poliacrilamida al 6 %. Los marcadores de 100 pb y 1Kb
fueron utilizados como marcadores de ADN de peso molecular estandar. El panel inferior
de los geles de poliacrilamida muestra una exposicion mas larga del area entre 0.075y 0.2
Kb.
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Con base en el patron de electroforesis observado en los productos de PCR (primers
Fruitfull_F131 y Fruitfull_R1218 y Fruitfull_F131 y Fruitfull_R3056), digeridos vy
corridos en geles de poliacrilamida, fue estimado el coeficiente de similaridad de Nei
y LiDice (Nei y Li, 1979) entre las poblaciones de higo, mediante el método UPGMA.
El analisis del cluster (Figura 12) discrimind a todas las poblaciones. Estos
resultados confirman que las poblaciones de higo descritas en este estudio
(Ixmiquilpan, Neza, Salvatierra, Tecamac, Tetela y Zacapala) son genéticamente
diferentes. Ademas, el arbol filogenético y la distancia genética obtenida (Figura 12)

mostré una correlacion muy alta con las caracteristicas del fruto (Figura 5).

Tecamac3C
99 Tecamac3A
|40 TecamacB
30
Zacapala6C
99 Zacapala6A
20 —|22
Zacapala6B
Tetelad4C
14 100| Tetelad A
29 TeteladB
Neza5C
100 Neza5A
100 I 12 Neza5B
Ixmiquilpani1C
100 Ixmiquilpan1A
41
_| Ixmiquilpan1B
38 Salvatierra2C
0.1 100 .
Coeficiente de 3 Salvatierra2A
similaridad | Salvatierra2zB

Figura 12. Arbol filogenético (200 remuestreos) de diferentes poblaciones de higo del centro de México,
basado en los patrones de electroforesis de los geles de poliacrilamida de los primers
especificos disefiados a partir del Fruitfull, con tres repeticiones (A, B y C) de cada

poblacion.
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Los resultados de este estudio sugieren que el higo presenta un gen homologo del
gen Fruitfull que determina el tamafo del fruto y que las poblaciones de higos
mexicanos descritas en este estudio han acumulado mutaciones en ese gen. Los
higos negros en México se derivan de la variedad Black Mission. Sin embargo,
después de cientos de afos de introduccion de la planta en nuestro pais, el higo se
ha adaptado a diferentes condiciones ambientales y ha fijado genéticamente tales
adaptaciones. En este estudio, nosotros presentamos dos lineas de evidencias que
muestran que las poblaciones de higo negro en México representan variedades

claramente distintas entre ellos.

1) Huellas de ADN basadas en analisis de ISSRs.
2) Huellas de ADN basadas en analisis del Fruitfull (RFLPs).

Con este estudio, no podemos conocer la distancia genética que existe entre las
poblaciones de higos mexicanos y la variedad Black Mission. Sin embargo, utilizando
la metodologia descrita aqui, esa distancia puede ser determinada. Adicionalmente,
la misma metodologia puede ser utilizada para caracterizar otras poblaciones de higo
provenientes de cualquier lugar de México o del mundo. Esta metodologia también

puede adaptarse a cualquier otra especie de plantas.

5.6. Conclusiones

* El higo presenta un gen homoélogo del gen Fruitfull que determina el tamano del

fruto.

* Las huellas de ADN indican que las poblaciones mexicanas de higo identificadas
en este estudio (Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela, Neza y Zacapala) son
genéticamente diferentes entre ellas a nivel de genoma y a nivel especifico del

gen responsable del tamafo del fruto.
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* La distancia genética que existe entre las variedades Mexicanas de higo y la
variedad Black Mission puede ser determinada utilizando los primers
Fruitfull_F131, Fruitfull_R1218 y Fruitfull_R3056, disefnados en este estudio.
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VI. VALOR NUTRITIVO Y NUTRACEUTICO DE VARIEDADES MEXICANAS DE
HIGO (Ficus carica L.)

6.1. Resumen

Los frutos de higo (Ficus carica L.) son nutritivos y saludables, no contienen grasa ni
colesterol y aportan antioxidantes. La composicion mineral y nutracéutica de los
frutos de higo de las variedades mexicanas son completamente desconocidos.
Nosotros cultivamos plantas de higo de la variedad Neza en condiciones de
invernadero. En este estudio nosotros presentamos una evaluacion del valor nutritivo
y nutracéutico de los frutos de higo de la variedad Neza, basado en el contenido de
minerales, fenoles y antocianinas totales, en diferentes épocas del afo. Nuestros
resultados muestran que el contenido de minerales, fenoles y antocianinas totales no
varia en funcion de la época del afio. De nueve elementos minerales analizados, los
mas abundantes fueron el K (1073.06), Ca (330.21), P (123.43), y Mg (121.22) en mg
por 100 g de materia seca. Estos valores de Ca y K superan ampliamente a los frutos
de papaya, naranja, platano, cereza, chicozapote, ciruela, chirimoya, durazno, fresa,
guanabana, guayaba, kiwi, limon, mandarina, mamey, mango, manzana, zarzamora,
pitahaya, uva, pera y pifia. El contenido medio de fenoles y antocianinas totales fue
de 1,469.85 y 334.60 mg por 100 g de tejido fresco, respectivamente. Los analisis de
HPLC demuestran que el higo contiene por lo menos 12 tipos de compuestos
fendlicos. Nosotros reportamos por vez primera la presencia de luteina en frutos de
higo. Los analisis bioquimicos de los higos mexicanos de la variedad Neza nos llevan
a la conclusién de que los frutos de higo presentan el mismo valor nutritivo y

nutraceutico en cualquier época de ano.

Palabras clave: contenido mineral, fenoles, antocianinas, higo, compuestos

fendlicos.
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NUTRITIVE AND NUTRACEUTICAL VALUE OF MEXICAN FIG (Ficus carica L.)
VARIETIES

6.2. Abstract

The fig fruits (Ficus carica L.) are nourishing and healthy, they contain no fat or
cholesterol and provide antioxidants. The mineral and nutraceutical composition of
the Mexican fig fruit varieties are completely unknown. We grew Neza variety fig
plants under greenhouse conditions. In this study we present an evaluation of the
nutritional and nutraceutical value of the Neza fig fruits variety, based on the content
of minerals, phenols and anthocyanins in different seasons of the year. Our results
show that the content of minerals, phenols and anthocyanins does not vary through
the seasons of the year. From nine mineral elements analyzed here, the most
abundant minerals were K (1073.06), Ca (330.21), P (123.43) and Mg (121.22) in mg
per 100 g of dry matter. These values of Ca and K are higher than the content of Ca
and K in papaya, orange, banana, cherry, sapodilla, plum, custar apple, peach,
strawberry, guanabana, guava, kiwi, lime, mandarin, mamey, mango, apple,
blackberry, pitahaya, grape, pear, and pineapple. The average content of total
phenols and anthocyanins was 1469.85 and 334.60 mg per 100 g of fresh tissue,
respectively. This is the first time that the presence of lutein in fig fruits is detected.
HPLC analysis showed that the fig contains at least 12 kinds of phenolic compounds.
We reported here for the very first time the presence of lutein in fruits of fig.
Biochemical analyses of the Mexican fig variety Neza lead us to the conclusion that

fig fruits have the same nutritional and nutraceutical value at any time of the year.

Key words: mineral content, phenols, anthocyanin, fig fruits, phenolic compounds.
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6.3. Introduccion

El valor nutritivo de los frutos de higo se debe al contenido elevado de vitaminas,
minerales, carbohidratos, proteinas vy fibra dietética (Baccaunaud et al., 1995; Ersoy
et al., 2007). Los compuestos mas abundantes son la glucosa y la fructosa (3.49 y
2.54 mg por 100 g de materia seca, respectivamente) y los minerales como el calcio
(162.0-295.86), magnesio (68.0-71.64), potasio (680.0-739.75), fésforo (67.0) sodio
(10.0-28.95), fierro (2.03) y zinc (1.25) en mg por 100 g de materia seca (Aljane et
al., 2007; Ersoy et al., 2007).

El valor nutracéutico de los frutos de higo se debe principalmente al contenido de
compuestos fendlicos como los fenoles (1000 a 1100 mg kg') (Vinson, 1999) y
antocianinas (162 mg kg™') (Vinson, 1999; Aguilera et al., 2009), y anticancerigenos
como el benzaldehido (Slavin, 2006). Estos compuestos tienen importancia
fisiolégica, debido a que mejoran la calidad de vida del humano, mantienen niveles
adecuados de salud, previenen enfermedades cronico degenerativas y actian como
antioxidantes, previniendo al organismo de dafios por oxidacion celular incluso a
nivel de ADN (Vinson, 1999; Piga et al., 2008; El Gharras, 2009).

La variedad espafnola conocida como Black Mission es la que posee los contenidos
mas altos de antocianinas y la que presenta la capacidad antioxidante mas elevada
(36 %) de todos los tipos de higueras y colores del fruto (Solomon et al., 2006). Sin
embargo, el valor nutritivo y nutracéutico que presenten los frutos de higo al
momento de la cosecha puede ser modificado por factores diversos, como las
condiciones edafoclimaticas del cultivo, el sitio de cultivo, el tipo de higuera, la
variedad, la edad de la planta, la etapa de desarrollo del fruto, la época de cosecha,
y el manejo agronémico del cultivo (Baccaunaud et al., 1995; Melgarejo, 2000; Piga
et al., 2003; Koyuncu, 2004; Ersoy et al., 2008; EI-Gharably et al., 2009; Sen et al.,
2010.
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Aun cuando el higo se consume en México y es un fruto muy apreciado, el valor
nutritivo y nutracéutico de las variedades mexicanas de higo, son desconocidos. En
estudios previos sobre la caracterizacion morfologica y genética de seis variedades
mexicanas de higo, nosotros identificamos a la variedad Neza como la mas
sobresaliente en caracteres agronémicos. Esa caracterizacion fue complementada
bioquimicamente, y aqui presentamos evidencias del contenido mineral y

compuestos fendlicos de esta variedad en diferentes épocas del afo.

6.3.1. Objetivo

Determinar el valor nutritivo y nutracéutico de frutos de higo de la variedad Neza, con

base en el contenido de minerales, fenoles y antocianinas.

6.3.2. Hipétesis

Ho: El contenido de minerales, fenoles y antocianinas de los frutos de higo, varia con

la época del afo.

Ha: El contenido de minerales, fenoles y antocianinas de los frutos de higo, no varia

con la época del afio.

6.4. Materiales y Métodos

Material vegetal
De las seis variedades de higos mexicanos evaluadas en Capitulos previos (lll y V)
de esta investigacion, la variedad Neza fue seleccionada para realizar estudios del

valor nutritivo y nutracéutico, por presentar ésta caracteristica agronomica
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sobresaliente, como un alto potencial de rendimiento 120 ton ha™ y frutos de tamario

muy grande (100 g en promedio).

Reproduccion y cultivo de las plantas
Plantas de higo de la variedad Neza, reproducidas por estacas, conforme a lo descrito
en el Capitulo Ill de esta investigacion, fueron cultivadas en invernadero bajo las

mismas condiciones ambientales (Cuadro 13) y de manejo agronémico.

Cuadro 13. Temperatura y humedad relativa prevalecientes en el invernadero,
durante la produccion de higos de la variedad Neza, utilizados para

determinar el contenido de minerales, fenoles y antocianinas del fruto.

Condiciéon ambiental Agosto Septiembre Octubre

Temperatura (°C)

Minima 9.21 1.86 2.78

Media 18.77 18.26 17.50

Maxima 37.92 39.94 44 .34
Humedad relativa (%)

Minima 30.58 25.37 15.68

Media 73.48 74.99 71.28

Maxima 92.46 92.95 92.42

Determinacién del contenido de minerales, fenoles y antocianinas

Entre agosto y octubre del 2011, cuando las plantas de higo producidas en
invernadero bajo las mismas condiciones ambientales (Cuadro 13) y de manejo
agrondmico se encontraban a la mitad del periodo de cosecha, se realizé la
cuantificacion del contenido de minerales, fenoles y antocianinas, en frutos
completamente maduros de la variedad Neza. En cada fecha de cosecha, fueron
seleccionados al azar 4 frutos provenientes del tercio medio de plantas individuales.

Para asegurar que los frutos presentaran madurez homogénea al momento de la
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cosecha, con base en la experiencia de la autora, fueron seleccionados higos con
exocarpio completamente negro, suaves al tacto y con pedunculo curvo. Los frutos
fueron cosechados entre las 9:00 y 10:00 horas e inmediatamente fueron trasladados
al laboratorio de Ciencias Ambientales del Postgrado de Edafologia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, para la evaluaciéon del contenido mineral; al
laboratorio de Fisiologia y Biofisica del Postgrado de Botanica, para determinar el
contenido de fenoles y antocianinas totales; y al laboratorio de Fitoquimica, para

realizar la identificacion de los compuestos fendlicos.

Disefo experimental y analisis estadistico

Para la cuantificacion del contenido de minerales, fenoles y antocianinas de los frutos
de higo, se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con tres
tratamientos formados por la época de cosecha del fruto (1: 27 de agosto, 2: 20 de
septiembre y 3: 29 de octubre), con 4 repeticiones cada uno. En ambos casos, los
datos fueron sometidos a pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) vy
homogeneidad de varianzas (Bartlett) en el paquete estadistico SAS. Se verifico que
cumplieran con los supuestos basicos del analisis de varianza. Los datos se
sometieron a analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias con la
prueba de Tukey (P<0.05), en el paquete estadistico SAS para computadora
personal (SAS, 1999-2000, version 8.1). La representacion grafica de los datos se

realizé en el programa SigmaPlot (version 10.1) para computadora personal.

Variables respuesta

* Contenido mineral. Los frutos recién cosechados fueron sometidos a secado
hasta peso constante, en un deshidratador eléctrico (Blue M, PoweroMatic 60)
con aire circulante a 105 °C. Inmediatamente después, se enviaron al laboratorio
de Ciencias Ambientales del Postgrado de Edafologia del Colegio de

Postgraduados Campus Montecillo, para la determinacién del contenido mineral,
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utilizando la técnica de diagnéstico en horno de microondas con HNOs;. El

contenido de cada elemento es expresado en mg 100 g de materia seca.

Fenoles totales. Se cuantificaron con base en el método propuesto por Folin y
Ciocalteu, modificado por Waterman y Mole (1994). Se trituraron 0.5 g de pulpa
fresca con 5 ml de alcohol etilico al 80 %, durante 30 segundos, en un
homogeneizador de tejidos. A 0.15 ml de sobrenadante se le agregaron 16.85 mi
de agua desionizada y 1 ml de solucion Folin y Ciocalteu. La mezcla se agité y
antes de que transcurrieran 8 minutos se le agregaron 2 ml de carbonato de sodio
al 10 % y se dejo reposar por 2 h. Se tomd una alicuota de 0.1 ml y se aforé a 2
ml con alcohol etilico. La lectura de absorbancia se llevo a cabo a 760 nm en un
espectrofotometro. El desarrollo de color fue proporcional a la concentracion de
fenoles libres. Para calcular la concentracién se utilizé una curva de calibracion
elaborada a partir de fenol. El resultado se expresé en miligramos por 100

gramos de tejido fresco.

Antocianinas totales. Se cuantificaron con base en la metodologia propuesta
por Soto (2011). Se pesaron 4 g de tejido fresco y se maceraron con 10 ml de
etanol acidificado (80:15 HCI). La muestra se dejo reposar durante 12 h. Después
se decanté y se lavo con etanol hasta completar un volumen de 50 ml. Se
centrifugd por 4 min a 20 °C a 3 rpm. Se tomo una alicuota de 0.2 ml y se aforo a

4 ml con etanol. La lectura se llevé a cabo en espectrofotometro a 535 nm.
Identificacion de compuestos fendlicos. Se llevd acabo por medio de HPLC,

conforme a la metodologia de Aguilera et al. (2009), con algunas modificaciones
(Figura 13).
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Separar manualmente el exocarpio
y mesocarpio del fruto.

—

Congelar los tejidos obtenidos
en nitrégeno liquido.

v

Liofilizar los tejidos por 34 h.

Hidrolizar los pigmentos por 60
minutos a 100 °C.

v

Ajustar el volumen de los pigmentos
obtenidos con metanol con acido
formico (25 %)

v

Extraer 2 ml de muestra y filtrarla
en sacrodiscos de 0.45 pm

v

Recolectar el filtrado en tubos
agilentde 1.5 ml

Triturar y mezclar 0.8 g de tejido
con 10 ml de metanol: agua: acido
féormico (70:28:2), a pH 3.45.

v

Homogeneizar la mezcla por 10
minutos a 967 rpm.

v

Filtrar la mezcla en papel de poro
mediano y dejarla reposar por 1 h
en oscuridad

v

Concentrar los pigmentos por
destilacion durante 5 minutos

v

Ajustar el volumen de los pigmentos
obtenidos con metanol con HCI
(0.01 %)

v

Mezclar 0.5 ml del extracto
metandlico con 1.5 ml de HCI (6 M)
+ 2 ml de metanol con acido férmico

(25 %).

Inyectar la muestra en el
cromatégrafo

medio de HPLC.
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6.5. Resultados y Discusién

Contenido de minerales

De la coleccion de germoplasma de seis variedades mexicanas de higo que
establecimos en la Universidad Autonoma Chapingo, en el estado de México,
seleccionamos a la variedad Neza por sus caracteristicas morfolégicas y genéticas
sobresalientes, para evaluar su valor nutritivo y nutracéutico. Esta es la primera vez
que se realiza un estudio de esta naturaleza en México. Las plantas fueron
cultivadas en invernadero con aplicacion de solucion nutritiva a la largo del ciclo del
cultivo. La cuantificacion del contenido mineral de los frutos en diferentes épocas del

ano mostré que no hay variacién en ninguno de los nueve elementos (Cuadro 14)

evaluados en este estudio.

Cuadro 14. Composicion mineral (mg por 100 g de materia seca) de frutos de higo

de la variedad Neza, producidos en invernadero en diferente época del

afo.
Elemento Epoca del afio Media
Agosto Septiembre Octubre

Ca 362.32 a 307.39 a 320.93 a 330.21
K 1159.53 a 1056.86 a 1002.79 a 1073.06
Mg 124.31 a 132.80 a 106.54 a 121.22
Mn 0.83 a 0.80 a 0.75a 0.79
P 116.89 a 137.80 a 115.61 a 123.43
Na 16.34 a 9.54 a 11.00 a 12.29
Fe 2.24 a 435a 529 a 3.96
Cu 0.05a 043 a 0.06 a 0.18
Zn 0.73 a 1.17 a 1.08 a 0.99

Valores seguidos por la misma letra dentro de hileras indican similitud estadistica con la prueba de
Tukey (P < 0.05, n=4).

El contenido mineral de frutos de higo de algunas variedades esta disponible en la
literatura (Hakerlerler et al., 1998; USDA, 2005; Aljane et al., 2007; INCAP, 2012).
Los principales elementos que han sido identificados en los frutos frescos son el Ca,

K, Mg, Mn, P, S, Na, Cu, Fe y Zn. Para F. carica L., en general, el contenido varia

111



entre 0.51 y 680 (USDA, 2005) o entre 0.07 a 232 mg por 100 g de materia seca
(INCAP, 2012).

Nosotros utilizamos el contenido mineral de la variedad Bursa Black como referencia
para comparar a la variedad Neza evaluada en este estudio. Variacion significativa
fue observada en los contenidos de Ca (330.21 mg por 100 g de materia seca) y K
(1073.06 mg por 100 g de materia seca), de la variedad Neza, que superan a los
higos de la variedad Bursa Black en 82.87 y 74.46 %, respectivamente (Hakerlerler
et al., 1998). Las diferencias se atribuyen a que nuestros resultados provienen de
plantas cultivadas en invernadero con fertirriego, mientras que la variedad Bursa

Black fue producida en campo.

Los minerales mas abundantes de los higos de la variedad Neza fueron el K, Ca, Mg
y P, y los elementos mas escasos fueron el Mg, Cu y Zn (Cuadro 14). El
comportamiento constante de los minerales en las diferentes épocas del afo se
puede atribuir a que la fertilizacion se manejé de manera homogénea durante el ciclo
del cultivo. Nuestros resultados demuestran que los higos mexicanos de la variedad
Neza son fuente extraordinaria de minerales, cuyos contenidos de Ca y K superan
ampliamente a los frutos de papaya (24 y 257), naranja (43 y 200), platano (3 y 499),
cereza (16 y 173), chicozapote (21 y 193), ciruela (6 y 157), chirimoya (8 y 269),
durazno (10.6 y 272), fresa (16 y 153), guanabana (14 y 278), guayaba (28 y 284),
kiwi (34 y 312), limon (24 y 138), mandarina (37 y 166), mamey (11 y 47), mango (12
y 178), manzana (13 y 240), zarzamora (29 y 162), pitahaya (10 y 0), uva (15 y 185),
pera (6 y 119), y pina (13 y 108) mg por 100 g de materia seca (INCAP, 2012).

Contenido de fenoles y antocianinas totales

El contenido de fenoles y antocianinas de los frutos de higo de la variedad Neza
evaluados en este estudio también se mantuvo constante (Figura 14), lo cual indica
que en invernadero se pueden producir frutos de higo de alto valor nutritivo y

nutracéutico en cualquier época del ano.
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Figura 14. Contenido de fenoles y antocianinas totales de frutos de higo de la variedad Neza,

producidos en invernadero en diferentes épocas del afio.

Las propiedades nutracéuticas del higo, atribuidas al contenido de fenoles y
antocianinas, han sido poco estudiadas (Vinson, 1999; Piga et al., 2008; Aguilera et
al., 2009; El Gharras, 2009). En la literatura solo esta disponible la informacion para
Ficus carica L. en general. Los fenoles totales varian de 1000 a 1100 mg kg
(Vinson, 1999). En la variedad espafiola conocida como Black Mission, el contenido
de antocianinas es de 162 mg kg™ (Aguilera et al., 2009). En este estudio, nosotros
encontramos que los higos de la variedad Neza, presentan contenidos medios de
fenoles totales de 1469.85 mg kg™ y antocianinas totales de 334.60 mg kg™'. La suma
de fenoles y antocianinas es de 1,804.45 mg kg', superando ampliamente a la
zarzamora (1,305 mg kg™, el café (733 mg kg"), y el vino rojo (800 mg kg™, y
mostrando valores dentro del rango del contenido de fenoles totales del arandano
(250-5,000 mg kg') (El Gharras, 2009).

Es probable que las diferencias en el contenido de fenoles y antocianinas totales
puedan deberse a variacion genética, a las regiones de cultivo de las plantas, las
condiciones ambientales y al método utilizado para la extraccion y cuantificacion de

los compuestos fendlicos. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que la
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variedad de higo conocida como Neza es una fuente extraordinaria de antioxidantes

naturales que pueden ayudan a mejorar la calidad de vida del humano.

Identificacion de compuestos fendlicos

Los analisis de HPLC permitieron identificar por lo menos 12 tipos de compuestos
fendlicos presentes en los frutos de higo de la variedad Neza (Figura 15). Esta es la
primera vez que se reportan mas de tres compuestos fendlicos en frutos de higo
(Piga, et al., 2008; Aguilera et al., 2009). Sin embargo, debido a la falta de
estandares de comparacion, de los 12 compuestos, solamente tres pudieron ser
identificados como rutina con un area de 22.33 %, cianidina con un area de 27.54 %,

y luteina con un area de 6.61 %.

Rutina

Cianidina

N O Luteina

SRR T - S S |
Figura 15. Compuestos fendlicos identificados en frutos de higo de la variedad Neza, producidos

invernadero en diferentes épocas del afio.
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Los trabajos sobre identificacion de compuestos fendlicos en frutos de higo son muy
escasos (Piga, et al., 2008; Aguilera et al., 2009). Los compuestos identificados
hasta antes de que realizaramos esta investigacion eran la rutina, la cianidina y el
acido caféico (Piga, et al., 2008; Aguilera et al., 2009). Sin embargo, en este estudio
nosotros encontramos que los higos mexicanos de la variedad Neza contienen un
compuesto fendlico llamado luteina, el cual es importante porque previene la pérdida

visual y protege los ojos y la piel de los efectos dafiinos del sol.

La presencia de diferentes compuestos fendlicos en los higos de la variedad Neza
pudiera deberse a la interaccion de factores como las condiciones edafoclimaticas en
que se llevo a cabo el cultivo, el tipo de higuera producida, la variedad, la edad de la

planta y el manejo agronémico del cultivo.

6.6. Conclusiones

* Los higos mexicanos de la variedad Neza presentan el mismo valor nutritivo y

nutracéutico en cualquier época de ano.

* Los minerales mas abundantes de los frutos de higo de la variedad Neza son el

potasio, calcio, fdsforo y magnesio.
* Los higos de la verdad Neza son ricos en compuestos fendlicos, con mayor

proporcion de fenoles que antocianinas, resaltando uno, la luteina, que no habia

sido encontrado antes.
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VII. IDENTIFICACION Y CONTROL DE HONGOS CAUSANTES DEL DETERIORO
POSTCOSECHA DE HIGO (Ficus carica L.)

7.1. Resumen

El fruto de higo (Ficus carica L.) es atacado por diversas clases de microorganismos
que generan pérdidas postcosecha hasta del 50 %. El control de microorganismos se
realiza con productos quimicos que restringen la comercializacion del fruto por los
efectos nocivos en la salud de los consumidores. En México, se desconoce la clase
de microorganismos causantes de las pérdidas postcosecha de higo y su control.
Nosotros planteamos la hipotesis de que los frutos de higo son atacados por diversas
clases de microorganismos. Para probar esta hipétesis, nosotros cultivamos plantas
de higo de la variedad Neza en condiciones de invernadero. Aqui presentamos un
estudio de la efectividad de diferentes compuestos seguros sobre el control de
microorganismos causantes de las pérdidas potcosecha del fruto. Nuestros
resultados muestran que los frutos de higo unicamente fueron atacados por hongos.
No se detectd la presencia de bacterias ni levaduras en los frutos. La principal causa
de las pérdidas postcosecha de los frutos de higo fueron hongos de cinco géneros
distintos: Cladosporium sphaerosperum, Fusarium equiseti, Hiphopichia burtonii,
Penicillium citrinum y Rhizopus niger. Cabe resaltar que Hyphopichia burtonii es
identificado por primera vez en frutos de higo en este estudio. El analsis de
efectividad mostrd claramente que de los tres compuestos seguros evaluados, el
cloruro de calcio al 1 % fue altamente efectivo en el control de la mayoria de los
patdgenos identificados en este estudio. Estos resultados nos llevan a la conclusion
de que los compuestos seguros son una buena alternativa para el control de
microorganismos, disminucion de las pérdidas postcosecha y extensién de la vida util

de los frutos de higo.

Palabras clave: compuestos seguros, variedades de higo, pérdidas potcosecha,

hongos.
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IDENTIFICATION AND CONTROL OF FUNGI CAUSING FRUIT POSTHARVEST
DECAY IN MEXICAN FIG (Ficus carica L.)

7.2. Abstract

The fig (Ficus carica L.) fruit is attacked by diverse classes of microorganisms that
generate a postharvest decay up to 50 %. The control of microorganisms is realized
with chemical products that restrict the commercialization of the fruit due to harmful
effects in the health of the consumers. In Mexico, the kind of microorganisms that
causes fig postharvest decay and their control are unknown. We propose the
hypothesis that the fig fruits are attacked by diverse kinds of microorganisms. To
prove this hypothesis, we cultivate plants of Neza fig variety under greenhouse
conditions. Here we presentent a study of the efficiency of different safe compounds
on the control of microorganisms that cause fig fruit potsharvest decay. Our results
showed that the fig fruits were attacked only by fungi. There was detected neither the
presence of bacteria nor yeasts in the fruits. The principal reason of the fig
postharvest decay was fungi of five different kinds: Cladosporium sphaerosperum,
Fusarium equiseti, Hiphopichia burtonii, Penicillium citrinum and Rhizopus niger. It is
important to mention that Hyphopichia burtonii is identified by the very first time in fig
fruits in this study. The analysis of efficiency showed clearly that from three safe
compounds evaluated, the 1 % chloride of calcium was highly effective in the control
of the majority of the pathogens identified in this study. These results lead us to the
conclusion that the safe compounds are a good alternative for controlling

microorganisms, reducing postharvest decay and extending shell life of the fig fruits.

Key words: safe compounds, fig varieties, postharvest decay, fungi.
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7.3. Introduccion

El higo es un fruto climatérico altamente perecedero (Kader, 2002), cuya vida de
anaquel a temperatura ambiente no supera los dos dias (Venditti et al., 2005). En
estado maduro, se dificulta el manejo del fruto y su distribucion hacia los centros de
consumo, debido principalmente a que la suavidad propicia dafios mecanicos que
demeritan la calidad por rompimiento de la piel. En general, un fruto de higo de
calidad adecuada para el consumo debe presentar un contenido minimo de sélidos

solubles de 14.0 % y estar libre de contaminantes fisicos y biolégicos (Kader, 2002).

El higo se cultiva en mas de 48 paises a nivel mundial, con una produccion que
supera el millén de toneladas anuales (FAO, 2010). Sin embargo, en postcosecha el
fruto es atacado por diversas clases de microorganismos, principalmente hongos
toxigénicos como Aspergilus spp. y Penicillium spp. (Isman y Biyik, 2009), y por
cantidades elevadas de bacterias (2.20-2.73 cfu g') y de levaduras (26.5 cfu g™)
(Demirbuker et al., 2004), que provocan cambios bioquimicos y fisiolégicos como la
pérdida de peso, modificacion del color y sabor, ablandamiento excesivo e
incremento de la produccion de etileno. Como consecuencia, la vida de anaquel de la

infrutescencia es de sélo dos dias (Venditti et al., 2005).

El control de patdogenos en higo se realiza con productos quimicos que generan
efectos residuales, lo que restringe la comercializacién del fruto por los efectos
nocivos en la salud de los consumidores (Sen et al.,, 2009). En contraste, otros
productos denominados “compuestos seguros” no causan efectos negativos en la
salud (Venditti et al., 2005), por lo que podrian ser una alternativa para el control de

microorganismos y extension de la vida util del fruto de higo.

El carbonato de sodio (NayCO3) y el acido acético (CH3COOH), de 0.5 a 3 %, han
demostrado ser eficaces en el control de Botritys cinerea. El bicarbonato de sodio
(NaHCOs3) al 0.5 %, el cloruro de calcio (CaCly) al 3 % y acido acético (CH;COOH) al

1 %, ayudan a disminuir las pérdidas postcosecha en chabacano, granada, kiwi y
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naranja, ademas de que incrementan significativamente la firmeza del fruto (Antunes
et al., 2007). El agua caliente mezclada con peroxido de hidrogeno (H20,) al 2.5 %,
no permite un buen control de microorganismos en frutos de higo (Demirbuker et al.,
2004).

En México, la produccidn de higo se lleva a cabo a campo abierto en condiciones de
secano. Sin embargo, la época de cosecha se presenta durante los meses de junio y
julio, lo cual coincide con la época de lluvias (SIAP, 2010). Por esta razén, el fruto
presenta coloraciones desuniformes y es altamente susceptible a sufrir pudriciones y
ablandamiento excesivo, que demeritan su calidad y causan pérdidas postcosecha
hasta del 50 %. Esto ocurre principalmente porque el ostiolo favorece la entrada de
agua y microorganismos al interior del fruto, que son dificiles de controlar (Melgarejo,
2000).

Con la produccion en invernadero, los frutos de higo se protegen de las bajas
temperaturas, la lluvia y el granizo, por lo que la cosecha de higo se puede extender
hasta por ocho meses, obteniendo hasta 120 ton ha”’' (Mendoza, 2009). Sin
embargo, se ha observado contaminacion con diversas clases de microorganismos
que demeritan la calidad, disminuyen la vida de anaquel, y generan pérdidas

postcosecha de un 20 a 30 %.

La variedad mexicana de higo conocida como Neza presenta un alto potencial de
rendimiento en cultivo bajo invernadero. Sin embargo, se desconocen las causas del
deterioro postcosecha de los frutos de higo y su control. Aqui reportamos la
identificacion de por lo menos cinco clases de microorganismos causantes del
deteriodo postcosecha del fruto de higo y su control con diferentes compuestos
seguros, que permiten obtener frutos de calidad adecuada para su comercializacion,
ademas de prolongar la vida de anaquel de los frutos y disminuir las pérdidas

postcosecha.
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7.3.1. Objetivo

Identificar las causas del deterioro postcosecha de frutos de higo de la variedad
Neza y su control, basado en un analisis de efectividad de diferentes “compuestos

seguros”.

7.3.2. Hipétesis

Ho: El deterioro postcosecha de los frutos de higo es causado por diversas clases de

microorganismos.

Ha: El deterioro postcosecha de los frutos de higo no es causado por diversas clases

de microorganismos.

7.4. Materiales y Métodos

Material vegetal

De las seis variedades de higos mexicanos evaluadas en Capitulos previos (lll, V' y
V1) de esta investigacion, la variedad Neza fue seleccionada para realizar estudios,
sobre las causas del deterioro postcosecha del fruto, por presentar caracteristicas
agronémicas sobresalientes, como un alto potencial de rendimiento 120 ton ha™' y
frutos de tamafio muy grande (100 g en promedio) y contenido elevado de minerales,

fenoles y antocianianas en cualquier época del afio.

Reproduccion y cultivo de las plantas
Plantas de higo de la variedad Neza, reproducidas por estacas, conforme a lo descrito
en el Capitulo Ill de esta investigacion, fueron cultivadas en invernadero bajo las

mismas condiciones ambientales (Cuadro 15) y de manejo agronémico.
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Cuadro 15. Temperatura y humedad relativa prevalecientes en el invernadero,
durante la produccion de higos de la variedad Neza, utilizados para

identificar las causas del deterioro postcosecha del fruto.

Condiciéon ambiental Agosto Septiembre Octubre

Temperatura (°C)

Minima 9.21 1.86 2.78

Media 18.77 18.26 17.50

Maxima 37.92 39.94 44.34
Humedad relativa (%)

Minima 30.58 25.37 15.68

Media 73.48 74.99 71.28

Maxima 92.46 92.95 92.42

Identificacion de microorganismos causantes del deterioro postcosecha de
higo

En septiembre del 2011, los frutos maduros recién cosechados del tercio medio de
plantas individuales fueron sumergidos en soluciones de agua, acido acético en agua
al 1 % (v:v), bicarbonato de sodio en agua al 1 % (p:v) y cloruro de calcio al 1 % en
agua (p:v) por dos minutos y se dejaron secar durante una hora. Inmediatamente
después, los frutos fueron incubados en una camara humeda durante tres dias a 24
(+ 0.6) °C, conforme a las especificaciones de Ronddén (1974). Con base en la
coloracion del micelio desarrollado, se cuantificd el porcentaje de frutos infestados y
el numero de colonias desarrolladas en el exocarpio y el mesocarpio.
Posteriormente, se aislaron muestras de cada colonia de los frutos infestados y se
inocularon en cajas Petri con medio de cultivo selectivo para hongos (PDA). Para la
identificacion de géneros, los cultivos se incubaron durante cinco dias a 23 (x 1.8)
°C, aplicando la metodologia de Oztekin et al. (2006). Inmediatamente después, se
realizaron preparaciones con glicerol para diferenciar las estructuras de los
microorganismos bajo observacion al microscopio electronico, apoyandose en las

claves de Barnett (Barnett y Hunter, 1987). Para la identificacion de especies, entre
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octubre del 2011 y marzo del 2012, las colonias de microorganismos se dejaron
crecer hasta invadir completamente la caja Petri, conforme a Oztekin et al. (2006).
Las cepas se aislaron y se transfirieron a un medio de cultivo nuevo para su
purificacion y conservacion en aceite mineral estéril hasta su utilizacion. Finalmente,
en febrero del 2012, las cepas fueron enviadas a la empresa conocida como
Mycrogen, para la extraccion de ADN y secuenciacion. En mayo del 2012, durante la
estancia doctoral realizada en el Donald Danforth Plant Science Center de Saint
Louis Missouri, se realizé la identificacion de las especies de microorganismos, con
base en las secuencias enviadas por la empresa, utilizando la herramienta BLAST

del banco de genes (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Disefo experimental y analisis estadistico

Para la identificacion de los microorganismos causantes de las pérdidas postcosecha
de los frutos de higo, se utilizdé un disefio experimental completamente al azar con
cuatro tratamientos conformados por el tipo de fungistatico utilizado: 1 (testigo), 2
(acido acético en agua al 1 %, v:v), 3 (bicarbonato de sodio en agua al 1 %, p:v) y 4
(cloruro de calcio al 1 % en agua, p:v). Cada tratamiento consté de 20 repeticiones.
La unidad experimental fue un fruto. Para la efectividad fungistatica de los
compuestos seguros, se utilizd un disefio experimental factorial con dos factores (A'y
B). EIl primer factor A estuvo conformado por los compuestos seguros (Bloques): 1
(testigo), 2 (acido acético en agua al 1 %, v:v), 3 (bicarbonato de sodio en agua al 1
%, p:v) y 4 (cloruro de calcio al 1 % en agua, p:v), mientras que el segundo factor B
lo conformaron los tratamientos, dados por las colonias de hongos identificados: 1
(Cladosporium spp.), 2 (Fusarium spp.), 3 (Hyphopichia spp.), 4 (Penicillium spp.) y 5
(Rhizopus spp.). Cada tratamiento consté de 20 repeticiones. En ambos casos, los
datos fueron sometidos a pruebas de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) vy
homogeneidad de varianzas (Bartlett) en el paquete estadistico SAS. Se verifico que
cumplieran con los supuestos basicos del analisis de varianza. Se realizé un analisis
de varianza y pruebas de comparacion de medias con la prueba de Tukey (P<0.05),

en el paquete estadistico SAS (SAS, 1999-2000, version 8.1). La representacion
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grafica de los datos se realizé en el programa SigmaPlot (versién 10.1) para

computadora personal.

Variables respuesta

Infestacion de frutos (%). Se determin6 con base en el niumero de frutos totales
evaluados (NFT) y el niumero de frutos infestados (NFI) con algun tipo de
microorganismo, mediante la ecuacion: Infestacion de frutos (%)= [(NFI *
100)/NFT].

Numero de colonias desarrolladas. Fue determinado con base en la coloraciéon

del micelio desarrollado, aplicando la metodologia de Rondén (1974).

Género de microorganismos desarrollados. Fue determinado por observacion
de las estructuras de los microorganismos bajo microscopio electronico,

apoyandose en las claves de Barnett (Barnett y Hunter, 1987).

Especie de microorganismos desarrollados. Fue determinada por analisis de
secuenciacion de ADN obtenido a partir de las cepas de los microorganismos

conservados en aceite mineral.

Efectividad fungistatica (%). Fue determinada con base en el numero de frutos
totales evaluados (NFT) y el numero de frutos infestados (NFI) con algun tipo de
microorganismo después de aplicar los tratamientos fungistaticos, mediante la
ecuacion: Efectividad (%)= [(NFI *100) NFT].
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7.5. Resultados y Discusién

Identificacion de los microorganismos causantes del deterioro postcosecha de
higo

En México se desconocen las causas que ocasionan pérdidas postcosecha de hasta
el 30 % en el cultivo del higo. Sin embargo, este es el principal problema
postcosecha por el que la vida de anaquel del fruto se reduce a tan solo dos dias
(Venditti et al., 2005). Nosotros plantemos la hipétesis de que los frutos de higo son
atacados por diversas clases de microorganismos que demeritan su calidad. Para
probar esta hipoétesis, cultivamos las plantas de higo de la variedad Neza en
invernadero bajo las mismas condiciones ambientales y de manejo agrondmico, y

realizamos un estudio de efectividad de diferentes compuestos seguros.

La incubacionén a 24 (+ 0.6) °C mostré que la infestacion de los frutos de higo de la
variedad Neza encontrada en este estudio, estuvo constituida unicamente por
hongos. Estos resultados pueden ser explicados porque los frutos de higo fueron
cultivados en invernadero, y cuando las plantas estan protegidas y crecen en un
microambiente, disminuye la posibilidad de contaminacidn con patdgenos externos.
Ademas de hongos, los frutos de higo son atacados por bacterias, coliformes y
levaduras, que demeritan la calidad y disminuyen la vida de anaquel de los higos (El-
Gharably et al., 2009; Demirbuker et al. 2004; Isman y Biyik, 2008; Oztekin et al.,
2006; Venditti, et al., 2005; Yelsicimen y Ozdemir, 2008). Sin embargo, es éste
estudio nosotros no detectamos la presencia de bacterias ni levaduras en los frutos

de higo evaluados.

El porcentaje de infestacién de los frutos fue mayor en el testigo. Los tratamientos
fungistaticos a base de acido acético, bicarbonato de sodio y cloruro de calcio al 1 %,
redujeron significativamente el porcentaje de infestacion de los frutos. Sin embargo,

no hubo diferencias estadisticas entre ellos (Figura 16).
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Figura 16. Infestacion (%) de frutos de higo de la variedad Neza, producidos en invernadero, tratados
con diferentes compuestos seguros al 1 %. Letras distintas indican diferencia estadistica
con la prueba de Tukey (P < 0.05, n=20).

El numero de colonias desarrolladas varié de una a cinco, observandose el mayor
numero en el testigo. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticas en el numero de
colonias desarrollas entre los tratamientos fungistaticos (Figura 17). Los cinco
géneros identificados pertenecen al grupo de los hongos imperfectos, que se
caracterizan por desarrollar un micelio no cenocitico y septado con conidios (Barnett
y Hunter, 1987).

Colonlas desarrolladas (nimero)
w
)

iiiii

Testigo A. acético B. de sodio C. de calcio

Tratamientos fungistaticos

Figura 17. Colonias de hongos desarrolladas en frutos de higo de la variedad Neza, producidos en
invernadero, tratados con diferentes compuestos seguros al 1 %. Letras distintas indican
diferencia estadistica con la prueba de Tukey (P < 0.05, n=20).
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El cultivo de los microorganismos y los analisis de secuenciacion de ADN indicaron
que las cinco colonias de hongos desarrolladas en los higos de la variedad Neza
pertenecen a los géneros y especies: Cladosporium sphaerosporum, Fusarium
equiseti, Hiphopichia burtonii, Penicillium citrimun, y Rhizopus niger (Figura 18).
Interesantemente, C. sphaerosporum, F. equiseti y R. niger, fueron identificados en
el exocarpio de los frutos, mientras que H. Burtonii 'y P. citrimun, fueron identificados
en el mesocarpio de los frutos. Es importante resaltar que esta es la primera vez que

se reporta la presencia de Hiphopichia burtonii en frutos de higo.

Cladosporium sphaerosporum Fusarium equiseti
Hiphopichia burtonii Penicillium citinum

Rhizopus niger

Figura 18. Hongos causantes del deterioro postcosecha de frutos de higo de la variedad Neza,
producidos en invernadero.
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Uno de los hongos toxigénicos que mas atacan a los frutos de higo de la variedad
Craxiou de Porcu y Rampelina es Botrytis cinerea (Venditti et al., 2005). En esta
investigacion este tipo de patégeno no fue detectado, lo cual es bueno, pues indica
que la produccion de fruta bajo cubierta es menos atacada por microorganismos

daninos a la salud humana.

El analisis de efectividad fungistatica mostré variacion en el control (Figura 19) de los
diferentes tipos de hongos identificados en este estudio. Interesantemente, ninguno
de los compuestos seguros evaluados fue efectivo en el control de H. burtonii. Sin
embargo, el cloruro de calcio mostré una efectividad del 100% en la inhibicién del

crecimiento de la mayoria de los patdégenos.
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Figura 19. Efectividad fungistatica de diferentes compuestos seguros (1 %) aplicados en frutos de higo
de la variedad Neza, producidos en invernadero. Letras distintas indican diferencia
estadistica con la prueba de Tukey (P < 0.05, n=20).

La nula eficiencia de los compuestos seguros evaluados en este estudio para el
control de H. burtonii y P. citrinum pudiera deberse a que son patdgenos que se

desarollan en el interior del fruto, y por lo tanto el contacto con las soluciones
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fungistaticas es muy bajo. En contraste, cuando los frutos son tratados con los
compuestos seguros, quedan en contacto directo con la piel del fruto, que es donde

se encuentra la mayor cantidad de esporas.

El uso del cloruro de calcio se aplica en frutos porque es completamente soluble en
agua. En concentraciones de 0.5 a 6 % es totalmente inocuo, es fuente de calcio
(Espinoza et al., 2006), no causa efectos daninos en la salud de los consumidores ni
en el medio ambiente, y no altera la calidad organoléptica de los frutos (Venditti et
al., 2005). Nosotros recomendamos su uso como tratamiento previo para prevenir la
contaminacion del fruto con microorganismos durante su almacenamiento vy

conservacion.

6.6. Conclusiones

* La principal causa del deterioro postcosecha de los frutos de higo de la variedad
Neza son los hongos identificados como C. sphaerosperum, F. equiseti, H.
burtonii, P. citrinum y R. niger. No se detectd la presencia de Boftrytis cinerea en

este estudio.

* Los compuestos seguros son una alternativa para el control de microorganismos,
disminucién de las pérdidas postcosecha y extension de la vida util de los frutos

de higo.
* El cloruro de calcio al 1 % es un compuesto altamente efectivo para controlar la

mayoria de géneros de hongos causantes del deterioro postcosecha de los frutos

de higo de la variedad Neza.
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VIIl. DISCUSIONES GENERALES

La guia técnica internacional del IPGRI (2003) resulté ser de gran utilidad en la
caracterizacion morfolégica de frutos de higos negros colectados en el centro de
México. La caracterizacion morfoldgica de especies y variedades debe ser realizada
con plantas que crecen bajo un mismo ambiente (Gallegos et al., 2005). Por esta
razon, nuestras plantas fueron cultivadas en invernadero bajo las mismas
condiciones ambientales y de manejo agrondmico. Bajo estas condiciones, nosotros
pudimos detectar caracteristicas claramente distintas que permitieron describir a
cada una de las poblaciones de higo evaluadas. De un total de diez atributos
cuantitativos y cuatro atributos cualitativos evaluados en este estudio, solo cuatro
fueron los que marcaron las principales diferencias entre poblaciones: el tamafio o

peso del fruto, la forma del fruto, el color de la pulpa, y la longitud del cuello del fruto.

Es ampliamente conocido que el clima juega un papel muy importante en la
expresion de las caracteristicas morfologicas de las plantas (Storey, 1977). Sin
embargo, con los resultados de la caracterizacién morfolégica de frutos de higo
cultivados en invernadero, nosotros corroboramos que las poblaciones de higo
identificadas en este estudio (Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela, Neza y
Zacapala), expresan caracteristicas morfologicas claramente distintas que no se
deben unicamente al ambiente en el que crecieron las plantas. Con base en estas
observaciones, nosotros formulamos la hipétesis de que las diferencias morfolégicas
entre frutos de higos negros del centro de México se deben también a diferencias
genéticas. Para probar esta hipdtesis, nos dimos a la tarea de estandarizar
primeramente un protocolo para la extraccion de ADN de higo, para posteriormente

realizar una caracterizacion molecular.

Con las modificaciones al protocolo del CTAB de Weising et al. (2005), realizadas en
este estudio, se obtuvo ADN en concentracién y calidad éptimas (Weir, 1996; Doulis
et al., 2000) para poder llevar a cabo un analisis con marcadores moleculares,
mediante analisis de huellas de ADN tipo RAPDs, ISSRs, y RFLPs. Con estas
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modificaciones el ADN obtenido de las hojas jovenes y maduras estuvo libre de
contaminantes como polisacaridos o proteinas, y presentaron un patrén de bandas
claramente visibles en geles de agarosa. En cambio, el ADN de frutos jovenes y

maduros presentd un patron de bandas difusas en geles de agarosa.

Nuestros resultados muestran que las poblaciones mexicanas de higo en el centro
de Meéxico son genéticamente distintas. Esa variabilidad es indicada por la
distribucion amplia de los agrupamientos observados en los arboles filogenéticos
generados con las huellas de ADN tipo ISSRs y RFLPs obtenidas en este estudio.
Aun cuando se asume que las seis poblaciones de higo se derivaron inicialmente de
la variedad Black Mission, cada una presenta caracteres gendmicos claramente
distintos que les permiten mantenerse en agrupamientos independientes entre si en

los arboles conformados.

Los resultados de la caracterizacion morfolégica se complementan con la
caracterizacion molecular de las seis poblaciones de higo evaluados en este estudio.
Esta informacion nos permite concluir que todas las poblaciones son diferentes entre
ellas, por lo que con esta investigacion establecemos las bases para la futura
caracterizacion agrondmica y el registro de variedades de higo ante la UPOV. Hasta
la fecha, en nuestro pais no existe registro de variedades de higo. Solo se cuenta
con el banco de germoplasma de higo establecido por nosotros en la Universidad
Autonoma Chapingo, por lo que la variabilidad morfolégica y genética observada
entre las poblaciones de higo de diferentes partes de México ha comenzado a ser

reconocida y valorada.

Los RAPDs son una herramienta utilizada ampliamente en el analisis de huellas de
ADN (Becerra y Paredes, 2000). Diversos investigadores han logrado amplificar ADN
de higos silvestres o tipo Caprifig a partir de indicadores tipo RAPDs (Galderisi et al.,
1999; Cabirita et al., 2001; De Masi et al., 2003; De Masi et al., 2005; Dalkilic et al.,
2011). Sin embargo, en este caso nosotros utilizamos ADN de higos del tipo comun o

partenocarpicos, y los resultados no fueron satisfactorios. Es probable que los
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iniciadores RAPDs utilizados no hayan generado informacién porque no encontraron
complementariedad en el genoma de higo. Es ampliamente conocido que los
iniciadores RAPDs generan informacién a partir de cualquier sitio donde encuentran
el complemento de la secuencia utilizada (Semagn et al., 2006). Sin embargo, se
debe considerar que los iniciadores no fueron disefiados especificamente para higo y

por ende, la amplificacién del ADN de las seis poblaciones de higo fue nula.

Los analisis de huellas de ADN tipo ISSRs y RFLPs visualizadas en geles de
poliacrilamida resultaron altamente eficientes en la diferenciaciéon de poblaciones de
higo. Los ISSRs y los RFLPs proporcionan informacién diferente, y no es posible
hacer que los resultados obtenidos con ambas técnicas coincidan, debido
principalmente a la naturaleza de cada técnica (Khadari et al., 2005; Semagn et al.,
2006; Khaled et al., 2010; Mallikarjuna et al., 2010; Satwar, 2012). Nosotros
corroboramos que los ISSRs son mas eficientes en la deteccion de polimorfismos
entre poblaciones. Esos polimorfismos indican diferencias a nivel de genoma
(Martins et al., 2003), las cuales pudimos identificar con base en el tamafo de las
bandas observadas en los patrones de electroforesis generadas en los geles de

poliacrilamida.

Los RFLPs permitieron diferenciar las seis poblaciones de higo evaluadas en este
estudio, con base en el gen que controla el tamafo del fruto (Fruitfull) y que fue
identificado por primera vez en la planta modelo A. thaliana (Roeder y Yanofsky,
2006). Estos resultados son de gran importancia porque demuestran por primera vez
que, a nivel de especie, el higo tiene un gen homodlogo del Fruitfull. Ademas, los
higos mexicanos derivados, inicialmente de la variedad espafiola Black Mission,
presentan diferencias genéticas especificamente en el gen homdlogo del Fruitfull.
Interesantemente, la diferenciaciéon de las poblaciones de higo realizada con base en
el arbol filogenético obtenido de los perfiles electroforéticos obtenidos con los RFLPs,

esta altamente correlacionada con las caracteristicas morfoldgicas del fruto.
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Las huellas de ADN de higo de las poblaciones mexicanas (Ixmiquilpan, Salvatierra,
Tecamac, Tetela, Neza y Zacapala), obtenidas a partir de los ISSRs y los RFLPs, se
obtuvieron bajo las mismas condiciones electroforéticas, digestion enzimatica vy
revelado de los productos amplificados, por lo que los resultados obtenidos pueden
ser comparados. Al analizar los arboles filogenéticos generados con cada tipo de
iniciadores, se observa que la agrupacién de las poblaciones es distinta. Sin
embargo, los ISSRs indican variacion en zonas desconocidas del genoma, que
pueden ser responsables de un sin numero de caracteristicas. En cambio, los RFLPs
muestran variacion a nivel del gen que controla el tamano del fruto, lo que los hace
ser mas especificos. Por esta razén, nosotros consideramos que los analisis de
huellas de ADN tipo RFLPs conforman una base sodlida para la busqueda de
caracteres cuantitativos que puedan ser de utilidad en el mejoramiento de higo v,

probablemente, de otras especies cultivadas.

Los resultados de esta investigacidn representan tres lineas de evidencias que
muestran que las poblaciones de higos negros en México pertenecen a variedades

claramente distintas:

1) Caracteristicas morfologicas del fruto (Figura 5).

2) Huellas de ADN and a nivel gendmico basadas en analisis de ISSRs (Figura
9).

3) Huellas de ADN a nivel especifico de un gen basadas en analisis del Fruitfull
(RFLPs) (Figura 11).

Sabemos que México no es el centro de origen del higo. Sin embargo, nuestros
resultados muestran claramente que nuestro pais es una fuente de diversidad
genética del higo muy importante. Dicha diversidad es todavia desconocida en su
mayoria, pero la metodologia y los parametros establecidos en esta investigacion
pueden ser utilizados para la caracterizacion morfolégica y molecular de variedades

de higo en otros estados de la Republica Mexicana, asi como para conocer la
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distancia genética que existe entre las variedades de higos mexicanos y la variedad

Black Mission.

Es importante recalcar que la metodologia desarrollada en esta investigacion para
identificar al gen responsable del tamafio del fruto en higo (Fuitfull), ya fue aplicada
por la Dra. Ernestina Valadez Moctezuma y estudiantes del Postgrado en
Biotecnologia del Departamento de Fitotecnia, de la Universidad Autonoma
Chapingo, para la caracterizacion genética de accesiones de nopal, chile, frijol,
garbanzo y biznaga. Interesantemente, la metodologia funcioné adecuadamente,
permitiendo diferenciar a las accesiones evaluadas, ademas de encontrar que estas
cinco especies también presentan el gen llamado Fruitfull. Estas evidencias nos
llevan a concluir que la metodologia desarrollada para la caracterizacién genética de
variedades mexicanas de higo, puede extenderse a cualquier otra especie de

plantas.

Los analisis del contenido mineral y de fenoles y antocianinas totales de la variedad
Neza, mostraron que los frutos de higo son muy nutritivos, independientemente de la
época del afo en que se cosechen. En esta investigacion se realizd una
caracterizacion inicial de la composicion mineral de los higos de la variedad Neza,
encontrando que los frutos son fuente de calcio y potasio, principalmente. Sin
embargo, aun queda mucho por hacer, ya que el valor nutritivo de los frutos se debe
a la presencia de vitaminas, minerales, carbohidratos, proteinas y fibra dietética
(Baccaunaud et al., 1995; Ersoy et al., 2007). Nosotros solo evaluamos el contenido
mineral, por lo que los demas componentes siguen siendo desconocidos hasta el

momento.

El elevado contenido de fenoles y antocianinas (1804.45 mg por 100 g de tejido
fresco), nos permiti6 corroborar que los higos de la variedad Neza son fuente
extraordinaria de 12 antioxidantes naturales como la rutina, cianidina y luteina. Sin
embargo, aun falta identificar y cuantificar la concentracion de los otros nueve

compuestos fendlicos detectados en los analisis de HPLC.
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La caracterizacion morfoldgica, genética y bioquimica realizada en este estudio, nos
permitié tener una descripcion mas completa de la variedad de higo conocida como
Neza. Sin embargo, en este estudio se incluyeron seis variedades de higos
mexicanos, por lo que la linea de investigacion sobre la caracterizacion bioquimica
puede ser extendida también a las variedades identificadas como Ixmiquilpan,

Salvatierra, Tecamac, Tetela y Zacapala.

El estudio de efectividad fungistatica de los compuestos seguros como el acido
aceético, bicarbonato de sodio y cloruro de calcio al 1 %, fue suficiente para controlar
al 100 % las poblaciones de F. equiseti y R. niger. Sin embargo el cloruro de calcio
fue el unico compuesto eficaz en el control del 100 % de las poblaciones C.
esphaerosperum. Con el acido acético se logré un control del 90 % de las
poblaciones de P. citrinum, pero ningun compuesto fue efectivo en el control de H.
burtonii. Con base en estas evidencias, sugerimos que en estudios futuros se
incremente la concentracidon de los compuestos seguros, para lograr un mayor
control en las poblaciones de los microorganismos causantes del deterioro

postcosecha de los frutos de higo.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

Los higos negros se han adaptado a condiciones ambientales locales en el centro
de México, fijando genéticamente tales adaptaciones, por lo que se han generado

variedades claramente distintas que representan diversidad morfolégica valuable.

Las principales diferencias morfolégicas entre las variedades mexicanas de higo
identificadas en este estudio como Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela,
Neza y Zacapala, son el tamafo o peso del fruto, el color de la pulpa, la longitud

del cuello y la forma del pedunculo.

Con la caracterizacion morfolégica de los higos negros identificados en este
estudio, establecemos las bases para la futura caracterizacién agrondémica y

molecular de variedades mexicanas de higo.

ADN de higo de buena calidad y cantidad se pudo extraer con el método del
CTAB al 4 %.

La edad y el tipo de 6rgano utilizado para la extraccion de ADN de higo influyen

en la concentracion y calidad del ADN obtenido.
Las hojas jovenes de las plantas de higo son el 6rgano mas recomendado para la
extraccion de ADN por su concentracién y calidad optimas para su amplificacion y

analisis de huellas de ADN.

El higo presenta un gen homdlogo del gen Fruitfull de A. thaliana que determina

el tamano del fruto.
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Las huellas de ADN indican que las poblaciones mexicanas de higo identificadas
en este estudio (Ixmiquilpan, Salvatierra, Tecamac, Tetela, Neza y Zacapala) son
genéticamente diferentes entre ellas a nivel genoma y a nivel especifico del gen

responsable del tamafo del fruto.

La distancia genética que existe entre las variedades mexicanas de higo y la
variedad Black Mission puede ser determinada utilizando los primers
Fruitfull_F131, Fruitfull_ R1218 y Fruitfull_R3056, disenados en este estudio.

Los higos mexicanos de la variedad Neza presentan el mismo valor nutritivo y

nutracéutico en cualquier época de ano.

Los minerales mas abundantes de los frutos de higo de la variedad Neza son el

potasio, calcio, fésforo y magnesio.

Los higos de la variedad Neza son ricos en compuestos fendlicos, con mayor

proporcion de fenoles que antocianinas.

La principal causa del deterioro postcosecha de los frutos de higo de la variedad
Neza son los hongos identificados como C. sphaerosperum, F. equiseti, H.
burtonii, P. citrinum y R. niger. No se detectd la presencia de Boftrytis cinerea en

este estudio.

Los compuestos seguros son una alternativa para el control de microorganismos,
disminucién de las pérdidas postcosecha y extension de la vida util de los frutos

de higo.
El cloruro de calcio al 1 % es un compuesto altamente efectivo para controlar la

mayoria de géneros de hongos causantes del deterioro de los frutos de higo de la

variedad Neza.
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