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Caracterizacion del tejocote (Crataegus spp) mediante caracteres morfologicos y
moleculares de estructuras vegetativas y reproductivas

RESUMEN GENERAL

En la flora mexicana existe una gran diversidad de frutales nativos, entre ellos se
encuentran especies utilizadas desde la época prehispanica como fuentes de alimento,
tal es el caso del tejocote (Crataegus spp) un frutal que en la actualidad estan siendo
utilizadas no solo para su consumo en fresco sino también para el uso horticola, e
industrial. El tejocote pertenece a la familia de las rosaceas y al género Crataegus, el
cual agrupa alrededor de 150 especies en todo el mundo, de las cuales 95 de ellas se
encuentran en el continente americano. Entre las especies que se encuentran en
América, alrededor de 13 pueden ubicarse en México. Dado la amplia variabilidad de
este recurso resulta dificil su estudio, por lo cual la presente investigacion tiene como
objetivos: 1. Agrupar a los diferentes genotipos, en base a los parametros de similitud
para contribuir a la asignacién de especias taxondmicas del género Crataegus. 2.
Evaluar y caracterizar al tejocote, mediante estudios morfolégicos de hojas, flores, frutos
y endocarpios para contribuir al conocimiento del género Crataegus. 3. Determinar los
métodos de extraccion de ADN optimos para la de tejocote. 4. Caracterizar a través de
marcadores moleculares los diferentes genotipos del género Crataegus. Para lo cual se
utilizaron 140 accesiones de tejocote procedentes del Banco de Germoplasma de la

Universidad Autbnoma Chapingo.

Se encontrd que la mayor diversidad del género se encuentra al sur de México, mientras
que los genotipos encontrados al centro del pais han sufrido alteracion humana lo cual
puede haber creado nuevas oportunidades de adaptacion para su explotacion comercial.
El estudio también arrojo que las claves taxondmicas existentes son insuficientes para
la determinacién de las especies localizadas en México. Se sugiere que los linajes con
divergencia genética reciente tienden a mostrar diferencias morfologicas, pero no

diferencias genéticas.

Palabras clave: Caracterizacion, Taxonomia, ISSR, Variabilidad
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Characterization of hawthorn (Crataegus spp) by morfological and molecular characters
of vegetative and reproductive structure.

GENERAL ABSTRACT

In the Mexican flora there is a large diversity of native fruit trees, among them are species
used since pre-Hispanic times as a food source; such is the case of the hawthorn
(Crataegus spp), a fruit tree that today is being used not only for fresh consumption, but
also for horticultural and industrial mathers. The hawthorn belongs to the Rosaceae
family and to the Crataegus genus, which includes around 150 species worldwide, 95 of
which are located in the Americas. Among the species located in the Americas, about 13
can be found in Mexico. Due the wide variability of this resource, it is difficult its study, so
this research aims to: 1. Group the different genotypes, based on similarity parameters
to contribute to the assignment of taxonomic species of the genus Crataegus. 2. Evaluate
and characterize the hawthorn, through morphological studies of leaves, flowers, fruits
and endocarp to contribute to the knowledge of the genus Crataegus. 3. Determine the
optimal DNA extraction methods for the hawthorn. 4. To characterize through different
molecular markers different genotypes of the genus Crataegus, for which 140 accessions

of hawthorn from the Germplasm Bank at Chapingo Autonomous University were used.

It was found out that the greatest diversity of the genus is located in the south of Mexico,
while the genotypes found in the center of the country have suffered human alteration
which may have created new opportunities for adaptation to commercial exploitation. The
study also showed that the existing taxonomic keys are insufficient for the determination
of the species located in Mexico. It is suggested that lineages with recent genetic

divergence tend to show morphological but no genetic differences.

Keywords: Characterization, Taxonomy, ISSR, Variability



INTRODUCCION GENERAL

De acuerdo con lo mencionado por Phipps (1983) se piensa que el género
Crataegus se originé en la era Terciaria, donde se desarrollaron dos lineas
paralelas de evolucion; una en China y otra en Mesoamérica. Las especies de
Crataegus en Europa son derivadas del centro de origen Chino a partir de C.
scabrifolia. En México el grupo de especies existentes es un complejo alrededor
de la especie C. mexicana, que es marcada como especie ancestral por lo que

no se descarta a México como posible centro de origen del género.

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae y subfamilia Maloideae
(Gleason & Cronquist, 1963). Sin embargo la taxonomia a nivel de especie es
complicada debido a hibridacion, poliploidia, aneuploidia, agamospermia estéril
masculina, problemas de pseudogamia, y autoincompatibilidad gamatofitica y por
la apomixis: (Munuyamma & Phipps, 1979; Phipps et al., 2003; Talent y
Dickinson, 2005).

De acuerdo con Phipps (1997) dicho género posee alrededor de 150 especies en
todo el mundo, 55 de las cuales se encuentran en el Continente Europeo-Asiatico
y 95 en el Americano. De las 95 especies americanas pueden agruparse en 20
series 0 secciones. Segun el mismo autor, en el norte de México existen 13
especies de Crataegus distribuidas de la siguiente manera: Serie Pavifoliae
(Loudon) Rehder, 1. C. uniflora Muenchhausen; Serie Mexicanae (Loudon)
Rehder, 2. C. mexicana Mogifio & Sessé€; Serie Crus-galli (Loudon) Rehder,3. C.
gracilior J. B. Phipps, 4. C. rosei Eggleston, presenta 2 subespecies: 4A. C. rosei
subesp. Parryana y 4B. C. rosei subesp. rosei, presenta tres variedades
botanicas, 4Ba. C. rosei subesp. rosei var. rosei, 4Bb. C. rosei subesp. rosei var.
mahindae , 4Bc. C. rosei subesp. rosei var. amoena; Serie Madrenses J. B.
Phipps, 5. C. tracyi Ashe ex Eggleston, presenta tres variedades botanicas, 5a.
C. tracyi var. tracyi, 5b. C. tracyi var. coahuilensis, 5c¢. C. tracyi var. madrensis,

6. C. aurescens J. B. Phipps; Serie Greggianae J. B. Phipps, 7. C. greggiana



Eggleston, presenta dos variedades botanicas,7a. C. greggiana var. greggiana,
7b. C. greggiana var. pepo, 8. C. serratissima J. B. Phipps, 9. C. sulfurea J. B.
Phipps, 10. C. grandifolia J. B. Phipps, presenta dos variedades botanicas, 10a.
C. grandifolia var. grandifolia, 10b. C. grandifolia var. potosina; Serie
Baroussanae J. B. Phipps, 11. C. baroussana Eggleston, presenta dos
variedades botanicas, 11a. C. baroussana var. baroussana, 11b. C. baroussana
var. jamensis, 12. C. cuprina J. B. Phipps, 13. C. johnstonii J. B. Phipps.

Sin embargo también se consideran 2 especies mas al sur de México reportadas
por Eggleston (1909). 14. C. stipulosa (Humboldt, Bonpland & Kunth) Steudel
(que podria sufrir un cambio de nombre porque esta especie es considerada una

sinonimia de C. mexicana) y 15. C. nelsoni Eggleston

La distribucion del género Crataegus en México es en las zonas montafiosas de
la Sierra Madre Oriental (Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas San Luis Potosi e
Hidalgo), Sierra Madre Occidental (Durango y Chihuahua) y de la Sierra Madre
del Sur (Oaxaca y algunos reportes en Guerrero y los Altos de Chiapas), asi como
en el Eje Neo-Volcanico (Veracruz, Puebla, Estado de México, Querétaro,
Morelos, Michoacan y Jalisco) (Phipps, 1997; Pérez-Ortega Nunez, Segura,
Nieto, & Barrientos, 2004). Los genotipos con mayor grado de domesticacion se

encuentran en algunas zonas del Eje Neo-volcanico (Borys, 1989).

Descripcion botanica del tejocote

De acuerdo con Talent & Dickinson (2005) el tejocote tiene diferentes niveles de
ploidia 2x, 3x y 4x, 5x y 6x con x = 17.

El tejocote es un arbol o arbusto caducifolio, de 4 a 10 m de altura y a menudo
provisto de espinas. Su sistema radical es de predominancia pivotante, de
enraizamiento profundo (Nieto-Angel & Borys, 1992). Garcia (1982) menciond
que la mayor concentracion de raices se concentra en el estrato de 0 - 40

centimetros, predominando las raices finas (menores de 2 mm). De tallo delgado,



sin espinas, ramas con pocas espinas o sin ellas muy alargado y lefioso (Borys
& Vega Cuen, 1984).

El género Crataegus presenta una gran diversidad de forma de hojas segun lo
manifiestan varios autores, tales como Gleason & Cronquist (1963); Rzedowski
(1979); Phipps (1983), manifestandose en el borde, la forma, longitud y anchura
de lalamina y en el tipo de apice. Las hojas del tejocote son alternas, pecioladas
y simples, ademas de serradas y a menudo también lobuladas, las hojas maduras
son generalmente de mas de 5 cms= de largo por mas de 1.5 cm de ancho
(Rzedowski, 1979). Las flores son producidas en racimos terminales de forma
corimbosa o cimosa, estan conformadas por cinco pétalos son de color blanco o
rosados y olorosas. La floracién de tejocote en México segun lo observado por
Chavez (1970), se produce para arboles tempranos a partir del mes de Enero, y
para los tardios, en Mayo. Tamaro (1984), mencion6 que el fruto del tejocote es
de color variable, teniendo el aspecto de una manzana pequefia. Su piel es lisa
de color rojo o rojizo, amarillo, verdoso, rojo anaranjado; contiene de 1 a 5
semillas, pardas y lustrosas. Los frutos se encuentran de diferente forma pueden
ir desde semiredonda a pentagonal, piriforme, elipsoide, oval y aplanada (Phipps,
1983; Borys & Vega Cuen, 1984), su diametro ecuatorial de 5 a 53 mm, polar de
5 a 48 mm (Nieto-Angel & Borys, 1992). El peso de los frutos oscila entre 3.77 a
18.09 gramos (Osorio Diaz, 1999). Con una gama de colores que pueden ir de
color amarillo, anaranjado a rojo oscuro o chapeado con rojo de variable tonalidad

e intensidad (Nieto-Angel & Borys, 1992), presentando lenticelas.

El tejocote es un frutal multiusos, si bien es cierto tiene una amplia gama para su

uso, también es cierto que se encuentra desaprovechado.

Se puede utilizar el sistema radical como portainjerto de especies fruticolas como
el manzano, pera y membrillo, uso medicinal; el tallo para madera y lefa, las
hojas como forraje y medicina, la flor como ornato y medicina, el fruto tiene uso

alimenticio, forrajero, ornamental, medicinal y para la extraccién de pectinas y



otros compuesto organicos utilizados en el industria alimentaria (Nieto-Angel, &
Borys, 1993).

El tejocote mejorado tiene buena demanda como fruta fresca, sus frutos son de
tamarno relativamente grande, de abundante pulpa y de gran aceptacién. Poseen
un alto contenido de Carbohidratos, Vitamina C, Vitamina A y Vitamina E,
compuestos fendlicos, asi como flavonoides con lo cual presenta una alta
actividad antioxidante (Chavez, 1970; Garcia-Mateos, Aguilar-Santelises, Soto-
Hernandez, Nieto-Angel, & Kite, 2012; Franco-Mora, Aguirre, Morales, Gonzalez,
& Gutiérrez, 2016).

En la industria, a través de la elaboracion de dulces (mermeladas, ates, jaleas),
de acuerdo con Aguirre (2010) el género Crataegus se caracteriza principalmente
por contener altos concentraciones de pectinas (30 kg por tonelada de fruta
fresca); al respecto estos polisacaridos tienen un gran uso comercial, se emplean
como gelantes, emulsificantes, agentes estructurantes, solidificantes vy
estabilizadores en numerosos sistemas alimenticios, tales como jugos, salsas,

mayonesas, aderezos, etc.

Dentro del valor ecolégico, Borys (1989) menciond que radica en su variabilidad
adaptativa de la raiz a las condiciones edaficas, la arquitectura, componentes de
la estructura vegetativa y productiva de la copa y a los componentes de
productividad. Se utiliza también como cerca viva, para el control de la erosion,

proporciona materia organica al suelo.

Dentro de su uso medicinal el tejocote posee un alto valor curativo de
padecimientos como la tos, trastornos cardiacos leves y para el control de la
obesidad y trastornos del corazén (Nieto-Angel & Borys, 1991). En Norte América
se han utilizado Crataegus spp. para el tratamiento de problemas cardiacos como
hipertension, angina, arritmia e insuficiencia cardiaca; y especificamente en

México C. gracilior por sus efectos vaso relajantes (Edwards, Brown, Talent,



Dickinson, & Shipley 2012; Hernandez, Bah, Ibarra, Rivero, Rojas, & Cabrera
2014).

Objetivos

Evaluar y caracterizar al tejocote, mediante estudios morfolégicos de hojas,
flores, frutos y endocarpios para contribuir al conocimiento del género

Crataegus.

Caracterizar a través de marcadores moleculares los diferentes genotipos del

género Crataegus.

Agrupar a los diferentes genotipos, en base a los parametros de similitud para

contribuir a la asignacion de especias taxondmicas del género Crataegus.
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CAPITULO I.

VARIABILIDAD GENETICA Y ETNOBOTANICA DEL TEJOCOTE NATIVO (Crataegus
spp.) EN MEXICO

GENETIC AND ETNOBOTANICAL VARIABILITY OF NATIVE HAWTHORN (Crataegus
spp.) IN MEXICO



RESUMEN

El tejocote (Crataegus spp.) es un frutal silvestre que se encuentra adaptado a
una gran diversidad de suelos y climas, aunque se desarrolla principalmente en
las partes altas de México y se tiene reportadas 13 especies para la zona norte y
centro de México, de las cuales 9 son endémicas, 3 son compartidas con Estados
Unidos y, una con Peru y Ecuador.El objetivo del presente estudio fue evaluar y
caracterizar mediante estudios morfolégicos de hojas, flores, frutos y endocarpios
y desde el punto de vista etnobotanico, la variabilidad existente en las accesiones
existentes en el Banco de Germoplasma de Tejocote, esto con el fin de entender
las mejores estrategias para conservar la biodiversidad del tejocote. Fueron
utiizadas 140 accesiones del BGT de la UACh donde se tomaron datos
morfolégicos de hoja, flor y fruto de los genotipos. La evaluacion se realizé sobre
72 variables morfolégicas, todas ellas con peso en claves taxondémicas, lo cual
se realizo en tres arboles homogéneos por accesion realizandose un analisis de
componentes principales (ACP) en el programa NTSYSpc 2.20N y un analisis
discriminante candnico (ADC) mediante el programa estadistico IBM SPSS v.9y
la realizacion 63 encuestas etnobotanicas, representando los mismos lugares de
donde son originarias las accesiones del Banco de Germoplasma de Tejocote
Las accesiones estudiadas fueron agrupadas en seis zonas geograficas del
territorio nacional; Chiapas, México-Tlaxcala, México-Puebla-Morelos, Tetela-
Morelos, Michoacan-1 y Michoacan-2. La variacion genética de los tejocotes de
México esta débilmente estructurada geograficamente. No obstante, el aspecto
mas notable es que, segun varios analisis, el estanque de Chiapas es diferente
del resto. En el Andlisis de Componentes Principales de los datos morfolégicos,
las accesiones de Chiapas tendieron a agruparse en el lado inferior derecho del
espacio definido por los dos primeros PC. Por otra parte, el ADC realizado con
los datos morfolégicos también mostrd que la distancia mas significativa entre los
centroides de los grupos geograficos, correspondia a la distancia entre las
accesiones de Chiapas y otros origenes geograficos.

Palabras Clave: Crataegus spp., distribucion, caracterizacion, aprovechamiento



ABSTRACT

The hawthorn (Crataegus spp.) is a wild fruit that is adapted to a great diversity of
soils and climates, although it is developed mainly in the high parts of Mexico and
has been reported 13 species for the north and central zone of Mexico, of Which
are endemic, 3 are shared with the United States, and one with Peru and Ecuador.
The objective of the present study was to evaluate and characterize, through
ethnobotanical, leaf, flower, fruit and endocarp morphological studies, variability
existing in the accessions in the Bank of Germplasm of Tejocote, to understand
the best strategies to conserve the hawthorn biodiversity. It was used 140
accessions of the BGT of the UACh where morphological data of leaf, flower and
fruit of the genotypes were taken. The evaluation was carried out on 72
morphological variables, all with weight in taxonomic keys, which was carried out
in three homogeneous trees by accession. A principal component analysis (PCA)
in the NTSYSpc 2.20N program and a canonical discriminant analysis (ADC)
Using the IBM SPSS v.9 statistical software. And the realization of 63
ethnobotanical surveys, representing the same places from which the accessions
of the Germplasm Bank of Tejocote. The accessions studied were grouped in six
geographic areas of the national territory; Chiapas, Mexico-Tlaxcala, Mexico-
Puebla-Morelos, Tetela-Morelos, Michoacan-1 and Michoacan-2. The genetic
variation of Mexico's hawthorns is weakly geographically structured. However, the
most notable aspect is that, according to several analyzes, the Chiapas pond is
different from the rest. In the Principal Components Analysis of the morphological
data, the Chiapas accessions tended to be grouped in the lower right side of the
space defined by the first two PCs. On the other hand, the ADC performed with
the morphological data also showed that the most significant distance between
the centroids of the geographic groups corresponded to the distance between the

accessions of Chiapas and other geographical origins.

Keywords: Crataegus spp., distribution, characterization, utilization
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INTRODUCCION

El género Crataegus L. pertenece a la tribu Crataegeae, subfamilia Maloideae de
Rosaceae. Este género consta de arboles y arbustos caducifolios ampliamente
distribuidos en la zona templada norte del mundo. De acuerdo con Christensen
(1992), el numero de especies de Crataegus podria variar entre 150 y 1200, el
elevado numero de especies en el género puede ser el resultado de la tendencia
actual de reconocer a casi todos los grupos geograficos y morfolégicamente
desviados de poblaciones de Crataegus como especies diferentes. Por las
caracteristicas propias del género, presenta una gran variacion morfolégica en
sus diferentes caracteristicas, tales como el habito de crecimiento, forma del tallo,
vigor de los arboles, formas de copa, presencia de espinas, formas y tamano de
hojas, densidad y cantidad de flores por inflorescencia, tamafio y coloracién de
frutos (Nieto & Borys, 1991).

De acuerdo con Phipps (1997), quien ha realizado las taxonomias mas modernas
del género, dicho género posee alrededor de 150 especies en todo el mundo, 55
de las cuales se encuentran en el Continente Europeo-Asiatico y 95 en el
Americano, reportando asi 13 especies para la zona norte y centro de México, de
las cuales 9 son endémicas, 3 son compartidas con Estados Unidos y, una con
Peru y Ecuador. La mayor parte de los estudios de biodiversidad con caracteres
morfolégicos y moleculares, realizados con Crateagus, se han centrado en el
estudio de la taxonomia de una especie o grupo de especies afines, como el
complejo de C. rosei (Piedra-Malagon, Albarran-Lara, Rull, Pifiero, & Sosa, 2016)
y C. douglasil y C. suksdorfii (Lo, Stefanovi¢ & Dickinson, 2009) en América u
otros estudios con especies de Europa y Asia Occidental (Rahmani et al., 2015;
Khiari, Boussaid, & Messaoud, 2015).

Una cuestion importante con el Crataegus en México, al intentar evaluar la
biodiversidad existente, es que bajo el nombre de tejocote hay una gran variedad

de especies nativas.
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El tejocote (Crataegus spp.) es un frutal silvestre que se encuentra adaptado a
una gran diversidad de suelos y climas, aunque se desarrolla principalmente en
las partes altas de México. Su utilizacion se remonta a la época prehispanica
(Rzedowski, 1979), de ahi el nombre en Nahuatl "Texocotl" (Cabrera, 1992) que
tiene sus raices en Tetl (piedra-semilla) y Xocotl (fruto agrio o agridulce); y donde
los frutos fueron consumidos como alimento, y los arboles fueron mostrados
como decoracién en pueblos indigenas (Nufiez-Colin, Nieto-Angel, Barrientos-
Priego, Segura, Sahagun, & Gonzalez-Andrés, 2008); actualmente el uso mas
importante que se le da en México como fruta fresca esta primordialmente
relacionada con la parte cultural de la gente, como ofrendas en la fiesta de Todo
Santos y en las pifiatas, ponches y como licor en las Posadas en las fiestas
decembrinas, debiéndose este uso a la gran cantidad de calorias y Vitamina C
que aporta al cuerpo humano en el periodo de bajas temperaturas que en este
tiempo se presentan; sin embargo, el uso mas generalizado es en forma de
almibar y ates; aunado a ésto su importancia radica en su enorme potencial de
aprovechamiento como, portainjerto de otros frutales, forraje, ornamental y
medicinal (Nieto-Angel & Borys, 1991). A pesar de su catalogaciéon como cultivo
subutilizado, en los ultimos afios se han establecido 900 hectareas de plantas de
tejocote en plantaciones comerciales en México, principalmente en los estados
de Puebla y México (SAGARPA 2015), y esta superficie esta creciendo con
nuevas plantaciones; como consecuencia, también existe un incipiente uso del
fruto de tejocote para extraccion industrial de pectinas debido a la alta calidad de
estas (Wang, Zhang, Qi, & Li., 2007, Lozano-Grande, Valle-Guadarrama, Aguirre-
Mandujano, Lobato-Calleros, & Huelitl-Palacios, 2016). Ademas, la extraccion de
antioxidantes de la planta para fines industriales esta bajo investigacion Banderas
et al. (2015). Con el aumento de la actividad comercial, la biodiversidad del
tejocote esta en riesgo de reduccién, como ha ocurrido para varios cultivos
(Hammer 2004; Stamp et al. (2012), por lo que los Bancos de Germoplasma

necesitan desempefiar un papel importante en su conservacion.
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En el Banco de Germoplasma de Tejocote de la Universidad Auténoma Chapingo
las especies que consideramos que se encuentran resguardada pertenecen a la
siguiente serie (Apéndice 1): Baroussanae (C. baroussana Eggl. 1909, C. cuprina
J.B. Phipps, 1997); Crus-galli (C. gracilior J.B. Phipps, 1997, C. rosei Eggl., 1909);
Greggianae (C. greggiana Eggl., 1909, C. sulfurea J.B. Phipps, 1997); Madrenses
(C. aurescens J.B. Phipps, 1997, C. tracyi Ashe ex Eggl., 1909); Mexicanae (C.
mexicana Moc. & Sessé ex DC., 1825, C. nelsoni Eggl., 1909, C. stipulosa (Kunth)
Steud., 1840); y corresponden al siguiente estado bioldgico: silvestres semi-
naturales o cultivados. La coleccion de germoplasma es una buena
representacion de los tejocotes mexicanos tolerados o cultivados por los
habitantes locales para su uso como alimentos frescos o procesados, usos
ornamentales, cercas, etc. Con lo cual el objetivo de este estudio fue evaluar la
variabilidad de los tejocotes mexicanos conservados en el Banco de
Germoplasma de UACh, desde los puntos de vista biolégicos (morfologicos) y
etnobotanicos. Esto con el fin de entender las mejores estrategias para conservar
la biodiversidad del tejocote en el presente escenario, en el que se estan
introduciendo plantaciones comerciales, con el riesgo de pérdida de la

biodiversidad existente con la introduccion de especies y variedades mejoradas.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

El material vegetal estudiado pertenece a la coleccion que se conserva en el
Banco de Germoplasma de tejocote (Crataegus spp.) de la Universidad
Auténoma Chapingo; el cual se encuentra establecido en la Tabla San Juan Lote
Il del Campo Experimental de la Universidad Autbnoma Chapingo ubicado a los
19° 29’ de Latitud Norte y a 98° 53’ de Longitud Oeste, a 2,240 msnm. Esta
coleccion consta de 196 accesiones de Crataegus spp. Los genotipos de tejocote

fueron colectados de sus lugares de origen, en forma de varetas, y
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posteriormente se injertaron en portainjertos de tejocote, procedentes de clones
de raiz.

Se evaluaron 140 accesiones del Banco de Germoplasma de los cuales 52 son
provenientes de Chiapas, 30 del Estado de México, 36 de Puebla, 13 de
Michoacan, 4 de Morelos, 3 de Tlaxcala y 2 de la Ciudad de México. La

informacion de las accesiones aparece en el Apéndice 2.

Variables evaluadas

La evaluacion se realizd sobre 72 variables (Cuadro 1), todas ellas con peso en
claves taxondmicas, lo cual se realiz6 en tres arboles homogéneos por accesion.
De las accesiones con solo un arbol se utilizaron cuatro ramas del lado norte y

cuatro del lado sur.

Hojas. Se eligieron 20 hojas de cada uno de los tres tipos de brotes, vegetativos
cortos (menor de 7.0 cm de longitud), y largos (mayor de 7.0 cm de longitud) y
de brotes reproductivos, ubicadas en la parte media de los arboles por accesion.
En cada brote fue seleccionada la quinta o sexta hoja desarrollada a partir de la

base, esto con la finalidad de utilizar las hojas maduras.

Flores. Se colectaron 50 flores con todo y pedicelo por accesion, de éstas se
utilizaron 10 y en el laboratorio se seccionaron en pétalos, estambres, estilos y

receptaculo floral (incluyé al receptaculo floral, pedicelo, caliz).

Frutos. Se colectaron 2 kg de fruto entre los tres ejemplares de tejocote, de los
cuales se seleccionaron 20 frutos al azar y con ellos se realizaron las mediciones

pertinentes (Cuadro 1).

La digitalizacion de flores y hojas se dio mediante el empleo de un “escaner” HP,
se digitalizaron imagenes, de flor y sus estructuras vy, los tres tipos de hojas (por

tipo de hojas: 15 por el haz y 5 por envés). A partir de las imagenes digitalizadas
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de hojas, estomas y flores, se realizd la medicidn mediante el programa Image
Tool ver. 3.0 (Wilcox et al., 2002).

Cuadro 1. Caracteristicas evaluadas de las accesiones de Crataegus spp del
Banco de Germoplasma de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Eﬁ:;gg‘lra Ej;@;tffg: Variable Cédigo Unidades
Area AFBVR cm?
Perimetro PBR cm
Hojas con brotes Longitud eje mayor LEMBR cm
reproductivos Longitud eje menor LEMenBR cm
Hojas indice de redondez IRBR
Diametro Feret DFBR
Hojas de brotes Area AFBVC cm?
vegetativos Perimetro PBVC cm
cortos Longitud eje menor LEMenBVC
indice de redondez IRBVC
Diametro Feret DFBVC
indice de compactacion ICBVC
Angulo apical AngABVC grados
Area AFBVL cm?
Perimetro PBVL cm
, Longitud mayor LEMBVL cm
Hojas . .
Longitud eje menor LEMenBVL cm
Hojas de brotes f,ice de alargamiento IABVL
vegetativos .
largos Indice de redondez IRBVL
Diametro Feret DFBVL
Angulo apical AngABVL grados
Angulo basal AngBVL grados
Longitud del peciolo/eje mayor LongPBVL
Perimetro PRF cm
Longitud del eje mayor LEMRF cm
Longitud del eje menor LEMenRF cm
Receptaculo indice de alargamiento IARF cm
Flor mas pedicelo .
mas céliz Indice de redondez IRRF
Diametro Feret DFRF
indice de compactacion ICRF
Longitud del receptaculo LRF cm
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Cuadro 1

Continuacion.

Eﬁ:;gg‘lra Eg;@;tffg: Variable Codigo Unidades
Area APF cm?
Perimetro PPF
Longitud eje mayor LEMPF cm
Pétalos de Ia flor I’_or?gitud eje men(?r LEMenPF cm
Indice de alargamiento IAPF
indice de redondez IRPF
Diametro Feret DFPF
indice de Compactacion ICPF
Numero de pétalos Npet
Flor Es:ructura de Ia Numero de estilos Loest
Numero de estambres Nest
Area AEF cm?
Perimetro PEF
Longitud del eje mayor LEMEF cm
Longitud eje menor LEMenEF cm
Estambres . .
Indice de alargamiento IAEF
indice de redondez IREF
Diametro Feret DFEF
indice de compactacion ICEF
Longitud del fruto L cm
Diametro ecuatorial del fruto D cm
Redondez RF
Peso PF g
Numero de semillas por frutos NS
Fruto Fruto Peso del endocarpio PS g
Relacién Peso de
Endocarpio/Peso del Fruto RPSPF
Acidez titulable AC Porcentaje
pH del fruto PH escala pH
Sdlidos solubles totales SS ° Brix
Endocarpios por fruto Ef
Egrﬁﬁgtsjoigglendocarpios con PESN20F %
Porc_entaje dfa endocarpios con PESA20F %
Fruto Endocarpios ;emlllatapo;tlva . o
Seorr:itlalgsaje e endocarpios sin PESS20F o
Area del endocarpio AE cm
Perimetro del endocarpio PE cm
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Cuadro 1. . ... Continuacion.

Estructura  Estructura

. o Variable Codigo Unidades
principal especifica
Longitud <_:ie| eje mayor del LEMaE
endocarpio cm
Longitud eje menor del LEMeE
endocarpio cm
Fruto Endocarpios Alargamiento del endocarpio EE
indice de redondez RE
Diametro Feret DFE
indice de compactacion CE

Métodos Estadisticos empleados

Se elabord una matriz basica de datos (MBD) y se realizé un analisis de
componentes principales (ACP) en el programa NTSYSpc 2.20N, obteniendo los
eigen-valores y eigen-vectores para conocer que variables son importantes para
cada componente principal y saber en qué componente se acumula la mayor
varianza.

Para encontrar las diferencias entre los diferentes acervos, las variables
discriminantes asociadas y conocer inferencialmente el parecido entre ellos se
utilizé un analisis discriminante candnico (ADC) mediante el programa estadistico
IBM SPSS v.9.

Se elabor6 una matriz basica de datos de las variables evaluadas y se realiz6
con el programa NTSYSpc 2.20N un analisis de remuestreo (“bootstrapping”) de
1000 repeticiones a fin de obtener datos numéricos del arbol estadisticamente
mas robustos. Con los datos obtenidos se realizé un el agrupamiento jerarquico
utilizando el método de varianza minima de Ward (Ward,1963), esto para definir

el numero correcto para establecer similitud entre las accesiones.
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Caracterizacion etnobotanica

Se realizé un total de 63 encuestas, representando los mismos lugares de donde
son originarias las accesiones del Banco de Germoplasma de Tejocote. Cada
persona encuestada tenia que cumplir con la condicion de conocer el tejocote
(Crataegus spp.), ya sea como cultivo en huerta comercial, o tenerlo como un
arbol de traspatio, o arbol de limites de la parcela o, en algunos casos
simplemente, recolectar frutos de arboles silvestres. Las variables fueron
seleccionadas para obtener informacion sobre el conocimiento etnobotanico y
usos del tejocote, asi como sobre las practicas agrondmicas con esta especie.
Del numero inicial de variables, 24 de ellas mostraron variacion dentro de la
muestra analizada y fueron consideradas para el analisis (Cuadro 2). Todas las
variables se transformaron en variables categéricas. Los datos se sometieron a
Analisis de Correspondencia Mdultiple que cuantifica los datos nominales
(categoricos) asignando valores numéricos a los casos y categorias para que los
objetos dentro de la misma categoria que estén cerca de ella y los objetos en
diferentes categorias estén muy separados. Se utilizé para el analisis el programa
IBM SPSS Statistics

Cuadro 2. Variables sociales y agrondmicas de la encuesta etnobotanica que

indican el vinculo cultural con el tejocote en México.

Descripcion Cadigo de la variable Estados de la variable

Edad Edad hasta 25 56 a 65
26 a 35 66 a 75
36 a 45 76 a 85
46 a 55

Numero de miembros del

., o Familia hastaa 5 6a10
nucleo familiar
mas de 10
Actividad Principal Ocupacion Agricultura Obrero
Ama de casa Otra
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Cuadro 2. . ... Continuacion.

Descripcion Cddigo de la variable Estados de la variable
Nivel Cultural Escolaridad Primaria Universidad
Secundaria Analfabeto
Enlace cultural con el tejocote
Edad del conocimiento - - Mas de 10
X conocimiento hasta a 10 afos ~
personal del tejocote afios
Desde siempre
Patrimonio del conocimiento . . .
. Conocimiento recepcién Padres Familiares
del tejocote
Nadie
Transferencia del conocimiento o L . .. Otro
. Conocimiento transmisién  Hijos e hijas "
del tejocote familiar
Trabajadores A nadie

Tipo de cultivo de tejocote y caracteristicas de la parcela

El cultivo del tejocote como

actividad profesional Actividad profesional

Numero de arboles de tejocote sin arboles

Edad de los arboles de tejocote Edad arboles

Usos dados a los arboles de tejocote

Uso del fruto en fresco del

; Consumo en fresco
tejocote

Uso tradicional (ates, dulces,

Dulces tradicionales
ponches, ofrendas)

Hermanos y hermanas

Si

hasta a 8

hasta a 10 afios

10 a 30

Mas de 30 afios

Si

Eventualmente

Si

Eventualmente

No

mas de 8

hasta 10 y
10a 30

hasta 10,
10a30y
mas de 30

hasta 10 y
mas de 30

No

No
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Cuadro 2. . ... Continuacion.

Descripcion

Cddigo de la variable

Estados de la variable

Uso medicinal del tejocote

Uso ornamental del tejocote

Uso de tejocote para
alimentacién animal

Uso de tejocote para lefia

Utilizacién del tejocote como
porta injerto de especies de la

familia Rosaceae

Uso con fines industriales
(extraccion de pectinas,

vitamina, proteina)

Venta de la cosecha de

tejocote

Practicas agrondmicas
Poda de los arboles de tejocote

Persona que realiza la poda

Riego de los arboles de

tejocote

Fertilizacion de los arboles de

tejocote

Tratamiento fitosanitario de los

arboles de tejocote

Medicinal

Ornamental

Alimentacion animal

LeRa

Portainjerto

Industrial

Venta

Poda

Podadores

Riego

Fertilizacion

Tratamiento

Si No
Si No
Si No
Si No
Si No
Si No
Si No

Intermediario o Acaparador

Si No
Familia Técnico
Trabajadores Agricultor
(peones)

Si No

Si No

Si No
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con Sahagun Castellanos (1994) el coeficiente de variacion da una
idea de la variabilidad existente en porcentaje, entre caracteristicas y relacionarla
con las demas variables, por lo que es importante realizar pruebas un poco mas
precisas en el analisis de los datos y no quedar limitado con medidas de

tendencia central.

El coeficiente de variacion de cada caracteristica se calculé para conocer la
utilidad de cada descriptor para detectar variabilidad entre el conjunto completo
de las 140 accesiones (Cuadro 3). Las caracteristicas que mostraron menor
variabilidad entre accesiones (coeficiente de variacion menor del 9%) fueron los
siguientes: el numero de pétalos (Npet); caracteristicas relacionados con la forma
de los pétalos y la forma de la superficie proyectada maxima del endocarpio
(circularidad o compacidad - ICPF, CE) y la relacion entre la longitud del eje
principal y secundario como IAPF y EE; Redondez de los pétalos (IRPF). Lo que
concuerda con Lépez et al. (2008) quienes encontrd coeficiente de variacion

menor a 15 % en algunas de estas estructuras en tejocote.

Por el contrario, el coeficiente de variacion mas alto alcanzé el 85% para el
porcentaje de endocarpos con semillas abortivas (PESA20F) y excedio el 60%
para otras caracteristicas relacionadas con frutos como su peso (PF), la relacién
entre el endocarpio y el peso de semilla (RPSPF), el porcentaje de endocarpos
sin semillas (PESS20F), el area maxima proyectada de los estambres (AEF), y el
area de las hojas en los brotes reproductivos (AFBVR). Lo que nos indica es que
existe una alta variabilidad dentro de cada accesion, sin embargo, desde el punto
de vista estadistico estos coeficientes no son aceptados; dado que podria
considerarse que estas variables pudieron estar influenciadas por el medio

ambiente.
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Cuadro 3. Caracteristicas evaluadas con sus respectivos cddigos, datos
promedio, y coeficiente de variacion (CV) de estructuras vegetativas y
reproductivas de 140 accesiones de tejocote (Crataegus spp.) del Banco de
Germoplasma de la Universidad Auténoma Chapingo

Estructura / Caracteristica Cédigo Promedio CV (%)
Hojas
Hojas de brotes reproductivos

Area AFBVR 10.7231 62.04
Perimetro PBR 16.2757 29.25
Longitud eje mayor LEMBR 5.4444 33.56
Longitud eje menor LEMenBR 2.7466 28.39
Indice de redondez IRBR 0.4669 10.38
Diametro Feret DFBR 3.5141 29.79

Hojas de brotes vegetativos cortos

Area AFBVC 8.7787 4712
Perimetro PBVC 15.0403 23.81
Longitud eje menor LEMenBVC 2.5668 23.54
Indice de redondez IRBVC 0.4674 11.95
Diametro Feret DFBVC 3.2408 23.34
Indice de compactacion ICBVC 0.6650 13.61
Angulo apical AngABVC 94.6327 12.64
Hojas de brotes vegetativos largos
Area AFBVL 13.0091 54.95
Perimetro PBVL 18.2510 25.34
Longitud mayor LEMBVL 5.6225 29.60
Longitud eje menor LEMenBVL 3.2640 24.87
Indice de alargamiento IABVL 1.7425 20.10
indice de redondez IRBVL 0.4649 12.76
Diametro Feret DFBVL 3.9232 25.92
Angulo apical AngABVL 99.5277 12.48
Angulo basal AngBVL 99.3543 19.22
Longitud del peciolo/eje mayor LongPBVL 0.7227 30.36
Flor

Receptaculo mas pedicelo mas caliz

Perimetro PRF 11.3868 37.62
Longitud del eje mayor LEMRF 2.9775 34.27
Longitud del eje menor LEMenRF 1.4839 35.51
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Cuadro 3. . ... Continuacion

Estructura / Caracteristica Cédigo Promedio CV (%)
indice de alargamiento IARF 2.0744 13.65
indice de redondez IRRF 0.1330 22.31
Diametro Feret DFRF 1.2603 32.77
indice de compactacion ICRF 0.4342 9.75
Longitud del receptaculo LRF 2.7457 29.41

Pétalos de la flor

Area APF 1.2065 44.93
Perimetro PPF 4.3895 25.43
Longitud eje mayor LEMPF 1.3457 25.18
Longitud eje menor LEMenPF 1.1434 25.68
indice de alargamiento IAPF 1.1910 3.77
indice de redondez IRPF 0.7431  7.21
Diametro Feret DFPF 1.1963 25.19
indice de Compactacion ICPF 0.8891 2.06

Estructura de la flor

Numero de pétalos Npet 5.1983  8.11
Numero de estilos Loest 3.3195  23.80
Numero de estambres Nest 17.1817 22.54
Estambres
Area AEF 0.0542  66.23
Perimetro PEF 1.5826 35.08
Longitud del eje mayor LEMEF 0.5930 35.32
Longitud eje menor LEMenEF 0.1236  40.81
indice de alargamiento IAEF 5.5736 25.56
indice de redondez IREF 0.2703  23.03
Diametro Feret DFEF 0.2472 31.31
indice de compactacion ICEF 0.4380 13.43
Fruto
Fruto
Longitud del fruto L 2.0579 24.09
Diametro ecuatorial del fruto D 2.2666 24.32
Redondez RF 0.9134 9.40
Peso PF 6.5861 64.63

Numero de semillas por frutos NS 3.2247 14.16



Cuadro 3. . ... Continuacion

Estructura / Caracteristica Cédigo Promedio CV (%)
Fruto
Peso del endocarpio PS 0.4515 39.59
Relacion Peso de
Endocarpio/Peso del Fruto RPSPF 9.4329 62.49
Acidez titulable AC 1.0578 39.28
Ph del fruto PH 3.5533 12.56
Sdélidos solubles totales SS 15.2351 34.67

Endocarpios

Endocarpios por fruto Ef 3.3941 16.66
Porcentaje de Endocarpios con

Semilla Normal PESN20F 58.6935 37.98
Porcentaje de Endocarpios con

Semilla Abortiva PESA20F 8.7055 85.06
Porcentaje de Endocarpios Sin

Semillas PESS20F 325950 61.46
Area del endocarpio AE 37.9021 34.07
Perimetro del endocarpio PE 26.6575 18.49
Longitud del eje mayor del

endocarpio LEMaE 8.7984 16.77
Longitud eje menor del

endocarpio LEMeE 5.3307 18.52
Elongacién del endocarpio EE 1.6882 7.51
indice de redondez RE 0.6780 15.09
Diametro Feret DFE 6.8189  16.96
indice de compactacién CE 0.7763 3.99

De acuerdo con Peeters y Martineelli (1989) las técnicas de Analisis de
Componentes Principales (ACP) y el analisis de conglomerados son
herramientas confiables para la caracterizacién, evaluacién y clasificacion de
colecciones de germoplasma; con ellas se permiten la visualizacion de las
diferencias entre los individuos, identificacion de posibles grupos y deteccion de
relaciones entre individuos y variables. Es asi como el ACP mostro que los cuatro
primeros componentes reunen el 77.7 % de la variabilidad total (Apéndice 3) este
resultado revel6 una gran variacion morfoldgica, lo que indica una alta diversidad
genética entre las accesiones. Siendo asi que el primer componente aporta el
52.2 %y se asocio positivamente con la redondez y la compacidad de los érganos
donde se midi6: hojas (IRBR, IRBVC, IRBVL, ICBVC), las diferentes partes de la
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flor (IRRF, IRPF, IREF, ICRF, ICPF, ICEF), el plano ecuatorial del fruto y el area
maxima proyectada del endocarpio, (CE); La relacion longitud del eje principal /
longitud del eje secundario de los pétalos (IAPF) y del endocarpio (EE).
Finalmente, lo mismo ocurrié con la relacion longitud del peciolo / longitud del eje
principal de las hojas en los brotes largos vegetativos (LongPBVL), y en otros
caracteres relacionados con el peso de los endocarpos (PS) y del area maxima
proyectada de los estambres (AEF, LEMenEF). En todos estos casos los valores
de los Eigen-vectores en el primer PC fue superior a 0.95 (Figura 1.), lo que
concuerda con lo encontrado por Khadivi (2015) quien mencioné que los rasgos
encontrados en hojas y flores representaron el mayor niumero de componentes
principales en Crataegus monogyna; de igual manera Lopez et al. (2008)
mencionaron que los tres primeros componentes principales son los de mayor
importancia, puesto que reunen mas de la mitad de variabilidad acumulada lo que
pudo corroborar en Crataegus spp donde las variables de la estructura de hojas
de brotes vegetativos largos y cortos, y las estructuras florales (area, perimetro)

fueron las que contribuyeron en el primer componente.
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Figura 1. Analisis de Componentes Principales de caracteristicas morfologicas
de 140 accesiones de Crataegus spp. del Banco de Germoplasma de la
Universidad Autonoma Chapingo.

El segundo componente aporta el 12.25 % y se asocio positivamente con el resto
de las caracteristicas del endocarpo, que representan aquellos no asociados con
el primer PC (AE, PE, LEMaE, LEMeE, DFE), con valores superiores a 0.50
coincidiendo con lo encontrado por Hamzeh’ee (2016) quien realizé estudios de
caracteristicas micromorfolégicas comparativas en Crataegus de las series
Pentagynae y Crataegus obtuvo que los rasgos cuantitativos mas importantes
estaban relacionados con los endocarpios, especificamente con la superficie, la
longitud y la periferia. Este segundo componente también se encontré asociado
fuertemente, aunque negativamente con otros parametros de las hojas,
relacionados con su tamafio, especificamente la longitud del eje secundario de
las hojas en los brotes reproductivos (-0.507), y el diametro del Feret de las hojas
en los brotes vegetativos, los cortos (-0.515) y los largos (-0.504). Al tercero y
cuarto le corresponden los porcentajes de 8.13 y 5.13%, respectivamente; el
tercer componente estuvo relacionado (Cuadro 4) Con estructuras florales
(LEMRF, PRF, LRF, PPF) con valores en una amplitud de 0.80 a 0.85; y asi
finalmente el cuarto componente se relacioné con estructuras netamente del fruto
(PESN20F), en la Figura 2 podemos observar como se encuentra la dispersion
de las accesiones a través de los dos primeros PC, etiquetados con su origen

segun los grupos de germoplasma hechos a priori.
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Cuadro 4. Vectores propios del analisis de componentes principales de

caracteristicas morfoldgicas de 140 accesiones de Crataegus spp. del Banco de

Germoplasma de la Universidad Autonoma Chapingo.

Estructura / Caracteristicas Caodigo CP1 CP2 CP3 CP 4
Hojas

Hojas de brotes reproductivos

Area AFBVR -0.7379  -0.2514  -0.4935 0.0055
Perimetro PBR -0.8131 -0.2583 -0.4076 0.1554
Longitud eje mayor LEMBR -0.6038 -0.2772 -0.4958 0.4535
Longitud eje menor LEMenBR 0.1831 -0.5071 -0.6302 -0.1787
indice de redondez IRBR 0.9936 -0.0177 0.0482 -0.0354
Diametro Feret DFBR -0.3437 -0.4494 -0.6711 0.146
Hojas de brotes vegetativos cortos

Area AFBVC -0.6912  -0.2843 -0.4287 -0.0836
Perimetro PBVC -0.7057 -0.299  -0.3049 0.1678
Longitud eje menor LEMenBVC 0.6416 -0.3917 -0.3105 -0.3213
indice de redondez IRBVC 0.9913 -0.0139 0.0545 -0.0556
Diametro Feret DFBVC 0.2045 -0.5145 -0.4874 0.0042
indice de compactacion ICBVC 0.9885 -0.0257 0.0704 -0.1119
Angulo apical AngABVC -0.07 -0.102 0.1625 -0.4444
Hojas de brotes vegetativos largos

Area AFBVL -0.7236  -0.2717 -0.4039 -0.1808
Perimetro PBVL -0.7921  -0.2832 -0.3115 0.0132
Longitud mayor LEMBVL -0.6658 -0.2848 -0.3964 0.3496
Longitud eje menor LEMenBVL 0.2956  -0.4999 -0.411  -0.4392
indice de alargamiento IABVL 0.7581 0.0122 0.0445 0.5153
indice de redondez IRBVL 0.9914 -0.0134 0.0514  -0.0394
Diametro Feret DFBVL -0.2622 -0.5036 -0.5172 -0.1348
Angulo apical AngABVL 0.1299 -0.158 0.2818 -0.4971
Angulo basal AngBVL 0.5673 -0.206 -0.0779  -0.0592
Longitud del peciolo/eje mayor LongPBVL 0.9561 -0.104 -0.0473 -0.1339
Flor

Receptaculo mas pedicelo mas caliz

Perimetro PRF -0.2856 0.0026 0.8108 -0.2711
Longitud del eje mayor LEMRF 0.2493 -0.0546 0.8316  -0.2152
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Cuadro 4. .. .. Continuacion.

Estructura / Caracteristicas Caodigo CP1 CP2 CP3 CP4
Longitud del eje menor LEMenRF 0.6983 0.0087 0.5765 -0.2502
indice de alargamiento IARF 0.8597 -0.1084 0.0915 0.2643
indice de redondez IRRF 0.9954 -0.0187 0.0258 -0.0458
Diametro Feret DFRF 0.7949 -0.0182 0.493 -0.1794
indice de compactacion ICRF 0.9956 -0.0118 0.0389 -0.0417
Longitud del receptaculo LRF 0.2624 -0.1684 0.7952 0.149
Pétalos de la flor

Area APF 0.6932 -0.1393 0.5535 -0.1283
Perimetro PPF 0.1524  -0.2089 0.7854 0.0556
Longitud eje mayor LEMPF 0.8512  -0.1093 0.4335 -0.0501
Longitud eje menor LEMenPF 0.8856  -0.1073 0.3705 -0.0384
indice de alargamiento IAPF 0.9912 -0.0129 0.0857 0.0075
indice de redondez IRPF 0.9936 -0.0171 0.0653 -0.0375
Diametro Feret DFPF 0.8802 -0.1067 0.3848 -0.052
indice de Compactacion ICPF 0.9959 -0.0254 0.0659 0.0009
Estructura de la flor

Numero de pétalos Npet 0.6447 0.0047 0.2161 0.381
Numero de estilos Loest 0.5024 -0.0375 0.5352 0.1014
Numero de estambres Nest -0.2706 0.0241 0.0735 0.4472
Estambres

Area AEF 0.9917 -0.0199  0.0448 -0.0678
Perimetro PEF 0.7294 -0.0772  0.2999 -0.1168
Longitud del eje mayor LEMEF 0.949 -0.0463 0.159 -0.0934
Longitud eje menor LEMenEF 0.9912 -0.0243  0.0495 -0.0567
indice de alargamiento IAEF 0.4483 -0.0433  0.4202 -0.1745
indice de redondez IREF 0.9958 -0.0046  0.0092 -0.0166
Diametro Feret DFEF 0.988 -0.0247 0.068 -0.062
indice de compactacion ICEF 0.996 -0.0131  0.0177 -0.0071
Fruto

Fruto

Longitud del fruto L 0.6592 0.0398 -0.205 0.5582
Diametro ecuatorial del fruto D 0.5906 -0.0573 -0.2616  0.5641
Redondez RF 0.9855 0.0172 0.0906 0.0111
Peso PF -0.4831 -0.0681 -0.3749 0.4591
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Cuadro 4. .. .. Continuacion.

Estructura / Caracteristicas Caodigo CP1 CP2 CP3 CP4
Numero de semillas por frutos NS 0.7455 -0.2298 0.0754 0.1208
Peso del endocarpio PS 0.9616 -0.0414 0.0155 -0.0428
nelacion Peso de EndocarplolPeso  mpspr 03121 -0.0643 03834 -0.478
Acidez titulable AC 0.9152 -0.0117  0.0989 -0.1897
pH del fruto PH 0.7012 -0.0497  0.0965 0.1813
Solidos solubles totales SS -0.0457 -0.1308 -0.0108 0.4815
Endocarpios

Endocarpios por fruto Ef 0.7183 -0.245 0.0923 0.0115
rorosntale de Endocarpios con PESN20F -0.2413 01314  -0.0368 0.8503
roreentaje de Endocarpios con PESA20F 00109 -0.0516 0.1951  -0.3311
Forcentaje de Endocarpios Sin PESS20F 0.1806 -0.1508 0.0895  -0.669
Area del endocarpio AE -0.3769 0.8656 -0.1295 0.0187
Perimetro del endocarpio PE -0.2903 0.8554 0.0221 -0.2211
Longitud del eje mayor del endocarpio LEMaE -0.0273  0.9595 -0.0557  0.0504
Longitud eje menor del endocarpio LEMeE 0.2773 0.8956 0.0312 0.0928
Elongacion del endocarpio EE 0.9711 -0.0765 0.052 0.0515
indice de redondez RE 0.9877 -0.0219 0.042 0.0827
Diametro Feret DFE 0.1119 0.9586 -0.0178 0.1078
indice de compactacion CE 0.9948 -0.0171  0.07 0.0059

De acuerdo al diagrama de dispersion de las accesiones en del primer

componente principal (Figura 2), las accesiones de los diferentes 6rdenes

tendieron a agruparse aproximadamente en ciertas areas del espacio formado

por los dos primeros componentes principales, pero con la excepcion de las

accesiones de Chiapas (CHIS), las accesiones de las fuentes restantes no

forman grupos bien definidos en el diagrama bidimensional.
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Figura 2 Dispersion de las accesiones de tejocote (Crataegus spp.) a través de
los dos primeros PC, de acuerdo a su origen, del Banco de Germoplasma de la
Universidad Autonoma Chapingo.

Tomando en cuenta que todas las muestras de las accesiones fueron adquiridas
del Banco de Germoplasma de Tejocote la variacion ambiental fue minima
realizandose asi una comparacion confiable, con lo que podemos ver que las
caracteristicas de hojas y algunas caracteristicas de fruto tienen mayor valor a la

hora de definir y comparar las fuentes de germoplasma.

Analisis Discriminante Canodnico

Una técnica estadistica multivariada bien desarrollada que puede ser usada
como ayuda o complemento en la interpretacion de los resultados de un disefo
experimental con enfoque multivariado es el Analisis Discriminante Canonico
(ADC), a través de la cual se busca conocer qué variables medidas en individuos,
explican mejor la atribucién de la diferencia de los grupos a los cuales pertenecen
dichos individuo facilitando la comprension de las relaciones entre las variables

evaluadas dentro de esos grupos (Pozo & Carrasco, 2005; Torrado & Berlanga,
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2013). De acuerdo con Medina et al. (2015) el ADC tiene un considerable interés
en el campo agronémico, dado que gran parte de la experimentacién agronémica
tiene un enfoque multivariado, en el sentido de que, independientemente del
objetivo y el tipo de disefio, los experimentos se repiten en varios bloques, en
varios afnos y/o varias localidades, teniendo en consideracion cada vez un
numero de elevado de caracteristicas; por otra lado, los datos son naturalmente
divididos en grupos y los individuos son diferentes ya que pertenecen a diferentes
tratamientos experimentales y tiene mucho mas sentido discutir las semejanzas
mas 0 menos pronunciadas, en lugar de aceptar o rechazar la hipétesis nula a

veces muy artificial.

En el ADC se emplearon las cinco primeras funciones discriminantes candnicas
(FC), siendo la primera la que aporta poco mas del 62 % de la variabilidad
(Cuadro 5), la cual se encuentra relacionada con el indice de compactacién en
hojas en brotes vegetativos cortos, en el indice de alargamiento de hojas en
brotes vegetativos largos y en el porcentaje de endocarpios con y sin semilla
(Cuadro 6); asi la segunda FC estuvo representada por el indice de redondez en
hojas de brotes vegetativos cortos, el diametro ecuatorial y peso del fruto y aporta
el 19 % de la variabilidad; la siguiente FC aport6 el 10.7 % de la variabilidad y se
representd con estructura florales como el perimetro y longitud del eje mayor de
los pétalos, asi como también por el numero de estos; la cuarta FC también
estuvo representada con estructura florales tal es el caso del area, la longitud del
eje menor y el diametro Feret de los pétalos, esta funcién tuvo el 5.8 % de

variabilidad.
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Cuadro 5. Eigenvalores del analisis discriminante candnico de accesiones de
Crataegus spp. que representan seis fuentes regionales del Banco de
Germoplasma de la Universidad Auténoma Chapingo, de acuerdo a

caracteristicas morfologicas.

Funcion Proporcion de  Variacion Correlacion
Candnica  Eigenvalor  varianza acumulada  canonica

1 5.014 62.1 62.1 0.913

2 1.582 19.6 81.6 0.783

3 0.865 10.7 92.3 0.681

4 0.465 5.8 98.1 0.564

5 0.153 1.9 100.0 0.365

Cuadro 6. Estructura candnica total (funcidén canoénica) del analisis discriminante
canonico de las variables morfolégicas de Crataegus spp. de acuerdo a
caracteristicas morfologicas, provenientes del Banco de Germoplasma de

Tejocote de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Estructura / Caracteristica Cadigo FC1 FC2 FC3 FC4 FC5

Hojas

Hojas de brotes reproductivos

Area AFBVR 0.037 0.20 -0.151 -0.213  0.310°
Perimetro PBR 0.036 0.138 -0.106 -0.172 0.279
Longitud eje mayor LEMBR 0.142 0.161 -0.10 -0.188 0.302
Longitud eje menor LEMenBR -0.022 0.153 -0.132 -0.195 0.270"
indice de redondez IRBR -0.019  0.230" -0.146  -0.126 0.008
Diametro Feret DFBR 0.031 0.181 -0.125 -0.196 0.288"

Hojas de brotes vegetativos cortos

Area AFBVC -0.093  0.128 -0.138  -0.149 0.327
Perimetro PBVC -0.048  0.007 -0.086 -0.085 0.279"
Longitud eje menor LEMenBVC -0.161 0.085 -0.127 -0.115 0.234
indice de redondez IRBVC -0.211 0.485" -0.117 -0.150 -0.054
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Cuadro 6. .. .. Continuacion

Estructura / Caracteristica Cadigo FC1 FC2 FC3 FC4 FC5
Diametro Feret DFBVC -0.095 0.117 -0.107 -0.129 0.275
indice de compactacion ICBVC -0.527°  0.093 -0.101 -0.021 -0.191
Angulo apical AngABVC -0.305° 0.208 -0.253 -0.133 -0.088

Hojas de brotes vegetativos largos
Area AFBVL -0.083  0.180 -0.046  -0.157 0.258
Perimetro PBVL -0.010  0.099 -0.026 -0.117 0.2271
Longitud mayor LEMBVL 0.101 0.192 -0.025 -0.157 0.279
Longitud eje menor LEMenBVL  -0.133 0.119 -0.031 -0.144 0.226"
indice de alargamiento IABVL 0.513" 0.108 -0.005 -0.005 0.102
indice de redondez IRBVL -0.160 0.304" -0.071 -0.144 0.029
Diametro Feret DFBVL -0.061 0.174 -0.031 -0.149 0.245
Angulo apical AngABVL -0.392°  0.105 -0.117 -0.223 -0.249
Angulo basal AngBVL -0.315°  -0.256 -0.067 0.078 0.176
Longitud del peciolo/eje mayor LongPBVL -0.032 0.048 -0.061 -0.090 0.158"
Flor
Receptaculo mas pedicelo mas céliz
Perimetro PRF -0.165  0.236" -0.028 0.052 -0.022
Longitud del eje mayor LEMRF -0.155  0.250" 0.091 0.038 0.056
Longitud del eje menor LEMenRF -0.177 0.257" -0.054 0.111  -0.131
indice de alargamiento IARF 0.180 -0.081 0.424 -0.297 0.605
indice de redondez IRRF -0.009  -0.056 0.213 0.080 -0.174
Diametro Feret DFRF -0.186  0.265" 0.051 0.084 -0.056
indice de compactacion ICRF -0.151 -0.002 -0.143 0.151 -0.448
Longitud del receptaculo LRF -0.033 0.259° 0.102 0.002 0.173
Pétalos de la flor
Area APF -0.025 0.266" 0.263 0.132 -0.122
Perimetro PPF 0.011 0.253 0.295 0.039 -0.124
Longitud eje mayor LEMPF -0.032 0.259 0.281 0.105 -0.113
Longitud eje menor LEMenPF -0.002 0.271 0.276 0.131 -0.111
indice de alargamiento IAPF -0.197 -0.131 -0.008 -0.235" 0.040
indice de redondez IRPF -0.262 0.042 -0.14 0.668" 0.114
Diametro Feret DFPF -0.026  0.262 0.276 0.134 -0.108
indice de Compactacion ICPF 0.011 0.102 -0.009 0.403" -0.007
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Cuadro 6. .. .. Continuacion

Estructura / Caracteristica Cadigo FC1 FC2 FC3 FC4 FC5
Estructura de la flor
Numero de pétalos Npet 0.050 0.179 -.290° -0.165 -0.122
Numero de estilos Loest 0.033 0.011  0.1371 -0.11  -0.033
Numero de estambres Nest 0.017 0.058 -0.01 0.081 .203
Estambres
Area AEF -0.030  -0.009 -0.249  -0.061 0.416
Perimetro PEF -0.071 0.045 -0.117  -0.087 0.284
Longitud del eje mayor LEMEF -0.081 0.021 -0.118  -0.051 0.252
Longitud eje menor LEMenEF 0.009 0.029 -0.133 -0.157 0.384"
indice de alargamiento IAEF -0.161 -0.030 0.090 0.122 -0.236"
indice de redondez IREF 0.192 -0.329" -0.313  0.017 -0.202
Diametro Feret DFEF -0.018  -0.047 -0.217  -0.089 0.276
indice de compactacion ICEF 0.185 -0.217 -0.247° -0.116 -0.103
Fruto
Fruto
Longitud del fruto L 0.353 0.360° -0.169  -0.141 0.080
Didmetro ecuatorial del fruto D 0.243 0.308" -0.072 -0.148 0.212
Redondez RF 0.195 0.001 -0.210 0.080 -0.422°
Peso PF 0.249 0.381" -0.145  -0.133 0.204
Numero de semillas por frutos NS -0.057 -0.023 0.018 -0.144" 0.128
Peso del endocarpio PS -0.015 0.293" -0.187 -0.137 0.072
Relacion Peso de Endocarpio/Peso .
del Fruto RPSPF -0.325" -0.152 0.050 0.032 -0.129
Acidez Titulable AC -0.077  -0.115" -0.071 0.108 0.037
pH del fruto PH -0.150  -0.010 -0.288" -0.084 -0.033
Sélidos solubles totales SS 0.142 -0.147 0.280° 0.072 0.169
Endocarpios
Endocarpios por fruto Ef -0.083 -0.188" 0.074 -0.070 0.115
Porcentaje de Endocarpios con X
Semilla Normal PESN2OF 0.440 0.142 -0.068 -0.101 -0.080
Porcentaje de Endocarpios con .
Semilla Abortiva PESA20F -0.083  0.132° 0.011 0.032 -0.109
Porcentaje de Endocarpios Sin .
Semillas PESS20F -0.438° -0.219 0.069 0.095 0.140
Area del endocarpio AE 0.131" 0.008 -0.110 -0.046 -0.010
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Cuadro 6. .. .. Continuacion

Estructura / Caracteristica Cadigo FC1 FC2 FC3 FC4 FC5

Perimetro del endocarpio PE -0.017 0.024 -0.136" -0.032 -0.069

Longitud del eje mayor del .
0.125 -0.005 -0.126 -0.016 -0.048

endocarpio LEMaE

Longitud eje menor del endocarpio LEMeE 0.076 0.019 -0.093" -0.012 -0.014
Elongacion del endocarpio EE 0.145 -0.050 -0.027 -0.044 -0.026
indice de redondez RE 0.316 -0.015 0.070 -0.042 0.090
Diametro Feret DFE 0.123 0.007 -0.112  -0.025 -0.033
indice de compactacion CE -0.014 0.035 0.036 -0.036 0.058"

*Mayor correlacion absoluta entre cada variable y cualquier funcién discriminante

Al proyectar las variables de las accesiones tomando como fuente de variacion
su ubicacion en el plano formado por las dos primeras FC (Figura 3), se encuentra
que las accesiones localizadas en el estado de Chiapas se distinguen del resto
de las zonas, estas accesiones se localizan en la parte negativa de la FC 1 lo que
nos muestra una diferencia en la forma de la hoja con respecto a los otros grupos,
asi mismo nos muestra que presentan una igualdad en el numero de semillas
normales en los endocarpios y el porcentaje de endocarpios sin semilla lo que se
encuentra justificado por la gran variedad de especies encontradas en ese
estado, en este estudio se tiene cuantificado un total de 11 especies, entre las
que se encuentran C. cuprina, C. rosei, C. sulfurea, C. aurescens, C. tracyi, C.
gracilior, C. baroussana, C. greggiana, C. mexicana, C. nelsoni, C. stipulosa.

Marcial (2012) atribuyé esta diversidad a la posicion geografica, amplitud
altitudinal, complejidad fisiografica e historia geolégica y humana del estado de
Chiapas; la cual segun la clasificacion de Breedlove (1981) reconocié a la
vegetacion con criterios fisondmicos y climaticos, en especial la temperatura
(correlacionada con la altitud) y la precipitacion (duracién de la estacién seca).
Esta informacion sirve para identificar los limites de distribucién de unas especies
en condiciones ambientales especificas. En este caso una de las formaciones de
importantes es la Sierra Madre de Chiapas donde se pueden encontrar es el
bosque mesdfilo de montana, bosque de coniferas, encinos y mixtos que son
considerados uno de los tipos de vegetacion mas diversos con relacion a la

superficie que ocupa en México; en tan soélo 1% del territorio nacional se han
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registrado al menos 2,500 especies de plantas vasculares que crecen exclusiva

o preferentemente en tales bosques (Rzedowski, 1996).

Para la segunda FC se encontraron las diferencias que hay entre los grupos Méx—

Pue-Tlax, y los otros cuatro grupos, donde basicamente se puedo observar un

mayor tamafo y peso en los frutos del grupo Mex-Pue-Tlax, lo que podria indicar

que existe una presion de seleccion por parte del hombre para tener frutos con

mayor tamafo para el consumo fresco y aprovechamiento. Esta seleccidn se ha

dado por un periodo de tiempo muy amplio en México se tiene conocimiento que

comenzé a ocurrir en forma mas concreta a partir del siglo XVI con el

establecimiento de las 6rdenes religiosas y con la implementacion de técnicas e

instrumentos agricolas (Longar, 2004).
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Figura 3. Representacion bidimensional de las accesiones de Crataegus spp. del

Banco de Germoplasma de Tejocote de la Universidad Autonoma Chapingo en

las dos funciones candnicas de caracteristicas morfoldgicas.
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El ADC realizado con los datos morfologicos también mostré que la distancia mas
significativa entre los centroides de los grupos geograficos (Figura 3.),
correspondia a la distancia entre las accesiones de Chiapas y otros origenes
geograficos. Este resultado coincide con lo obtenido por Nufiez-Colin et al. (2008)
y Nieto-Angel et al. (2009) para las accesiones de tejocote de Banco de
Germoplasma de la UACh, con un menor numero de accesiones de un menor
numero de regiones geograficas. Sin embargo, como el ADC selecciona las
caracteristicas morfoldégicas que mejor discriminan entre los diferentes estados
de la Republica Mexicana de la variable independiente (las ubicaciones
geograficas en este caso), las distancias fueron significativas para todos los

posibles pares a excepcion de los dos grupos de Michoacan.

La prueba de los valores F asociados a las distancias de Mahalanobis (Cuadro
7) obtenida de los centroides de los grupos en la representacion bidimensional
para conocer si los acervos son diferentes, que el germoplasma de todos los
grupos geograficos eran significativamente diferentes (P<0.001) entre ellos,
aunque los valores F mas bajos fueron para la distancia entre MICH-1 y MICH -
2; Por el contrario, el valor F mas alto fue para las distancias bilaterales entre
CHIS por un lado, y MEX PUE TLAX y MEX MOR en el otro.

Cuadro 7. Valores de F (arriba) y valores P correspondientes (abajo) para las
distancias de Mahalanobis entre los centroides de los diferentes grupos

regionales de accesiones de tejocote de México.

Chis Tete-Mor Mex, Pue, Mex Mor Mich-1 Mich-2
Tlax

Chis 8.972 22.793 27.902 12.539 10.595
Tete-Mor <0.0001 6.657 3.770 3.846 3.154
Mex, Pue, Tlax <0.0001 <0.0001 13.429 7.290 5.175
Mex Mor <0.0001 <0.0001 <0.0001 4.617 6.28
Mich-1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 2.165
Mich-2 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.014

CHIS: Chiapas; Tete-Mor: Tetela Morelos; MEX PUE TLAX:México, Puebla y Tlaxcala; MEX
MOR:Mexico y Morelos; MICH-1: Michoacan (Ucareo); MICH-2: Michoacan (San Juan Nuevo).
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Con el fin de conocer con certeza el grado de confiabilidad en la creacion de los
grupos, se realizé un analisis de resubstitucién para corroborar la existencia de
accesiones mal agrupadas en el analisis canonico de las variables morfolégicas
de acuerdo a su origen (Cuadro 8). Para el estado de Chiapas de 46 accesiones
en total, una de ellas esta mal agrupada presentando caracteristicas relacionadas
con las del grupo México-Puebla-Tlaxcala, de igual manera para ese mismo
grupo se tiene concordancia con dos de Chiapas, tres del grupo México-Morelos
y cuatro con el grupo Mich-2. En el caso del grupo Mich-2 tiene 2 accesiones que
se asemejan a las del grupo Mich-1 posiblemente a la dispersion de los frutos por

la cercania de las zonas.

Cuadro 8. Prueba de resubstitucion para corroborar accesiones mal agrupadas
del analisis discriminante candnico de las variables morfolégicas de Crataegus

spp del Banco de Germoplasma de Tejocote de la Universidad Auténoma

Chapingo.
MEX PUE
CHIS Tete-MOR TLAX MEXMOR MICH-1  MICH-2  Total
CHIS 46 00 1 00 00 00 47
Tete-MOR 0 3 00 00 00 00 3
MEX PUE TLAX 2 00 41 3 00 4 50
MEX MOR 00 1 1 11 1 00 14
MICH-1 00 00 00 00 6 00 6
MICH-2 00 00 1 00 2 4 7

CHIS: Chiapas; Tete-Mor: Tetela Morelos; MEX PUE TLAX:México, Puebla y Tlaxcala; MEX
MOR:Mexico y Morelos; MICH-1: Michoacan (Ucareo); MICH-2: Michoacan (San Juan Nuevo).
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Analisis de Conglomerado

El analisis de conglomerados con las 72 variables evaluadas a través del
procedimiento de agrupamiento de Ward indicé que a una distancia Euclidiana

de 12.5, se formaron cinco grupos (Figura 4).

Los grupos |, Il y Ill coinciden en que estan constituidos por accesiones de tres
estados Chiapas, México y Puebla; sin embargo, el mas estable es el grupo |
donde el 88.8% de las accesiones corresponden al estado de Chiapas, y un 5.5
% a cada uno de los otros dos Estados. El grupo Ill es el mas numeroso
conteniendo 56 accesiones en total de las cuales el 55.35 % corresponden al
Estado de Chiapas, el 26.78% al Estado de Puebla y el 17.85 % al Estado de
México. El grupo IV esta compuesto por accesiones de cuatro Estados, Chiapas,
México, Puebla y Michoacan. Mientras que el grupo V es el mas variable donde
el Estado de México esta representado por el 38.8% de las accesiones,
Michoacan con el 27.8 %, Puebla con el 13.8 %, Morelos tiene el 11.1 % vy
finalmente Tlaxcala con el 8.3 %, resaltando que este grupo es el unico que no

contiene especimenes del Estado de Chiapas.
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Dendrograma que utiliza una vinculacion de Ward
Combinacion de conglomerados de dislancia re-escalados
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Figura 4. Dendograma de 140 accesiones de tejocote (Crataegus spp.)
pertenecientes al Banco de Germoplasma de la Universidad Auténoma
Chapingo, mediante caracteristicas morfolégicas usando el método de
agrupamiento de Ward.
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En el grupo | de acuerdo a la identificacién que se habia realizado con las claves
de Phipp (1997), se encontré que se tienen 8 especies de Crataegus (C. rosei,
C. cuprina, C. sulfurea, C. aurescens, C. tracyi Ashe ex Eggl, C. gracilior, C.
mexicana, C. baroussana), a pesar de estar constituido unicamente por tres
estados México (1), Puebla (1) y Chiapas (16), Los primeros dos estados estan
representados por C. mexicana; asi pues, Chiapas que presentd el mayor

numero de especies en su haber.

El grupo Il resulto ser el grupo mas pequefio contiene 4 especies (C. rosei, C.
cuprina, C. gracilior, C. mexicana) distribuidas en los estados de Chiapas, México

y Puebla.

En el grupo Il fueron identificadas 9 especies de Crataegus (C. rosei, C. cuprina,
C. sulfarea, C. aurescens, C. tracyi Ashe ex Eggl, C. gracilior, C. mexicana, C.
baroussana C.nelsoni), las cuales esta distribuidas en los Estados Chiapas,
México y Puebla. En este grupo se encuentra la unica especie clasificada como
C. nelsoni, identificada con la clave de Eggleston (1909), sin embargo a diferencia

a diferencia de lo establecido para esta especie el color del fruto fue amarillo.

El Grupo IV se podria pensar que es el mas homogéneo, a pesar de constituido
por 4 especies C. mexicana, C. rosei Eggl rosei, C. gracilior, C. stipulosa de
acuerdo a las claves de Phipps las tres primeras son las que se encuentras mas
cercanas, incluso entre C. gracilior y C. rosei Eggl rosei las caracteristicas que
las separan son muy pequefias. Para el caso de C. stipulosa Phipps et al. (2003)

la consideré como sindnimo de C. mexicana.

El grupo V es similar al grupo | a pesar de ser un grupo grande, esta constituido
por cuatro especies (C. rosei, C. cuprina, C. gracilior, C. mexicana). En este grupo
se encontraron algunas especies con caracteristicas no mencionadas en las

claves de Phipps (1997) por lo que se cree que el grupo puede tener algunos
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hibridos entre C. mexicana y C. gracilior, debido a que algunas mostraron

inconsistencias con la identificacion.

Variabilidad etnobotanica relacionada con el tejocote en México en las

localidades muestreadas

En cuanto a las caracteristicas generales de la muestra, la edad de las personas
encuestadas oscild entre jovenes y ancianos, siendo la mayoria (57.4%) de 36 a
55 anos. La mayoria de las familias (67.7%) tenian 5 0 menos miembros, y muy
pocas de ellas mas de 10 (Cuadro 9). La mayoria de los encuestados eran
agricultores (46.0%), siendo el resto principalmente pequefios minoristas, y sobre
el nivel cultural tenian primaria o estudios secundarios con un porcentaje
irrelevante de analfabetos y graduados universitarios. Sobre el conocimiento del
tejocote, la mayoria de los encuestados, conocia esta especie desde toda su
vida, y solo el 6.4% ha descubierto esta especie en los ultimos afos. El
conocimiento se adquiere principalmente de los padres, y se transmite a los hijos
e hijas, aunque el 20.6% reconoce que no transfieren sus conocimientos sobre
esta especie a nadie. En cuanto a las relaciones con esta especie, soélo el 28.6%
de los agricultores eran productores profesionales del tejocote, vy
consecuentemente el resto cultivaban menos de 8 arboles como pasatiempo.
Sobre el uso, sélo 7 de los 63 entrevistados no hacen ningun tipo de uso de los
arboles de tejocote en su propiedad, sélo respetan y cultivan los arboles, pero no
utilizan ni las frutas, ni otras partes de la planta, esto en las zonas CHIS (4),
TETE-MOR (2) y MEX-MOR (1). Del resto, la mayoria de ellos utilizaron las frutas
como alimento fresco, o para preparar una amplia gama de dulces tradicionales.
El resto de los usos eran minoritarios. La mitad de los agricultores encuestados
venden al menos parte de los frutos cosechados. En cuanto a las practicas
agronomicas, las mas comunes son la poda (32.3%) y la fertilizacién (27.4%),
indicando una falta de practicas culturales, incluso para los productores

profesionales del tejocote.
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Cuadro 9. Encuesta etnobotanica de variables sociales y agrondmicas que

indican el vinculo cultural con el tejocote en México

Descripcion Caodigo de la variable Estados de la Porcentaje
variable (%)
Edad Edad Hasta 25 4.9
26 a 35 11.5
36 a 45 27.8
46 a 55 29.5
56 a 65 11.5
66 a 75 8.2
76 a 85 6.6
Numero de miembros del Familia hasta 5 67.8
nacleo familiar
6a10 27.4
Mas de 10 4.8
Actividad Principal Ocupacion Agricultura 46
Ama de casa 11.1
Obrero 6.4
Otra 36.5
Nivel Cultural Escolaridad Primaria 35.4
Secundaria 48.4
Universidad 8.1
Analfabeta 8.1
Enlace cultural con el
tejocote
Edad del conocimiento conocimiento Hasta 10 afios 6.5
personal del tejocote
Mas de 10 afios  11.3
Desde siempre  82.2
Patrimonio del conocimiento  Conocimiento_recepcion Padres 89.29
del tejocote
Familiares 3.57
Nadie 7.14
Transferencia del Conocimiento_transmision Hijos e hijas 69.8
conocimiento del tejocote
Trabajadores 3.2
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Cuadro 9. .. .. Continuacion

Descripcion Cddigo de la variable Estados de la Porcentaje
variable (%)
Hermanos y 3.2
hermanas
Otro familiar 3.2
A nadie 20.6
Tipo de cultivo de tejocote y
caracteristicas de la parcela
El cultivo del tejocote como Actividad profesional Si 28.6
actividad profesional
No 71.4
Numero de arboles de sin arboles Hasta 8 66.7
tejocote
Mas de 8 334
Edad de los arboles de Edad_arboles Hasta 10 afios 7
tejocote
10a 30 56.1
Mas de 30 afios 22.9
Hasta10y 10a 7.1
30
Hasta 10, 10 a 1.6
30 y mas de 30
Hasta 10 y mas 5.3
de 30
Usos dados a los arboles de
tejocote
Uso del fruto en fresco del Consumo en fresco Si 68.3
tejocote
No 19.1
Eventualmente 12.6
Usos tradicionales (ates, Dulces tradicionales Si 68.3
dulces, ponches, ofrendas)
No 28.5
Eventualmente 3.2
Uso medicinal del tejocote Medicinal Si 15.8
No 84.2
Uso ornamental del tejocote  Ornamental Si 11.1
No 88.9
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Cuadro 9. .. .. Continuacion

Descripcion Caddigo de la variable Estados dela  Porcentaje
variable (%)
Uso de tejocote para Alimentacién animal Si 3.2
alimentacion animal
No 96.8
Uso de tejocote para lefia LeAa Si 1.6
No 98.4
Utilizacién del tejocote como  Portainjerto Si 11.1
porta injerto de especies de
la familia Rosaceae
No 88.9
Uso con fines industriales Industrial Si 27
(extraccion de pectinas,
vitamina, proteina)
No 73
Venta de la cosecha de Venta Si 47.6
tejocote
No 49.2
Intermediario o 3.2
Acaparador
Practicas agronémicas
Poda de los arboles de Poda Si 32.3
tejocote
No 67.7
Persona que realiza la poda Podadores Familia 15.8
Trabajadores 68.4
(peones)
Tecnico 5.3
Agricultor 10.5
Riego de los arboles de Riego Si 8.1
tejocote
No 91.9
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Cuadro 9. .. .. Continuacion

Descripcion Caddigo de la variable Estados de la Porcentaje
variable (%)
Fertilizacion de los arboles Fertilizacion Si 27.4
de tejocote
No 72.6
Tratamiento fitosanitario de Tratamiento Si 1.6

los arboles de tejocote
No 98.4

Se realizé un Analisis de Correspondencia Multiple (ACM) para obtener el
agrupamiento basado en las caracteristicas etnobotanicas, con el objetivo de
analizar si este es consistente con los grupos geograficos considerados a priori.
Las primeras dos dimensiones obtenidas del ACM representaron el 31.9% y el
11.6% de la varianza total, siendo la varianza acumulada el 43.5%. Este nivel de
variacion generalmente se acepta para aprobar el modelo. En el Cuadro 10 se
muestran las medidas de discriminacion de las caracteristicas etnobotanicas
analizadas, en las dos primeras dimensiones del ACM. Las variables con mayor
influencia en la dimensioén 1 fueron las relacionadas con el tipo de actividad de
los productores de tejocote, profesionales o no profesionales, y las practicas
agronomicas utilizadas, que dependen del tipo de cultivo parcela establecida o
no; en concreto, las variables con valores mas altos en la primera dimensién
fueron las siguientes: cultivo de tejocote como actividad profesional (0.867), uso
industrial (0.852), practica de fertilizacion (0.833), practica de poda (0.704) y el
numero de arboles (0.744).
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Cuadro 10. Medidas de discriminacién para todas las variables etnobotanicas,
después el andlisis de correspondencia multiples (MCA) de accesiones de

Tejocote de seis ubicaciones geograficas en México

Variable Dimension
1 2

Edad 0.290 0.262
Numero de miembros del nucleo familiar 0.013 0.229
Actividad Principal 0.095 0.473
Nivel Cultural 0.077 0.084
Conocimiento 0.136 0.356
Conocimiento_recepcion 0.004 0.058
Transferencia del conocimiento del tejocote 0.120 0.151
El cultivo del tejocote como actividad profesional 0.867 0.001
Numero de arboles de tejocote 0.744 0.001
Edad de los arboles de tejocote 0.471 0.580
Uso del fruto en fresco del tejocote 0.264 0.000
Usos tradicionales (ates, dulces, ponches,
ofrendas) 0.270 0.024
Uso medicinal del tejocote 0.266 0.047
Uso ornamental del tejocote 0.000 0.013
Uso de tejocote para alimentacion animal 0.017 0.182
Uso de tejocote para lefia 0.018 0.016
Utilizacién del tejocote como porta injerto de
especies de la familia Rosaceae 0.325 0.034
Uso con fines industriales (extraccién de
pectinas, vitamina, proteina) 0.852 0.008
Venta de la cosecha de tejocote 0.411 0.117
Poda de los arboles de tejocote 0.704 0.010
Persona que realiza la poda 0.668 0.025
Riego de los arboles de tejocote 0.167 0.021
Fertilizacion de los arboles de tejocote 0.833 0.001
Tratamiento fitosanitario de los arboles de
tejocote 0.049 0.092

47



En cuanto a la segunda dimensién, las caracteristicas con mayor influencia
fueron la ocupacion del productor de tejocote (0.479) y la edad en que se
adquiere el conocimiento sobre tejocote (0.356). La figura 4 muestra la
proyeccion de todos los casos en el espacio definido por las dos primeras
dimensiones, etiquetandolos por el grupo geografico de origen. La dimension 1
distingue entre los casos de MEX-PUE-TLAX, situados en el lado izquierdo de la
grafica, y el resto de los casos. Como las variables mas relevantes para la
dimensién 1 son las relacionadas con el tipo de actividad de los productores de
tejocote, en forma comercial o no comercial, la principal diferencia entre el grupo
geografico MEX-PUE-TLAX y el resto, corresponde a esta caracteristica, ya que
los productores comerciales se concentran en la region MEX-PUE-TLAX. A la
inversa, la dimensién 2 no distingue entre ninguno de los grupos geograficos y
los casos de todos ellos se distribuyen a lo largo del componente, indicando que
ninguna de las caracteristicas correspondientes esta vinculada a ninguno de los

grupos geograficos.
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Figura 4 Proyecciéon de todos los casos definido por las dos primeras
dimensiones, de acuerdo al grupo geografico de origen de aspectos
etnobotanicos del tejocote..

El arbol tejocote es una especie vegetal muy bien establecida en la cultura
mexicana, aunque generalmente se ha considerado como una especie
subutilizada (Nieto Angel, 2007). Sin embargo, durante los ultimos afios, debido
en parte al movimiento general de revalorizacién de la autéctona y también a la
liberacion de variedades mejoradas (SNICS, 2012, Velasco et al., 2017), varios
huertos comerciales de tejocote se han establecido en la region central del pais,
y es probable que esta tendencia continue y aumente. Un riesgo probado cuando
el cultivo subutilizado es un cultivo comercial es la disminucion de la biodiversidad
de la especie y, por lo tanto, el mantenimiento de la biodiversidad de los genotipos

silvestres, y las variedades autéctonas deben convertirse en una prioridad (For-
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Lloyd et al., 2011). El germoplasma nativo con uso antrépico, sean domesticados
0 no, asi como las variedades autdctonas son especialmente vulnerables porque
corren un grave riesgo de ser abandonados y sustituidos por las variedades
mejoradas, con frutas de mejor calidad (mas grandes y mas sabrosas). El Banco
de Germoplasma de Tejocote del UACh incluye este tipo de germoplasma nativo,
incluyendo arboles silvestres presentes en los bosques, en los linderos, arboles
aislados dentro de terrenos de cultivo, variedades locales, arboles de traspatio,
etc. (Nieto Angel, 2007) ubicados en Chiapas y en el centro de México que se
extiende desde Michoacan en el oeste hasta Puebla en el este. Por lo tanto, el
caso del tejocote en México es un buen caso de estudio. Con el fin de desarrollar
una estrategia para la conservacion del tejocote, hemos evaluado la distribucidn
de la biodiversidad del germoplasma y hemos analizado las diferencias en la
relacion antropica con esta especie en las diferentes regiones, utilizando
variables etnobotanicas. La confrontacion de ambos tipos de datos permite
conocer las areas con mayor vulnerabilidad y disefar las estrategias mas

adecuadas para su conservacion.

CONCLUSIONES

De acuerdo a ADC se encontr6 que el material vegetal existente en el Banco de

Germoplasma de tejocote se distribuye en seis zonas geograficas de México.

Del ADC también se pudo conocer que las caracteristicas morfolégicas que mejor
discriminan entre las diferentes regiones geograficas fueron la redondez, el apice
y los angulos basales de las hojas, y el tamafo relativo del endocarpio en

comparacion con la fruta completa.

Las accesiones del estado de Chiapas son diferentes con respecto a las otras

zonas, si bien comparten algunas especies, tiene una mayor gama de diversidad.
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Las caracteristicas referentes a hoja y fruto son los que presentaron mayor
informacion sobre la variabilidad de la especie, cuando se trata de caracterizar

arboles de tejocote.

Las especies pertenecientes a las series Mexicanae y Crus-galli son el punto

comun entre las zonas de distribucion del tejocote.
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Apéndice 1 Especies de tejocote del BGT-UACh

Accesién  Zona Especie Seccioén a la que Serie ala que
pertenece la pertenece la
especie especie

1 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
2 CHIS Crataegus rosei Eggl., 1909. Crus-galli Loud Mexicanae
3 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
4 CHIS Crataegus sulfurea J.B. Phipps, 1997 Greggianae
6 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
7 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
8 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
9 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
10 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
Crataegus rosei subsp. parryana
12 CHIS (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
13 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
14 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
Crataegus aurescens J.B. Phipps,
15 CHIS 1997 Madrenses
16 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
17 CHIS Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
18 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
19 CHIS Crataegus baroussana Eggl., 1907 Baroussanae
20 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
21 CHIS Crataegus rosei Eggl., 1909. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus rosei subsp. parryana
22 CHIS (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
23 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
24 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
25 TLAX Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
MEX PUE
26 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
27 CHIS Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
28 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
29 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
30 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
31 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
32 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
33 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
34 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
35 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
36 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
37 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
38 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
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Accesién  Zona Especie Seccion a la que Serie a la que
pertenece la pertenece la
especie especie

MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
39 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
40 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
41 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
42 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
43 CHIS Crataegus greggiana Eggl., 1909 Greggianae
44 CHIS Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
45 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
46 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
48 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
49 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
50 TLAX Crataegus greggiana Eggl., 1909 Greggianae
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
51 CHIS DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
52 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
54 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
55 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
56 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
57 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
58 TLAX Crataegus rosei Eggl., 1909. Crus-galli Loud Crus-galli
59 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
60 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
61 TLAX Crataegus rosei Eggl., 1909. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
62 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
63 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE  Crataegus rosei subsp. parryana
64 TLAX (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
65 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
66 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
67 CHIS Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
68 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
69 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
70 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
71 CHIS Crataegus baroussana Eggl., 1907 Baroussanae
72 CHIS Crataegus baroussana Eggl., 1907 Baroussanae
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
73 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
74 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
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Accesién  Zona Especie Seccion a la que Serie a la que
pertenece la pertenece la
especie especie

75 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
Crataegus aurescens J.B. Phipps,
76 CHIS 1997 Madrenses
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
77 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
78 CHIS Crataegus nelsoni Eggl., 1909 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus stipulosa (Kunth) Steud.,
79 CHIS 1840. Mexicanae Loud Mexicanae
80 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
81 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
82 CHIS Crataegus greggiana Eggl., 1909 Greggianae
83 CHIS Crataegus tracyi Ashe ex Eggl., 1909. Madrenses
Crataegus rosei subsp. rosei (Eggl.)
84 CHIS J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
85 CHIS Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
86 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
88 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
89 CHIS Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
9 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
92 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
93 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
94 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
95 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
96 TLAX
MEX PUE
97 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
99 CHIS Crataegus greggiana Eggl., 1909 Greggianae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
100 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
ATEX01 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
ATEX02 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
ATEX03 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
ATEX04 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus rosei subsp. parryana
ATEX05 TLAX (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus rosei subsp. parryana
ATEX06 TLAX (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
ATEXO07 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
CALPO1  TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
COAB02 MEXMOR Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
COAB03 MEXMOR DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
COAB04 MEXMOR DC, 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
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Accesién  Zona Especie Seccion a la que Serie a la que
pertenece la pertenece la
especie especie

COAB05 MEXMOR Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli

Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
COABO6 MEXMOR DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex

COABO7 MEXMOR DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae

COAB08 MEX MOR Crataegus rosei Eggl., 1909. Crus-galli Loud Crus-galli

COAB09 MEX MOR Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli

Crataegus rosei subsp. parryana
COAB10 MEXMOR (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus rosei subsp. parryana
CUAJO1T MEXMOR (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus rosei subsp. parryana
CUAJO2 MEXMOR (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus rosei subsp. parryana
CUMPO1 MICH-2 (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus rosei subsp. parryana
DOAR0O1 TLAX (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
DOAR02 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
DOAR03 TLAX DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
DOAR04 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE
DOAR0O5 TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
HUITO1 MEX MOR  Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
MEX01 MEX MOR  Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE  Crataegus rosei subsp. parryana
NANAO1  TLAX (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
MEX PUE Crataegus rosei subsp. parryana
NANAQO2 TLAX (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
PATZ01 MICH-2 DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
SJNPO1 MICH-2 DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
SINP02  MICH-2 DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
SINPO3  MICH-2 Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
SIJNP0O5 MICH-2 DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus rosei subsp. parryana
SJVP02  MICH-2 (Eggl.) J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
TETEO1 Tete MOR  Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
TETEO2 Tete MOR
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
TETEO3 Tete MOR DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
MEX PUE
TEXMO01  TLAX Crataegus gracilior J.B. Phipps, 1997. Crus-galli Loud Crus-galli
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
UCAR03 MICH-1 DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
Crataegus mexicana Moc. & Sessé ex
UCAR04 MICH-1 DC., 1825 Mexicanae Loud Mexicanae
UCARO08  MICH-1 Crataegus cuprina J.B. Phipps, 1997. Baroussanae
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Apéndice 2. Accesiones de Crataegus del BGT-UACh

Accesion Lugar de Recoleccién Latitud Longitud Altura  Colector
1 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
2 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982

San Cristoébal de las
3 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982

San Cristobal de las
4 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982
5 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
6 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
7 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982

San Cristobal de las
8 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982
9 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982

San Cristobal de las
10 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982
12 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982
13 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
14 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982
15 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
16 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
17 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
18 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982
19 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
20 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
21 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982
22 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
23 Rancho Nuevo, Chis. 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
24 Calpan, Pue. 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983
25 Calpan, Pue. 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983
26 Calpan, Pue. 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983
27 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982

San Pablo Ixayoc,
28 Edo.Mex. 19.4667 -98.7833 2600 Nieto & Borys, 1982
29 Batan, Edo.Mex. 19.5333 -98.8333 2249 Nieto, 1983
30 Calpan, Pue. 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983
31 Calpan, Pue. 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983
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Accesion Lugar de Recoleccién Latitud Longitud Altura  Colector

32 Batan, Edo.Mex. 19.5333 -98.8333 2249  Nieto, 1983

33 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983
San Nicolas Tlamincas,

34 Edo.Mex. 19.5167 -98.75 2520 Nieto & Borys, 1982

35 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
San Pablo Ixayoc,

36 Edo.Mex. 19.4667 -98.7833 2600 Nieto & Borys, 1982
San Pablo Ixayoc,

37 Edo.Mex. 19.4667 -98.7833 2600  Nieto & Borys, 1982
San Nicolas Tlamincas,

38 Edo.Mex. 19.5167 -98.75 2520  Nieto & Borys, 1982
San Nicolas Tlamincas,

39 Edo.Mex. 19.5167 -98.75 2520  Nieto & Borys, 1982
San Pablo Ixayoc,

40 Edo.Mex. 19.4667 -98.7833 2600 Nieto & Borys, 1982
San Nicolas Tlamincas,

41 Edo.Mex. 19.5167 -98.75 2520 Nieto & Borys, 1982
San Cristobal de las

42 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982

43 Rancho Robelo, Chis. 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982

44 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985

45 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983

46 Calpan, Pue. 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983

48 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983
San Nicolas Tlamincas,

49 Edo.Mex. 19.5167 -98.75 2520  Nieto & Borys, 1982
San Nicolas Tlamincas,

50 Edo.Mex. 19.5167 -98.75 2520 Nieto & Borys, 1982

51 Mitzitan, Chis. 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985

Nieto & Barrientos,

52 Candelaria, Chis. 16.7 -92.5333 2320 1989

54 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983

55 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983

56 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983
Santa Catarina del Monte,

57 Edo.Mex. 19.4833 -98.7667 2700 Nieto & Borys, 1982
Santa Catarina del Monte,

58 Edo.Mex. 19.4833 -98.7667 2700  Nieto & Borys, 1982

Nieto & Barrientos,

59 Candelaria, Chis. 16.7 -92.5333 2320 1989

60 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983

61 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto & Borys, 1983
Tequexquinahuac

62 Edo.Mex. 19.4833 -98.8167 2460  Nieto & Borys, 1982
Tequexquinahuac,

63 Edo.Mex. 19.4833 -98.8167 2460  Nieto & Borys, 1982
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Accesion Lugar de Recoleccién Latitud Longitud Altura  Colector
Nieto & Barrientos,
64 Xamimilulco, Pue. 19.2167 -98.3833 2220 1988
Tequexquinahuac,
65 Edo.Mex. 19.4833 -98.8167 2460 Nieto & Borys, 1982
Santa Catarina del
66 Monte,Edo.Mex. 19.4833 -98.7667 2700 Nieto & Borys, 1982
Nieto & Barrientos,
67 Candelaria, Chis. 16.7 -92.5333 2320 1989
Nieto & Barrientos,
68 Candelaria, Chis. 16.7 -92.5333 2320 1989
Nieto & Barrientos,
69 Candelaria, Chis. 16.7 -92.5333 2320 1989
Nieto & Barrientos,
70 Candelaria, Chis. 16.7 -92.5333 2320 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
71 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
72 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
73 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
74 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
75 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
76 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
77 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
78 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San José Yashitinin, Nieto & Barrientos,
79 Chis. 16.65 -92.45 2350 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
80 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
81 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
82 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
83 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
84 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
85 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
Nieto & Barrientos,
86 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280 1988
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
88 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
89 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
Nieto & Barrientos,
91 Xamimilulco, Pue. 19.2167 -98.3833 2220 1988
Nieto & Barrientos,
92 Xamimilulco, Pue. 19.2167 -98.3833 2220 1988
Nieto & Barrientos,
93 Xamimilulco, Pue. 19.2167 -98.3833 2220 1988
Nieto & Barrientos,
94 Atexcac, Pue. 19.1333 -98.5 2600 1988
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Accesion Lugar de Recoleccién Latitud Longitud Altura  Colector
Nieto & Barrientos,
95 Atexcac, Pue. 19.1333 -98.5 2600 1988
Nieto & Barrientos,
96 Atexcac, Pue. 19.1333 -98.5 2600 1988
Santa Catarina del Monte,
97 Edo.Mex. 19.4833 -98.7667 2700  Nieto & Borys, 1982
San Cristébal de las Nieto & Barrientos,
99 Casas, Chis. 16.75 -92.6667 2300 1989
100 Huejotzingo, Pue. 19.1667 -98.4 2280  Nieto 1989
Nieto-Angel &
ATEX01 Atexcac, Pue. 19:8.177  98°30.098 2°2°  Nufiez-Colin
o o Nieto-Angel &
ATEX02 Atexcac, Pue. 19°8.178 98°30.097 2620 Nufiez-Colin
o o Nieto-Angel &
ATEX03 Atexcac, Pue. 19°8.271 98°30.135 2624 Nufez-Colin
o o Nieto-Angel &
ATEX04 Atexcac, Pue. 19°8.306  98°30.117 2636 Nufiez-Colin
o o Nieto-Angel &
ATEXO05 Atexcac, Pue. 19°8.292 98°30.050 2628 Nufiez-Colin
o o Nieto-Angel &
ATEXO06 Atexcac, Pue. 19°8.280 98°30.029 2625 Nufiez-Colin
o o Nieto-Angel &
ATEXO07 Atexcac, Pue. 19°8.230 98°30.079 2624 NGfiez-Colin
o o Nieto-Angel &
CALPO1 Calpulalpan, Tlax. 19°35.044 98°37.573 2645 NGfiez-Colin
Coatepec de las Bateas, o o Nufiez-Colin & Nieto
COABO02 Edo.Mex. 19°8.512  99°27.516 2645  Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nufez-Colin & Nieto
COABO3 Edo.Mex. 19°8.152  99°26.194 5705 Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nunez-Colin & Nieto
COABO4 Edo.Mex. 19°8.014  99°26.390 5659 Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nufiez-Colin & Nieto
COABO5 Edo.Mex. 19°8.164  99°26.303 5688 Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nufiez-Colin & Nieto
COABO06 Edo.Mex. 19°8.169  99°26.309 2699  Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nufez-Colin & Nieto
COABO7 Edo.Mex. 19°8.021  99°25.724 5747 Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nunez-Colin & Nieto
COABOS Edo.Mex. 19°6.158 9924696 5765  Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nufiez-Colin & Nieto
COABO9 Edo.Mex. 19°6.104  99°24.675 5773 Angel
Coatepec de las Bateas, o o Nufiez-Colin & Nieto
COAB10 Edo.Mex. 19°6.065  99°24.624 2775  Angel
. o o Nufez-Colin & Nieto
CUAJO1 Cuajimalpa, Cd.Mex. 19°20.500 99°18.532 2775 Angel
" o o Nufiez-Colin & Nieto
CUAJO2 Cuajimalpa, Cd.Mex. 19°19.142 99°19.851 3007 Angel
CUMPO1 Cumpichd, Mich. 19°30.469 102°12.744 2376  Nunez-Colin, ~Nieto
Angel & &rés-Agustin
. R o Nieto-Angel &
DOARO1 Domingo Arenas, Pue. 19°8.347 98°27.242 2444 Nufiez-Colin
. o o Nieto-Angel &
DOARO2 Domingo Arenas, Pue. 19°8.285 98°25.593 2344 Nufez-Colin
; o o Nieto-Angel &
DOARO3 Domingo Arenas, Pue. 19°7.550 98°26.405 2374 Nufiez-Colin
. . . Nieto-Angel &
DOARO4 Domingo Arenas, Pue. 19°7.591 98°26.373 2376 Nufiez-Colin
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Accesion Lugar de Recoleccién Latitud Longitud Altura  Colector
DOARGS Domingo Arenas, Pue. 19°8.293  98°27.900 2455 “'ﬁgfggﬁ'ﬂ &
HUITO1 Huitzilac, Mor. 19°2.263 99°18.860 2795 2‘\;3:'2'00“” & Nieto
MEXO! Mexicaltzingo, Edo.Mex.  19°12.512 99°34.179 2603 Eﬁg:f'%““ & Nieto
NANAOT Nanacamilpa, Tlax. 19°30.661 98°30.516 2673 (oo 09% &
NANAO2 Nanacamilpa, Tlax. 19°30.639 98°30.529 2677 “fgg?ggﬁ'n &
Nufez-Colin, Nieto
Patzingo, Mich. 19°29.860 102°12.488 2374 Angel & Andrés-
PATZ01 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
San Juan Nuevo, Mich. 19°26.764 102°10.420 2272 Angel & Andrés-
SJINPO1 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
San Juan Nuevo, Mich. 19°27.041 102°11.217 2413 Angel & Andrés-
SJINP02 Agustin
Nufez-Colin, Nieto
San Juan Nuevo, Mich. 19°27.472 102°11.388 2506 Angel & Andrés-
SJUNPO3 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
San Juan Nuevo, Mich. 19°27.534 102°11.755 2521 Angel & Andrés-
SJNP05 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
San Juan Viejo, Mich. 19°32.588 102°15.014 2250 Angel & Andrés-
SJVP02 Agustin
Nufez-Colin, Nieto
Angel & Andrés-
TETEO1 Tetela del Volcan, Mor. 18.86967 -98.7339 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
Angel & Andrés-
TETEO2 Tetela del Volcan, Mor. 18.8771 -98.7339 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
Angel & Andrés-
TETEO3 Tetela del Volcan, Mor. 18.82026 -98.7575 Agustin
TEXMO! Texmelucan, Pue. 19°18.810 98°27.668 2288 Hfg‘;ﬁggﬁ'ﬂ &
Nunez-Colin, Nieto
Ucareo, Mich. 19°53.137 100°41.186 2498 Angel & Andrés-
UCARO03 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
Ucareo, Mich. 19°53.222 100°41.213 2501 Angel & Andrés-
UCARO04 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
Ucareo, Mich. 19°53.466 100°40.993 2557 Angel & Andrés-
UCARO08 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
Ucareo, Mich. 19°53.505 100°41.021 2552 Angel & Andrés-
UCARO09 Agustin
Nufez-Colin, Nieto
Ucareo, Mich. 19°53.258 100°41.141 Angel & Andrés-
UCAR11 Agustin
Nunez-Colin, Nieto
Ucareo, Mich. 19°53.236 100°41.137 Angel & Andrés-
UCAR12 Agustin
Zempoala, Edo.Mex Nuﬁez-CoIin & Nieto
ZEMPO1 ’ ’ ’ 19.05 -99.28 Angel
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Apéndice 3 Eigen valores y varianza acumulativa de los 27 primeros
componentes de 72, en el analisis de componentes principales (PCA) de los
descriptores morfologicos evaluados en las accesiones de tejocote de México.

Component Eigen-value Percent Cumulative
1 37.579 52.19 52.2
2 8.822 12.25 64.4
3 5.856 8.13 72.6
4 3.690 5.13 77.7
5 3.198 4.44 82.1
6 2.099 2.91 85.1
7 1.605 2.23 87.3
8 1.490 2.07 89.4
9 1.060 1.47 90.8
10 0.868 1.21 92.0
11 0.824 1.14 93.2
12 0.790 1.10 94.3
13 0.586 0.81 95.1
14 0.495 0.69 95.8
15 0.491 0.68 96.5
16 0.416 0.58 97.0
17 0.396 0.55 97.6
18 0.320 0.44 98.0
19 0.287 0.40 98.4
20 0.242 0.34 98.8
21 0.209 0.29 99.1
22 0.174 0.24 99.3
23 0.128 0.18 99.5
24 0.123 0.17 99.7
25 0.111 0.15 99.8
26 0.093 0.13 99.9
27 0.077 0.11 100.0
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Apéndice 4. Croquis del Banco de Germoplasma de Tejocote (Crataegus spp.)

de la Universidad Autonoma Chapingo

CAMPO EXPERIMENTAL SJ-II, LOTE J-41

Raul Nieto Angel

Planta  Hilera | H1s H23 H33 H43 H53 H61 H71 H82 H92 H103 H11s
NUmero  Prto.
1 X - - 35 X X 54 X 56 -
2 4 14 24 - X - 54 - 56 X
3 4 - - - - X 54 - 56 59
4 4 14 24 35 - X 54 X 56 X
5 4 14 25 35 ME1 | ME1 | 55 X 56 -
6 4 14 25 35 X ME1 | 55 X X 60
7 4 15 25 36 - ME1 | 55 - 57 60
8 5 15 25 36 ME2 | x 55 ME2 57 60
9 5 15 25 36 X ME2 | ME2 | 57 -
ME2
10 5 15 25 36 ME2 | ME2 | ME2 ME2 57 60
11 5 15 26 36 - ME2 | 98 X 57 60
12 5 15 26 36 X ME2 | ME1 ME1 X X
13 5 16 26 37 53 ME3 | ME1 - 58 61
14 6 16 26 37 X ME3 | x 91 58 X
15 6 - 26 37 X X X 64 - -
16 6 16 26 37 - X X - X 61
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Planta  Hilera | H1s H23 H33 H43 H53 H61 H71 H82 H92 H103 H11s
Numero  Prto.

17 6 16 27 37 X X X X X -
18 6 16 27 37 - X X - ME2 62
19 6 17 27 38 53 X X 65 ME2 ME2
20 6 17 27 38 - X X X ME2 62
21 7 17 - 38 X X X X X 62
22 7 17 27 38 52 X X X X 62
23 7 17 28 38 53 X X X X 62
24 7 17 28 38 52 X ME3 X ME3 63
25 7 18 28 39 52 X ME3 X X 63
26 7 18 28 - 50 X ME3 | 56 - 63
27 8 18 28 39 50 X X X - 63
28 8 18 28 39 X X X X X -
29 8 18 29 39 50 X X - X 63
30 8 18 29 39 50 X X X X 64
31 8 19 29 40 50 - X - X -
32 8 19 29 40 51 X - - X -
33 9 19 29 40 51 X X - X 64
34 9 19 29 40 51 X P3 92 - -
35 9 19 30 40 51 X - 93 - 64
36 9 19 30 40 51 X - 94 - -
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Planta  Hilera | H1s H23 H33 H4s H53 H61 H71 H82 H92 H103 H11s
Ndmero  Prto.

37 9 20 30 40 51 X - X X -
38 9 20 30 41 49 X - X X X
39 10 20 30 41 49 P4 - X 97 64
40 10 20 30 41 49 P4 - 95 - -
41 10 20 31 41 49 X 61 X - X
42 10 20 31 41 52 - - X - -
43 10 21 31 41 52 X X X X -
44 10 21 31 42 52 X X X - X
45 X X 31 42 49 X X P7 P6 X
46 - 21 31 42 48 X P7 P7 P7 P7
47 91 21 32 42 48 P7 P7 96 P7 P7
48 - 91 21 32 42 48 X X P8 - 65
49 1 91 21 32 42 48 X X - - P8
50 1 91 22 32 43 48 X X X P8 -
51 1 12 22 32 43 48 X P8 X - P8
52 1 12 22 32 43 47 P8 X X X P9
53 1 12 22 33 43 47 X X P9 X X
54 2 12 22 33 43 47 - X X X -
55 2 12 22 33 43 47 - X - - P10
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Planta  Hilera | H1s H23 H33 H43 H53 H61 H71 H82 H92 H103 H11s
Numero  Prto.
56 2 12 23 33 44 47 - - P10 - -
57 2 13 23 X 44 47 P10 X X X -
58 2 13 23 33 44 46 P10 - X - 65
59 2 13 - 33 44 46 X 62 X - 65
60 3 13 23 34 44 46 X - X - 66
61 3 13 23 34 44 46 X 63 X X 66
62 3 13 23 34 45 46 X X X X -
63 - 13 24 34 45 46 X X X X 66
64 X 13 24 34 45 45 X X X - 66
65 3 - 24 X 45 45 X X X X X
66 3 X 34 - - X X - 66
67 - - 66
Notacion:
Portainjertos (Prto.) Planta
1. Tejocote del Estado de Chiapas . NUum: Accesion de tejocote o
2. Tejocote del Estado de Puebla Membrillo, injertados.
3. Tejocote del Estado de México . X: planta que no se injerté

. - ausencia de planta.

Datos generales

1. El portainjerto se establecio en julio de 1985.

2. Los injertos se hicieron de tipo inglés compuesto o de hendidura, in situ, en febrero y marzo de 1986,
1988 y 1989.
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. 20-VI11-90: fecha de correccién del plano.

. 08-1V-97: fecha de correccién del plano.

. 07-X-97: actualizacion del plano.

Membrillo/tejocote: ME

ME1:  Membrillo tipo Puebla.
ME2:  Membrillo tipo Querétaro.
ME3:  Membrillo tipo Chapingo.

Peraltejocote: P
P1: Kieffer

P2: Williams

P3: Packham's Triumph

P4: Passe Crassone

P5: Alexandrine Douvillard
P6: Maxime

P7: Lee

P8: San Juanera

P9: Precose de Trevoux

P10: Santa Maria Nativitas

P11: Beurré Hardy
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CAMPO EXPERIMENTAL, SJ II, LOTE J-40

1984, 1989, 1997.

Raul Nieto Angel, Michal W. Borys

Planta | H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10
No.
1 - - 1 1 1 1 1 1 1 1
2 - 4.1 1 1 2 1 5 1 1 1
3 67 1 1 - 2 1 5 1 1
4 - 1 - - 2 5 5 1 1
5 - 1 1 1 1 5 1 1 1
6 - 73 1 1 2 100 1 1 1
7 - 74 1 3.6 2 1 1 1 1
8 - 75 3.3 1 2 2? 1 1 1
9 4.0 1 3.3 1 2 2 2 1 1
10 4.3 76 1 1 2 2? 1 1 1
11 4.0 1 1 1 2 2 2 1 1
12 1 - 1 3.6 2 2 2 1 1
13 - 77 84 - 2 2 1 1 1
14 4.2 3.3 1 1 2 2 2 1 1
15 - 1 1 2 - 2 1 1 1
16 - 3.3 - 1 2 2 1 - 1
17 - 1 1 2 - 2 1 1 1
18 - 78 2 2 2 2 1 1 1
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Planta | H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10

No.

19 - 1 - 2 2 2 2 1 1
20 - 79 - 2 1 2 2 - -
21 - 1 1 2 2 - 1 1 1
22 - 1 85 1 2 2 1 1 1
23 - 1 - 1 2 2 2 1 -
24 - 1 1 2 2 2 2 1 1
25 1 80 - - 1 1 2 1 1
26 - 1 - 1 2 - 1 1 1
27 1 1 - 2 2 1 2 1 1
28 1 1 1 2 2 2 2 1 -
29 68 2 1 2 2 2 2 1 1
30 - 81 1 2 2 1 1 1 1
31 69 3.3 99 2 2 1 1 - 1
32 70 1 2 1 2 2 1 1 1
33 - 1 - 2 2 1 1 1 1
34 71 1 - 2 2 1 1 1 5
35 3.3 3.3 1 2 2 1 1 1 1
36 1 82 1 1 2 1 1 1 1
37 1 1 - 2 2 1 1 1 1
38 3.3 1 - 2 2 1 1 1 1
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Planta | H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10

No.
39 - 1 - 2 2 1 1 1 1
40 - 2 1 2 - 1 1 1 1
41 3.3 1 1 2 2 1 1 1 1
42 3.2 1 - 2 2 1 1 1 1
43 1 1 1 2 2 1 1 1 1
44 1 1 - 2 2 1 1 1 1
45 72 86 1 1 88 89
46 - 83 - - -

NOMENCLATURA:

-: Espacio sin planta.

1: Tejocote de Chiapas no injertado.

2: Tejocote pecoso de Huejotzingo, Pue./Tejocote de Chiapas, 111/84.

3: cv. de manzanol/tejocote de Chiapas.

3.1: Winter Banana/Tejocote de Chiapas, 111/82
3.2: Red Prince/Tejocote de Chiapas, 111/82
3.3: California/Tejocote de Chiapas, 111/82

3.4: Spur Red Delicious/Tejocote de Chiapas, 111/82

3.5: Manzano desconocido/Tejocote de Chiapas,

3.6: Red Delicious Negra/Tejocote de Chiapas, 11/81

3.7: Golden Delicious/Tejocote de Chiapas, 111/82

4: cv. de manzano/MM 106

4.0: Portainjerto MM106

4.1: Winter Banana/MM1086, 111/84
4.2: Tropical Beanty/MM 106, 111/84
4.3: Anna/MM 1086, 111/84
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ACCESIONES:
67 CH67
68 CH68
69 CH69
70 CH70
71 CH71
72 CH72
73 CH73
74 CH74
75 CH75
76 CH76
77 CH77
78 CH78
79 CH79
80 CH80
81 CH81
82 CH82
83 CH83
84 CH84
85 CH85
86 CH86
88 CH88
89 CH89
99 CH99
100 HPC

4.4:

4.5: Manzano desconocido/MM 106, 111/84

5: Membrillo/Tejocote de Chiapas

Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.
Edo.

de Chiapas (fruto semialargado, amarillo-verde)

de Chiapas (precoz, -29/09/97-, amarillo, muy productivo)
de Chiapas (precoz, -10/10/97-, amarillo, muy productivo)
de Chiapas (precoz, -29/10/97-, amarillo, muy productivo)
de Chiapas (rojo-anaranjado)

de Chiapas (rojo mediano, muy bonito)

de Chiapas (rojo-anaranjado mediano, muy bonito)

de Chiapas (rojo-intenso mediano, muy bonito)

de Chiapas (amarillo mediano, precoz, 30/09/97)

de Chiapas (amarillo-rojizo, pequefio, muy bonito)

de Chiapas (rojo-intenso, brillante, mediano, muy bonito)
de Chiapas (copa vertical)

de Chiapas (copa vertical- semiabierto)

de Chiapas (precoz, -28/09/97-, mediano, amarillo, muy

productivo)

Edo.
Edo.
Edo.

Edo.
Edo.
Edo.

Edo.
Edo.
Edo.

de Chiapas (rojo-ténue, copa semiabierta).

de Chiapas (rojo-obscuro-brillante, muy bonito)

de Chiapas (rojo-brillante, mediano, altamente productivo,

vigoroso, 15/10/97)

de Chiapas (rojo-amarillo, arbol muy vigoroso)

de Chiapas (rojo-claro, arbol muy vigoroso)

de Chiapas (rojo-obscuro-brillante, pequefio, bonito, arbol
vigoroso)

de Chiapas (rojo obscuro, mediano y bonito)

de Chiapas (amarillo mediano)

de Chiapas

Huejotzingo, Pue., cultivado (chapeado; excelente)
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CAMINO

Hileral

ATEX04
ATEX04
ATEX04
COABO4
COABO4
COABO4
ATEXO02
ATEX02
ATEXO02
COABOS
COABOS
COABOS
TEXMO1
TEXMO1
TEXMO1

Hilera2

ATEXO3
ATEX03
ATEXO3
COABO3
COABO3
COABO3
CUAlO2
CUAlO2
CUAlO2
CUAJO1
CuUAlO1
CUAJO1
DOARO4
DOARO4
DOARO4

Hilera3

ZEMPO1
ZEMPO1
ZEMPO1
NANAO2
NANAO2
NANAO2
HUITO1
HUITO1
HUITO1
DOARO3
DOARO3
DOARO3
SINPO2
SINPO2
SINPO2

Hilerad

COAB10
COAB10
COAB10
204Xx
X
X
304Xx
COABO8
304Xx
COABO9
COABO9
COABO9
UCARO4
UCARO4
UCARO4

Hilera5

COoABO8
COABOS
COoABO8
COABO2
COABO2
COABO2
CALPO1
CALPO1
CALPO1
ATEX06
ATEX06
ATEX06
DOARO2Z
DOARO2Z
DOARO2

Hilerab

QUEMO1
QUEMO1
QUEMO1
ATEXO1
ATEXO1
ATEXO1
DOARO1
DOARO1
DOARO1
DOAROS
DOAROS
DOAROS
NANAO1
NANAO1
NANAD1

Hilera?

ATEXO7
ATEXO7
ATEXO7
MEX01
MEX01
MEX01
COABO7
COABO7
COABO7
ATEXO0S
ATEX0S
ATEXO0S
COABO6
COABO6

Hilera8

NI

NI

NI
SIVPO2
SIVPO2
SIVPO2
SINPO1
SINPO1
SINPO1
SINPO3
SINPO3
SINPO3
SINPOS
SINPOS

Hilera9

SINPOS
CUMPO1
CUMPO1
CUMPO1

SINPO3

SINPO3

SINPO3

SINPO2

SINPO2

SINPO2

PATZO1

PATZ01

PATZ01

UCARO3

Hilera1l0

UCARO3
UCARO3
UCAROS8
UCAROS8
UCAROS8
UCAR09
UCAR09
UCAR09
UCAR11
UCAR11
UCAR11
UCAR12
UCAR12
UCAR12

Hilerall

RAVHO1
RAVHO1
RAVHO1
TLAHO1
TLAHO1
TLAHO1
TENHO1
TENHO1
TENHO1
ZCHO1
ZCHO1
ZCHO1
TETEQ3
TETEQ3

Hileral2

TETEO3
TETEO2
TETEO2
TETEO2
TETEOL
TETEOL
TETEOL
TLALO1
TLALOL
TLALOL
X

X
X
X

Hilera13

j=uy
fry

Pl i A I T T T T e 4

COABOG

X= arbol sin injertar
NI= no identificada
204xx=sin referencias (donacién de Atlacomulco)
304xx=sin referencias (donacién de Atlacomulco)
H1= C. serratisima
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CAPITULO Il

COMPARACION DE SEIS METODOS DE EXTRACCION DE ADN EN
TEJOCOTE (Crataegus mexicana Moc.& Sessé)

COMPARISON OF SIX METHODS OF DNA EXTRACTION IN HAWTHORN
(Crataegus mexicana Moc. & Sessé)
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RESUMEN

El uso de técnicas moleculares se inicia con la extraccion de un ADN, integro y
puro, por lo que es de gran importancia recurrir a protocolos que permitan obtener
ADN con pureza y concentracion elevada. En el presente estudio se evaluaron
seis métodos de extraccion de ADN: Dumolin, Doyle, Tsumura, Nufiez, CTAB
modificado y Kit Wizard Genomic ADN; en rotes frescos vy liofilizados; y hojas
deshidratadas de tejocote (Crataegus mexicana Moc.& Sessé). La mejor calidad
de ADN se obtuvieron con los métodos Doyle y CTAB, mientras que los mayores
rendimientos fueron con el “Kit” y el método Doyle. Asi mismo, se encontré que
el material vegetal liofilizado proporciond mayor rendimiento en todos los
protocolos con respecto a los brotes frescos y hojas deshidratadas. En la
verificacion mediante la PCR (“‘Polymerase Chain Reaction”) con el gen
ribosomal 16S se encontro que este gen podia ser amplificado con los protocolos

de Doyle, CTAB modificado y el “Kit” comercial.

Palabras clave: Crataegus mexicana Moc.& Sessé, protocolos, calidad, PCR.

ABSTRAC

The use of techniques of molecular begins with the extraction of DNA, it is full and
pure, reason why it is of great importance to draw upon protocols that allow to
reach DNA with a high purity and concentration. In the present work, six methods
of DNA extraction: Dumolin, Doyle, Tsumura, Nufiez, CTAB and commercial Kit
Wizard Genomic ADN; in fresh and freeze-dried shoots and leaves dried of
tejocote (Crataegus mexicana Moc.& Sessé) in three presentations. The best
DNA quality was obtained with Doyle and CTAB methods, while the highest yields
were obtained with the Kit and Doyle method. Likewise, lyophilized plant material
provided higher yield in all protocols with respect to fresh shoots and dry leaves.
In the PCR verification (Polymerase Chain Reaction) with the ribosomal 16S gene
it was found that with the protocols of Doyle, modified CTAB and the commercial
Kit this could be amplified.

Key words: Crataegus mexicana Moc. & Sessé, protocol, quality, PCR.
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INTRODUCCION

El género Crataegus agrupa alrededor de 150 especies en todo el mundo; se
encuentra en regiones templadas de Asia, Europa y Norte América, 95 de ellas
se encuentran en el continente americano, de las cuales 13 se consideran
originarias de México (Phipps, 1997). El tejocote se encuentra ampliamente
distribuido a lo largo y ancho de la Republica Mexicana en altitudes que oscilan
de los 400 hasta 3 000 m (Nieto-Angel & Borys, 1991).

Tejocote es el nombre mas comunmente utilizado, aunque éste puede variar
dependiendo de la region y etnia; el término Texocotl proviene del Nahuatl y tiene
sus raices en Tetl (piedra-semilla) y Xocotl (fruto agrio o agridulce). La
importancia de este fruto radica en su uso potencial como fruta fresca, portainjerto
de otros frutales, forraje, fuente de pectina, ornamental, medicinal (Nieto-Angel &
Borys, 1993), su uso en la preparacién de licores tradicionales y conservas. A
partir de 2015, este fruto comenzé a exportarse a Estados Unidos, incrementando

asi su demanda, después de ser considerado un fruto secundario (subutilizado).

En México, parte de la gran diversidad y variabilidad genética del tejocote esta
representada por 166 recolectas, localizadas en el Banco de Germoplasma de la
Universidad Auténoma Chapingo (Pérez-Ortega Nunez, Nieto, Barrientos &
Segura., 2004; Nufiez-Colin Nieto, Barrientos, Segura, Sahagun & Gonzalez,
2008). Las investigaciones realizadas en este frutal se han enfocado a estudios
principalmente morfolégicos y parcialmente fitoquimicos, sin embargo, no se
tienen investigaciones moleculares dirigidas al conocimiento de la diversidad

existente.

Uno de los requisitos indispensables para la realizacion de estudios tanto
moleculares como filogenéticos es la extraccion de ADN de buena calidad. En las
ultimas décadas, se han descrito diferentes métodos de aislamiento de acidos
nucleicos; sin embargo, éstos proporcionan diferentes resultados en respuesta al
material utilizado. De acuerdo con el Centro Internacional de la Papa (CIP, 1998),
la calidad del ADN estara determinada principalmente por la condicion fisiolégica

del material vegetal, independientemente del protocolo que se utilice. La razén
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podria ser la gran diversidad de metabolitos que pueden interferir con el método
de aislamiento (Doyle, 1987). La extracciéon de ADN de plantas que contienen
material resinoso pegajoso fue dificil en el pasado (Webb & Knapp, 1990; Collins
et al., 1992). En tejocotes, al igual que en otros frutales de la familia de las
Rosaceas existe un alto contenido de metabolitos secundarios; como los
polifenoles, taninos, flavonoides y antocianinas, asi como también polisacaridos
(pectinas) (Lodhi, Ye, Weeden & Reisch, 1994; Higareda, Salazar & Ramos, 1995,
Garcia et al., 2012), estos ultimos pueden ser evidentemente observados durante
la extraccion del ADN por su estado viscoso y su interaccién con el ADN lo que
imposibilita su amplificacion en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
mediante la inhibicidn de la actividad de la Taq polimerasa (Fang et al., 1992).
Otro factor determinante para tener un ADN de calidad depende de la etapa de
desarrollo del tejido vegetal por la presencia y cantidad de algunos metabolitos
en las hojas, el contenido de polifenoles, taninos y polisacaridos aumenta durante
la madurez del tejido (Lodhi et al., 1994).

Con la finalidad de obtener ADN puro e integro, en el presente estudio se
evaluaron seis métodos de extraccion de ADN de tejidos de tejocote de acuerdo
a las relaciones de absorbencia 260/280 y 230/260, rendimiento, integridad y su

funcionalidad en técnicas posteriores como PCR.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacidon de este estudio se utilizé tejidos de arbol tejocote (Crataegus
mexicana Moc.& Sessé) accesion ATEX 02 originaria del Estado de Puebla, en
tres presentaciones: brotes frescos, hojas jévenes deshidratadas en silica gel y
brotes frescos liofilizados. ElI material vegetal que se usoé en fresco y las hojas
deshidratadas en silica gel se colectaron directamente del arbol en campo,
mientras que los brotes liofilizados fueron obtenidos de varetas de arboles de
tejocote las cuales fueron colocadas en florero y bajo condiciones de invernadero
para su brotacion; en su totalidad el material vegetal fue obtenido del Banco de

Germoplasma de la Universidad Autonoma Chapingo localizado en las
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coordenadas 19° 29’ de latitud Norte y 98° 53’ de longitud oeste, a 2249 msnm.
Los brotes liofilizados antes de su uso fueron previamente molidos en un molino
TissuelLyser Il de Quigen. Cada una de las muestras se extrajo por triplicado para

cada uno de los métodos.

Metodologia de Dumolin y colaboradores (1995)

Para el caso de tejido fresco y deshidratado se molieron 100 mg de la muestra
con nitrégeno liquido en un mortero previamente enfriado, el tejido se depositd
en un tubo de 1.5 mL. Con respecto a tejido liofilizado, se colocaron 15 mg. Se
afiadieron 850 ul de amortiguador de extraccion (20 Mm EDTA, 0.1 M Tris-HCI
pH 8,0, NaCl 1,4 M, CTAB 2 %, B-mercaptoetanol 1 % y PVP1), se incubd a 55
°C durante 60 min. la mezcla se dejo enfriar 10 min, posteriormente, se afiadieron
400 pl de diclorometano, se centrifugd 12 000 x g por 5 min a 4°C. el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se mezclé con 400 pl de isopropanol
frio, se almacend durante 12 h a -20 °C. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron durante 10 min a 4 °C a 16 000 x g, formandose en el fondo del
tubo un pellet de ADN, se eliminé el sobrenadante y se afiadié 1 ml de etanol al
70 % para lavar el ADN. Se decanté el etanol, y el tubo se dejé secar por 2 h
finalmente, se agregaron 100 ul de agua grado biologia molecular. Esta solucion

de ADN se almacend a -20 °C hasta su uso.

Metodologia de Doyle y Doyle (1990)

El método se inicié con la adicion de 400 uyl de amortiguador de extraccion (20
mM EDTA, 0,1 M Tris-HCI pH 8.0, NaCl 1.4 M, CTAB 2 % y 1 % de ul de B-
mercaptoetanol) en tubos de 1.5 mL, se colocé 50 mg de tejido vegetal fresco, o
de hojas deshidratadas (material que fue molido previamente en morteros
utilizando nitrogeno liquido); de tejido liofilizado se depositaron 15 mg, la mezcla
se agitd en un vortéx por 10 s, se incubod a 60 °C por 30 min. Posteriormente, se

agregaron 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24: 1) se agité nuevamente
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por 10 s. las muestras fueron centrifugadas durante 3 min a 10000 x g. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y se repitié este procedimiento una
vez mas. Se anadieron 400 ul isopropanol frio a -20°C, se mezclé suavemente
por inversion y se centrifugé a 12 000 x g durante 3 min formandose una pastilla
de ADN. Se decantd la fase liquida y se lavé el ADN dos veces con 500 ul de
etanol al 70 %. La pastilla se dejé secar a temperatura ambiente por 12 h.
Posteriormente, la pastilla se resuspendié en 100 ul de una solucién tampon TE
(Tris-HCI pH 8.0 10 mM, EDTA 0.1 mM). Para eliminar la contaminacion de RNA
a esta suspension se afadié 5 pl de ribonucleasa (ARNasa 10 mg-mL") en cada

tubo; esta solucion se incubd a 37 °C durante 60 min, y se almacen¢ a -20 °C.

Metodologia de Tsumura (1995)

Se utilizaron 15 mg de los brotes liofilizados, para tejido fresco o deshidratado se
molieron 50 mg de material con nitrégeno liquido, las muestras fueron colocadas
en tubos de 1.5 mL con 500 pyL de amortiguador de extraccién | (Tris-HCI, pH 8.0,
50 mM; EDTA 5 mM; sorbitol 350 mM; BSA 1 %, 2-mercaptoetanol 0.1 %,
polietilenglicol 10 %), el cual fue enfriado previamente a -37°C. Se agitd la
muestra en un vortex por 30 s, posteriormente se centrifugd a 9 000 x g durante
10 min; se decantd y se resuspendié el sedimento en 100 yL de amortiguador de
extraccion Il (Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM; EDTA 0. 5 mM; sorbitol 350 mM; BSA 0.1
%; 2-mercaptoetanol 0.1 %; sarcosil de sodio 1.0 %), el cual fue previamente
enfriado a -37°C, esta mezcla fue incubada por 30 min a temperatura ambiente.
Se anadieron 100 pL de amortiguador de extraccion CTAB 2X (Tris-HCI pH 8.0
100 mM, EDTA 20 Mm, NaCl 1.4 mM, CTAB 2 %, 2-mercaptoetanol 0.4 %), se
incubo a 60°C durante 10 min. A la mezcla fueron agregados 200 yL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se centrifugo a 12 000 x g durante 10 min a
temperatura ambiente. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se le
adicionaron 350 pl de isopropanol frio, se incubd a -20 °C durante 10 min, se
centrifugo a 10 000 x g por 5 min formandose una pastilla de ADN, el tubo se

decantd. ElI ADN fue lavado con etanol frio al 70 % (500 pl) y posteriormente se
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resuspendié en TE (Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM; EDTA 0.1 mM). Para eliminar la
contaminacion de RNA, se afiadieron 2 puL-100ul"" de RNasa a cada muestra de
ADN vy se incub6 a 37 ° C durante 60 min, se adicionaron 300 pl de fenol
equilibrado con Tris-HCI pH 8.0, se mezcld y centrifugd a 16 000 x g durante 16
minutos. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se adicionaron 300 pl
de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se procedié a mezclar y centrifugar a
16000 x g durante 6 min. La fase acuosa fue nuevamente transferida a un nuevo
tubo y se adicioné 0.1 volumen (25 pl) de acetato de sodio 3 M y 250 ul de etanol
absoluto frio, se mezclé suavemente e incubd 12 h a -4 °C. Posteriormente, los
tubos fueron centrifugados durante 14 min a 16 000 x g, se eliminé el
sobrenadante. Se afadieron 400 ul de etanol al 70 % para precipitar el ADN. Se
centrifugd a 16 000 x g por 8 min y se elimind el etanol, se dej6 secar por2 hy
finalmente se afnadieron 100 ul de TE (Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM; EDTA 0.1 mM).
Esta solucién de ADN se almacené a -20 °C.

Metodologia de Weising y colaboradores (2005) modificado por Nufiez- Colin
(2011)

Las muestras de 15 mg de tejido liofiizado o 100 mg de tejido fresco o
deshidratado (previamente molido con nitrégeno liquido en mortero), se
colocaron en tubos de 5 mL que contenian 3 ml de bufer de extraccion [2 % (p/v)
CTAB (cetil-trimetil-amonio-bromuro]; NaCl 1.4 M; EDTA 20 mM; Tris-HCI 100
mM] precalentado a 60 °C se incubd por 15 min a 55 °C, en bafio Maria. Se
mezcld por inversidon durante 10 min después del tiempo de incubaciéon. El
contenido fue transferido a 3 tubos de 2.0 mL, se agregé 1 mL de cloroformo-
alcohol isoamilico frio, se centrifugd a 6 000 x g a temperatura ambiente por 10
min. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo con 600 ul de isopropanol frio,
se almaceno a -4 °C durante 30 min. Posteriormente se centrifugé a 6000 x g
durante 10 min formandose una pastilla de ADN, se decanté el liquido del tubo
cuidando no deshacerse de la pastilla; se adicionaron 2 mL de solucion de lavado

(etanol al 76 %, acetato de amonio 10 mM.) se agitdé y centrifugé a 6000 x g
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durante 10 min. Se drené completamente, y se secé por 30 min a temperatura
ambiente. Se agregaron 200 ul de TE, y la pastilla se dejé reposar por 12 h a -4
°C. Se agregaron 0.5 volumenes (100 pl) de solucion de acetato de amonio 7.5
M, se mezcl6 y fue incubado a -4 °C durante 15 min. Se centrifugd a 12000 x g
durante 30 min. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y se agregaron
dos volumenes (400 pl) de etanol absoluto, y se almacend a -4 °C durante una
hora. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 6000 x g durante 10 min, el
sobrenadante se elimind; se adicionaron 400 pl de etanol al 70 %, nuevamente
se centrifugd 6000 x g por 10 min. Se agregd un volumen de 100 ul de TE, y
reposo 12 h a-4 °C. Los contenidos de los tres tubos se unieron, se le adicionaron
2 pl de ARNasa (10 mg mL™") por cada 100 pl de solucion, la mezcla se incubo
durante 60 min a 37 °C en un termoblock, posteriormente se adiciond un volumen
de 300 pl de fenol equilibrado con Tris-HCI pH 8.0, se mezclé y centrifugd a 16000
X g durante 16 min. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se agregoé
un volumen de 300 pl de cloroformo-alcohol isoamilico, se mezcl6 y centrifugd a
16 000 x g durante 6 min. La fase acuosa fue transferida a otro tubo y se adiciono
0.1 volumen (30 ul) de acetato de sodio 3 M y un volumen de 300 pl de etanol
absoluto frio, se mezclé suavemente e incubo a -4 °C durante 12 h. Se centrifugd
a 1000 x g durante 14 min, se elimind el liquido del tubo y £ 400 ul de etanol al
70 % fueron agregados para lavar la pastilla de ADN. Se centrifugd a 10 000 x g
durante 8 min, se dren6 completamente, sobre una toalla de papel hasta que
quedo libre de alcohol. Se agregé un volumen de 100 ul de TE y almacend en el

refrigerador a una temperatura de 4 °C

Protocolo de extraccion CTAB modificado

Del material de hoja deshidratadas o brotes fresco se pesaron 100 mg, asi como
15 mg de tejido liofilizado, los cuales fueron colocados en sus respectivos tubos
de 1.5 mL; se agregaron 600 ul de amortiguador salino (Tris-HCL 10 mM pH 8.0;
EDTA 1 mM pH 8.0; NaCl 2 M, albumina sérica al 0.05 %), se mezclé en un vortex

hasta que el tejido fue homogenizado con el amortiguador salino, se dejo reposar
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durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se centrifugo
a 5 000 x g por 5 min y el sobrenadante se decantd y se agregaron 600 ul de
amortiguador de extraccion (Tris-HCL 100 mM, pH 8.0; EDTA 20 mM pH 8.0;
NaCl 1.4 M; CTAB 2.0 %) y 3 pl de B-mercaptoethanol, lo cual se mezcldé con
vortex e incubd a 55 °C por 60 min. Posteriormente, se agregaron 400 pl de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agitd en un vortex y se centrifugd a 12
000 x g por 10 min. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se agregaron
600 pl de isopropanol (-20 °C), se homogenizé por inversion; se dejé reposar 30
min a -20 °C. Se centrifugd a 5 000 x g por 5 min, se decanto el sobrenadante y
se agregaron 600 ul de etanol al 75% (-20°C) se agité en vortex y se centrifugd
a 5 000 x g por 4 min. El sobrenadante fue decantado hasta que los residuos de
etanol se evaporaron completamente. Se resuspendio la pastilla de ADN en 100
Ml de agua grado biologia molecular. Se homogenizé en un vortex e incubo a -4
°C durante 12 h. Se agregaron 5 yl de ARNasa (10 mM-mL™"), se incubd a 35 °C
por 30 min y a 65 °C por 5 min para inactivar la ARNasa. Se agregaron 70 pl de
acetato de sodio 3M y 700 ul de isopropanol frio, se agité hasta obtener el
precipitado de ADN y se colocé a -20 °C durante 30 min. Se centrifugd a 8 000 x
g durante 10 min, se decanto el sobrenadante y se agregaron 500 pl de etanol al
70% (grado reactivo), se agito y se centrifugd nuevamente a 8 000 x g durante

10 min, se decantd, se seco y se disolvié en 100 ul de TE.

Metodologia Kit de Purificacion de ADN Wizard Genomic ADN

Con 40 mg de muestra de tejido fresco o seco (previamente molida con nitrégeno
liquido) 6 15 mg de tejido liofilizado, se colocd en un tubo de 1.5 mL, se anadieron
600 pl de la solucion de lisis de acidos nucleicos, se agitdé durante 3 s.
Posteriormente, se incubd a 65 ° C durante 15 min. Se afnadieron 3 ul de solucién
de ARNasa al lisado celular, se mezcl6 la muestra invirtiendo el tubo de 2 a 5
veces. Esta mezcla se incub6é a 37 °C durante 15 min, se dejoé enfriar. A
continuacion, se afiadieron 200 pyl de solucion de precipitacion de proteina y se

agitd durante 20 s, después se centrifugd durante 3 min a 16000 x g. se retir6 el
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sobrenadante y se transfirio a un nuevo tubo, se adicionaron 600ul del
isopropanol a temperatura ambiente, la solucion se mezclé suavemente por
inversion hasta que los filamentos formaron un hilo de ADN. Se centrifug6 a 16
000 x g durante 1 min. Posteriormente, se retird el sobrenadante, a la pastilla de
ADN se anadieron 600 ul de etanol al 70 % a temperatura ambiente y se
centrifugdé a 13 000 x g durante 1 min, el etanol se elimind y se puso a secar
durante 15 min. Se afadieron 100 ul de solucidn de rehidratacién de ADN

incubando a 65 °C durante 1 h. Finalmente el ADN se almacend6 a 4 °C.

Determinacion de ADN y de su calidad

Para determinar la concentracion de ADN se utilizé un espectrofotdmetro
(NanoDrop8000®), realizando lecturas a 260nm, obteniendo los coeficientes que
aportan una estimacion de la pureza de los acidos nucleicos, en la relacion
A260/A280 el rango optimo se encuentra de 1.8 a 2.0, valores por abajo de este
gradiente sugieren presencia de proteinas, lipidos y sales, valores superiores
indican contaminacién con solventes organicos; para la relacion A260/A230 el
optimo seria 2.0 a 2.2, valores por debajo de este rango indica la presencia de
carbohidratos y fenoles (Valadez & Kahl, 2005; Falcon & Varela, 2007).

La verificacion de la integridad del ADN se realiz6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 %. Por cada pozo del gel de agarosa separadamente se
depositaron 8 ul de ADN obtenido por cada método descrito anteriormente, y 2 pl
de amortiguador de carga (azul de bromofenol). La electroforesis se llevo a cabo
durante 1.5 h a 100 V, posteriormente el gel fue tefiido con bromuro de etidio (10
mg-mL-") durante 15 min y fotodocumentado en un transiluminador (High

Performance UV Transilluminator).

Con el propdsito de verificar que el ADN obtenido estuviese libre de inhibidores y
fuese de utilidad en técnicas moleculares como la PCR, se amplificé un gen
endogeno o de referencia, es decir, un gen presente en todos los tipos de células

de la muestra y que su expresion se mantenga constante durante el ensayo, para
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ello se realiz6é una reaccion de PCR con los iniciadores especificos 16s-1/16s-2,
los cuales amplifican una regién del gen ribosomal 16s generando un producto
de 315 pb (Trejo-Saavedra, 2002). El rendimiento se calcul6 a partir de la
cantidad de material utilizado en cada protocolo y concentracion total de ADN

obtenida en ng-ul! para cada muestra determinada con el espectrofotémetro.

Se utilizé un disefio de tratamientos factorial, donde el primer factor fue los
protocolos en estudio, el segundo factor los tipos de muestra usados. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar. Para el analisis de datos se
utilizé el sistema de analisis estadistico SAS (Statistical Analysis System), se
realizd en analisis de varianza para cada una de las variables con procedimiento

ANOVA y GML, con una prueba de comparacion de medias de Tukey.

Cuadro 1. Iniciadores para la amplificacion del gen ribosomal 16s. (Trejo-
Saavedra, 2002).

Direccién Nombre del iniciador Secuencia
Inicio 16s1 TGAGAATGGATAAGAGGCTC
Reversa 16s2 TGTTGTTCCCCTCCCAAGGG

Cuadro 2. Programa de PCR utilizado para la amplificaciéon del gen ribosomal
16s.

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
94 1.5 min 1

94 40 s 35

55 40 s 35

72 1 min 35

72 3 min 1
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RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento de ADN

El método de extraccién de ADN a partir de muestras bioldgicas tiene un impacto
significativo sobre la sensibilidad y reproducibilidad de la prueba de analisis

molecular (Jewtuchowicz, Finquelievich, Duran, Mujica & Lovannitti., 2007).

El material vegetal liofilizado proporcion6 mayor rendimiento de ADN
independientemente de los protocolos evaluados con respecto a brotes frescos y
hojas deshidratadas (Cuadro 3). El sistema de secado por vacio, llamado
liofilizacion, resultdé mas eficiente para preservar las caracteristicas del material
vegetal inicial. Este método se diferencia de los convencionales ya que el secado
no se produce por el cambio de estado de liquido a gas, sino que se realiza
primero por el paso de fase liquida a solida y luego directamente de solido a gas

(sublimacioén) (Brennan & Grandison, 2011; Moreira, Gutiérrez & Delgado, 1994).

En contraparte, en las hojas frescas, las enzimas se encuentran activas
promoviendo la degradacion de los compuestos fendlicos. En el caso de la
deshidratacion (secado con silica gel), la temperatura y actividad acuosa tienen
marcada influencia en la degradacion y/o volatilizaciéon de algunos compuestos

termosensibles (Dorta et al., 2012).
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Cuadro 3. Evaluacion de tres tipos de material vegetal utilizado en la extraccion
de ADN de tejocote (Crataegus mexicana) con respecto a concentracion, calidad

y rendimiento.

Concentracion Absorbancia Absorbancia Rendimiento de

Muestras (ng-ul") A260/280 260/230 ADN (ng-mg™")
Brotes frescos 117.32 c 1.54556 b 0.8139Db 2.359b

Hojas 239.02 b 1.54667 b 0.8256 b 5.124 b
deshidratadas

Brotes liofilizados  741.04 a 1.86889 a 1.4661a 49.402 a
DMSH 110.48 0.1556 0.3173 5.329

CV (%) 2515 9.08 24 .58 23.12

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05). DMSH: diferencia

minima significativa honesta; CV: coeficiente de variacion.

En cuanto a las metodologias ensayadas, estadisticamente el Kit comercial
presento el mayor rendimiento seguido del protocolo publicado por Doyle (Cuadro
4), mientras los protocolos de Tsumura et al. (1995) y Nufiez-Colin et al. (2008)
presentaron muy bajos rendimientos, esto ultimo podria deberse al uso de fenol
equilibrado que propicia un mayor numero de lavados, lo que incurre en pérdida
de ADN en los diferentes pasos, ademas de ser un solvente contaminante y

toxico.

Pureza de ADN

En cuanto a la pureza obtenida de ADN, se observd que, a pesar del mayor
rendimiento de ADN obtenido con el kit comercial (Cuadro 4), éste no presenta
los coeficientes reportados por Valadez & Kahl, (2005), Falcén & Varela, (2007),
lo que indicé probable presencia de carbohidratos y fenoles, los cuales conllevan
a estimaciones de cuantificacion errénea e inhiben el funcionamiento 6ptimo de

la ADN polimerasa durante el proceso de PCR, ademas de promover su pronta
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degradacion. Con respecto a los protocolos de Doyle (1990) y CTAB, se tuvieron
mejores coeficientes de pureza, sin embargo, estos también indicaron probable
presencia de carbohidratos y/o fenoles, aunque en menor proporcién (Figura 1),
lo cual se pudo apreciar durante el proceso de extraccion debido a la rapida
oxidacion del tejido fresco y a la presencia de un compuesto de consistencia
gelatinosa en algunas muestras de ADN altamente contaminadas, esto puede
ser posible ya que el tejocote se caracteriza por su alto contenido de pectinas
(Higareda-Ruiz et al., 1995) y fenoles (Garcia-Mateos, Ibarra & Nieto, 2013) en
fruto; y aun cuando en México no se ha estudiado la presencia de pectinas y
fenoles en hoja, de manera general si han sido reportados (Kirakosyan et al.,
2003; Willats et al., 2006; Salazar et al., 2013).

CUADRO 4. Evaluacioén de seis métodos de extraccién de ADN de tejocote con

respecto a concentracién, pureza y rendimiento.

Protocolo Concentracion Absorbancia  Absorbancia Rendimiento de ADN
(ng-pl") A260/280 260/230 (ng'-mg™")

Dumolin 35944 b 1.82111 a 1.7411 a 20.851 bc

Doyle 586.31 a 1.85111 a 1.0989 b 28.764 ab

Tsumura 176.64 bc 1.32111 ¢ 0.7900 b 10.049 de

Nufiez-Colin  49.68 c 1.61778 ab 0.7011b 2.106 e

CTAB 333.08 b 1.54556 bc 0.9833 b 18.318 cd

Kit comercial 689.61 a 1.76556 ab 0.8967 b 33.683 a

DMSH 183.28 0.2581 0.5264 8.8404

CV (%) 25.15036 9.080622 24.58 23.12450

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, P<0.05). DMSH: diferencia

minima significativa honesta; CV: coeficiente de variacion.
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Figura 1. Pureza del ADN obtenido por los diferentes métodos de extraccion

evaluados.

Se encontré interaccion entre el factor protocolo y tipo de muestra para las
variables evaluadas con excepcion a absorbancia A260/280 (Cuadro 5), lo que

denota que las diferentes combinaciones nos dan resultados contrastantes.
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Cuadro 5. Interaccion entre métodos de extraccion de ADN vy tipo de muestra
utilizada de tejocote, con respecto a concentracion, calidad y rendimiento.

Concentracién Absorbancia  Absorbancia  Rendimiento de
(ng-ul") A260/280 260/230 ADN (ng mg™)

Interaccion: <0.0001 **  0.4128 NS <0.0001 ** <0.0001 **
Protocolo x Tipo

de muestra

**Altamente significativo y N-S-No significativo.

Integridad del ADN

La integridad del ADN extraido por las diferentes metodologias se corrobor6
mediante electroforesis en gel de agarosa, donde se pudo apreciar que los
métodos de Doyle, CTAB modificado y el Kit comercial proporcionaron los
mejores resultados (Figura 2), debido a que se observaron bandas limpias y no

degradas.

DUMOLIN DOYLE TSAMURA NUREZ

CTAB MODIFICADO KIT PROMEGA
"M B 3 4 65 7 8 8 2 4 6 7 B 9 B B M

Figura 2. ADN de tejocote obtenido por diferentes métodos de extraccion.
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ElI ADN extraido por los protocolos de Doyle, CTAB modificado y el Kit comercial
podria ser utilizado en otros analisis que requieran pureza alta para obtener
resultados confiables y reproducibles como es la PCR. En la Figura 3, se puede
que los protocolos anteriormente mencionados permitieron la amplificacion del
gen 16S; cabe aclarar que el hecho de que una de las repeticiones de la
metodologia de Doyle no se observo en el gel, puede deberse posiblemente a
que no se haya realizado correctamente la mezcla del ADN amplificado con el

amortiguador de corrida.

En el caso del protocolo Dumolin de acuerdo con los resultados, no produjo ADN
amplificable a pesar de su buen rendimiento, el valor de la relacion A260/280
(2.15) sugiere la presencia de un inhibidor de la PCR, en este caso de

compuestos organicos como posiblemente es el diclorometano.

FIGURA 3. Amplificacién del gen ribosomal 16s a partir del ADN obtenido por
diferentes métodos de extraccidon evaluados. Carriles 1 y 2: metodologia
Tsumura; 3 y 4: metodologia Dumolin; 5 y 6: Metodologia: Doyle; 7 y 8: Nufez-
Colin; 9y 10: CTAB modificado; 11 y 12: kit comercial Promega.
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La extraccion del ADN de cualquier organismo, a bajo costo y con el minimo
trabajo en el laboratorio, con una suficiente concentracion y pureza en poco
tiempo, es importante para muchos investigadores (Osorio-Cadavid et al., 2009).
La seleccion del método de extraccion es un paso fundamental en las técnicas
moleculares y depende del organismo que se estudia, el tejido disponible y su
estado de conservacion, la técnica que se aplicara posteriormente, asi como la
infraestructura de los laboratorios, los recursos economicos y tiempo para
obtener resultados, asi también de Ila habilidad para extraer ADN.
Independientemente del método seleccionado es recomendable encontrar un
equilibrio entre pureza y rendimiento de acuerdo a la aplicacion posterior (Alejos
Aragén & Cornejo 2014).

CONCLUSIONES

La calidad de la extraccion de ADN depende de la combinacién de diversos
factores entre ellos: el material vegetal utilizado, la metodologia y la precision con
que se aplique cada método. ElI material vegetal liofilizado proporciono mayor
rendimiento y calidad en todos los protocolos con respecto a brotes frescos y

hojas deshidratadas.

Los protocolos de Doyle y CTAB modificado, representan una alternativa para
obtener ADN de buena calidad y rendimiento sin procedimientos tan largos y

laboriosos evitando el uso de compuestos toxicos y contaminantes (Fenol).

La verificacién de la calidad y ausencia de inhibidores mediante la amplificacién
del gen ribosomal 16S, arrojo que el ADN obtenido por los protocolos de Doyle,

CTAB modificado y el kit comercial puede ser amplificado por PCR exitosamente
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CAPITULO Il

USO DE MARCADORES MOLECULARES PARA DELIMITAR POBLACIONES
DEL GENERO Crataegus spp.

USE OF MOLECULAR MARKERS TO DELIMIT GENDER POPULATIONS

Crataegus spp.
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INTRODUCCION

México, es considerado uno de los principales centros de diversificacion biolégica
a nivel mundial, alberga entre 60 y 70% de la diversidad biolégica conocida del
planeta, 12 de cada 100 especies conocidas en el mundo se encuentran en
México. Cada una de las numerosas especies presentes en México posee
variacion en sus diferentes subespecies y poblaciones debida a diferencias
genéticas (Sarukhan, 2006; Boada, Toledo, & Artis, 2003). La variabilidad
genética determina la capacidad de respuesta de las poblaciones a los cambios
ambientales y contribuye a determinar su grado de vulnerabilidad a la extincion.
La diversidad genética de las plantas cultivadas ha sido mejor descrita; se
sospecha que esta diversidad se esta perdiendo, pero no se cuenta con cifras
precisas al respecto. Esta informacién seria basica para su conservacion, el
mantenimiento de las practicas tradicionales que utilizan esta diversidad y el
desarrollo de aplicaciones en la agronomia y la biotecnologia. La especie persiste
en las poblaciones dispersas en varios habitats degradados. . En el desarrollo de
la urbanizacion, la agricultura y la deforestacion son los principales factores
responsables de su estado critico. La fragmentacion y la pérdida de habitats
naturales son también reconocidas como principales amenazas a la diversidad
genética de especies. La pérdida de diversidad genética afecta la evolucion de
las poblaciones vy reduce la adaptacion a cambios ambientales. Por lo tanto,

resulta urgente la conservacion de especies como el caso del género Crataegus.

La sistematica molecular se encarga de comprender el origen y diversificacién de
organismos vivos a partir de la informacion contenida en las secuencias de los
acidos nucleicos ADN o ARN (Swofford & Olsen, 1990). La incorporacion de los
caracteristicas moleculares (marcadores y secuencias) ha proporcionado nueva
informacion a los que se puede aplicar el método comparativo (Moreno, 2005).
El uso de técnicas que emplean marcadores moleculares ha servido también
para poder conseguir la estructura genética de poblaciones, delimitacion de

especies y la inferencia filogenética. De acuerdo con Azofeifa (2006) Los
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marcadores moleculares son fenotipicamente neutros, presentan mayor
segregacion o polimorfismo que los morfolégicos, pueden ser evaluados desde
los primeros estados de desarrollo de las plantulas, son aplicables a cualquier
tipo de material vegetal, son independientes de la época del afio en el que se
realiza el analisis, permiten la identificacion correcta de la variedad sin necesidad

de muchas caracteristicas y estan libres de los efectos epistaticos.

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSRs) son regiones de
secuencias pequefas (dos a 10 pares de bases) repetidas, arregladas en serie,
las cuales se asume que estan distribuidas azarosamente por todo el ADN, los
microsatelites son uno de los marcadores moleculares mas utilizados en genética
de la conservacion. Presentan herencia mendeliana simple, son codominantes
(permite diferenciar los individuos homocigoticos de los heterocigéticos) y
altamente polimérficos, por lo que su utilizacién resulta muy adecuada tanto a
nivel especifico como individual. Ademas, gracias a la aplicacion del método de
PCR, se pueden utilizar muestras no invasivas, o que supone no tener que
sacrificar el individuo a analizar. Por todo ello, se estan aplicando de forma muy
satisfactoria para deducir procesos demograficos pasados, tales como
detecciones de cuellos de botella, depresiones por consanguinidad, entre otros,
asi como flujos genéticos e hibridaciones entre especies, estructuras sociales y
poblacionales, entre otros (Wang, Qin, Du & Yan 2012; Kuman et al., 2014;
Gonzalez, 2003).

A nivel mundial el género Crataegus esta ampliamente distribuido en el norte de
Europa, las regiones templadas de Asia, Africa y América del norte (Christensen,
1992). Una de las clasificaciones mas recientes del género Crataegus es la que
se divide en 15 secciones y 35 series basadas en localidades geograficas y
morfologias (Phipps Robertson, Smith, & Rohrer, 1990). Mas de 100 especies
que representan 11 secciones localizandose en el “Nuevo Mundo”, mientras que
60 o mas especies, que representan cuatro secciones, son ubicadas en el Viejo
Mundo (Phipps & Muniyamma, 1980; Phipps et al., 1990; Christensen, 1992).
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México se encuentran 13 especies de este género (Phipps, 1997), en ambientes
de clima templado-frio, distribuidas en toda la Republica Mexicana, dentro en
altitudes que van de los 400 hasta 3,000 m, y con una amplia variabilidad entre
ellos, aunque de acuerdo con un estudio sobre caracterizacion de endocarpios
realizado por Nieto et al. (1997) se tienen dos grupos, los criollos y los cultivados;
los primeros se encuentran establecidos de los 14° hasta 32° de Latitud Norte y

el segundo grupo entre los 19° y 20° de latitud norte (Nieto & Borys, 1991).

El género Crataegus tiene su importancia en México por los diferentes usos:
horticola, se ha utilizado como portainjerto del peral, membrillero, manzano,
nispero, y mas ampliamente del mismo tejocote; pecuario, los frutos de este
geénero lo consumen los cerdos, chivos, vacas, ovejas, conejos, los frutos de
tejocote se utilizan como fuente de pectinas, obteniéndose hasta 30 kg de este
producto por tonelada de fruta fresca (Borys, 1996); ornamental, son ideales para
utilizarse como planta de ornato, ya sea como arbolitos tipo bonsai, como setos,
para camellones, como una especie estética en jardines y parques, entre otros;
cultural como fruta radica en que, la cual adquiere mejores precios para el
consumo en fresco en la fiesta de “Todo Santos” y en las “Posadas”, previo a la
festividad de Navidad, utilizandose en forma de “ponche” y para las pifiatas,
aunque también se utiliza para la obtencion de licor que se consume en los
tiempos de mayor frio (Borys, 1996). A partir de 1981 se iniciaron las colectas de
tejocote en el centro y sur de México y se establecio el Banco de Germoplasma
de la Universidad Auténoma Chapingo, con la finalidad de conservar este recurso
fitogenético y caracterizar su morfologia y usos. Actualmente se tienen genotipos

de los estados de Chiapas, México, Puebla, Tlaxcala, Oaxaca y Michoacan.

Informacién sobre la estructura y diversidad genética de poblaciones son
cruciales para el desarrollo de estrategias de conservacién adecuadas. Es por

ello que el presente estudio tuvo como objetivo determinar la variabilidad genética
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de varias poblaciones de Crataegus spp del centro y sur de México usando

marcadores SSRs.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal evaluado

Las accesiones estudiadas pertenecen a la coleccion que se conserva en el
Banco de Germoplasma de tejocote (Crataegus spp.) de la Universidad
Auténoma Chapingo; el cual se encuentra establecido en la Tabla San Juan Lote
Il del Campo Experimental de la Universidad Autbnoma Chapingo ubicado a los
19° 29’ de latitud norte y a 98° 53’ de longitud oeste, a 2,240 msnm. Esta
coleccién consta de 196 accesiones de Crataegus spp. Los genotipos de tejocote
fueron colectados de sus lugares de origen, en forma de varetas, y
posteriormente se injertaron en portainjertos de tejocote, procedentes de clones

de raiz.

En el presente estudio se evalué una muestra representativa del Banco de
Germoplasma de Tejocote, constituida por 56 accesiones de las cuales 21 son
provenientes de Chiapas, 13 del Estado de México, 14 de Puebla, 6 de
Michoacan, 4 de Morelos y 2 de Tlaxcala (Cuadro 1). Se utilizaron dos cultivares
de referencia como testigo en cada ciclo para asegurar la exactitud del tamafio y
para minimizar la variacion de la variante y como especies externas: la manzana
‘Royal Gala’ (Malus domestica Borkh.) y pera ‘Conference’ (Pyrus communis L.).
Ademas, un individuo de membrillo (Cydonia oblonga Mill.) de San Miguel
Tulancingo (Oaxaca, México) y una accesion de Crataegus pinnatifida Bunge de
origen chino, donada por el Dr. Leszek S. Jankiewicz (Instituto de Investigacion

de Pomologia Skiemiewioe, Polonia).
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Cuadro 1. Accesiones de Crataegus spp. del Banco de Germoplasma de

Tejocote de la Universidad Autbnoma Chapingo

Accesion Lugar de Recoleccion  Latitud Longitud Altitud Colector
San Cristobal de las

4 Casas, Chiapas 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982
Rancho Nuevo,

5 Chiapas 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
Rancho Nuevo,

6 Chiapas 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982
San Cristobal de las

8 Casas, Chiapas 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982
San Cristobal de las

10 Casas, Chiapas 16.75 -92.6667 2300 Borys, 1982
Rancho Nuevo,

13 Chiapas 16.6667 -92.5667 2400 Borys, 1982

15 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985

16 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
Rancho Robelo,

18 Chiapas 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982

19 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985

20 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985

22 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys % Nieto, 1985

24 Calpan, Puebla 19.1 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983

25 Calpan, Puebla 191 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983

26 Calpan, Puebla 191 -98.4667 2420 Nieto & Borys, 1983
Rancho Robelo,

27 Chiapas 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982
San Pablo Ixayoc,

28 Estado de México 19.4667 -98.7833 2600 Nieto & Borys, 1982
San Nicolas Tlamincas,

38 Estado de México 19.5167 -98.75 2520 Nieto & Borys, 1982
San Nicolas Tlamincas,

39 Estado de México 19.5167 -98.75 2520 Nieto & Borys, 1982
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..... Continuacion

Accesion Lugar de Recoleccién  Latitud Longitud Altitud Colector
San Pablo Ixayoc,
40 Estado de México 19.4667 -98.7833 2600 Nieto & Borys, 1982
Rancho Robelo,
43 Chiapas 16.6667 -92.45 2250 Borys, 1982
44 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
San Nicolas Tlamincas,
50 Estado de México 19.5167 -98.75 2520 Nieto & Borys, 1982
51 Mitzitan, Chiapas 16.65 -92.55 2380 Borys & Nieto, 1985
Nieto & Barrientos,
52 Candelaria, Chiapas 16.7 -92.5333 2320 1989
Huejotzingo, Nieto & Borys,
54 Puebla 19.1667 -98.4 2280 1983
Huejotzingo, Nieto & Borys,
55 Puebla 19.1667 -98.4 2280 1983
Huejotzingo, Nieto & Borys,
56 Puebla 19.1667 -98.4 2280 1983
Tequexquinahuac, Nieto & Borys,
63 Estado de México 19.4833 -98.8167 2460 1982
Xamimilulco, Nieto &
64 Puebla 19.2167 -98.3833 2220 Barrientos, 1988
Tequexquinahuac Nieto & Borys,
65 Estado de México 19.4833 -98.8167 2460 1982
Santa Catarina del
Monte, Estado de Nieto & Borys,
66 México 19.4833 -98.7667 2700 1982
Candelaria, Nieto &
69 Chiapas 16.7 -92.5333 2320 Barrientos, 1989
San José
Yashitinin, Nieto &
72 Chiapas 16.65 -92.45 2350 Barrientos, 1989
San José
Yashitinin, Nieto &
78 Chiapas 16.65 -92.45 2350 Barrientos, 1989
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... Continuacion

Accesion Lugar de Recoleccién  Latitud Longitud Altitud Colector
San Cristobal de
las Casas, Nieto &
83 Chiapas 16.75 -92.6667 2300 Barrientos, 1989
Huejotzingo, Nieto &
86 Puebla 19.1667 -98.4 2280 Barrientos, 1988
Huejotzingo,
100 Puebla 19.1667 -98.4 2280 Nieto 1989
Nieto-Angel &
Atexcac, Puebla 19°8.178 98°30.097 2620 Nufez-Colin
ATEXO02 2007
Nieto-Angel &
Atexcac, Puebla 19°8.292 98°30.050 2628 Nuanez-Colin
ATEXO05 2007
Nieto-Angel &
Atexcac, Puebla  19°8.280 98°30.029 2625 Nufez-Colin
ATEX06 2007
Calbulalban Nieto-Angel &
Tlafcalap ’ 19°35.044 98°37.573 2645  Nufiez-Colin
CALPO1 2007
Coatepec de las . x .
Bateas, Estado de 19°8.152 99°26.194 E?;T?Z/iﬁ°2fzoo$‘
COABO3  México 2702 g
Coatepec de las . x .
Bateas, Estado de  19°8.169 99°26.309 silggz/i:oglnzoo?
COABO06 México 2699 9
Coatepec de las . ,
Bateas, Estado de 19°8.021 99°25.724 Ei?ﬁz/iﬁc’!('zoo?
COABO7  México 2717 g
Coatepec de las . x .
Bateas, Estado de  19°6.104 99°24 675 s;qu/i\gogrzoog
COABO9  México 2773 9
Domingo Arenas Nisto-Angel &
Pueblag *19°8.347 98°27.242 2444 Nuanez-Colin
DOARO01 2006
Mexicaltzingo, o o Nanez-Colin &
MEXO01 Estado de México 19712512 99°34.179 2603 Nieto Angel 2006
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Cuadro 1..... Continuacion

Accesion Lugar de Recoleccién  Latitud Longitud Altitud Colector

Nieto-Angel &

#‘gligf:"pa 19°30.639 08°30.529 2677  Nufez-Colin
NANAO2 2006
Nufiez-Colin,
San Juan Nuevo, . . Nieto Angel &
Michoacan 19°27.041 102°11.217 2413 Andrés-Agustin
SJUNPO2 2006

San Juan Nuevo Nunez-Colin, Nieto
Michoacan ’ 19°27.472 102°11.388 2506 Angel & Andrés-
SJNPO03 Agustin 2006

San Juan Viejo Nufiez-Colin, Nieto
Michoacan 10, 19°32.588 102°15.014 2250 Angel & Andrés-
SJVP02 Agustin 2006

Nieto-Angel &

Texmelucan, Puebla 19°18.810 98°27.668 2288 NURez-Colin 2006

TEXMO1
Nufiez-Colin, Nieto
Ucareo, Michoacan 19°53.137 100°41.186 2498 Angel & Andrés-

UCARO03 Agustin 2006

Nufiez-Colin, Nieto
Ucareo, Michoacan 19°53.466 100°40.993 2557 Angel & Andrés-
UCARO08 Agustin 2006

Nufiez-Colin, Nieto
Ucareo, Michoacan 19°53.505 100°41.021 2552 Angel & Andrés-
UCARO09 Agustin 2006

La parte vegetal que se utilizdé fueron hojas jovenes en pleno crecimiento las
cuales se liofilizaron con un secador Freezone 4.5 de Labconco. El material antes
de su utilizacion fue previamente triturado en un molino TissuelLyser Il de Quigen.

Protocolo de extraccion CTAB (Doyle & Doyle, 1990) modificado.

Se pesaron 15 mg de tejido liofilizado, el cual fue colocado en un tubo de 1.5 mL;
se agregaron 600 ul de amortiguador salino (Tris-HCL 10 mM pH 8.0; EDTA 1
mM pH 8.0; NaCl 2 M, albumina sérica al 0.05 %), se mezclé en un vértex hasta
que el tejido fue homogenizado con el amortiguador salino, se dej6é reposar
durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se centrifugd
a 5000 x g por 5 min y el sobrenadante se decant6 y se agregaron 600 ul de
amortiguador de extraccion (Tris-HCL 100 mM, pH 8.0; EDTA 20 mM pH 8.0;
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NaCl 1.4 M; CTAB 2.0 %) y 3 uL de B-mercaptoetanol, lo cual se mezclé con
vortex e incubo a 55 °C por 60 min. Posteriormente, se agregaron 400 uL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agité en un vortex y se centrifugd a 12000
x g por 10 min. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se agregaron
600 uL de isopropanol (-20 °C), se homogenizo por inversion; se dejo reposar 30
min a -20 °C. Se centrifugd a 5000 x g por 5 min, se decant6 el sobrenadante y
se agregaron 600 pL de etanol al 75 % (-20°C) se agitd en vortex y se centrifugd
a 5000 x g por 4 min. El sobrenadante fue decantado hasta que los residuos de
etanol se evaporaron completamente. Se resuspendio la pastilla de ADN en 100
ML de agua grado biologia molecular. Se homogeniz6 en un vortex e incubé a -4
°C durante 12 h. Se agregaron 5 uL de ARNasa (10 mM-mL-"), se incubd a 35 °C
por 30 min y a 65 °C por 5 min para inactivar la ARNasa. Se agregaron 70 pl de
acetato de sodio 3M y 700 pL de isopropanol frio, se agitdé hasta obtener el
precipitado de ADN y se colocé a -20 °C durante 30 min. Se centrifugé a 8000 x
g durante 10 min, se decanto el sobrenadante y se agregaron 500 pL de etanol
al 70 % (grado reactivo), se agito y se centrifugd nuevamente a 8000 x g durante
10 min, se decantd, se seco y se disolvié en 100 uL de TE (Tris-HCI, pH 8.0, 10
mM; EDTA 0.1 mM). Cada una de las muestras se extrajo por triplicado.

Para la determinacion de la concentracion de ADN utilizando un
espectrofotébmetro (NanoDrop 8000°), con lecturas a 260nm, y se obtuvieron
coeficientes que aportaron una estimacién de la pureza de los acidos nucleicos,
con la relacion A260/A280 la amplitud 6ptima se encontré de 1.8 a 2.0, valores
por abajo de este gradiente sugieren presencia de proteinas, lipidos y sales,
valores superiores indicaron contaminacion con solventes organicos; para la
relacion A260/A230 el 6ptimo fue 2.0 a 2.2, valores por debajo de esta amplitud

indico la presencia de carbohidratos y fenoles.

Los marcadores microsatélites utilizados son iniciadores que originalmente

fueron disefiados para Malus domestica (Liebhard et al., 2002) (Cuadro 2) y
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probados en Crataegus spp. con resultados positivos por Lo et al. (2009) y
Dickinson (2008).

Cuadro 2. Secuencias de nucledtidos de los iniciadores de microsatélites

seleccionados para analisis de genotipos de Cataegus spp.

Locus Secuencia de iniciador Secuencia de iniciador Total Tamano GL en el

frontal (5= 3') reverso (5 3') de (bp) mapa
alelos

CHO1F02 ACCACATTAGAGCAG CTGGTTTGTTTTCCTC 25 149-201 12
TTGAGG CAGC

CHO3A02 TTGTGGACGTTCTGT CAAGTTCAACAGCTC 17 122-162 14
GTTGG AAGATGA

CHO3D08 CATCAGTCTCTTGCA TAGGGCTAGGGAGA 16 120-172 14
CTGGAAA GATGATGA

CHO4F06 GGCTCAGAGTACTTG ATCCTTAAGCGCTCT 14 146-176 14
CAGAGG CCACA

CH04G04 AGTGGATGATGAGGA GCTAGTTGCACCAAG 18 146-186 12
TGAGG TTCACA

CHO5D04 ACTTGTGAGCCGTGA TCCGAAGGTATGCTT 16 138-174 12
GAGGT CGATT

CHO5G07 CCCAAGCAATATAGT TTCATCTCCTGCTGC 21 142-192 12 and
GAATCTCAA AAATAAC 14

GL: grupos de ligamiento

Se realizaron amplificaciones por PCR en un termociclador Mastercycler

Eppendorf, en un volumen de 25 yL que contenia 20 ng de ADN gendmico, 200
mM de cada dNTP, 1 X de amortiguador, 1.5 mM de MgClz, 1.5 U de polimerasa

Taqg recombinante de InvitrogenTM y 0.3 mM de cada uno de los cebadores de

Sigma-Aldrich. Los cebadores directos se marcaron en los extremos con los
siguientes colorantes fluorescentes: CHO3A02, CH04G04, CHO5D04, CHO1F02
y CHO4F06 con 6-FAM; CHO3D08 y CH05G07 con HEX. Se disefiaron dos PCR
multiplex: A: CHO5D04 + CHO3DO08; B: CHO3A02 + CH05GO07, y los otros tres loci

de microsatélites se procesaron en reacciones simplex. Las reacciones de PCR

se llevaron a cabo en un termociclador con los siguientes perfiles de temperatura:
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para las reacciones de multiplex, una etapa de descentracién inicial a 94 °C
durante 2 min 30 s, seguida de 30 ciclos a 94 °C durante 30 s, 55 °C para 1 min,
72 °C durante 1 min, y un paso final a 72 °C durante 5 min. CH04G04 y CHO4F06
se modificaron ya que la temperatura de recocido para los 30 ciclos fue 62 °C y
para CHO1F02 fue 60 °C.

Los productos de la amplificacion fueron analizados usando un secuenciador
automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems) y el genotipado; es decir, los alelos
de cada locus y su tamafo respectivo fueron identificados por los picos obtenidos
a través de los programas GeneMapper version 3.5 (Applied Biosystems) y Peak

Scaner v.1.0.

Analisis de marcadores de microsatélites

El perfil alélico para cada accesion se determind para cada locus SSR; dado que
las accesiones de tejocote analizadas probablemente muestran diferentes
niveles de ploidia se utilizé el programa SPAGeDI v1.2g (Hardy & Vekemans,
2002), para calcular las estadisticas de informacién genética, ya que este
programa soporta el analisis de conjuntos de datos que contienen individuos con
diferentes niveles de polidia (Ferrerira et al., 2016). Primero se calcularon los
indices de diversidad genética para el conjunto de accesiones: El numero de
genotipos observados (Go), el numero de alelos por locus (A), el numero efectivo
de alelos (Ae), el observado (Ho) y el esperado (P), la probabilidad de
coincidencia (C), el poder de discriminacién (D) y el coeficiente de endogamia
(Fis). Después de la heterocigosidad observada y esperada se calculé para cada
uno de los grupos geograficos definidos a priori. A continuacion, se analiz6 la
estructura genética de todo el conjunto de accesiones para investigar si existia
dicha estructura que fuera de forma coherente con los grupos geograficos
definidos. Con este propdsito se realizaron varios analisis: la prueba de un patrén
filogeografico, el analisis del numero mas probable de conglomerados con el

programa Structure y finalmente el agrupamiento de los grupos geograficos. En
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primer lugar, se probod la presencia de un patron filogeografico de acuerdo con
(Hardy et al., 2003), que reconoce un patron filogeografico cuando las copias de
los genes muestreados en lugares cercanos llevan alelos que estan mas
relacionados en promedio que para las copias de los genes muestreados mas
separados. En nuestro caso el patron filogeografico ha sido probado usando el
coeficiente de parentesco (Rst) al permutar tamafios de alelos entre alelos. Los
procedimientos de permutacion permiten evaluar la distribucién de Rst bajo la
hipotesis nula de que no hay patrén filogeografico. En consecuencia, la prueba
Rst global indica si hay una sefal filogeografica entre las poblaciones, mientras
que la pendiente (b-lin o b-log valores de para Rst) indica si hay una sefial
filogeografica entre las poblaciones (Hardy & Vekemans, 2002). En segundo
lugar, se estimé el numero mas probable de agrupaciones genéticas con el
programa Structure ver. 2.3.3 (Pritchard et al., 2000), que estima el nUmero mas
probable de conglomerados (K) calculando la probabilidad de registro de datos
(LnP (D)) para cada valor de K (L (K)), que es una estimacion de la probabilidad
posterior de los datos para un valor de K dado. En este caso la probabilidad
posterior de los datos de cada K se obtuvieron para K = 1 a K = 8 grupos,
utilizando el modelo Admisxture. Diez salidas se completaron; para cada salida
se realizaron 10,000 repeticiones. Aunque el numero mas probable de diferentes
grupos puede deducirse del valor mas alto de K, Evanno et al. (2005)
demostraron que el numero real de grupos es mejor detectado por el valor modal
de AK, estimado como la media de los valores absolutos de L "(K) promediados
en 20 corridas divididos por la desviacion estandar de L (K). Por lo tanto,
calculamos AK y representamos sus valores en el eje Y y el numero
correspondiente de grupos (K) en el eje X; El valor modal de AK correspondia al
valor K que producia un pico claro. En tercer lugar, los grupos geograficos
definidos a priori se agruparon en base a la distancia genética estandar de Nei
(1978), utilizando el software SPAGeDI, y el dendrograma se obtuvo con el
programa NTSYS-pc utilizando el método UPGMA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros de variabilidad

La riqueza alélica (A) es el numero medio de alelos por locus y cuantifica el
numero total de alelos diferentes detectado en cada uno de los loci de una
poblacion. Dependiendo de su historia, cada poblacién pudo haber sufrido mayor
o0 menor reduccion en su variacién genética original debido al “efecto fundador” o
“cuello de botella”, fendmeno natural que afecta principalmente a aquellos alelos
de mas baja frecuencia (Sytsma & Schaal, 1985; Bouzat, 2010). De los siete loci
analizados SSR fueron polimérficos, y cada una de las 56 accesiones estudiadas
produjo un genotipo unico considerando la combinacion de los siete loci SSR
(Apéndice 1). Los seis loci amplificaron un total de 82 alelos. El niumero de alelos
por locus oscilé entre 7 (CHO4F06) y 18 (CH05G07) con un promedio de 12
(Cuadro 3). La media del numero efectivo de alelos fue 4.6, y varid de 2.5
(CHO3D08) a 8.4 (CHO5GO07) (Cuadro 3). Cincuenta de los 82 alelos fueron alelos
atipicos (con una frecuencia inferior a 0.05), lo cual es consistente con la
diferencia entre el numero medio efectivo de alelos por locus (4.6) y el numero
medio de alelos por locus (12).

De acuerdo con Nei (1987) el promedio de heterocigosidad o diversidad genética
es el método de medicibn mas adecuado de la variacion genética, pues no
depende de la arbitrariedad de la definicién de polimorfismo y puede ser definida
sin ambiguedad en términos de frecuencias alélicas. La heterocigosidad
observada (Ho) es simplemente el numero de heterocigotos en un locus entre el
numero total de individuos muestreados y estima la probabilidad (en organismos
con cruzamiento al azar) de que dos alelos escogidos en una poblacion sean
diferentes; sin embargo, no refleja bien la cantidad de variacion genética en las
poblaciones de organismos que se reproducen asexualmente o por
autofecundacion (Ayala, 1982; Frankham, Ballou, & Briscoe, 2009). Mientras que
la heterocigosidad esperada de una poblacién (He) es la media de los valores

obtenidos para cada locus en dicha poblacién, cuantifica la igualdad o
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equitatividad de las frecuencias alélicas en los loci (Hoelzel, 1998; Sosa; Batista
Gonzalez & Bouza, 2002). En nuestro caso la heterocigosidad observada oscilo
entre 0.255 (CHO4F06) a 0.846 (CH05D04), con un promedio de 0.573 para todos
los loci, mientras que la heterocigosidad esperada varié de 0.540 (CHO04F06) a
0.881 (CH05G07), con un valor medio de 0.729. Valores muy similares
encontrados por Brown et al. (2016) en Crataegus monogyna.

El contenido de informacion de polimorfismo varié de 0.495 (CHO4F06) a 0.858
(CHO3A02) con una media de 0.695, y el poder de discriminacién de 0.689 a
0.956 en los mismos loci. La potencia de discriminacion acumulada excedié de
0.999. Se observo una amplia variacion dependiendo del locus para los valores
del coeficiente de endogamia (Fis), cinco de los siete fueron significativamente

diferentes de 0, con un valor medio de 0.228.

Cuadro 3 Medidas de variabilidad genética de los siete loci sitios de microsatélites
de secuencia etiquetada (STMS) analizados en todo el conjunto de accesiones
de tejocote (Crataegus spp.) de México, un manzano, pera y memobirillo.

Locus Go A Ae Ho He PIC C D Fis Poblacion Ho He
CHO05D04 13 10 4.3 0.846 0.769 0.730 0.176 0.824 -0.058 CHIS 0.645 0.747
MEX-
CHO3D08 16 10 2.5 0.358 0.600 0.564 0.242 0.758 0.406*** PUE-
TLAX 0.521 0.705
*kk MEX-
CH04G04 16 10 3.8 0.503 0.739 0.694 0.120 0.880 0.377 MOR 0556 0550
CHO03A02 32 17 7.9 0.538 0.873 0.858 0.044 0.956 0.362*** MICH-2 0.619 0.576
CHO05G07 30 18 8.4 0.830 0.881 0.862 0.049 0.951 0.072* MICH-1 0.460 0.704
CHO1F02 19 12 3.4 0.685 0.702 0.660 0.211 0.789 0.042
CHO4F06 11 7 22 0.255 0.540 0.495 0.311 0.689 0.505***
Mean - 12 4.6 0.573 0.729 - - - 0.228*** Mean 0.560 0.656
Cumulative - - - - - - 7.2x107  >0.999 - - - -

Numero de genotipos observados (Go); Numero de alelos por locus (A), numero efectivo de alelos (Ae),
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He), contenido de informacién de polimorfismo (PIC),
probabilidad de coincidencia (C), poder de discriminacion (D) y coeficiente de endogamia (Fis). Ademas, el
cuadro incluye los valores de Ho y He para cada uno de los cinco grupos geograficos definidos a priori.

La heterocigosidad observada de los cinco grupos geograficos considerados a
priori oscilo entre 0.460 (MICH-1) y 0.645 (CHIS), mientras que la heterocigosidad
esperada oscilé entre 0.550 (MEX-MOR) y 0.747 (CHIS) (Cuadro 3). Para los
siete loci los sitios de microsatélites de secuencia etiquetada (STMS), la media

de los valores de la heterocigosidad esperada en los cinco grupos geograficos

112



fue 0.669 (Cuadro 3), y la heterocigosidad esperada total del grupo total de
accesiones fue 0.729 (Cuadro 3). Considerando la heterocigosidad esperada
como estimador de la biodiversidad, el 90.0% de la biodiversidad total se

encuentra dentro de los grupos geograficos y 10.0% entre ellos.

Estructura genética

El analisis de la distribucion de la biodiversidad basada en la heterocigosidad
esperada explicada antes, reveld que la mayor parte de la variabilidad se
encontrd dentro de grupos geograficos, y menos del 10 % se encontrd entre ellos.
Con el fin de explorar con mayor profundidad la estructura genética, se realizaron
tres andlisis mas. En primer lugar, se analiz6 la presencia de un patron
filogeografico (Cuadro 4). Los P-valores de la Rst global no fueron significativos
para todo el conjunto de loci analizados y no para cada locus excepto para
CHO5D04 (P<0.001). Esto indicé que no hay una sefal filogeografica dentro de
las poblaciones, ya que no es posible descartar la hipétesis nula de que alelos
distintos estan igualmente relacionados dentro de las poblaciones que entre ellos.
Ademas, el valor P de la pendiente (valores b-lin y b-log) de Rst (coeficiente de
parentesco dentro de la clase, basado en el tamario del alelo) por parejas no fue
significativo para ninguno de los loci y no para todo el conjunto de loci, lo que
indicé que no hay una senal filogeografica entre las poblaciones, como no es
posible descartar la hipotesis nula de que alelos distintos estan igualmente
relacionados entre poblaciones vecinas que entre poblaciones distantes. Esto
quizas se deba a que los pueblos que habitaban la regién geografica conocida
como Mesoameérica, principalmente de Valles Centrales que esta considerada
como uno de los centros de diversidad y endemismo mas importantes de México
(Rzedowsky, 1991), fueron puntos de convergencia de productos de diferentes
regiones climaticas para iniciar los intercambios comerciales con los grupos del
Altiplano Central, de la Costa del Golfo, de Oaxaca y el sur de México, en este
intercambio se tienen identificadas especies frutales tales como el tejocote

(texocotl), capulin (capollin), de climas templados y semifrios, (Longar et al.,
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2004; Toledo, 1998), una vez realizados estos intercambios y establecidas las
especies en las nuevas zonas podrian haber sufrido variaciones morfolégicas y
estructurales reflejan el alto grado de hibridacién como respuestas de adaptacion

a las diversas condiciones ambientales.

Cuadro 4. Valores P correspondientes a la prueba del patron filogenético (bajo la
hipétesis nula de que no hay patrdn filogeografico) de accesiones de tejocote
(Crataegus spp.) basado en el coeficiente de parentesco (Rst) por permutacién
de alelo (10000 permutaciones aleatorias).

Locus Valor P para Rst b-lin b-log

CHO05D04 0.0011** 0.4149 0.4918
CHO03D08 0.8716 0.5104 0.6201
CH04G04 0.8502 0.5612 0.4697
CHO3A02 0.2851 0.8707 0.7995
CHO05G07 0.0275 0.1767 0.1113
CHO1F02 0.1845 0.5652 0.4283
CHO4F06 0.2453 0.4988 0.5106
ALL LOCI 0.3885 0.9165 0.8588

**Altamente significativo; b-lin: distancia lineal de la pendiente; b-log: distancia
del logaritmo natural de la pendiente.

Se obtuvo un dendrograma entre los 5 grupos geograficos y otro que incluia los
valores atipicos (Figura 1). Se encontr6 que las accesiones de tejocote
estudiadas pertenecientes a las zonas de Chiapas y México-Puebla-Tlaxcala se
encuentran distanciadas de las otra tres, asi mismo se encuentran similitud con
la pera; mientras que Crataegus pinnatifida tiene mayor similitud con la manzana,
y finalmente el membrillo es el grupo ampliamente separado del resto de las

especies.
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_CHIS
MEX-PUE-TLAX
MEX-MOR
MICH-2
MICH-1

Pera

Manzana —|

Crataegus pinnatifida J

Membrillo

0.00

CHIS

4.60 9.20 13.79 18.39
Distance coefficient (Nei's 1978)

MEX-PUE-TLAX

MEX-MOR —

MICH-2 —

MICH-1

0.00

0.06 0.13 0.19 0.25

Distance coefficient (Nei's 1978)

Figura 1. Dendrograma de cinco poblaciones de Crataegus spp. del centro y sur

de México, generado a partir de la distancia Nei y el método de aglomeracion

UPGMA.

El analisis en la prueba del numero mas probable de agrupaciones genéticas

basadas en el valor modal de AK (Figura 2), indicé que el niumero mas probable

es dos. Ademas, el analisis de agrupamiento bayesiano confirmé la presencia de

dos grupos. La primera consistio principalmente en las accesiones de CHIS,

aunque también se incluyeron algunas de otras regiones en esta agrupacion y la

segunda agrupacion consistia principalmente en accesiones de otras regiones

distintas de CHIS, mientras que algunas de CHIS también se agruparon en esta

segunda agrupacion, Principalmente en el grupo MEX-PUE-TLAX.
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MICH-2

Figura 2. Inferencias bayesianas de los K aglomerados estimados por Structure
utilizando el modelo de vinculacion entre individuos de Crataegus spp.; los
conglomerados en cada analisis estan representados por colores, y los individuos

se representan como columnas.

En el caso de la caracterizacidon molecular, algunas accesiones se sumergieron
en grupos que incluian accesiones de otras especies. Una posible explicacion
para esto son los eventos de hibridacidén e introgresion (Seehausen, 2004), lo
cual ocurre entre varias especies, frecuentemente en regiones de simpatria o en
los limites de las zonas donde las especies se distribuyen y se ponen en contacto
unas con otras; esto ha sido reportado para especies de Crataegus de México

(Piedra-malagédn, Albarran-lara, Rull, Pifiero & Sosa, 2016).

El limite difuso entre las especies Crataegus, apoya la ventaja de analizar la

biodiversidad de los tejocotes por los grupos regionales, independientemente de
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las especies a las que se atribuyen las accesiones, cuando el propdsito es la

evaluacion de la biodiversidad global de este género.

De acuerdo con los valores obtenidos de heterocigosidad esperada, la mayor
parte de la diversidad genética se encontré dentro de las regiones geograficas
(90 %), y por lo tanto solo el 10 % se encuentra entre los mismos. Para una
especie Crataegus o un pequefio grupo de especies relacionadas, estudios
previos han demostrado que la mayor parte de la biodiversidad también se
encuentra dentro de sitios geograficos, es decir, el complejo C. rosei (Piedra et
al., 2016) y C. pontica (Rahmani et al., 2015). En nuestro caso la biodiversidad
dentro de una regién geografica no estaba relacionada con el numero de
especies putativas presentes en dicha region. Ciertamente, la heterocigosidad
esperada alcanzé el valor mas alto (0.747) en Chiapas (CHIS), donde el numero
de especies que ocurrieron también fue el mas alto, ya que las 11 especies
estaban presentes en esa region, y cinco de ellas eran exclusivas (C. tracy, C.
sulfurea, C. stipulosa, C. baroussana y C. aurescens). Sin embargo, la
heterocigosidad esperada de la zona correspondiente a MEX-PUE-TLAX fue muy
similar (0.705) a la de Chiapas, con so6lo seis especies y la de Michoacan Oriental
(MICH-1) fue de 0.704 con solo tres especies. Ademas, siendo Chiapas mas rico
en especies putativas. Nuiez-Colin et al. (2008) midieron una mayor
biodiversidad en una muestra de Puebla que en una de Chiapas, aunque en esa
ocasion la biodiversidad se midi6 sélo con caracteristicas morfologicas y el

numero de accesos por sitio geografico fue menor.

Por un lado, la prueba filogeografica de acuerdo con Hardy et al. (2003) revelaron
la ausencia de un patrén filogeografico. Los tejocotes del Banco de Germoplasma
de Tejocote de la UACh son predominantemente poliploides, con reproduccion
apomictica y vegetativa como la mayoria de las especies Crataegus americanas
(Dickinson, 2007, Dickinson et al., 2008). Lo et al. (2009, 2012) corroboraron con
dos especies americanas de Crataegus, una apdcrifa poliploide y la otra diploide

sexual, que en las plantas partenogenéticas apomicticas, la variacion no esta
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geograficamente estructurada, sino distribuida en una escala geografica mas
amplia, lo que podria explicar la falta de una patron geografico de biodiversidad
observado. Ademas, Lo et al. (2009) también demostré que la apomixis poliploide
es compatible con el mantenimiento de una alta variabilidad genética, pero
también con la extension de genotipos a través de las distancias geograficas
extensas, que podrian explicar los niveles altos de la biodiversidad encontrada
en los tejocotes mexicanos analizados.

Sin embargo, a pesar de la ausencia de un patrén de biodiversidad
geograficamente estructurado, hay signos de diferenciacion en el grupo de
Chiapas del resto; el numero mas probable de grupo (K) fue 2, y el grupo
bayesiano definid dos grupos principales; En ambos casos el primer grupo
consistié principalmente en las accesiones de CHIS, pero con algunas
accesiones de los otros grupos, mientras que los segundos grupos consistieron
principalmente en accesiones del resto de los grupos pero con algunas
accesiones de Chiapas. Esto podria deberse a incursiones de materiales de
MEX-PUE-TLAX en CHIS y viceversa como ya se informo por Nufiez-Colin et al.
(2008) y Nieto-Angel et al. (2009). Segun datos del pasaporte del Banco de
Germoplasma de Tejocote de la UACh y un trabajo previo de Nunez-Colin et al.
(2008), las accesiones de Chiapas con frutos mas grandes y mas sabrosos,
pertenecientes a C. mexicana y C. gracilor, probablemente fueron traidas de
otras partes de México, y por el contrario algunas plantas de Chiapas fueron
llevadas a otras partes de México por inmigrantes Chiapas. Este intercambio de
material genético de origen antrépico podria conducir a una incesable variabilidad
y eventualmente a un posible desarrollo de nuevos taxa, ya que la hibridacion es
muy comun en Crataegus y ha conducido a una expansion rapida en este género
(Zheng et al., 2014; Lo & Donoghe, 2012).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con nuestros resultados, el uso de técnicas de marcadores
moleculares de tipo SSRs, es un buen marcador de ADN para determinar la
variabilidad genética, asi como para el estudio de variaciones inter e intra-

especificas en Crataegus spp.

Todos los loci transferibles fueron polimorficos y la mayoria de ellos tenian altos

valores de polimorfismo.

Con base en nuestros resultados, se encontraron tres grupos genéticos

diferentes en el centro de México.

La falta de estudios comparables (es decir, el uso de marcadores similares sobre
escalas geograficas similares) significa que es algo dificil poner en contexto los

niveles de diversidad observados en el presente estudio.

El intercambio de material genético de origen antrépico podria conducir a un
incrementovariabilidad y eventualmente a un posible desarrollo de nuevos taxa, ya que
la hibridacién es muy comun en Crataegus y ha conducido a una radiacion rapida en

este género.
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Apéndice 1.

Alelos detectados para cada locus SSR, que indica el tamafo de los alelos en pares de bases en

cada uno de los 7 loci en las 56 accesiones. También se indica el grupo geografico de

pertenencia, y el nivel de ploidia obtenido por citometria.

) Grupo A(CHOSD04)  A(CHO3DOS)  B(CHO4GO4)  C(CHO3A02)  C(CHOSGO7)  D(CHOIF02)  E (CHO406)
Accesion Geogréfico
Al A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3
4 ws Ty T e YTy 5T Yy ¥y 7
5 cHis 1 v 15 1 535 12 1 s 1 15
6 oHis 16 17 16 16 5 15 13 15 14 15 17 16 16 17 15 15
9 4 3 9 1 9 2 7 7 07 1 1 1 7 6 8
. cHis 16 17 16 16 15 12 15 16 14 15 16 15 16 17 15 16
4 0 3 7 9 8 9 1 7 8 5 8 1 7 8 2
10 s g s T 77 Ty %
13 CHIS P 1 1 2o U 5151 15
15 CHIS 196 147 146 196 135 155 182 123 174 125 116 136 126 146
16 CHIS 107 157 107 155 116 136 174 166 135 136 175 195
18 CHIS 186 157 136 186 135 195 182 11‘5 125 186 135 116 165 185
19 CHIS P 1 5 2o U 51511 15
20 CHIS 107 157 136 107 115 195 182 105 174 156 116 165 106
2 CHIS oo P uos 2o U 5511 535
2 MEX PUE 137 157 146 155 172 106 174 186 116 136 165
2 MEX PUE 196 196 136 196 195 182 123 174 125 105 107 185 106
2% MEX PUE 196 157 136 155 182 125 186 116 136 165
27 CHIS P P 15 515 15 w1 R
28 MEX PUE 195 195 147 136 155 195 106 126 136 186 116 136 165
38 MEX PUE 196 157 136 155 182 125 186 195 116 165
39 MEX PUE 137 137 136 155 195 125 127 116 165
4 MEX PUE 137 157 146 115 155 182 174 176 116 1; 165
a3 CHIS 196 147 136 195 123 174 116 156 116 177 165 185 105
! CHIS 196 147 196 136 182 115 176 115 165
50 MEX PUE 196 157 136 195 182 125 176 126 165
51 CHIS P 1 15 15 U551 15
& A A T v 2 5 5 6 1 1
54 MEX PUE 186 137 157 146 186 155 165 136 186 116 1; 165 185
55 MEX PUE 196 147 136 196 155 182 105 174 125 176 116 136 165 175
56 MEX PUE 186 157 136 196 106 182 125 186 195 116 175
63 MEX PUE 186 157 196 155 175 172 166 125 175 136 175
64 MEX PUE 186 137 157 152 136 135 172 135 176 105 1; 175 185
65 MEX PUE 186 157 136 117 164 195 165 185 174 125 116 136 175
66 vexpue 17 15 15 5515 121 51 1 1 1 15
69 CHIS ooy 1 15 21 RN 15
7 CHIS P P 555 15 ot B o w1
78 CHIS 186 157 136 155 182 123 174 1‘;5 127 116 176 165 185
83 CHIS 186 157 126 196 135 155 175 182 185 125 176 126 165
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- A(CHOSDO4)  A(CHO3D0S)  B(CHOAGO4)  C(CHO3A0Z)  C(CHOSGO7)  D(CHOLF02)  E (CHO4FOB)
Accesion Geogrgﬁco
Al A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3 AL A2 A3
% 7 % 16 5 15 2 5 % 15 16 16 16 5
8 MEX PUE 9 5 3 9 3 5 8 3 7 2 7 1 3 6
% 17 6 17 16 15 16 16 16 16 5 15
100 MEX PUE 9 4 9 2 0 2 3 8 13 6 7
6 17 6 17 5 15 2 16 16 14 15 16 16 16 15
ATEX02 MEX PUE 9 4 9 2 3 5 8 0 2 7 2 7 1 3 7
% 17 6 16 5 15 2 16 14 15 16 16 16 15
ATEX05 MEX PUE 9 5 3 9 3 5 8 1 7 2 7 1 3 6
6 17 16 15 2 16 15 16 16 16 15
ATEX06 Mexpue T Y . . 21 A .
% 17 17 16 5 15 16 16 16 15
CALPOL mexpoe @ YUK o . s p
6 17 16 5 15 5 16 15 15
COABO3 MEXMOR ¥ ] . o o o p
% 17 16 5 15 55 16 14 16 16 16 15
COABO6 MExmor 10 ] . ook o X . s p
% 17 17 16 5 15 2 15 5 16 15 16 15
COABO7 MEXMOR Qg 3 5 3 5 7 8 0 2 7 9 1 6
16 17 16 5 15 16 16 16 16 15
COAB09 MExmor %] . o . ¢ s p
1717 16 15 15 16 15 16 15
DOAROL mexpue U Y . . . . o p
% 17 16 5 15 16 16 15
MEX0L MExmor 10 ] . o s p
6 17 16 5 15 16 16 15
NANAG2 Mexpue T Y . e . . p
16 5 15 15 14 16 16 16 5 15
SINPO2 MICH-2 . o v o . s o
6 17 16 5 15 15 5 16 16 16
SINPO3 MICH-2 o . e . o s
% 17 16 5 15 6 16 14 16 16 16 15
SIvR02 MICH-2 8 5 3 5 7 0 2 9 7 13 6
6 17 16 15 15 15 16 16 16 16 16 16 5 15
TEXMO1 MEX PUE 8 5 3 5 7 9 0 1 3 8 13 6 6
517 16 5 15 6 16 55 16 16 15
UCARD3 MICH-1 > . o o X > A p
517 16 15 6 16 16 16 15
UCAR08 MICH-1 > . . s . . p
5 15 55 16 16 15 16 5 16
UCARO9 MICH-1 o o X . o o
Crataegus 6 16 6 16 14 15 17 15 16 14 15 16 16 15
pinnatifida 6 9 3 6 9 2 3 8 0 7 6 2 4 7
5 15 2 13 16 15 13 13 5 16 16 16 17 15
Manzana 5 5 5 1 3 9 3 5 3 0 4 9 9 7
Membiilo 5 15 15 16 15 17 14 55 15 5 17 18 18 5 15
5 7 9 3 8 0 6 7 9 0 0 0 2 17
pera 5 15 2 12 15 55 15 15 15 16 16 15
4 5 13 5 2 7 3 6 2 2 6
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