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RESUMEN GENERAL

PREDICCION DE CARACTERISTICAS ELITE COMO BASE PARA EL
MEJORAMIENTO DE TEJOCOTE (Crataegus spp.)

Algunas especies mexicanas de Crataegus L. (tejocote) ocurren en sitios donde
presiones ambientales especificas han generado adaptaciones que pueden ser
Gtiles en programas de mejoramiento genético. El objetivo de este trabajo fue
identificar genotipos con rasgos adaptativos a estrés abidtico aplicando las
aproximaciones de caracterizacion predictiva (CP). Primero se determinaron al
menos 26 escenarios abiodticos adaptativos para cada una de las 16 especies
mexicanas de tejocote. Los cuales fueron definidos por las tres variables mas
importantes en cada componente ecogeografico (bioclimético, edafico y
geofisico) que explican la distribucion de cada especie. Permitiendo identificar
asi las condiciones ambientales que prefieren y aquellas que pudieran conferirles
algln rasgo adaptativo de interés. Posteriormente, se evalud la tolerancia a
sequia en 25 accesiones de C. mexicana a través de la respuesta de ocho
variables fisiol6gicas y cuatro morfologicas, identificAndose cinco accesiones
tolerantes a estas condiciones. Entre sus principales caracteristicas destacan
menor altura de planta, menor area foliar, alta tasa fotosintética y alta
conductividad hidraulica. Estos hallazgos se utilizaron para evaluar el desempefio
del siguiente método de prediccién. Donde aplicando la aproximacién de filtrado
ecogeografico de CP se selecciond un subconjunto de ocho poblaciones con
potencial tolerancia a sequia a partir de 544 poblaciones y 37 accesiones de C.
mexicana no evaluadas, reduciendo asi costos, tiempo y trabajo humano al no
evaluar agronémicamente para este rasgo todas las accesiones y poblaciones.
La sensibilidad y poder predictivo de esta aproximacion fueron 0.6 y 0.52,
respectivamente, las cuales estuvieron ligeramente encima de lo esperado al
azar. Podrian incrementar al incluir otras variables que representen de manera
mAas rigurosa las condiciones de sequia que las plantas experimentan, tales como
la relacion entre precipitacién y evapotranspiracion potencial. EI subconjunto
seleccionado puede ser utilizado en el mejoramiento de portainjertos tolerantes
a sequia para la misma especie y para otras especies compatibles.

Palabras clave: estrés abibtico, portainjerto tolerante a sequia, estrés por
sequia, cultivo subutilizado, agrobiodiversidad, caracterizacion ecogeografica.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Karina Sandibel Vera Sanchez
Director de Tesis. Dr. Raul Nieto Angel



GENERAL ABSTRACT

PREDICTION OF ELITE TRAITS AS A BASIS FOR THE IMPROVEMENT OF
MEXICAN HAWTHORN

Some Mexican species of Crataegus L. (Mexican hawthorn) occur at sites where
specific environmental pressures have generated adaptations useful in breeding
programs. The aim of this study was to identify genotypes with adaptive traits to
abiotic stress by applying predictive characterization approaches. First, at least
twenty-six adaptive abiotic scenarios were generated and characterized for each
one of the sixteen Mexican hawthorn species. These scenarios were defined by
the three most important variables in each ecogeographical component
(bioclimatic, edaphic, and geophysical) that explain the distribution of each
species, thus, allowing to identify the preferred and marginal environmental
conditions that could confer them some interesting adaptive traits. Next, drought
tolerance was evaluated in twenty-five accessions of C. mexicana through the
response of eight physiological and four morphological variables, identifying five
drought-tolerant accessions. Their main characteristics were lower plant height,
smaller leaf area, high photosynthetic rate, and high hydraulic conductivity. These
findings were used to assess the next performance. In this, using the
ecogeographic filtering approach of predictive characterization, a subset of eight
populations with potential drought tolerance was selected from a no evaluated set
of thirty-seven accessions and 544 populations of C. mexicana, meaning less
costs, time, and human labor by not agronomically evaluating all accessions and
populations for this trait. The sensitivity metric of 0.6 and predictive power of 0.52
of this approach were slightly above random expectations. Therefore, it is
suggested to include other variables that more rigorously describe the drought
conditions suffered by plants, through approximations of water balance between
precipitation and potential evapotranspiration. The selected subset could be used
in the improvement of drought-tolerant rootstocks for use in Crataegus spp. or
other compatible species.

Key words: abiotic stress, drought-tolerant rootstock, drought stress,
underutilized crop, Mexican agrobiodiversity, ecogeographical characterization.

Thesis for Sciences Doctorate in Horticulture, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Karina Sandibel Vera Sanchez
Advisor: Dr. Raul Nieto Angel
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

El cambio climatico un sistema dindmico y multifacético de alteraciones
ambientales que afectan los componentes bibticos y abidticos del mundo
(Chaudhry & Sidhu, 2022). Las tendencias indican un incremento en la
temperatura media global y en la concentracion de CO2 (UNDP, 2022). Lo que
resultara en eventos climaticos extremos como sequias, olas de calor, frentes
frios, incendios forestales, huracanes, inundaciones y alteraciones abruptas en
los patrones de precipitacion (Fawzy et al., 2020; Malhi et al., 2021; UNDP, 2022).
Estos cambios representan una amenaza importante para la supervivencia de los
sistemas agricolas y para la seguridad alimentaria (Arora, 2019; Malhi et al.,
2021). ElI cambio climatico tiene tanto impactos positivos como negativos en los
sistemas agricolas. Los negativos superan a los positivos porque en su mayoria
no son favorables para el crecimiento y el desarrollo de las plantas, provocando
estreses bidticos y/o abidticos (Zhu, 2016; Skendzic et al., 2021). El incremento
de la propagacion de plagas y enfermedades, asi como cambios en la flora de
malezas son ejemplos de estrés abidtico. Mientras que el estrés abidtico se
refiere a los factores ambientales que alteran los procesos fisiologicos y
metabdlicos de las plantas. Tales como salinidad, calor, sequia, deficiencia de
nutrientes, exceso de metales como aluminio o cadmio, asi como afectaciones a
las poblaciones microbianas y a las actividades enziméticas en el suelo (Aryal et
al., 2020; Skendzic¢ et al., 2021; Chaudhry & Sidhu, 2022).

El estrés por sequia es uno de los mas severos para la agricultura, se considera
la causa principal de la pérdida de mas de 50 % de los principales cultivos de
interés agricola en el mundo (Wang et al., 2018; Deepak et al., 2019; Song et al.,
2020). En primer lugar, por el papel vital que desempefia el agua en los procesos
metabdlicos de la planta (Nadeem et al., 2019; Seleiman et al., 2021). En
segundo lugar porque la agricultura utiliza mas del 70 % del agua dulce en el
mundo y se estima que este consumo aumentara a medida que el clima global

se vuelve mas seco y calido (FAO, 2017).



Este estrés induce significativos cambios morfolégicos, bioquimicos, fisiologicos
y moleculares en las plantas, afectando su desarrollo, su rendimiento y su calidad
(Seleiman et al., 2021). La etapa de crecimiento, la edad, la especie y, sobre
todo, la gravedad y la duracion de la sequia son los factores clave que influyen
en la respuesta que las plantas pudieran tener ante un entorno con déficit de
agua (Nadeem et al., 2019). La plantas que tengan mayor potencial genético para
los mecanismos de defensa tendrdn mas probabilidades de tolerar, escapar y/o
evitar las consecuencias negativas del estrés en sus funciones fisiolégicas, y en
menor 0 mayor medida para crecer, desarrollarse y sobrevivir (Abobatta, 2019;
Hatfield & Dold 2019; Teklic et al., 2021). Los efectos de la sequia en la
agricultura se agravan por el agotamiento de los recursos hidricos, al aumento
de la demanda de alimentos debido a un alarmante crecimiento de la poblacion
mundial, asi como a las nuevas preferencias y tendencias de los consumidores

gue buscan alimentos funcionales (FAO, 2017; Nair et al., 2023).

La demanda de variedades resilientes y adaptadas a las nuevas condiciones
ambientales y sociales ha llevado a los fitomejoradores a buscar estrategias cada
vez mas rapidas para la seleccion y obtencion de nuevos cultivares (Anderson et
al., 2020; Pourkheirandish et al., 2020). Estos cultivares no sélo deben ser
altamente rendidores ante los efectos del estrés abiotico, sino que deben tener
genes de tolerancia a plagas y enfermedades y ademas, cualidades de valor
alimenticio, industrial y medicinal (Pourkheirandish et al., 2020; Nair et al., 2023).
Lo que ha llevado al desarrollo de diferentes tecnologias para el fitomejoramiento
genético, que van desde el perfeccionamiento de las metodologias
convencionales hasta el uso de la biotecnologia para la seleccién asistida,
edicion genética e induccion de mutaciones (Jorasch, 2020; Anter, 2023; Nair et
al., 2019). Con estas tecnologias se han desarrollado cultivares comerciales no
s6lo con alta productividad y mejores caracteristicas, sino también, con alta
homogeneidad genética (Khoury et al., 2014; Anter, 2023). Los cultivares
modernos han desplazado a los tradicionales, deteriorando la diversidad genética
y limitando la capacidad de adaptacion de la agricultura a las nuevas condiciones

del cambio global (Swarup et al., 2021).



Ante esta situacion surge la necesidad de caracterizar, evaluar y conservar los
recursos fitogenéticos como fuente de genes de programas de mejoramiento que
buscan adaptaciones a estrés abibtico, bidtico y con otras cualidades de interés
agricola y social (Ebert & Engels, 2020; Bohra et al., 2022). Para facilitar la
utilizacion de estos recursos es necesaria la caracterizacion de su variabilidad
genética de valor adaptativo, ya sea con procedimientos de caracterizacion y
evaluacion fenotipica, con tecnologias novedosas como la gendmica,
epigendmica, transcriptémica, metabolomica y fenotipado de alta precision o con

caracterizacion predictiva.

La caracterizacion predictiva es un método emergente de caracterizacion de
poblaciones, accesiones, colecciones y sitios de conservacion, que ademas de
incrementar la utilizacién de los recursos fitogenéticos ya sea in situ o ex situ,
también requieren de menor infraestructura financiera y humana que las
anteriores (Thormann et al., 2016; Bhora et al., 2022). Esta técnica requiere de
los datos ecogeograficos asociados con los sitios de recoleccién o de ocurrencia
para cuantificar las asociaciones rasgo-ambiente y proveer informacion a priori
sobre parientes silvestres de cultivos (CWR) o variedades locales (VL) con mayor
probabilidad de contener rasgos adaptativos que si se seleccionan al azar
(Thormann et al., 2016; Bhora et al., 2022). Esta aproximacion se basa en que la
evolucién de los rasgos adaptativos de las plantas es el resultado de las
presiones de la seleccion natural operando sobre la diversidad de PSC/VL
creciendo o desarrollandose en un ambiente especifico, los cuales poseeran un
conjunto de caracteristicas moldeadas por las presiones de seleccién Unicas de
esos ambientes (Mackay et al., 2004; Bari et al., 2012; Thormann et al., 2016).
Los primeros estudios de caracterizacion predictiva surgen con el nombre de
Estrategia de Identificacion Enfocada de Germoplasma, FIGS, por sus siglas en
inglés (Focused Identification of Germplasm Strategy). FIGS es una metodologia
inicialmente disefiada para identificar germoplasma de VL con tolerancias
abidticas y resistencias bidticas con mayor probabilidad de éxito que si se
seleccionaran al azar, en funcién de las caracteristicas ambientales de los sitios
de recoleccion (Mackay et al., 2004; Mackay et al., 2005; Bari et al., 2012).



Su utilidad fue demostrada con la identificacion el gen de resistencia al mildia
polvoso del trigo harinero bajo la evaluacion de un subconjunto de variedades
locales previamente seleccionado con FIGS (Bhullar et al., 2009). De igual forma,
se identificé una fuerte asociacién entre la distribucién geogréfica de los genes
de resistencia de la roya del tallo y la roya rayada, y las variables ambientales de
los sitios de recoleccion de VL de trigo, permitiendo la prediccién precisa de
nuevas fuentes de resistencia (Bari et al., 2012; Bari et al., 2014; Elbasyoni et al.,
2019). FIGS ha facilitado el descubrimiento de valiosos rasgos de resistencia en
trigo y cebada, principalmente (Endresen et al., 2011; Vikas et al., 2020) y de
adaptacion a estrés abiotico en haba y soya (Khazaei et al., 2013; Haupt &
Schmid, 2020). FIGS se basa en la asociacion de rasgos bioticos o abioticos con
sus sitios de recoleccion, principalmente de variedades locales de cultivos
mayores. A partir de este enfoque se adaptan las dos aproximaciones de
caracterizacion predictiva, la de filtrado ecogeografico y la de calibracion (Figura
1.1). Estas aproximaciones se han desarrollado para ser aplicados tanto para
PSC como para VL de cultivos menores (Thormann et al., 2014; Thormann et al.,
2016), bajo el argumento de que PSC son una importante fuente de variacion
genética de valor adaptativo ya que son plantas estrechamente vinculadas a las
cultivadas y que a lo largo de su historia evolutiva han adquirido adaptaciones
tanto a los ambientes fisicos como a los estreses bidticos a los que se han
enfrentado (Bohra et al., 2022). Debido a su evolucion en condiciones naturales
la asociacién entre el medio ambiente y las caracteristicas de valor adaptativo es
mas fuerte que en variedades cultivadas o variedades locales (Nair, 2019; Perrino
& Perrino, 2020).

La aproximacion de filtrado ecogeografico solo requiere de las coordenadas de
los sitios de recoleccién o de ocurrencia, combina la distribucién espacial del
taxon objetivo con la caracterizacidbn ecogeografica de esos ambientes que
probablemente estan generando presion de seleccion para el rasgo objetivo y
posteriormente se filtran las ocurrencias para ese rasgo (Thormann et al., 2014).
Posteriormente, si se desea que el conjunto seleccionado con el rasgo objetivo

se distribuya en diferentes categorias ecogeograficas, se construye un mapa de
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caracterizacion ecogeografica de terreno (ELC, por sus siglas en inglés)
amplificando asi la diversidad adaptativa general como una aproximacion mas
amplia de la diversidad genética. El mapa ELC debe construirse para cada taxon
utilizando las variables bioclimaticas, edéaficas y fisicas mas relevantes para su
adaptacion, representando los ambientes 0 escenarios adaptativos presentes en
el territorio estudiado (Parra-Quijano et al., 2012; Parra-Quijano et al., 2021). Esta
aproximacion de filtrado ecogeogréfico se aplicé a cuatro géneros en Europa,
donde se identificO un conjunto de ocurrencias de Avena spp. tolerantes a la
toxicidad por aluminio, uno de Beta spp. tolerante a sequia, uno de Brassica spp.
tolerante a salinidad y sequia y uno de Medicago spp. tolerante a congelacion
(Thormann et al., 2016). Recientemente se utiliz6 para identificar 13, 1 y 21
poblaciones de cuatro especies silvestres de lenteja (Lens spp.) en Europa,
potencialmente tolerantes a salinidad, sequia y a inundaciones, respectivamente
(Rubio et al., 2022).

La aproximacion de calibracion se aplica cuando ya se ha evaluado una
proporcion de una coleccion con el rasgo de interés. También se utilizan los datos
ecogeograficos de los ambientes donde el germoplasma fue recolectado o donde
ocurren las poblaciones in situ. Esta aproximacion identifica las relaciones
existentes entre el rasgo de interés y el ambiente, con base en ello se calibra el
modelo predictivo a través de un algoritmo. Este algoritmo se aplica al
germoplasma o a las poblaciones in situ que no han sido caracterizadas y que,
de acuerdo con el modelo, posiblemente tienen alta probabilidad de contener una
adaptacién genética para el rasgo de interés (Thormann et al., 2016). La utilidad
de esta aproximacion se demostrd6 con la prediccion exitosa del estado
acianogeénico de poblaciones de Trifolium repens L. después de un filtrado a nivel
mundial (Garcia et al., 2019). Asi mismo, en Europa Rubio et al. (2022) lograron
identificar 30 poblaciones de cuatro especies silvestres de lenteja (Lens spp.)

potencialmente resistentes a la roya.
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Figura 1.1 Aproximaciones de calibracion y filtrado ecogeografico de
caracterizacion predictiva aplicada a poblaciones/accesiones de parientes
silvestres de cultivos y variedades locales. Fuente: Adaptada de Rubio et al.
(2019).

En México aun no hay estudios que utilicen metodologias de caracterizacion
predictiva, por lo que en el presente trabajo se aplicé a Crataegus mexicana
conocida comunmente como “tejocote”. Aunque todavia no hay un consenso
definitivo, de este género se distribuyen aproximadamente 16 especies en este
pais (Phipps, 1997; Nufez-Colin & Hernandez-Martinez, 2011, Villasefior, 2016;
Rzedowski, 2021), de las cuales solo tres son cultivadas a escala limitada (C.
mexicana, C. gracilior y C. rosei) (Rzedowski, 2021; SIAP, 2022). Los frutos de
la mayoria de las especies se consumen cuando se recolectan de los arboles que
crecen de forma silvestre, por lo que es considerado un frutal subutilizado y de

recoleccion (Rzedowski, 2021; Vera-Sanchez et al., 2021).



Ademas, cinco de estas especies (C. aurescens, C. cuprina, C. grandifolia, C.
johnstonii y C. lindenii) estan catalogadas globalmente como “en peligro” (EN)
bajo los criterios de la IUCN Red List (IUCN, 2022). Para la mayoria de las
especies se han realizado trabajos de caracterizaciébn morfologica (Nieto-Angel
et al.,, 2009; Velasco-Hernandez et al., 2017), molecular (Nufiez-Colin et al.,
2011; Piedra-Malagon et al., 2016; Betancourt-Olvera, Nieto-Angel et al., 2018;
Betancourt-Olvera, Pérez-Lainez et al., 2018), fitoquimica (Garcia-Mateos et al.,
2012; Gonzalez-Jiménez et al. 2018; Pérez-Lainez et al., 2019), actividad
bioldgica (Reyes-Becerril et al., 2019; Maldonado-Cubas et al., 2020; Robles-
Botero et al., 2020; Ornelas-Lim et al., 2021) y analisis espaciales de diversidad
y conservacion (Nufez-Colin et al., 2008; Nufiez-Colin, 2009; Nufiez-Colin et al.,
2012; Vera-Sanchez et al., 2021) Sin embargo, todavia no se han caracterizado
o evaluado sus caracteristicas de valor adaptativo para condiciones abibticas, ni

se han utilizado aproximaciones ecogeograficas para Crataegus L. en México.

Esta tesis se concibié con el objetivo de identificar poblaciones de tejocote que
contengan rasgos adaptativos a condiciones del cambio climético global, como
una base para programas de mejoramiento genético y de una estrategia de
conservacion a nivel nacional. Para ello, se establecieron tres objetivos: 1)
Determinar y caracterizar los escenarios adaptativos en los que ocurren las
especies de Crataegus L. en México. 2) Seleccionar accesiones de C. mexicana
tolerantes a estrés por sequia. 3) Seleccionar poblaciones y accesiones de C.
mexicana con potencial tolerancia a sequia mediante la aproximacion de filtrado

ecogeogréfico de caracterizacion predictiva.

El primer objetivo se desarrolla en el Capitulo Il. Utilizando herramientas
ecogeograficas y estadisticas se caracterizaron las variables ecogeograficas mas
importantes que explicaron la distribucibn de cada especie mexicana de
Crataegus L. Con base en ello se buscaron patrones de diversidad ecogeogréfica
como una aproximacion de su diversidad genética. Asi mismo se determinaron
los diferentes escenarios ambientales que cada especie prefiere y cuales son

aguellos que les pudieran generar algun rasgo de adaptacion a estrés abiotico.



Bajo la hipétesis de que la evolucion de los rasgos adaptativos de las plantas es
el resultado de las presiones de la seleccion natural operando sobre su diversidad
en un ambiente especifico, las cuales poseeran un conjunto de caracteristicas

moldeadas por las presiones de seleccion Unicas de esos ambientes

El segundo objetivo se desarrolla en el Capitulo Ill, donde se describe la
evaluacion de la tolerancia a sequia de 25 accesiones de C. mexicana
establecidas en el Banco de Germoplasma de Tejocote, con el objetivo de
identificar aquellas que muestren una respuesta positiva o bajo impacto en las
variables fisiologicas y morfologicas medidas durante el periodo de sequia
inducida. Ya que se ha documentado que C. mexicana puede desarrollarse en
condiciones adversas de poca humedad y altas temperaturas (Phipps, 1997,
CONABIO, 2023)

El tercer objetivo se desarrolla en el Capitulo 1V, el cual detalla la aplicacién de
la aproximacion de filtrado ecogeografico de caracterizacion predictiva para
identificar poblaciones/accesiones de C. mexicana con potencial tolerancia a
sequia utilizando el indice de aridez de De Martonne, bajo el supuesto de que
existe una asociacion entre su nivel de aridez y su tolerancia a sequia. Puesto
gue alo largo de su historia evolutiva ha adquirido adaptaciones a las condiciones

de sequia a las que se ha enfrentado.
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CAPITULO Il

ECOGEOGRAPHIC DIVERSITY ANALYSIS AND ABIOTIC ADAPTATIVE
SCENARIOS FOR MEXICAN HAWTHORN SPECIES

ABSTRACT

Lately, the use of environmental data to estimate genetic variation has received
significant attention. Together with modelling tools, these data have helped in
characterization and selection of germplasm for use in breeding and prioritizing
conservation. From a dataset of 1,272 records of 16 Mexican hawthorn species
(Crataegus spp.) and fifty-eight variables, relevant variables set explaining their
distribution was identified, an ecogeographic diversity analysis was conducted,
and their abiotic adaptative scenarios were determined for each species. The
distribution of this species was influenced by eleven bioclimatic, ten edaphic, and
six geophysical variables. But each species distribution was explained for a set of
the most important three variables of each type. Although one variable affected
more than one species distribution, no distribution was defined by the same
variables set. Based on relevant variables characterization, no spatial pattern of
high ecogeographic diversity was found in any species, it could be attributed to
reproductive complications of this genus. Therefore, it is proposed to conduct
additional studies from the genetic and phylogenetic focus, because the
ecogeographic approach was not sufficient to explain the genetic variability of
Mexican hawthorn species. For each, at least twenty-six ELC (ecogeographical
land characterization) categories or abiotic adaptative scenarios were
determined. Crataegus mexicana and C. rosei were over a wide range of
ecogeographic conditions as an expression of phenotypic plasticity because
these species occurred in 60 % of their environments. The species C. tracyi
occurred in three, C. lindenii and C. nelsoni occurred in two categories. Restricted
adaptation to specific environments allowed to conclude C. tracyi and C.
greggiana could be potentially tolerant to aluminum and manganese since this
species preferred sites with a low pH in subsoil (>5).

Key words: Crataegus, ecogeographic characterization, underutilized crop,
tejocote, Mexican fruit.
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INTRODUCTION

Genus Crataegus is the fourth most represented of the family Rosaceae in Mexico
(Rzedowski, 2021). Mostly occurring in mountain areas with temperate climates
(Phipps, 1997; Nufez-Colin et al., 2012). Nearly associated with oak (Quercus
spp.) and pine (Pinus spp.) vegetation (Phipps, 1997). To date, there is no
consensus on the number of species recognized in Mexico given its taxonomy
reported as one of the most complex among vascular plants (Nufiez-Colin &
Herndndez-Martinez, 2011; Emami et al., 2018). It is due to reproductive
complications such as polyploidy, sterile masculine agamospermy, hybridism,
apomixis, pseudogamy, and gametophytic self-incompatibility (Phipps, 20083;
Dickinson et al.,, 2007; Talent & Dickinson, 2007; Dickinson et al., 2008).
According to different taxonomic studies and plant lists (Phipps, 1997; Nufez-
Colin & Hernandez-Martinez, 2011; Villasefior, 2016; Rzedowski, 2021), this
genus comprises around sixteen species from which ten are considered endemic.
The species C. mexicana, C. gracilior, and C. rosei present a very wide
distribution (Phipps, 1997; Piedra-Malagoén et al., 2016; Tropicos, 2021; IUCN,
2022), while C. aurescens, C. cuprina, C. grandifolia, C. johnstonii, and C. lindenii
are species with very restricted distribution, even globally assessed as
Endangered (EN) under the Red List IUCN criteria (IUCN, 2022). The species are
listed in Table 2.1. At a global level, Crataegus species are commonly called
“hawthorn;” for Mexican people, it is known as “tejocote” (Phipps, 1997). Their
fruits have a significant cultural and economic value during the December holiday
season. Also, people use fruits for human consumption in marmalades or jam, in
the food industry as a source of pectins and vitamin C, and sometimes use plants
as rootstocks (Phipps, 1997; Nieto-Angel, 2007). Although the Mexican hawthorn
is an underutilized crop usually considered wildcrafting fruit (Nieto-Angel, 1992),
the species C. mexicana, C. gracilior, and C. rosei are already cultivated and
commercialized on a limited scale (Nieto-Angel, 1997; Rzedowski, 2021; SIAP,
2022).
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Spatial analyses of Mexican hawthorn have been conducted to pattern their
distribution based on climate change (Nufiez-Colin et al., 2012), to define priority
collecting areas based on species richness (Nufiez-Colin, 2009), and to prioritize
areas for in situ conservation (Vera-Sanchez et al., 2021). Using only temperature
and precipitation variables, Nufiez-Colin et al. (2008) determined three
ecoclimatic zones of Crataegus spp. distribution were identified, temperate
climate, semi-desert to desert climates, and subtropical climate. However, studies
about diversity hotspots and adaptative scenarios from an ecogeographical
approach have not been realized until now for this genus. An ecogeographical
analysis includes the combination of bioclimatic, geophysical, and edaphic
variables and together represent the abiotic factors affecting plant development
from the agronomic focus (Parra-Quijano et al., 2011). The ecogeographic
diversity is determined based on ecogeographical information from the growth site
of an individual plant or plant population, directly related to the process of
adaptation to the abiotic environment often considered in studies of crop
adaptation. The spatial analysis of ecogeographical data can contribute to the
detection of distribution patterns and genetic diversity hotspots. Since genetic
data are expensive and time-consuming to obtain, freely available environmental
and geographic variables can be used as effective surrogates for genetic data in
conservation planning because the spatial patterns of environmental and
geographic variation are correlated, respectively, with adaptive and neutral
genetic variation (Hanson et al., 2017; N. Di Santo & Hamilton, 2021). Their
representation in maps facilitates the interpretation and makes them powerful
tools beneficial for prioritizing future collecting and conservation efforts (Parra-
Quijano et al.,, 2012a; Thomas et al, 2012). On the other hand, an
ecogeographical land characterization (ELC) map helps to determine different
adaptive scenarios of a particular species or group of species in a targeted
territory. It represents the different ecogeographic conditions in which these
species occur, using variables of high importance for the distribution of target
species likely to be determinants for the adaptive environment (Parra-Quijano et
al., 2012b).
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Both ecogeographic diversity and ELC maps matched with other analyses have
been applied in diverse studies around the world to prioritize efforts for in-situ and
ex-situ conservation strategies and to address the use of plant genetic resources.
Some examples are ecogeographic and morphological diversity of cassava and
highland maize in Ecuador (Monteros-Altamirano et al., 2021; Tapia et al., 2021),
in situ and ex situ conservation gap analyses of West African crop wild relatives
(CWR) (Nduche et al., 2022), diversity and conservation priorities of CWR in
Mexico (Contreras-Toledo et al., 2019), ecogeographic characterization of
Carica papaya in Mexico (Hernandez-Salinas et al., 2022), ecogeographical
representativeness of a collection of the genus Trichloris in Argentina (Marinoni
et al., 2015), ecogeographical gaps in the Spanish Aegilops (Garcia et al., 2017),
and others.

This study was aimed by three purposes: 1) to characterize the relevant
ecogeographical variables explaining the distribution of each Mexican hawthorn
species, 2) to analyze their ecogeographic diversity and 3) to determine the abiotic
adaptative scenarios where these species occur, and marginal environments

associated with tolerance to abiotic stress.
MATERIALS AND METHODS
Species dataset and specific distribution

A set of occurrences belonging to 16 Mexican hawthorn species was built
(Species are described in Table 2.1). Data were obtained from bibliographic
references (Phipps, 1997; Piedra-Malagon et al., 2016; Villasefior, 2016), online
databases (GBIF, 2021; Tropicos, 2021), the Mexican hawthorn Germplasm Bank
(Betancourt-Olvera et al., 2018), and in situ observations (Vera-Sanchez et al.,
2021). The dataset was standardized according to the minimal requirements of
passport data (Alercia et al.,, 2015), and all records without geographic
coordinates were removed. Next, as a critical requirement to perform spatial
analyses, data were subjected to a geo-referencing quality evaluation using the
GEOQUAL tool from the CAPFITOGEN toolkit.
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CAPFITOGEN is a toolbox of fifteen software tools (such as GEOQUAL,
SelecVar, DIVmapas, and ELCmapas) designed to perform spatial and
ecogeographic diversity analyses (Parra-Quijano et al., 2021). The quality
threshold setting was 75, on a scale from 0 to 100. Only records with values above
this threshold were considered in subsequent analysis. These analyses were

done with seven species sub-datasets (SS) (Table 2.1).

Table 2.1. Targeted species subsets list. Information obtained from IUCN (2022),
Rzedowski (2021), Villasefior (2016), Rzedowski & Calderon de Rzedowski
(2005), and Phipps (1997).

Subset Species Origin Growth form Degree of lUCN*
management Status
I C. mexicana Mot. & Sess, ex DC. Native Medium tree Wild/ cultivated LC
I C. gracilior J.B. Phipps Endemic Small tree Wild/ cultivated -
I} C. rosei Eggl. Endemic Small tree Wild/ cultivated LC
\Y C. greggiana Eggl. Native Small tree wild VU
\% C. baroussana Eggl|. Endemic Small tree wild VU
VI C. tracyi Ashe ex Eggl. Native Small tree wild LC
C. aurescens J.B. Phipps Endemic Small tree wild EN
C. crus-galli L. Extant Medium-Large tree  Wild LC
C. cuprina J.B. Phipps Endemic Small tree wild EN
VI C. grandifolia J.B. Phipps Endemic Medium tree wild EN
C. johnstonii J.B. Phipps Endemic Small tree wild EN
C. serratissima J.B. Phipps Native Small tree wild -
C. sulfurea J.B. Phipps Endemic Small tree wild -
C. uniflora Miinchh. Native Small tree wild -
Vil C. lindenii Stapf Endemic Small tree wild EN
C. nelsoni Eggl. Endemic Small tree wild -

*EN= Endangered, LC=Last Concern, VU=Vulnerable.

According to their wide distribution (Phipps, 1997; Piedra-Malagoén et al., 2016;
Tropicos, 2021; IUCN, 2022), the species C. mexicana, C. gracilior, C. rosei, C.
greggiana, C. tracyi, and C. baroussana were analyzed as individual species
datasets. Because of their restricted distribution to the high mountains of
Coahuila, Nuevo Ledn, and Tamaulipas (Phipps, 1997), the species C.
aurescens, C. cuprina, C. crus-galli, C. johnstonii, C. grandifolia, C. sulfurea, C.
serratissima, and C. uniflora were studied as a single subset. The species C.
nelsoni and C. lindenii were also analyzed as another subset due to their very
restricted distribution to Chiapas Highlands (Rzedowski, 2021). To show and
describe the specific distribution of each species, a map with the occurrences was

created for each of them.
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Selection of ecogeographical variables

A list of fifty-eight ecogeographical variables classified into three abiotic
components was utilized: twenty bioclimatic, twenty-nine edaphic, and nine
geophysical (Supplementary Table 2.1). From it, a set of variables that might be
the most relevant for the Mexican hawthorn species adaptation was determined
using the SelecVar tool (Parra-Quijano et al., 2021). This tool extracts information
from the raster layers to the occurrence sites and assesses the importance of
each variable in generating different adaptive scenarios for a species or group of
species. The importance is estimated for each component. First, the variables
were listed from the most to the least important using random forest classification
(RFC) according to the mean decrease accuracy index. And then, half of RFC’s
most important variables were subjected to a bivariate correlation test to discard
those redundant variables. It is done by comparing the variable of least
importance according to RFC with the rest of the variables of greater importance.
Variables with Pearson correlation coefficient >|0.50|, and p-value <0.05 were
removed. Finally, SelecVar provides a table with the selected variables. From this
table, the first three most important variables for each ecogeographic component

were chosen to describe the abiotic adaptation for each species subset.
Generation of ecogeographic diversity map

The ecogeographic diversity map was generated for each species subset utilizing
the DIVmapas tool (Parra-Quijano et al., 2021). First, an ecogeographical
characterization was conducted extracting information for each occurrence record
from raster layers with a 1 x 1 km resolution, these raster layers correspond to the
same variables obtained above. Second, the Mexican territory was grided with a
5 x 5 km cell size. From the centroid of each cell with at least one occurrence of
Crataegus spp. a circular neighborhood area (buffer area) with a radius of 15 km
was drawn. All occurrences located in the buffer area comprise the spatial
neighborhood. Using the information from the ecogeographical characterization,
the tool calculated the mean value of the ecogeographic Euclidian distances
among all occurrences of each spatial neighborhood.
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Finally, this value was assigned to the cell from whose centroid the buffer area
was drawn. The cells with ecogeographic Euclidian distance mean placed after

the third quartile represent the areas with the most divergent adaptation.
Determination of abiotic adaptative scenarios

Employing the ELCmapas tool (Parra-Quijano et al., 2021) an ecogeographical
land characterization (ELC) map was performed with a 5 X 5 km cell size
resolution. The ecogeographical variables above selected as relevant in the
species adaptation were used to generate an ELC map for each species subset
considered in this study. Latitude and longitude were included as two additional
geophysical variables to obtain maps with spatially aggregated categories. The
optimal number of categories was determined using the Bayesian information
criterion (BIC) for k-means (Welling & Kurihara, 2006). Each ecogeographical
category represents one abiotic adaptive scenario (AAS) where the species can
occur. Each occurrence site was assigned to each AAS according to its location
to obtain the frequency distributions per species and per AAS. The proportion of
cells (%) per each ASS was calculated and plotted to identify the frequency of
occurrence. To describe and compare the preferred categories, quartiles of mean
values in each variable were calculated and, in this way, four labels were
obtained: low (between the minimum value and first quartile), medium (between
the first and second quartile), medium-high (between the first and third quartile),
and high (between the third quartile and the maximum value). All maps were
displayed and edited using DIVA-GIS 7.5.0.

RESULTS AND DISCUSSIONS

An initial dataset of 4,634 occurrences of populations and 228 passport data of
accessions conserved in the germplasm bank was integrated. Only 2,058 (44 %)
records reported geographical coordinates. After the taxonomic screening,
duplicate occurrences deletion, and quality analysis test of geographical
coordinates a final dataset was obtained. Which was used for the subsequent

analyses.
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This dataset consisted of 1,272 records (Supplementary Table 2.2), of which
1,227 were occurrences sites of sixteen species, and forty-five were collection
sites of three species from the germplasm bank (Supplementary Table 2.3). The
final dataset corresponded to 26 % of the initial dataset. Which means that even
with the digitalization efforts to make data openly accessible, the information is
neither complete nor verified before uploading it to platforms to provide access to
those data. Just as most of the global online available biodiversity datasets, the
biggest obstacle for users is obtaining records of sufficient quantity and quality for
the region and taxonomic group of interest (Arifio et al., 2013; Ball-Damerow et
al., 2019). Because in many records has been omitted or missed valuable
information over time, particularly the absence or errors of geographic
coordinates, species identity, and associated uncertainty estimates (Graham et
al., 2004; Townsend Peterson et al., 2018). In the last study using distribution data
of Crataegus spp. (Nufiez-Colin et al., 2008) the database consisted of 456
records from which 172 were data from germplasm. In our study, 45 of 228
records from germplasm bank were optimum to be used according to geographic
coordinates quality, these records belonging to C. mexicana, C. gracilior, and C.
rosei (Supplementary Table 2.3). Despite Betancourt-Olvera et al. (2018) who
documented there are at least nine species ex-situ conserved in this bank. The
low quality of geographic coordinates could be the reason since the records with
a quality less than 75 were automatically discarded from the final database. This
represents an example that the absence of data, and wrong taxonomic or
incorrect occurrence information not only limit the use of this information but also
in the future can limit the use of germplasm associated with this data (Thormann
et al., 2012).

Distribution of species

Mexican hawthorn species occurred in twenty-five of thirty-two states of this
country. The states with the highest number of occurrences were Michoacan
(169), Estado de Meéxico (135), and Chiapas (128). While Aguascalientes,

Chihuahua, Colima, and Sonora reported only one record each.
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The highest number of species were in Coahuila (11) and Nuevo Ledn (10)
(Supplementary Table 2.3). The widest distributed species was C. mexicana (590
records in twenty-four states), followed by C. gracilior (380 records in eighteen
states), and C. rosei (142 records in sixteen states). Together, these species
represented 87 % of total records, precisely because of their wide distribution
these species were globally assessed as Least Concern (LC) (IUCN, 2022). On
the other hand, ten species recorded <10 occurrences, among which is C. crus-
galli, native species from North America and globally assessed as LC. Although
in Mexico their extant is low, on a global scale it is not endangered. The species
C. cuprina, C. grandifolia, C. johnstonii, and C. lindenii are endemic to Mexico and
are globally assessed as Endangered (EN) (IUCN, 2022) mostly to their very
restricted distribution. Figure 2.1 shows the distribution of each Mexican hawthorn
species. Mexican hawthorn species are labeled as an underutilized fruit, like all
neglected and underutilized species worldwide, these fruit species are useful
plants that are marginalized if not entirely ignored, by researchers, breeders, and
policy makers (Padulosi et al., 2013). However, because tejocote fruits may be
harvested from natural or semi-natural ecosystems (Rzedowski, 2021) these
species play a key role in diversifying diets, particularly in local food systems like
all underutilized species (Hunter et al., 2018). Mexican hawthorn species have
been subjected to studies that that evidence their medicinal, nutritional, and
agronomic value because of their phytochemical compounds like phenols,
polyphenols, volatile compounds, carotenoids, anthocyanins, vitamin C, and
others (Garcia-Mateos et al., 2013; Banderas-Tarabay et al., 2015; Pérez-Lainez
et al.,, 2019). Thus, these species require research programs to explore and
enhance their use and value. Contreras-Toledo et al. (2019) listed C. mexicana,
C. tracyi, and C. uniflora in the crop wild relative inventory for Mexico as valuable
sources of variation for the genetic improvement of crops and their diversity is
threatened by climate change, habitat degradation, increasing human population,
among other factors. Moreover, Phipps (1997) documented that Mexican

hawthorn species can be found in elevations between 1,000 and 2,800 meters

(m).
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Figure 2.1 Occurrence of sixteen species of genus Crataegus in Mexico, based on a dataset of 1,272 records.
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In this study most species were found in similar altitudinal range, but C. mexicana
and C. gracilior occurred from fourteen to more than 3,700 m (Supplementary
Table 2.3). Accordingly, this species could grow over a wide range of altitudes by
adapting to changed conditions through phenotypic plasticity and genetic
modification (Byars et al., 2007). Which is a different pattern to most species that
are restricted to narrower ranges of elevation, because this altitudinal range
represents characteristics of the physical and biotic environment that present
challenges to plant adaptation and evolution (Abbott & Brennan, 2014). Finally,
Crataegus spp. was present in nine of ten types of vegetation of Mexico
(Rzedowski, 2006; INEGI, 2021). Tropical semi-deciduous and thorn forests were
the types of vegetation less preferred with 1 % of records, while pine and oak
forests noted 60 % records of fifteen species (Supplementary Table 2.3). This is
the type of vegetation preferred for Mexican hawthorn species as well as most of
the representative genus of the Rosaceae family in Mexico (Rzedowski, 2021).,
Genus Crataegus is also part of an important group of representative genera from
the Mexican mountain zones flora, composed of pine and oak forests. Even in
forest with only oak trees, Mexican hawthorn species are part of its composition
(Rzedowski, 2006). The species C. tracyi, C. serratissima, C. johnstonii, and C.
uniflora prefer xeric scrubland associations. According to Phipps (1997), C.
greggiana usually occurs in more xeric habitats than most Crataegus spp., but
based on this study, this species preferred pine and oak forests (Supplementary
Table 2.3).

Selection of ecogeographical variables

The most important variables for each ecogeographical component and each
species are in Table 2.2. The distribution of all Mexican hawthorn species was
explained by eleven bioclimatic, ten edaphic, and six geophysical variables. No
species were influenced by the same bioclimatic, edaphic, and geophysical
variables, although some variables were affecting different species. This could
suggest that the adaptation of each species is specific, differs in its

ecogeographical variables, and depends on their geographical distribution in the
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country. Although the climate is one of the main drivers of species distribution,
together with edaphic and geophysical components are considered important for
the adaptation and distributions of the plant species (Williams et al., 2008). The
values for relevant ecogeographical variables for each species subset are

detailed in Supplementary Table 2.4.

Table 2.2. Relevant ecogeographical variables explaining distribution and

adaptation of Mexican species of genus Crataegus.

Species

subset* Bioclimatic variables Edaphic variables Geophysical variables
Mean temperature diurnal range (bio2) Soil organic carbon (SOC) density Longitude
I Temperature annual range (bio7) Soil bulk density (SBD) Annual solar radiation
Maximum temperature warmest month (bio5) Soil organic carbon (SOC) stock  Annual wind speed
Minimum temperature coldest month (bio6)  Soil bulk density (SBD) Latitude
Annual water vapor pressure SOC stock Annual solar radiation
I Annual precipitation (bio12) SOC density Annual wind speed
Mean temperature wettest quarter (bio8) Soil bulk density (SBD) Latitude
Mean temperature warmest quarter (biol0)  Saturated soil water content Annual solar radiation
Il Annual mean temperature (biol) Depth to bedrock (DTB) Longitude
Mean temperature warmest quarter (bio1l0)  Soil pH in H20 Longitude
Maximum temperature warmest month (bio5) Subsoil pH in KCI Latitude
v Mean temperature wettest quarter (bio8) Subsoil pH in H20 Elevation
Maximum temperature warmest month (bio5) SOC stock Annual wind speed
Mean temperature warmest quarter (biol0)  SOC density Latitude
\% Annual mean temperature (biol) Soil bulk density (SBD) Longitude
Mean temperature warmest quarter (bio1l0)  Subsoil pH in H20 Elevation
Temperature seasonality (bio4) Subsoil clay content Annual solar radiation
\ Maximum temperature warmest month (bio5) Subsoil pH KCI Latitude
Annual mean temperature (biol) Soil bulk density (SBD) Elevation
Mean temperature warmest quarter (biol0)  Available water capacity Annual solar radiation
Vil Mean temperature wettest quarter (bio8) Subsoil pH KCI Longitude
Precipitation seasonality (biol5) Saturated soil water content Aspect
Annual precipitation (bio12) SOC density Annual wind speed
VIl Mean temperature diurnal range (bio2) SOC stock Longitude

*| (C. mexicana), Il (C. gracilior), Il (C. rosei), IV (C. greggiana), V (C. baroussana), VI (C. tracyi),
VII (C. aurescens, C. crus-galli, C. cuprina, C. grandifolia, C. johnstonii, C. serratissima, C.
sulfurea, C. uniflora), VII. (C. lindenii, C. nelsoni). biol - bio10 (°C), biol2 and biol5 (mm), SOC
density and SBD (kg/m3), SOC stock (ton/ha), saturated soil water content, available water
capacity, and subsoil clay content (%), DTB (cm), longitude (decimal degrees - North), latitude
(decimal degrees - West), elevation (m), annual solar radiation (MJ/m?), annual wind speed (m/s),
aspect (°).

The most frequent bioclimatic variables among species subsets (SS) were biol0
(mean temperature warmest quarter) and bio5 (maximum temperature warmest
month). These influenced five and four SS, respectively. According to Lembrechts
et al. (2019), bio10 is one of the ecologically relevant variables that belong to the
set of physiologically most pertinent bioclimatic determinants of spatial plant
species distribution. This variable was one of the main bioclimatic factors that
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helped explain and predict the distribution of 77 species of Pinus in México and
allowed them to conclude that several species depend on maximum temperatures
(Aceves-Rangel et al., 2018). Since the main type of vegetation associated with
Crataegus spp. is pine and oak forest, the maximum temperatures could also be

explaining the distribution of most Mexican hawthorn species.

According to Nufiez-Colin et al. (2008), precipitation is the main bioclimatic
variable defining the distribution of Crataegus spp. In this study, nine of eleven
bioclimatic variables were related to temperature and were affecting all SS, while
only two variables related to precipitation (bio12, biol5) affected two SS. Variable
bio12 is the annual total precipitation that estimates the total water inputs and is,
therefore, useful when ascertaining the importance of water availability to species
distribution. While biol5 helps to know if the rainfall is in a specific season
(O’Donnell & Ignizio, 2012). But temperature and precipitation are two bioclimatic
factors strongly related, in the warm season higher temperatures go with lower
precipitation amounts and vice versa. Changes in temperature and precipitation
can disrupt a wide range of natural processes, particularly if these changes occur
more quickly than plant species can adapt, and even can drive changes in the
composition of plant communities (Feeley et al., 2020).

The most common edaphic variable was soil bulk density (SBD) which influenced
five SS, followed by soil organic carbon (SOC) density and SOC stock, both
variables influenced four SS. SBD determines the infiltration, available water
capacity, soil porosity, rooting depth/restrictions, soil microorganism activity, root
proliferation, and nutrient availability (Indoria et al., 2020). It gives a good indicator
of the suitability for root growth and soil permeability and are vitally important for
the soil-plant-atmosphere system, it is desirable to have soil with a low SDB for
optimum movement of air and water through the soil (Mitchell et al., 2022; USDA,
2023). The increasing SBD not only induces changes in the pore-size distribution
but also affects the ability of soil to shrink and to conduct water in the soil (Dec et
al., 2008). While variables SOC-related affect the amount and availability of soil
nutrients, also modify the acidity and the alkalinity towards values near neutrality

and then increase the solubility to several nutrients (Martinez et al., 2008).
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About geophysical variables, longitude was the most frequently affecting six SS,
followed by latitude and annual solar radiation, both influencing five SS.
Longitudinal gradients are related to maritime/continental moisture and

temperature gradients.

Although the longitudinal pattern of biological diversity may not be as outstanding
as the latitudinal pattern, there are climatic gradients associated with longitudes
such as precipitation and temperature, which may result in a pattern of biological
diversity along a longitudinal gradient (Behera & Roy, 2019). For example, a study
of the plant species distribution pattern along the longest longitudinal gradient of
India concluded that the number of vegetation types, plant species, genera, and
families increased towards the eastern longitude (Behera et al., 2016), similarly
was found by Behera & Roy (2019) in the pattern of distribution of angiosperm
plant richness. Latitude gradients are frequently documented as influencing the
distribution of global biodiversity, moving from high to low latitudes the average
species richness increases in a wide spectrum of taxonomic groups (Gaston,
2000). Solar radiation is a particularly key factor that affects plant growth
indirectly, it affects biomass and, together with temperature factors may affect the
diversity of plants (Clarke & Gaston, 2006). Also, solar radiation affects the soil

temperature, SOC variables and rate of evapotranspiration, positively.
Ecogeographic diversity analysis

Cells of high ecogeographic diversity were identified, however, in all SS these
cells were scattered on the occurrence area and no pattern or hotspots were
found (Supplementary Figure 2.1). Patterns of environmental and geographic
variation correlate with genetic variation have been used as a proxy for genetic
diversity as a tool to define conservation priority (Hanson et al., 2017). Here is
necessary to perform other genetic and phylogenetic studies because
environmental data were not enough to define natural patterns of genetic

diversity.
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This could be due to reproductive complications of this genus such as polyploidy,
sterile masculine agamospermy, hybridism, apomixis, pseudogamy, and
gametophytic self-incompatibility. Which represents a significant taxonomic
problem worldwide (Talent & Dickinson, 2007; Dickinson et al., 2008). Similarly,
in some polyploid apomictic and diploid sexual American species of Crataegus,
the genetic variation was not geographically structured but distributed in a broader
geographical area (Lo et al., 2013). Betancourt-Olvera et al. (2018) found high
levels of genetic diversity across genotypes ex-situ conserved not highly related
to geographic patterns mainly attributed to the polyploid apomixes of Crataegus
L. Pérez-Lainez (2019) reported that null resolution was observed in Mexican
species probably due to recent divergence and hybridization events or that are
not species if not variants of a single. Additionally, 9 % of records fell within high
ecogeographic diversity cells, of which two corresponded to genotypes of C. rosei
conserved in the germplasm bank (Supplementary Table 2.3). Since at least two
accessions from divergent adaptation localities are ex-situ conserved and they
could be useful to identify characteristics of adaptative value because they

occurred in places where different environmental pressures converge.
Abiotic adaptative scenarios

Obtained ELC maps characterized the habitat preferences of Mexican hawthorn
species. The ELCmapas tool generated twenty-six categories for four SS (I, IV,
VII, and VIII), while twenty-seven categories were generated for the others SS (lI,
lll, V, and VI). Each category represented one abiotic adaptative scenario (AAS)
for these species (Figure 2.2). The means values for relevant bioclimatic, edaphic,
and geophysical variables for each category and each SS are presented in
Supplementary Table 2.5. The values for the preferred category of each SS are
listed in Table 2.3.

Crataegus mexicana occurred in fifteen categories (Figure 2.2) but 51 % of
records preferred category-3. This category was the third largest in area,
occupying 10.3 % of the territory studied (Supplementary Figure 2.2). Compared

to the other categories, category-3 was an scenario with a medium-high mean
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temperature diurnal range (bio2) ranging from 10.8 °C to 18.3 °C. Low values of
maximum temperature warmest month (bio5) varying between 20.0 °C and 33.9
°C. Medium-high annual solar radiation (between 16,204.8 and 19,436.1 MJ/m?),
low annual wind speed (from 1.3 to 3.0 m/s), medium-high SOC density (from
95.4 to 228.5 kg/m?), medium-high SOC stock (from 69 to 237 ton/ha), and SBD
ranging from 1,332.9 and 1,413.9 kg/m3. According to Lozano-Garcia et al.
(2016), solar radiation influences the temperature regime which affects vegetation
distribution and soil biological and chemical processes. Thus, solar radiation is
affecting the soil temperature which controls the rate of decomposition of
biomass, and consequently, SOC distribution. Also, solar radiation positively
affects the evapotranspiration, defining the availability of water for plants
(Mercado-Mancera et al., 2010). Mukhopadhyay et al. (2019) mentioned that SBD
between 1,300 and 1,550 kg/m?3 is fair and does not restrict natural root growth,
although a low SBD (less than or equal to 1,300 kg/m3) is desirable for the
optimum drive of air and water through the soil (Indoria et al., 2020; Mitchell et al.,
2022).

The species C. gracilior occurred in eleven categories but 36 % of occurrences
preferred category-21, one of the shortest (1.3 % of the area) (Supplementary
Figure 2.2). In this category, the annual precipitation (biol2) was 1,421 mm
(ranging from 678 to 2,327mm) which is in agreement with Phipps (1997) who
found that this species occur in places with annual precipitation of 1,400 mm.
Compared with the other categories, this category recorded low values of latitude
(between 15 and 24 ° N), low annual solar radiation (15,670 — 18,671 MJ/m?), low
annual wind speed (1.5 — 3.0 m/s), medium-high SOC density (146.6 — 404.4
kg/m?3), medium-high SOC stock (171 — 456 ton/ha), and low SBD (1,128.8 —
1,413.9 kg/m?3). In comparison to C. mexicana, this species preferred localities
with the lowest levels of SOC density, highest levels of SOC stock, and similar
levels of solar radiation, wind speed, and SBD. Manns et al. (2016) reported that
deep rain-fed soils are positively correlated with SOC variables, then, this
category showed medium-high SOC stock and medium-high SOC density due to

high soil water contents may be because of high precipitation.
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Figure 2.2 Graphic representation of the ecogeographical land characterization (ELC)
maps, structure and categories for each species subset. An empty circle above one
category indicates occurrences. White circles on each map indicate the distribution of
these occurrences. | (C. mexicana), Il (C. gracilior), Il (C. rosei), IV (C. greggiana), V (C.
baroussana), VI (C. tracyi), VIl (C. aurescens, C. crus-galli, C. cuprina, C. grandifolia, C.
johnstonii, C. serratissima, C. sulfurea, C. uniflora), VII. (C. lindenii, C. nelsoni).
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Table 2.3. Minimum, maximum, and mean values of relevant variables for preferred ELC category (CAT) of each

hawthorn species subset (SS).

SS* CAT Bioclimatic variables  Min Max Mean Edaphic variables Min Max Mean Geophysic variables Min Max Mean
bio2 10.8 18.3 15.4 SOC density 95.4 228.5 | 137.4 Longitude 107.1 91.8 100.4
3  bio7 144 279 23.2  Soil bulk density 1,332.9 1,487.9 1,429.4 Annual solar radiation 16,204.8 19,436.1 18,078.4
bio5 20.0 339 28.8 SOC stock 69.0 237.0 | 131.0 Annual wind speed 1.3 3.0 2.1
bio6 2.2 12.9 6.7 Soil bulk density 1,128.8 1,413.9 1,328.1 Latitude 15.1 24.0 18.0
21 Sﬂer;‘éi'r;"atervapor 09 21 1.3 SOC stock 1710 456.0 = 228.8 Annual solar radiation 15,670.0 18,671.3 | 2.2
bio12 678.0 2,327.0 /1,421.1 SOC density 1436  404.3 = 219.8 Annual wind speed 1.5 3.0 17,365.3
bio8 141 205 18.5  Soil bulk density 1,399.7 1,491.8 1,448.3 Latitude 16.3 23.3 20.6
1l 17 biol0 15.4 21.2 19.4 @ Saturated water content 41.5 44.8 43.1 Annual solar radiation 16,491.1 19,292.0 18,262.9
biol 13.2  19.1 16.8  Depth to bedrock 51.0 151.0 114.4 Longitude 105.2 95.7 101.2
biol0 12.0 21.8 19.1 | Soil pH H20 6.2 7.8 6.9 Longitude 110.0 96.3 101.8
IV 19 bio5 20.2  30.9 28.3 | Subsoil pHKCI 5.1 6.9 6.0 Latitude 16.3 30.5 22.6
bio8 109 21.2 18.3  Subsoil pHH20 6.3 7.9 7.1  Elevation 1,360.0 3,106.0 | 2,185.3
bio5 20.9 314 27.2 | SOC stock 74.0 217.0 121.0 Annual wind speed 2.5 5.4 3.4
V 24 biol0 126 226 18.5 SOC density 100.2 2157 139.3 Latitude 19.4 31.1 24.6
biol 99 183 14.6  Soil bulk density 1,339.3 1,486.9 1,4455 Longitude -108.6 -98.8 103.0
bio10 3.3 24.2 18.8 Subsoil pHH20 5.0 7.9 6.3 Elevation 881.0 4,663.0 | 2,140.9
VI 25 bio4d 5.0 595 26.5 Subsoil clay content 27.0 495 40.3 Annual solar radiation 15,776.7 19,294.3 17,977.5
bio5 10.3 328 27.6 | Subsoil pHKCI 4.3 6.4 5.4  Latitude 15.1 29.8 21.9
biol 2.1 19.2 14.9  Soil bulk density 1,128.8 1,476.3 1,401.9 Elevation 1,257.0 4,663.0 | 2,280.5
. Available water -
Vit 24 biol0 33 215 176  capacity 239 311 | 265 |Annualsolarradiation 52062 199138 17,846.1
bio8 2.1 20.8 16.7 | Subsoil pHKCI 4.3 6.1 5.1 Longitude -108.5 -91.8 101.3
biol5 49.0 114.0 | 101.1 Saturated water content  40.3 43.1 41.8 Aspect 4.9 356.0 194.9
Vil 10 biol2 722.0 3,572.0 |1,479.2 SOC density 70.9 124.0 | 96.5 Annual wind speed 1.5 4.3 2.8
bio2 8.4 14.5 11.8 SOC stock 70.0 147.0 102.7 Longitude -106.2 -91.5 97.8

*Species Subset: | (C. mexicana), Il (C. gracilior), Il (C. rosei), IV (C. greggiana), V (C. baroussana), VI (C. tracyi), VII (C. aurescens, C. crus-galli,
C. cuprina, C. grandifolia, C. johnstonii, C. serratissima, C. sulfurea, C. uniflora), VII. (C. lindenii, C. nelsoni). biol=annual mean temperature,
bio2=mean temperature diurnal range, biod=temperature seasonality, bio5=maximum temperature warmest month, bio6=minimum temperature
coldest month, bio7=temperature annual range, bio8=mean temperature wettest quarter, biol0=mean temperature warmest quarter, biol2=annual
precipitation, bio15= precipitation seasonality, SOC=soil organic carbon. biol, bio2, bio5-bio10 (°C). bio12 and biol5 (mm). SOC density and soil
bulk density (kg/m?®). SOC stock (ton/ha). Saturated water content and available water capacity (%). Depth to bedrock (cm). Colors code: green=low,

yellow=medium, orange=medium-high, intense orange=high mean values in comparison with the other categories in the same species subset.
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Crataegus rosei was present in sixteen categories. Despite this species recording
60 % fewer occurrences than C. mexicana, it was present in most its categories
but the preferred one was category-17 with 18 % of occurrences. Crataegus rosei
is considered a taxonomic complex because of its enormous morphological
variation, in fruit color and shape and in leaf margin (Piedra-Malagon et al., 2016).
It stands out as the most widespread and variable endemic group (Phipps, 1997),
this could be the reason for its presence on many AAS. In comparison with the
other categories, category-17 listed low values of the mean temperature of the
warmest quarter (bio10) ranging from 15.4 and 21.2 °C, medium-high saturated
water content (from 41.5 to 44.8 %), and medium-high annual solar radiation. If
the saturated water content threshold varied from 30 % in sandy soils to 60 % in
clay soils, C. rosei preferred soils that can store a maximum of 45 % of water.
This species was also influenced by depth to bedrock (DTB), DTB is equivalent
to the total thickness of the soil and weathered rocks. It is a key indicator of soil
resources because it restricts the root penetration of plants (Yan et al., 2020).
Crataegus rosei prefers soils with DTB from 51 cm (moderate deep) to 151 cm
(deep). A deep soil is from one meter or more until it reaches a rock layer, while
a moderate deep solil is less than one meter but more than 60 cm. Further, Piedra-
Malagon et al., (2016) reported isothermality as the most important bioclimatic
variable for separating the populations of C. rosei var. amoena, this variable

indicates the differences between monthly day-night and warm-cool months.

Crataegus greggiana, C. baroussana, and C. tracyi were present in eleven, eight,
and five categories, correspondingly, each species recorded less than 50
occurrences. Crataegus greggiana preferred category-19 where the mean
temperature of the warmest quarter (bio10) ranged from 12.0 to 21.8 °C, the max
temperature of the warmest month (bio5) varied between 20.2 and 30.9 °C, the
mean temperature of the wettest quarter (bio8) fluctuated between 10.9 and 21.2
°C, the elevation ranged from 1,360 to 3.106 m, all were lower values compared
to the other categories. The three relevant edaphic variables were related to the

pH in topsoil and subsoil. This AAS is in areas with subsoil pHKCI from 5.2 to 6.9.
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The pH in the subsoil is an important variable to define the nutrients management
of many crops such as soybean and cotton. Low levels (pHKCI > 5 or pHH20 >
5.5) lead to subsoil acidity thus, aluminum and manganese in the topsoil become
much more soluble and may be toxic to plant growth (Nair et al., 2019; Butterly et
al., 2022). Although C. greggiana preferred areas with subsoil pHKCI > 5, some
records occurred in categories (11 and 14) where the minimum values of this
variable were 4.5 and 5.3, respectively. These records could possess traits with
adaptation to subsoil acidity. Regarding C. baroussana, it preferred category-24,
which listed low values of the maximum temperature of the warmest month (bio5),
low mean temperature of the warmest quarter (biol0), low annual mean
temperature (biol), and high annual wind speed, compared to the other
categories. Crataegus tracyi was mainly in category-25, where mean temperature
of the quarter (biol0) fluctuated between 3.3 and 24.2 °C, and maximum
temperature of the warmest month (bio5) was between 10.2 and 32.8 °C.
Elevation of this category varied between 881 and 4,663 m, annual solar radiation
ranged from 15,776 to 19,294 MJ/m? and subsoil pHKCI ranged from 4.3 to 6.4.
In contrast that C. greggiana, this species preferred low levels of subsoil pHKCI,
therefore, could be useful as a tolerant rootstock to aluminum or manganese soil

toxicity led by subsoil acidity (Butterly et al., 2022).

The species grouped in subset VII occurred in eight categories, but preferred
category-24 where annual mean temperature (bio6) was between 2.1 and 10.2
°C, mean temperature warmest quarter was between 3.3 and 21.5 °C, and mean
temperature wettest quarter was from 2.1 and 20.8 °C. While SBD ranged from
1,128.8 to 1,476.3 kg/m?, subsoil pHKCI was between 4.3 and 6.0., elevation from
1,257 to 4,663 m, and available water capacity (AWC) from 23.9 and 31.1 %.
AWC is the amount of water that soil can store and is available for use by plants,
is an important indicator because plant growth and soil biological activity depend
on water for hydration and delivery of nutrients in solution (Indoria et al., 2020;
Cousin et al., 2022). In general, categories that presented the lowest values of

SBD showed the highest values of AWC (as category-24) and vice versa.
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Which agrees with Manns et al. (2016) who reported that both variables are
negatively correlated. Also, this indicates these species are not drought tolerant

as reported by Phipps (1997).

Species grouped in subset VIII occurred only in two categories (10 y 11),
determined by the small number of occurrences (six), their distribution was very
restricted (Figures 2.1 and 2.2). Despite this, these species prefer category-10, in
which precipitation seasonality (biol5) varied from 49 to 114 mm, annual
precipitation (biol2) from 722 to 3,572 mm, saturated water content in soll
between 40.3 and 43.1 %, and SOC density between 70.9 and 124.0 kg/m3.
These species occurred in the Chiapas Highlands where rainfall is high mostly in
summer and low SOC levels (Rzedowski, 2021). Regarding geophysical
variables, SS-VIII was the only one influenced by the aspect of the land. It is the
direction that the terrain surface faces, differences in terrain aspect control wind
exposure, solar radiation, micro-climate, vegetation, and SOC distribution (Bennie
et al., 2006). Values of aspect land of 0° and 360° correspond to the exposure
slopes to the north, the north side is often shaded and, consequently, there is
more water available to support trees and forests (Lozano-Garcia et al., 2016).
While a south-facing (157.5°- 202.5°) supports small woody plant species
because it is much hotter, dryer, and more desert-adapted (GIS Geography,
2023). Although the aspect in category-10 varied between 4.9° and 356.0°, the

mean was 194.9°. That means this species preferred south faces lands.

Finally, accessions of C. mexicana, C. gracilior, and C. rosei occurred in two
categories for each species (3 and 5, 10 and 12, and 19 and 21, respectively) are
ex situ conserved at the germplasm bank. This leads to recommending
explorations to obtain the environmental variability from other categories which
could be useful to identify valuable adaptative traits of this species. Because
according to CONABIO (2023), C. mexicana is tolerant to drought and waterflood
and, due to its rusticity is resistant to pests and diseases. Ecogeographical
conditions of thirteen species are not conserved in the germplasm bank. From

bioclimatic variables Nufiez-Colin et al. (2008) defined three climatic zones for
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Crataegus L. In this study at least twenty-six categories were generated for each
species subset using relevant bioclimatic, edaphic, and geophysical variables for
their adaptation. Although bioclimatic variables can define the species distribution,
other variables such as those related to soil are especially important to define their

adaptation.
CONCLUSIONS

The distribution of each Mexican hawthorn species was explained by different
ecogeographical variables. Although one variable affected more than one species
distribution, no distribution was defined by the same variables. Crataegus
mexicana and C. rosei were the most widespread species, since they occurred in
most of their abiotic scenarios as an expression of phenotypic plasticity because
they can grow in a wide range of ecogeographic conditions. No spatial pattern of
high ecogeographic diversity was found in any species, attributed to the
taxonomic problem documented for this genus due to reproductive complications.
Further genomic and phylogenomic studies should be conducted to explain the
genetic variability of the Mexican hawthorn species because the ecogeographic
approach was not enough. The species C. tracyi and C. greggiana occurred in
sites with low pH in subsoil, it could be useful in improvement of rootstocks
tolerant to toxicity of aluminum or manganese soil led by the subsoil acidity. Only
traits of two categories for each species (C. mexicana, C. gracilior, and C. rosei)
are ex situ conserved, collection in different adaptative scenarios could be

planned to search for traits of adaptative value.
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Supplementary Table 2.1. Description of variables used in the ecogeographic analysis.

Number* Variable Code Units  Number Variable Code Units
1 Annual Mean Temperature biol °C 30 Clay content (0-2 um) mass fraction in % - subsoil s_clay_cont %
2 rl\r/l]ﬁ]atnerag)nal Range (Mean of monthly (max temp - bio2 °C 31 Coarse fragments volumetric in % topsoil t_coarse_frag %
3 Isothermality (BIO2/BIO7) (* 100) bio3 % 32 Coarse fragments volumetric in % subsoil s_coarse_frag %
4 Temperature Seasonality (standard deviation *100) bio4 % 33 Soil organic carbon density in kg /m2 topsoil SOC density kg/m3
5 Max Temperature of Warmest Month bio5 °C 34 Soil organic carbon density in kg/ m3subsoil s_oc_dens kg/m3
6 Min Temperature of Coldest Month bio6 °C 35 Soil organic carbon stock in tons/ha topsoil SOC stock ton/ha
7 Temperature Annual Range (BIO5-BIO6) bio7 °C 36 Soil organic carbon stock in tons/ha subsoil s_oc_stock ton/ha
8 Mean Temperature of Wettest Quarter bio8 °C 37 Soil organic carbon content (fine earth) in g/kg topsoil t_oc_cont a/kg
9 Mean Temperature of Driest Quarter bio9 °C 38 Soil organic carbon content (fine earth) in g/kg subsoil s_oc_cont a/kg
10 Mean Temperature of Warmest Quarter bio10 °C 39 Soil pH in H20 topsoil t_ph_hox -
11 Mean Temperature of Coldest Quarter bioll °C 40 Soil pH in H20 subsaoill s_ph_hox -
12 Annual Precipitation biol2 mm 41 Soil pH in KClI topsoll t_ph_kcl -
13 Precipitation of Wettest Month biol3 mm 42 Soil pH in KCI subsoill s_ph_kcl -
14 Precipitation of Driest Month biol4 mm 43 Sodic soil grade in Exchangeable Sodium Percentage sodicity ESP
15 Precipitation Seasonality (Coefficient of Variation) biol5 - 44 Silt content (2-50 pum) mass fraction in % t_silt_cont %
16 Precipitation of Wettest Quarter biol6 mm 45 Silt content (2-50 pum) mass fraction in % s_silt_cont %
17 Precipitation of Driest Quarter biol7 mm 46 Sand content (50-2000 um) mass fraction in % t_sand_cont %
18 Precipitation of Warmest Quarter biol8 mm a7 Sand content (50-2000 pm) mass fraction in % s_sand_cont %
19 Precipitation of Coldest Quarter bio19 mm 48 A\_/a_lilable_soil water capacity (volumetric fraction) until ASW %

wilting point-topsoil
20 Water vapor pressure annual vapr_annual mm 49 A\_/a_ulable_son water capacity (volumetric fraction) until s_soilwater_cap %
wilting point-subsoil

21 Saturated water content (volumetric fraction) topsoil SWC % 50 Elevation. Meters above the sea level (m. a. s. |.) alt m. a.s.l.
22 Saturated water content (volumetric fraction) subsoil S_awcts % 51 Aspect (degree) of the land. aspect Degrees
23 Depth to bedrock (R horizon) up to 200 cm DTB cm 52 Eastness eastness -
24 Probability of occurrence of R horizon r_horizon % 53 Northness northness -
25 Bulk density (fine earth) in kg / m3 - topsoil SBD kg/m3 54 Slope (in degrees) of the land surface slope Degrees
26 Bulk density (fine earth) in kg / m3 - subsoil SBDss kg/m3 55 Wind speed Annual wind_annual m/s
27 Cation exchange capacity in cmolc/kg - topsail t_cecsol cmolc/kg 56 Solar radiation Annual srad_annual MJ/m2
28 Cation exchange capacity in cmolc/kg - subsoil s_cecsol  cmolc/kg 57 Longitude for the cell centroid POINT_X Egg:emeasl
29 Clay content (0-2 um) mass fraction in % - topsoil t_clay_cont % 58 Latitude for the cell centroid POINT_Y gsg:emei!

*Bioclimatic variables: 1-20, edaphic variables: 21-49, geophysic variables: 50-58.
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Supplementary Table 2.2. Dataset of 1,272 records of Mexican species of genus Crataegus. Which was used to conduct

ecogeographic

analyses.

Available

on:

https://drive.google.com/file/d/18D4n n28wTSNy3pykL-

Mn6LIBnoSBN7D/view?usp=sharing (Supplementary Table 2.2_CrataegusMX_1272records.txt)

Supplementary Table 2.3. Preference of occurrence of Crataegus spp. for the type of vegetation, elevation ranges, and
state. The elevation was extracted from the raster layer available from WORLDCLIM (http://worldclim.org). The type of
vegetation was extracted from a vector layer from INEGI (https://www.inegi.org.mx/temas/usosuelo/#Descargas).

Species Occurrences Accessions gre]\ézt'(?nr; Type of vegetation State, Records

POF 425*, TDF 56, XCR MIC 130, MEX 78, HID 56, CHP 53, VER 51, PUE 46,

C. mexicana Mot. & Sess, 590 17 13-3.632 44, ASV 21 GRA 17, JAL 37, QUE 26, GUA 21, OAX 19, CMX 18, TLA 14,

ex DC. ’ MMF 17, TEF 5, THF 2, MOR 12, GRO 6, DUR 4, TAM 4, COA 3, SIN 3, ZAC
TSF 3,SLP2,AGU1,CHH1,COL1, NLE1
POF 265, XCR 38, MMF CHP 66, MEX 55, VER 47, PUE 37, MIC 36, HID 33,

C. gracilior J.B. Phipps 363 17 14-3,693 25, TDF 22, GRA 13, JAL 20, SLP 17, QUE 15, CMX 12, OAX 11, MOR 8,
ASV 11, TEF 6 TLA7,GRO 7, TAM 3, GUA 2, NLE 2, ZAC 2
POF 91, XCR 39, TDF 5, NLE 43, SLP 33, TAM 26, GUA 13, DUR 4, HID 3,

C. rosei Eggl. 142 11 14-3545 THF 2, GRA 2, TSF 2, MIC 3, PUE 3, QUE 3, CMX 2, COA 2, MEX 2, TLA 2,
MMF 1 CHP 1, OAX 1,VER 1

. 0 POF 26, XCR 12, GRA 2,

C. greggiana Eggl. 43 221-3714 THE 1, TEF 1, TDF 1 NLE 20, COA 15, TAM 4, PUE 2, HID 1, SON 1
POF 30, XCR 12, TDF 3, COA 24, NLE 12, DUR 5, TAM 2, HID 2, CHP 1, QUE

C. baroussana Eggl. 47 0 36-2853 GRA 1, MMF 1 1

C. tracyi Ashe ex Eggl. 22 0 1,060-2,975 XCR 14, POF 8 NLE 11, COA 9, TAM 2

C. aurescens J.B. Phipps 10 0 1,119-3,656 POF 10 NLE 9, COA 1

C. crus-galli L. 4 0 2,123-3,020 POF 2, XCR 2 NLE 2, COA 1, TAM 1

C. cuprina J.B. Phipps 7 0 1,442-2,595 POF 6,GRA 1 NLE 6, COA 1

C. grandifolia J.B. Phipps 1 0 2,034 POF 1 COAl

C. johnstonii J.B. Phipps 4 0 1,483-2,506 XCR 3,GRA1 COA 4

C. serratissima J.B. Phipps 9 0 1,385-2,765 XCR 4, GRA 3, POF 2

C. sulfurea J.B. Phipps 2 0 2,236-2,774 POF 2 COA 1, NLE 1

C. uniflora Minchh. 4 0 1,844-2,325 XCR 3, POF 1 TAM 3, SLP 1

C. lindenii Stapf 5 0 1,566-2,615 POF5 CHP 5

C. nelsoni Eggl. 2 0 588-2,460 POF 2 CHP 2

*Number of occurrences and accessions. POF=pine and oak forest, THF=thorn forest, MMF=mountain mesophile forest, TDF=tropical deciduous
forest, TEF=tropical evergreen forest, TSF=tropical semi-deciduous forest, XCR=xeric scrublands, GRA=grasslands, ASV=aquatic and subaquatic

vegetation. The codes of the states follow the ISO 3166-3:2020 rules.

45


https://drive.google.com/file/d/18D4n_n28wTSNy3pykL-Mn6LIBnoSBN7D/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/18D4n_n28wTSNy3pykL-Mn6LIBnoSBN7D/view?usp=sharing
http://worldclim.org/
https://www.inegi.org.mx/temas/usosuelo/#Descargas

Supplementary Table 2.4. Minimum, maximum, and mean values of relevant variables of each Crataegus L. species subset

(SS).

SS* B\lgrcig?@ts'c Min Max  Mean Edaphic variables Min Max Mean Geophysic variables Min Max Mean
bio2 8.9 18.6 145 SOC density 1,179.5 1,494.8 1,375.4 Longitude 92.1 106.6 99.2

| bio7 14.4 31.9 21.5 Soil bulk density 85.4  484.9 180.7 Annual solar radiation 15,939.3 18,911.2 17,876.1
bio5 17.4 35.2 25.7 SOC stock 76.0 362.0 180.6 Annualwind speed 14 4.7 2.3
bio6 -1.6 17.6 5.0  Soil bulk density 1,163.5 1,476.1 1,366.1 Latitude 16.3 24.3 19.2
Annual water 0.6 2.6 1.2 15,849.7 18,922.8 17,702.5

Il vapor SOC stock 72.0 399.0 191.2 Annual solar radiation
pressure
bio12 341.0 3255.0 1144.7 SOC density 98.3 484.8 188.8 Annual wind speed 15 3.8 2.2
bio8 119 284 19.1 Soil bulk density 1,296.1 1,518.5 1,422.2 Latitude 16.7 29.1 22.9

Il biol0 12.6 29.1 20.0 Saturated water content  41.7 47.5 43.8 Annual solar radiation 15,939.3 18,739.8 17,698.2
biol 10.4 24.4 17.0 Depth to bedrock 66.0 200.0 156.6 Longitude 92.4 106.6 100.1
bio10 9.9 32.2 20.3 Soil pHH20 5.7 8.2 7.1  Longitude 97.8 110.1 100.7

IV bio5 17.9 38.4 27.8  Subsoil pHKCI 4.7 7.1 5.8 Latitude 19.2 29.0 255
bio8 9.2 32.2 19.5 Subsoil pHH20 5.8 8.3 7.1  Elevation 29.0 3,545.0 1,870.5
bio5 17.9 33.3 27.0 SOC stock 82.0 215.0 151.3 Annual wind speed 1.7 6.4 3.7

V  biol0 9.9 27.8 19.1 SOC density 100.7 239.3 160.8 Latitude 16.5 29.0 24.7
biol 7.8 23.6 15.6  Soil bulk density (SBD) 1,319.5 1,477.9 1,426.8 Longitude 92.4 106.0 100.9
bio10 10.0 26.0 20.0  Subsoil pHH20 5.9 8.3 7.2  Elevation 836.0 3,620.0 1,891.2

VI bio4 19.7 55.2 36.1 Subsoil clay content 315 41.5 37.4 Annual solar radiation 16,311.6 17,825.5 17,077.2
bio5 18.0 33.0 27.4 Subsoil pHKCI 4.7 7.1 5.8  Latitude 23.2 29.1 26.0
biol 7.8 23.4 15.0 Soil bulk density 1,319.5 1,492.3 1,422.5 Elevation 221.0 3,620.0 2,087.6

VIl biol0 9.9 29.0 18.4 Available water capacity  23.0 27.3 25.7 Annual solar radiation 16,733.3 18,013.9 17,151.4
bio8 9.2 28.4 17.7 Subsoil pHKCI 4.2 7.3 5.8  Longitude 98.8 102.8 100.5
biol5 7.0 8.9 7.8  Saturated water content  43.9 46.2 455 Aspect 38.3 322.8 201.1

VIl biol2 1115.0 1385.0 1205.7 SOC density 182.3 226.4 209.6 Annual wind speed 2.2 2.6 2.4
bio2 12.8 13.3 13.0 SOC stock 188.0 248.0 217.6 Longitude 92.5 92.9 92.6

*| (C. mexicana), Il (C. gracilior), 11l (C. rosei), IV (C. greggiana), V (C. baroussana), VI (C. tracyi), VII (C. aurescens, C. crus-galli, C. cuprina, C.
grandifolia, C. johnstonii, C. serratissima, C. sulfurea, C. uniflora), VII (C. lindenii, C. nelsoni). biol=annual mean temperature, bio2=mean
temperature diurnal range, bio4=temperature seasonality, bio5=maximum temperature warmest month, bio6=minimum temperature coldest month,
bio7=temperature annual range, bio8=mean temperature wettest quarter, biol0=mean temperature warmest quarter, biol2=annual precipitation,
bio15= precipitation seasonality, SOC=soil organic carbon. biol, bio2, bio5-bio10 (°C), bio12 and biol5 (mm), SOC density and SBD (kg/m3), SOC

stock (ton/ha), saturated water content, and available water capacity (%). Depth to bedrock (cm).
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Supplementary Figure 2.1. Ecogeographic diversity maps of | (C. mexicana), Il
(C. gracilior), lll (C. rosei), IV (C. greggiana), V (C. baroussana), VI (C. tracyi), VI
(C. aurescens, C. crus-galli, C. cuprina, C. grandifolia, C. johnstonii, C.
serratissima, C. sulfurea, C. uniflora), VII. (C. lindenii, C. nelsoni).
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Supplementary Figure 2.2. Distribution of occurrences (primary axis, black
bullets) and proportion of cells (secondary axis, gray bars) of categories obtained
from the ecogeographical land characterization (ELC) map in each species subset.
I (C. mexicana), Il (C. gracilior), 11l (C. rosei), IV (C. greggiana), V (C. baroussana),
VI (C. tracyi), VII (C. aurescens, C. crus-galli, C. cuprina, C. grandifolia, C.
johnstonii, C. serratissima, C. sulfurea, C. uniflora), VII. (C. lindenii, C. nelsoni).

Supplementary Table 2.5. Minimum, maximum, and mean values ELC
categories of each Crataegus L. species subset. Available on:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1RK-
ArbNSJoBMYT1nOT|BcA2MOzR1aOnm/edit?usp=sharing&ouid=11421253607
4528877249&rtpof=true&sd=true (Supplementary Table
2.5 ELC_categories.xls)
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CAPITULO Il

RESPUESTA FISIOLOGICA DE PLANTAS DE Crataegus mexicana A
ESTRES POR SEQUIA

RESUMEN

La sequia es uno de los estreses abidticos mas comunes que las plantas
enfrentan y que afecta a la produccion agricola a nivel global. La respuesta de
diferentes cultivos y frutales a este estrés ha sido evaluada, mejorada e incluso
modelada. No obstante, en tejocote (Crataegus mexicana) no ha sido estudiada.
Por ello, 25 accesiones de diferentes localidades de México se sometieron a
condiciones de sequia, evaluandose su respuesta a través de la medicion de
ocho variables fisiolégicas y cuatro morfolégicas e identificandose aquellas con
potenciales caracteristicas de adaptacion a estas condiciones. Como resultado
se obtuvo que el déficit de agua afectdé negativamente a las accesiones,
especialmente en la tasa de fotosintesis neta, tasa de transpiracion, conductancia
estomatica e indice del uso eficiente del agua, ya que disminuyeron 82, 47, 68 y
42 %, respectivamente. Aquellas que sufrieron menor impacto con relacion al
resto de las accesiones evaluadas (A8, Al1l, A12, A13 y Al7) se seleccionaron
como accesiones tolerantes a sequia. Entre sus principales caracteristicas
destacan menor altura, menor area foliar, alta tasa fotosintética y alta
conductividad hidraulica, las cuales pueden convertirse en indicadores para la
seleccion de genotipos de C. mexicana con tolerancia a la sequia. Por el
contrario, entre los indicadores que sugieren una respuesta negativa 0 no
tolerante fueron: mayor area foliar, menor ndmero de espinas y menor
concentracion de CO: intercelular. Las accesiones tolerantes podrian ser
considerados en investigaciones futuras para programas de seleccion y
mejoramiento genético que tengan como propdésito mejorar la adaptacion a
condiciones limitantes de humedad y usarlos principalmente como portainjertos
de la misma especie o de otras especies fruticolas compatibles de importancia
agricola.

Palabras clave: tolerancia a sequia, tejocote, cultivo subutilizado, estrés
abidtico, portainjerto tolerante a sequia.
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ABSTRACT

Drought stress is one of the most common abiotic stresses faced by plants and
globally affecting agricultural production. The response of different crops and fruit
trees to this stress has been evaluated, improved, and even modeled, but in
tejocote (Crataegus mexicana) has not been studied. Therefore, twenty-five
accessions from distinct locations in Mexico were subjected to drought stress,
evaluating their response through the measurement of eight physiological and five
morphological variables, and identifying those with potential characteristics of
adaptation to these conditions. It was obtained that the drought tolerance
response was influenced by the rootstock because it was classified as drought
non-tolerant. And, accessions were negatively affected by the drought stress,
especially in net photosynthesis rate, transpiration rate, stomatal conductance,
and water efficiency index, since they decreased 82, 47, 68, and 42 %,
respectively. Five accessions were selected as drought tolerant (A8, Al1l, Al12,
A13y Al7) because they underwent minor impact in comparison to the rest of the
evaluated accessions. Their main characteristics are short plants, minor leaf area,
high photosynthetic rate, and high hydraulic conductivity, which can be some
indicators for the selection of genotypes of C. mexicana with drought tolerance.
On the other hand, the indicators that suggest a non-tolerant response to stress
drought were major leaf area, few spines, and low concentration of intercellular
CO.. Drought tolerant accessions selected could be considered in future research
that aims to improve the adaptation to moisture-limiting conditions and use them
as rootstocks of C. mexicana or other compatible fruit species of agricultural
importance.

Key words: drought tolerance, tejocote, underutilized crop, abiotic stress,
drought-tolerant rootstock.
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INTRODUCCION

En México se localizan aproximadamente 16 especies del género Crataegus,
comunmente conocidas como “tejocote” (Villasefior, 2016; Rzedowski, 2021).
Solo tres son cultivadas (C. mexicana, C. gracilior y C. rosei), tanto de éstas como
del resto se encuentran poblaciones naturales principalmente en las orillas de
caminos, asociadas a vegetacion de clima templado, habitan laderas, barrancas
y terrenos agricolas (Phipps 1997; Rzedowski, 2021; CONABIO, 2023). Algunas
se cultivan especialmente en huertos familiares en asociacion con otras especies
anuales o perennes, también existen plantaciones semicomerciales vy
comerciales (Nieto-Angel et al., 2016). En el afio 2022 se cultivaron cerca de 900
ha, de las cuales 95 % estan concentradas en el estado de Puebla (SIAP, 2022).
Asimismo, se tienen registros de su cultivo en California, EE. UU (Adesemoye et
al., 2013). El tejocote es considerado un frutal subutilizado que representa un
importante valor cultural y econdmico para los mexicanos, los frutos se utilizan
en la preparacion de dulces y bebidas tradicionales, en la industria de los lacteos
las pectinas se emplean para emulsificar algunos productos (Nufez-Colin &
Sanchez, 2011). Las plantas se utilizan como portainjertos del mismo tejocote y
de otros frutales como pera y manzana (Nieto-Angel & Borys, 1999). Las flores,
hojas, corteza y raiz se utilizan en infusiones para tratar diferentes padecimientos
respiratorios y cardiacos, por la composicion fitoquimica de sus frutos y otras
estructuras, el tejocote tiene un alto potencial para su aprovechamiento en la
agroindustria, medicina y como alimento funcional (Banderas-Tarabay et al.,
2015). Los estudios sobre este frutal se han enfocado principalmente en la
exploracion y caracterizacion de la diversidad morfolégica, fitoquimica vy
molecular (Garcia-Mateos et al., 2013; Velasco-Hernandez et al.,, 2017;
Betancourt-Olvera et al., 2018; Pérez-Lainez et al., 2019), planificacién de la
conservacion y recoleccién (Nufiez-Colin, 2009; Vera-Sanchez et al., 2021), asi
como el estudio de sus propiedades funcionales y medicinales (Reyes-Becerril et
al., 2019; Robles-Botero et al., 2020; Tlatelpa-Becerro et al. 2020; Ornelas-Lim et
al., 2021).
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Crataegus mexicana es una de las especies cultivadas, la de mayor distribucion
en México (Betancourt-Olvera et al., 2018); se encuentra en climas templados en
las zonas montafiosas del pais, se adapta a diversos tipos de suelos, tolera
sequias e inundaciones y por su rusticidad es resistente a plagas y enfermedades
(CONABIO, 2023). Los productores han seleccionado variedades locales cuyas
caracteristicas se enfocan en la calidad del fruto (SNICS, 2023), u otras
caracteristicas como resistencia a roya (Mufiz-Reyes et al., 2014) o bajos
requerimientos de agua y nutrientes, que también son objetivo de seleccion
(Nieto-Angel et al., 2016).

Por otro lado, las condiciones ambientales generadas por el cambio climatico
afectan la disponibilidad de agua. Entonces, el estrés por sequia es uno de los
factores ambientales mas significantes que afecta el crecimiento y el rendimiento
agricola a nivel global. Es la razén de la pérdida de la produccién de varios
cultivos hasta en 50 % en todo el mundo (Wang et al., 2018; Deepak et al., 2019;
Song et al., 2020). El estrés por sequia puede definirse como una escasez de
agua que induce draméticos cambios morfolégicos, bioguimicos, fisioldgicos,
moleculares y epigenéticos (Sallam et al., 2019; Dar et al., 2022). Entre los
morfolégicos estdn la maduracion temprana, reduccion del area foliar,
enrollamiento, cambios en el angulo, tamafio, orientacién y color de las hojas,
reduccion de la longitud de los brotes y la altura de la planta, entre otros
(Seleiman et al., 2021). El cierre de estomas, reduccion de la fotosintesis,
disminucién del crecimiento, incremento del estrés oxidativo, reduccion de la
conductancia estomética, tasa de transpiracion y CO:zintercelular, incremento del
WUE (indice del uso eficiente del agua) o la activacion de las células guarda e
incremento de la temperatura interna, son ejemplos de los cambios fisiologicos
(Sallam et al., 2019; Seleiman et al., 2021). Dentro de los cambios bioquimicos
se sefialan la interrupcion de la eficiencia bioquimica y de Rubisco, aumento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio oxidativo,
generacion y acumulacion de acido abscisico, prolina y poliaminas, incremento
de enzimas oxidativas, produccion de carbohidratos, entre otros (Seleiman et al.,
2021).

52



A lo largo de la evolucion, las plantas han afinado diferentes mecanismos de
tolerancia a la sequia, lo que ha llevado al desarrollo cultivares con diferentes
capacidades para tolerar estas condiciones. La duracion del déficit de agua en el
suelo influye en la gravedad del estrés, iniciando con la pérdida de agua en las
células, llevando a su deshidratacion, estrés osmotico y produccion de ROS, que
desencadena en una cascada de redes de sefalizacion a nivel molecular,
morfoldgico, bioguimico y fisiologico (Belal et al., 2022). Entre los principales
mecanismos desarrollados por las plantas para la adaptacion a la sequia se
encuentran la reduccion de la fotosintesis, la transpiracion y la conductancia
estomatica, incremento de fitohormonas, disminucion del crecimiento radical
lateral, ajuste osmatico mediante el incremento de la concentracion de sales,
cationes inorganicos, acidos organicos, carbohidratos y aminoacidos libres, y la
regulacion epigenética (Basu et al., 2016; Sallam et al., 2019; Seleiman et al.,
2021; Dar et al., 2022).

Por lo anterior, una buena parte de los esfuerzos de mejoramiento genético en
frutales y en otros cultivos estan siendo dirigidos a optimizar la eficiencia del uso
del agua como un factor clave en la resiliencia climatica y la sostenibilidad de la
produccion agricola (Eggels et al., 2021). A nivel de hoja, esta eficiencia se refiere
a la relacién entre la fotosintesis y la transpiracion, es decir, la cantidad de CO2
ganado por unidad de agua utilizada (Flexas et al., 2016). Asi mismo, los estudios
cientificos estdn encaminados hacia la busqueda de mecanismos de evasion,
escape o tolerancia que regulen la respuesta de las plantas al estrés hidrico; con
el objetivo de identificar las especies, los genotipos y las variedades mas
tolerantes y a la vez incrementar la tolerancia en los materiales susceptibles
(Giordano et al.,, 2021; Seleiman et al., 2021). Los estudios van desde el
mejoramiento y la seleccién convencional, seleccién asistida con marcadores,
seleccién gendmica, inducciéon de resistencia, ingenieria metabdlica, aplicacién
de fitohormonas, osmoprotectantes, silicio (activador antioxidante), selenio
(antioxidante), potasio (regulador), microorganismos, hidrogel o nanoparticulas
(Ullah et al., 2018; Ayangbenro & Babalola, 2020; Maswada et al., 2020; Saha et
al., 2020; Seleiman et al., 2021).
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También se utilizan metodologias emergentes como la caracterizacion predictiva
mediante el uso de datos ecogeograficos y sistemas de informacion geografica
(Khazaei et al., 2013; Thormann et al., 2016; Stenberg & Ortiz, 2021; Rubio et al.,
2022).

Hasta la fecha no se han evaluado la respuesta fisioldgica y tolerancia a estrés
por sequia en especies mexicanas de Crataegus L. En plantulas de C. aronia,
una especie nativa de la Region Mediterrdnea se comprobd que el estrés por
sequia afecta negativamente la fotosintesis, conductancia estomatica y tasa de
transpiracion cuyos valores disminuyeron en 64, 68 y 62 %, respectivamente
(Ashkavand et al., 2016). Desde el punto de vista bioquimico, esta especie puede
tolerar de manera moderada y gradual el estrés por sequia (Ashkavand et al.,
2014). Puesto que el uso eficiente del agua es crucial en las plantas porque
deben responder a diferentes necesidades y condiciones como el cambio
climatico, contaminacion ambiental, eficiencia en el uso del agua y los recursos
naturales, incremento de los costos de produccién, entre otros. Con base en ello,
en el presente estudio se planted evaluar la respuesta que tuvieron las plantas
de Crataegus mexicana ante estrés por sequia inducida, con la finalidad de
identificar accesiones tolerantes a sequia con potencial uso como portainjertos,
no sélo de tejocote, sino también de otras especies compatibles. Dado que el uso
de portainjertos en frutales es una estrategia eficaz en el manejo del crecimiento
y el rendimiento de las plantas a través del uso eficiente de los recursos y
confiriendo caracteristicas deseables de resiliencia ante diferentes estreses
bioticos y abidticos (Xu & Ediger, 2021).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron 24 accesiones de C. mexicana de diferentes localidades de México
(Cuadro Suplementario 3.1) establecidas en el Banco Germoplasma de Tejocote
de la Universidad Autonoma Chapingo. Estas accesiones fueron propagadas por

triplicado de manera asexual sobre portainjertos de la misma especie.

54



También se utilizO una muestra (por quintuplicado) de los portainjertos
provenientes de semilla, haciendo un total de 77 plantas. Las plantas fueron
establecidas en un sustrato compuesto por perlita y tierra (1:1, v:v) con dos riegos
por semana en el invernadero de cristal ubicado en las coordenadas 19.4901, -
98.873 a temperaturas de 26 °C * 8.1.

Variables fisioldgicas

La fotosintesis neta (Pn), conductancia estomatica (Ce), tasa de transpiracion
(E), temperatura de la hoja (TI) y concentracién de carbono intercelular (Ci) se
midieron con un analizador infrarrojo de gases (modelo CI340, CID BioScience)
en dias despejados a las 8:00, 12:00 y 16:00 h durante el mes de julio de 2022.
Los datos se obtuvieron por triplicado y en la misma hoja, seleccionada de la
parte media de la planta, siempre que estuviera y expandida.

Variables morfologicas

Se midieron la altura de planta y el grosor de tallo, se calculo el area foliar inicial
y final (al dia de su rehidratacién) de acuerdo con el numero de hojas y una
muestra procesada con el analizador de imagenes ImageJ (Cuadro 3.1). Doce
dias después de la rehidratacion se obtuvo la conductividad hidraulica, con base
en el peso del agua que se condujo por tallos de 20 cm por 50 min siguiendo la

metodologia de Pire et al. (2007).
Estrés por sequia

Las plantas se regaron a saturacion del sustrato y a partir de este altimo riego se
suspendio el suministro de agua. Las plantas se rehidrataron nuevamente hasta
gue las hojas basales manifestaron necrosis como se ilustra en la Figura 3.1-A.
Esto debido a que las plantas no mostraron marchitamiento aparente en las
hojas, simplemente hubo quemadura del brote apical a los tres dias después de
suspender el riego (Figura 3.1-B). El nimero de dias transcurridos hasta que
cada planta se rehidratd se tradujo como el numero de dias que la planta tolerd

el estrés por sequia (DSR).
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Para monitorear la respuesta fisiologica durante el periodo de estrés, las
mediciones de las variables de intercambio de gases se realizaron a las 12:00 h
del dia cero (0D), dia tres (3D), dia cinco (5D), dia siete (7D), dia nueve (9D) y
dia once (11D) del estrés. Las temperaturas durante el periodo de evaluacion
fluctuaron entre 16 y 40 °C y la humedad relativa entre 11 y 83 %. Las
temperaturas mas altas (41.2 °C + 3.1) se registraron entre las 12:30 y las 15:00
h, mientras que la humedad relativa més baja (27.7 % + 2.7) entre las 13:00 y las
16:00 h.

Analisis estadistico

Las plantas se clasificaron en cinco grupos de acuerdo con la variable DSR
(Cuadro 3.1) y se compard la respuesta de las variable en cada grupo.
Posteriormente, usando R y las funciones de los paquetes {factoextra} versién
1.0.7 (Kassambara & Mundt, 2022) y {ggdendro} version 0.1.23 (De Vries et al.,
2022) se realizaron dos analisis de agrupamiento (Agrupamiento-A vy

Agrupamiento-B) a partir del célculo de distancias euclidianas.

|

Figura 3.1. Hojas basales necrosadas de C. mexicana (A) como indicador para
la rehidratacién de las plantas. Quemadura del brote apical (B) a los tres dias
del estrés por sequia.
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Se utilizé Ward.D como método de aglomeracion y el numero éptimo de grupos
fue definido por la funcion NbClust {NbClust} que ofrece 30 indices para ello y
propone el mejor esquema de agrupamiento (Charrad et al., 2014). En el primer
agrupamiento se consideraron las 77 plantas como unidades experimentales
independientes (Agrupamiento-A). En el segundo se consideraron las 25
accesiones como unidades experimentales (Agrupamiento-B). En cada
agrupamiento se realizaron analisis de correlacion bivariada para descartar las
variables correlacionadas, posteriormente se ordenaron conforme a su
contribucion a la varianza obtenida de los andlisis de componentes principales
(ACP) utilizando la funcion PCA {FactoMineR} (L€ et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

De manera general, la tendencia de las variables relacionadas con el intercambio
de gases en tejocote fue similar al patron que presentan plantas con metabolismo
C3 (Figura 3.2). Esto es, la luz es el principal estimulador de la fotosintesis donde
los estomas permanecen abiertos durante el dia y se cierran al anochecer cuando
cesa la asimilacion de COz, mientras su maxima apertura coincide con las horas
centrales del dia cuando la pérdida de agua por transpiracion también se
incrementa (Kirschbaum, 2004; Timm & Hagemann, 2020). Por definicién, la
conductancia estomatica estima la capacidad de las hojas para expulsar el vapor
de agua (Tardieu et al., 2018). Una Ce mayor permite una mayor asimilacion de
COg, facilita su difusion hacia los sitios de carboxilacion e incrementa el gradiente
del potencial hidrico entre la raiz y la parte vegetativa, llevando a una critica
deshidratacion por transpiracion (Tardieu et al., 2018; Flexas et al., 2016).
Cuando la conductancia estomatica disminuyé en plantas de tejocote la
fotosintesis neta también lo hizo. Sin embargo, la tasa de transpiracion no mostro
la misma tendencia. Esto podria sugerir que la planta perdié agua por otra via y
no por los estomas, posiblemente a través de la cuticula. De acuerdo con
Schuster et al. (2017), cuando los estomas estan cerrados en condiciones de
estrés por sequia, la Unica ruta para la pérdida de agua desde el interior de la

hoja hacia la atmdsfera es a través de la cuticula.
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Por lo tanto, el grado de transpiracion cuticular en relacion con los reservorios de
agua en la planta y la adquisicion de agua del suelo, determinan la aptitud y la
supervivencia de la planta. Aunque hasta este punto del experimento las plantas
aun no estaban bajo estrés por sequia, las altas temperaturas dentro del
invernadero de cristal pudieron afectar la permeabilidad de la cuticula de las hojas
dejando permear agua (Burghardt & Riederer, 2008; Bueno et al., 2019). Por otro
lado, la concentracion intercelular de CO2 es un fuerte regulador de la
conductancia estomatica. A bajas concentraciones de este gas los estomas se
abren independientemente de los demas factores ambientales, asi el CO2 entra
y se difunde por los poros estomaticos en la superficie de la hoja incrementando
la concentracion disponible para Pn. Como las células en el interior de la hoja
estan humedas, los estomas permiten difusién del vapor del agua por medio de
la transpiracion y aunque los estomas se cierren, si la deshidratacion llega a ser
excesiva, el CO2 que entra también es restringido disminuyendo asi la Pn
(Tominaga et al., 2018). Esto puede explicar el comportamiento de estas dos
variables en plantas de tejocote, porque a medida que el Ci disminuyo la Ce
también incrementd ligeramente y viceversa, a medio dia el Ci alcanzé sus

niveles mas bajos y la Ce los mas altos (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Comportamiento de las variables fisiologicas relacionadas con el
intercambio de gases en Crataegus mexicana durante el transcurso del dia. La
escala aplica para las variables alineadas al mismo costado.
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Finalmente, el WUE es una medida de la efectividad de los estomas al maximizar
la fotosintesis y al mismo tiempo reduciendo la pérdida de agua por transpiracion
(Flexas et al., 2016). El WUE en las plantas de tejocote disminuy6 a medida que
transcurrio el dia, pero, aunque la Pn se redujo, la E no mostr6 un decrecimiento,
posiblemente afectada por la permeabilidad de la cuticula. Esa podria ser la
explicacion del por qué la relacion Pn/E disminuy6 dejando ver que, de manera
general, las plantas de tejocote no maximizan la fotosintesis cuando se
incrementa la transpiracion. Por otra parte, Ce fue la variable fisiologica més
heterogénea con 35.88 % de variacion, mientras Ci y Tl fueron las mas
homogéneas con 7.68 y 9.82 %, respectivamente. De las morfologicas, el nUmero
de espinas fue la variable mas heterogénea cuya variacion fue 111.7 %, ya que
algunas plantas no tuvieron espinas y otras registraron hasta 89 espinas en una

sola planta.

En promedio, las plantas de tejocote toleraron ocho dias sin suministro de agua,
con un minimo de cinco y un maximo de 12 dias (Cuadro 3.1). Aunque en otras
especies de tejocote este aspecto aun no se ha estudiado, en manzano se ha
documentado que las plantas han soportado hasta 33 dias bajo estrés hidrico,
no obstante, toman hasta cinco dias de recuperacién (Wang et al., 2018). En esta
especie, algunos cultivares como ‘Fugi’ puede reducir su Pn hasta 15 dias
después del inicio del estrés hidrico mientras que la reduccién en ‘Hongro’ ocurrié
aproximadamente 5 dias después (Bhusal et al., 2019). Con base en los valores
de la variable DSR se formaron cinco grupos de plantas (Cuadro 3.1), donde las
plantas del G5 (12 %) fueron las mas tolerantes ya que hasta los 12 d presentaron
dafios en sus hojas basales, estas plantas tienen caracteristicas relacionadas
con la tolerancia a la sequia, por ejemplo, son las de menor altura, menor area
foliar, mayor numero de espinas y también las que tuvieron la Pn y el WUE mas
altos. De acuerdo con Larkunthod et al. (2018) y Bangar et al. (2019) las plantas
con menor area foliar tienden a perder menos agua por transpiracion, por lo tanto,

pueden ser mas tolerantes a este déficit.
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Asi mismo, las espinas son una adaptaciéon morfologica evolutiva que algunas
plantas han desarrollado en respuesta a la sequia, ya que cubren las yemas
axilares para evitar la pérdida de agua (Sivalingam et al., 2021; Yang et al., 2021)
por lo que un mayor nimero de espinas puede ser un indicador de mayor
tolerancia a condiciones de baja disponibilidad de agua en plantas de tejocote.
Ademas de que las espinas también son caracteristicas de las poblaciones
silvestres de este frutal en México (Betancourt-Olvera et al., 2018), por lo que se
podria interpretar que estas poblaciones pudieran tener mayor adaptacion a las
condiciones de sequia que las mas domesticadas y cultivadas. De igual forma,
en plantas de manzana (Malus domestica var. Ambrosia) se ha demostrado que
las plantas enanas tienen mayor tolerancia a estrés por sequia (Xu & Ediger,
2021), ya que tuvieron mayor estabilidad en el intercambio de gases y la
intensidad de defoliacion fue baja, en este trabajo, las plantas del grupo G5 fueron
las de menor altura y las que mayor tolerancia presentaron. Por otro lado, debido
a que las plantas con mayor altura tienen los conductos del xilema mas anchos y
éstos son mas vulnerables a los embolismos que bloquean la conduccién y flujo
del agua, entonces las plantas mas altas son menos tolerantes al estrés hidrico
(Olson et al., 2018), esto también puede dar soporte al hecho de que las plantas

con menor altura fueron las que toleraron hasta 12 dias.

Con respecto de la Pn, opuesto a lo establecido sobre que la fotosintesis esta
directamente relacionada con el area foliar (Taiz & Zeiger, 2006), en este estudio
las plantas de tejocote con mayor Pn fueron las que menor area foliar tuvieron.
También es importante destacar que el G5 tuvo los valores de Kh mas altos, esta
es una caracteristica opuesta a lo que se ha documentado en la mayoria de las
plantas, donde se argumenta que una baja Kh es resultado de una baja
vulnerabilidad o alta resistencia a los embolismos en el xilema, lo que podria
significar una mayor tolerancia a estrés por sequia, por el contrario, una alta Kh
puede ocasionar embolismos en el sistema conductor y disminuir la tolerancia a
condiciones con déficit de agua (De Baerdemaeker et al., 2019), ademas de que
una alta Kh puede dar como resultado un bajo WUE (Tardieu et al., 2018) y en

tejocote, a pesar de la alta Kh el WUE también tuvo valores altos.
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Cuadro 3.1. Resultados de las evaluaciones morfoldgicas vy fisiolégicas de 77 plantas de Crataegus mexicana y variacion
en cinco grupos (G1, G2, G3, G4, G5) formados con base en el niumero de dias que resistieron el estrés por sequia (DSR).
Los valores mas altos estan resaltados en negritas y los mas bajos estan subrayados.

Grupo
Variable (Unidades) Caédigo Media £ SD Min-Max % CV P

G1 G2 G3 G4 G5
Altura de la planta (cm) Ap 122.21+26.5 54-192 21.68 125.79 122 125.1 135.6 104.33
Diametro del tallo (mm) Dt 5.39:1.1 2.3-8.79 2041  5.78 5.27 5.45 5.86 4.87
Area foliar (cm2) Af  2,540.47+1,207.8 296.6-6,480.31 47.54 3,001.15 2,800.83 2,445.78 2,309.30 1,368.26
NuUmero de espinas Ne 15.04+16.8 0-89 111.7 15.08 14.58 12.85 17.4 20.11
Conductividad hidraulica E-08
(kg.m-SLMPaix10%) Kh 3.16+1.79 2.5-8.3 56.61  3.24 2.21 4.02 3.58 4.16
Temperatura de la hoja (°C) TI 35.65£3.5 28.37-42.35 982 3539 3601 3542 3641  34.84
Fotosintesis neta (umol-m2-st) Pn 9.69+2.9 2.44-16.59 29.93 1041 8.93 9.04 11.55 11.74
ZT";“I‘)"" de transpiracion (mmol-m E 3.92+1.2 148676 3061 4.2 3.64 3.78 4.98 4.21
fg;%ﬁ’%i”:j;‘ estomatica Ce 103.11+37 20.1-193.16 3588 10856  91.56  101.48 130.68  123.96
gggc(%gtrzj‘)c'o” intracelular de Ci 540.38+41.5  445.87-685.77 7.68 53258 520.81 550.19 571.74  547.92
{"F‘,‘:]'/CEG] de uso eficiente del agua ) 2.54+0.7 1.41-439 2756  2.62 2.56 2.42 2.35 2.79
Dias sin riego DSR 8.05+2.1 5-12 26.09 5 7 9 11 12
Numero de plantas - - - - 12 31 20 5 9
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G2 fue el grupo mas grande incluyendo 40 % de las plantas toleraron el estrés
por siete dias. Este grupo esté integrado por las plantas que tuvieron los valores
mas bajos de Kh, Pn, E, Ce y Ci. Los valores bajos de Kh pueden deberse a los
potenciales hidricos negativos ocasionados por el déficit de agua, posiblemente
se rompieron las columnas de agua con vacios o burbujas (cavitacion) formando
embolismos y resultando en la disminucion de Kh (De Baerdemaeker et al.,
2019). Estos resultados difieren con lo que Pire et al. (2007) documentaron para
vid, donde el déficit de agua afecté de manera negativa la Kh, es decir, las plantas
gue fueron sometidas a un déficit de agua redujeron el diametro de los vasos
xilematicos como una adaptacion en la regulacion del flujo del agua y evitaron su
pérdida, incrementando su ajuste en estas condiciones. En el presente trabajo,
aun cuando la pérdida de agua a través de la transpiracion fue menor comparada
con los otros grupos, tanto la Pn y Ci también fueron bajos, probablemente esto
no fue suficiente para ayudar a la planta a tolerar mas dias sin suministro de
agua, ademas de que fue el segundo grupo con mayor area foliar, solo 7 %
menos que las plantas del G1, las cuales relacionan directamente sus valores
altos de area foliar con la baja tolerancia al estrés por sequia, ya que su superficie
de pérdida fue alta, 55 % mas que las plantas del G5. En contraste, el G4 es el
grupo mas pequefio, donde se incluyeron sélo cinco plantas que toleraron 11 d
sin suministro de agua, so6lo un dia menos que las plantas del G5, este grupo
integré a las plantas con mayor altura, mayor diametro de tallo, con los valores

mas altos de TI, Ce, E y Ci, pero con el WUE méas bajo de todos los grupos.

Independientemente de que las plantas se hayan rehidratado o no, a partir del
dia nueve (9D) todos los grupos mostraron un ligero incremento en Pn, E y Ce,
incluso en el WUE (Figura 3.3). Los grupos G1 y G2 mostraron una respuesta a
la rehidratacién, sin embargo, las plantas de los grupos G3, G4 y G5 podrian
estar indicando un proceso de ajuste osmético. El cual actia como un mecanismo
para evitar la toxicidad idnica y mantener la absorcion de agua durante el estrés
por sequia o salinidad mediante la acumulacion de grandes cantidades de
osmolitos (Chen & Jiang, 2010; Blum, 2017).
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En especies de la familia Rosaceae ha sido documentado que el sorbitol es uno
de los principales componentes para el ajuste osmotico en condiciones de estrés
(Haider et al., 2018). Igualmente se identificé la relacidn positiva entre estas tres
variables cuando los estomas se abren para asimilar CO2 habiendo también una
pérdida de agua hacia la atmésfera. En condiciones adversas, tanto la absorcion
de CO2 como la transpiracion se optimizan junto con la conductancia estomatica
para salvaguardar la supervivencia de las plantas (Schuster et al., 2017). El WUE
mostrd un ligero incremento a partir de los siete dias, lo que sugiere que la
fotosintesis fue mayor que la transpiracion. Esto también se refleja en la
temperatura de la hoja al disminuir a partir del dia siete. Pudiéndose tratar de un
mecanismo que al incrementar la transpiracion, la planta se enfria en repuesta a
la pérdida de energia. De acuerdo con Seleiman et al. (2021) el incremento de
WUE es un mecanismo que las plantas desarrollan para evadir los estragos del

estrés (Figura 3.3).

De manera general, el area foliar y las variables fisiolégicas mostraron un
decremento después de ser sometidas a estrés por sequia (Figura 3.4). Primero,
el area foliar disminuy6 24 %, siendo los grupos G4 y G5 los que menos area
foliar perdieron. La pérdida de area foliar es una consecuencia del dafio causado
a los tejidos celulares, principalmente por la oxidacion que conlleva a necrosis.
Aqui la disminucion de area foliar no esta relacionada con el decrecimiento en la
expansién de la hoja por division celular el cual se considera un mecanismo para
evitar la pérdida de agua por transpiracion (Larkunthod et al., 2018; Bangar et al.,
2019). Por otra parte, Pn, E y Ce disminuyeron 82, 47 y 68 %, respectivamente.
Este decrecimiento concomitante indicaria que la conductancia estomatica
obstruida fue la razén para limitar la fotosintesis bajo estrés por sequia, como se
ha reportado en diferentes frutales como durazno y citricos (Haider et al., 2018)
y en las plantas en general. El cierre de estomas aqui evidenciado por C.
mexicana es uno de los principales mecanismos de evasion de los dafos
causados por el déficit de agua (Seleiman et al., 2021). Mientras que E tuvo un
decrecimiento mayor en C. aronia con 62 % y en ambas especies Ce disminuyo
en 68 %.
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Figura 3.3. Comportamiento de los parametros fisiol6gicos en cinco grupos de
plantas (G1, G2, G3, G4, G5) de Crataegus mexicana bajo estrés por sequia y
subsecuente rehidratacion. Los marcadores con relleno solido indican el dia de
la rehidratacion en cada grupo.

El WUE se redujo 72 %, éste es uno de los factores mas importantes que tiene
lugar cuando las plantas son sometidas a sequia, que se va modificando cuando
las plantas cierran sus estomas perdiendo menos agua y regulandose el
equilibrio hidrico interno. El WUE difiere entre variedades y cultivares, en ciertos
genotipos susceptibles a sequia e incapaces de adaptarse a esas condiciones,
se tiene un bajo WUE (Tardieu et al., 2018; Seleiman et al., 2018). Entonces, las
plantas de los grupos G1, G2 y G3 fueron las mas susceptibles a sequia, dado

que WUE disminuyé drasticamente después de ser sometidas a este estrés.
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Contrastantemente, las plantas del G5 mostraron un WUE mas alto que el resto
(Figura 3.4). Tanto la temperatura de la hoja como Ci fueron las variables que
menor cambio tuvieron después del estrés, aunque en algunos grupos hubo

ligeros decrementos, en general Tl increment6 17 %y Ci 2 %.
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Figura 3.4. Efecto del estrés por sequia en las variables fisiolégicas y area foliar
presentado en cada grupo (G1, G2, G3, G4, G5) de Crataegus mexicana.

Por otro lado, en los analisis de agrupamiento la contribucién a la varianza de los
tres primeros componentes fue de 61 % para el Agrupamiento-A y 66 % para el
Agrupamiento-B. En ambos, las variables Kh y Af fueron las de mayor
contribucion, mientras que Pn tuvo menor contribucion (Tabla Suplementaria 2).
El Agrupamiento-A agrupé las 77 plantas en tres grupos (Figura 3.5-A), el grupo
| agrupa las plantas de menor Kh, mayor altura, mayor nimero de espinas y

menor Pn.
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El grupo Il esta conformado por 21 % de las plantas, las cuales toleraron 11.19
DSR, tuvieron los valores mas altos de Kh, Ci y Pn, y los valores mas bajos de
area foliar. Las plantas del grupo Il tuvieron mayor area foliar, menor altura,
menor numero de espinas, menor Ciy toleraron siete DSR, es decir, fue el grupo
mas susceptible al estrés por sequia (Tabla Suplementaria 2). En el
Agrupamiento-B también se obtuvieron tres grupos (Figura 3.5-B). El grupo Il esta
conformado por cinco accesiones que toleraron 10.5 DSR, siendo el mas
tolerante a estrés por sequia. Entre sus principales caracteristicas destacan altos
valores de Kh, Ci, Pn, altura de planta, nimero de espinas y baja area foliar.
Estas caracteristicas son similares a las del grupo Il del Agrupamiento-A, es decir,
los grupos Il de ambos agrupamientos fueron los mas tolerantes y los que
tuvieron mayor Kh, menor area foliar, mayor Ci y mayor Pn. También coinciden
con las caracteristicas del grupo G5 donde se agruparon las plantas que toleraron
12 DSR (Cuadro 3.1). Por lo tanto, las accesiones con mayor tolerancia a sequia
fueron A7, Al11, A12, A13y Al7, la primera es procedente de Chiapas, la segunda
de Puebla, la tercera de Morelos y las accesiones A13 y Al17 provinieron del
Estado de México. Mientras tanto, las caracteristicas de los grupos lll de ambos
agrupamientos (A y B), asi como de los grupos G1 y G2 son: menor Kh, mayor
area foliar, menor Ci, menor altura de planta, menor nimero de espinas y menor
namero de dias sin suministro de agua. De manera general, las accesiones de
C. mexicana con mayor susceptibilidad a los dafios de estrés por sequia tuvieron
mayor area foliar, menor nimero de espinas y menor Ci. En el primer
agrupamiento, el grupo G5 agrup6 las plantas mas tolerantes, mientras que el
grupo G1 las menos tolerantes.

Es importante destacar que por cada accesion se evaluaron tres plantas y dentro
de cada accesion se encontraron variaciones. Principalmente en cuanto al
namero de dias que soportaron sin riego (DSR), ya que las plantas de una misma
accesion estuvieron dispersadas en diferentes grupos. Por ejemplo, la accesion
A21 estuvo integrada por las plantas 21.1, 21.2 y 21.3, tanto la 21.1 y la 21.3
formaron parte del grupo G3 y la 21.2 del G2 (Tabla Suplementaria 1).
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Figura 3.5 Agrupamiento de 77 plantas (A) y de 25 accesiones (B) de Crataegus
mexicana con base en sus variables morfoldgicas y fisioldgicas y su respuesta al
estrés por sequia.
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Asi mismo, la planta 21.1 correspondié al grupo Ill, la 21.2 al grupo | y la 21.3 al
grupo Il en el Agrupamiento-B, mientras que la accesion A21 correspondio al
grupo Il en el Agrupamiento-A (Cuadro Suplementario 3.2). Al tratarse de plantas
de la misma accesion se esperaba que la respuesta al estrés por sequia fuera
semejante entre ellas y que al realizar la agrupacion se integraran en un mismo
grupo. Ademas, el portainjerto (A25) no tuvo una respuesta positiva al estrés,
quedd agrupado en los grupos mas susceptibles en todos los andlisis de
agrupamiento. Por lo que podria estar influenciando de manera negativa la
respuesta de las accesiones ante el estrés por sequia. Esta variacion se explica
porque se ha documentado que los portainjertos influyen en la respuesta al estrés
hidrico de la planta injertada porque alteran el tamafio y el funcionamiento de los
estomas, la transpiracion, el potencial hidrico y el crecimiento vegetativo
(Hajagos & Végvary, 2013). La influencia positiva de los portainjertos al conferir
tolerancia a sequia se ha demostrado en plantas lefiosas como vid y manzana.
Debido a que esta respuesta es diferente segun los antecedentes genéticos de
la planta, una de las estrategias para mejorarla en arboles frutales es el uso de
portainjertos tolerantes (Jiménez et al., 2013). Con base en ello, se puede
aseverar en primer lugar, que el portainjerto tuvo influencia en la respuesta
variable de las plantas al estrés por sequia debido a la variacion genética
contenida al ser proveniente de semilla. En segundo lugar, influyé negativamente
en esta respuesta porque el portainjerto no tuvo una respuesta positiva ante el
déficit de agua. Finalmente, se identificaron las accesiones con mayor potencial
para ser utilizados como portainjertos en algun programa de mejoramiento en
aras de contribuir a mejorar la respuesta no sélo de tejocote sino de otros frutales
a las condiciones limitadas de agua y cambios de temperaturas.

CONCLUSIONES

El estrés por sequia afectd negativamente a las accesiones de C. mexicana,
especialmente en la tasa de fotosintesis neta, la transpiracion, la conductancia
estomatica y el indice del uso eficiente del agua a partir de los cinco dias de la

suspension del suministro de agua. A partir de los nueve dias mostraron una
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respuesta de ajuste que permitio incrementar nuevamente su tasa fotosintética.
Se identificO que los portainjertos tuvieron influencia en la respuesta de las
plantas de tejocote a las condiciones de estrés por sequia en diferentes variables

como la transpiracion.

Baja altura, menor area foliar, alta tasa fotosintética y alta conductividad
hidraulica pueden ser indicadores que permitan la seleccion de accesiones de
tejocote con respuesta positiva al déficit hidrico. Por el contrario, mayor area
foliar, menor numero de espinas y menor concentracion de CO: intercelular
pueden ser indicadores de una respuesta negativa de plantas de tejocote al

estrés por sequia.

Las accesiones A8, All, A12, A13 y Al7 fueron los que menor impacto tuvieron
durante el estrés, lo que conduce a considerarlos para programas futuros de
seleccién y mejoramiento con el objetivo de resaltar y mejorar esta caracteristica

y potenciarlos como portainjertos para la produccion de planta de tejocote.
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Cuadro Suplementario 3.1. Procedencia 25 accesiones de Crataegus mexicana
sometidos a estrés por sequia.
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Estado de procedencia

Municipio de procedencia

ID planta Dias sin riego
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Cuadro Suplementario 3.2. Caracteristicas de
considerando 77 plantas (Agrupamiento-A) y 25 accesiones (Agrupamiento-B) de
Crataegus mexicana. Las variables estan listadas descendentemente conforme
a su contribucion a la varianza en los tres primeros componentes bajo un analisis
de componentes principales.

los grupos formados

Agrupamiento-A

Agrupamiento-B

Codigo | I Il Codigo | I Il
Kh 2.89 4.16 2.91 Kh 2.93 4.72 2.68
Af 2,557.54 1,858.42 2,875.97 Af 2,480.68  1,961.29 2,800.02
Ap 125.78 121.88 118.94 Ci 545.00 573.1 515.51
Ne 22.30 16.63 7.19 Ap 125.93 127.33  111.99
Tl 32.43 35.45 38.87 Ne 17.83 2153 7.6
Ci 555.55 557.59 516.81 DSR 7.67 1053  7.20
DSR 7.47 11.19 7.00 Tl 33.21 3497  39.32
Pn 8.95 12.13 0.13 Pn 9.30 1151  9.34

11,1.2,1.3, 2.1, 6.3,13.3,14.3,
2.2,2.3,31,32, 151,152,153,
41422351 338182103 161,162 163,
5 o3 616, 112121122 181,182,183, Al, A2, A3, A4, A8, All, Al6, Al8,
D ST 5 es 181,132,142, 191,201,202, ID A5, A6, A7,A9, Al12, A19, A20,
Planta g0, gs ' 171,17.2,173, 203,211,221, Accesion Al0,Al4,A15,  Al3, A22,A23,
492,95 199 193 213  22.2 22.3, 231, A21 Al7  A24, A25
10.1,10.2, 11.1, =2413:3
113 123 141 23.2,23.3, 24.1,
Eevit 242,243 T1, T2,
T3, T4, T5

Kh= Conductividad hidraulica E-08 (kg-m-s-1-MPa1x105), Af=Area foliar (cm2), Ap=Altura de la
planta (cm), Ne=Numero de espinas, TI=Temperatura de la hoja (°C), Ci=Concentracion
intracelular de CO: (ppm), DSR=Dias sin riego, Pn= Fotosintesis neta (umol-m2.-s71)
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CAPITULO IV

BUSQUEDA DE RASGOS DE TOLERANCIA A CONDICIONES DE SEQUIA
EN Crataegus mexicana

RESUMEN

Las poblaciones naturales de plantas han evolucionado en condiciones
ambientales especificas que les confieren rasgos adaptativos utiles en
programas de mejoramiento genético. Ante las condiciones ambientales
actuales, uno de los principales objetivos de los programas de mejoramiento es
desarrollar cultivares que toleren condiciones de sequia. Por ello, se utilizé la
aproximacion de filtrado ecogeografico de caracterizacion predictiva para
identificar poblaciones/accesiones de Crataegus mexicana con potencial
tolerancia a sequia a partir de un conjunto no evaluado para este rasgo
conformado por 544 poblaciones y 37 accesiones. Como primera variable de
filtrado, se calculé el indice Anual de Aridez de Martonne y como segunda
variable, se calculd este indice para la época de floracién (enero-abril). Se
selecciond un subconjunto de ocho poblaciones potencialmente tolerantes a
sequia, las cuales corresponden a tres categorias de aridez (semi-arida, arida y
extremadamente arida). Estas poblaciones pueden ser utilizadas en el
mejoramiento de portainjertos tolerantes a sequia con uso potencial en la misma
especie y en otras especies compatibles. La eficacia de la aproximacion de
filtrado ecogeografico en C. mexicana fue evaluada con los resultados de
tolerancia observada y predicha en 25 accesiones. A partir de esto se concluyé
gue es posible identificar correctamente 60 % de las accesiones con tolerancia a
sequia observada y 40 % de las no tolerantes, con un valor predictivo de 0.52,
ligeramente superior a lo esperado si se realizara al azar. Esta metodologia
podria incrementar su poder predictivo mediante la utilizaciéon de variables que
representen de manera mas precisa las condiciones de sequia de que
experimentan las plantas, quizd mediante estimaciones de balance hidrico entre
precipitacion y evapotranspiracion potencial. Este trabajo representa la primera
aplicacion de las aproximaciones de caracterizacion predictiva en arboles
frutales. Dejando un campo abierto para la busqueda de rasgos adaptativos en
otras especies de Crataegus L. y en otros cultivos subutilizados de México.

Palabras clave: tejocote, caracterizacion predictiva, estrés abibtico, cultivo
subutilizado, frutales nativos.
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ABSTRACT

Natural populations of plants have evolved under specific environmental
conditions that confer on them adaptive traits useful in breeding programs. Given
the current environmental conditions, one of the main objectives of breeding
programs is to improve drought-tolerant cultivars. Therefore, ecogeographic
filtering of predictive characterization approach was used to identify
populations/accessions of Crataegus mexicana with potential drought tolerance
from a not evaluated set for this trait consisting of 544 populations and 37
accessions. As the first filtering variable, the De Martonne Annual Aridity Index
was calculated and as the second variable, this index was calculated for the
flowering season (January-April). A subset of eight potentially drought-tolerant
populations was selected, which correspond to three aridity categories (semi-arid,
arid, and extremely arid). These populations can be used in the improvement of
drought-tolerant rootstocks with potential use in the same species and other
compatible species. The performance of ecogeographic filtering approach in C.
mexicana was evaluated with observed and predicted drought tolerance in 25
accessions. This approach identified 60 % of accessions with observed drought
tolerance and 40 % of those not tolerant, with a predictive value of 0.52, slightly
higher than expected if it were carried out randomly. This methodology could
increase its predictive power by using variables that more precisely represent the
drought conditions experienced by plants. Perhaps through water balance
estimates between precipitation and potential evapotranspiration. This work is the
first application of predictive characterization approaches in fruit trees. It signifies
a field of search for adaptive traits in other species of Crataegus L. and other
underutilized crops of Mexico.

Key words: hawthorn, tejocote, predictive characterization, abiotic stress,
underutilized crop, native fruit tree.
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INTRODUCCION

Los cultivares modernos son cada vez mas susceptibles a estreses bioticos y
abidticos debido a la homogeneidad y a la reduccion de su base genética (Khoury
et al.,, 2022). Con los métodos convencionales de mejoramiento se han
desarrollado cultivares altamente rendidores, adicionalmente se les pide ser mas
nutritivos, adaptables a condiciones climaticas severas y resistentes a plagas y
enfermedades (Hickey et al., 2019). Para acelerar el mejoramiento es necesario
caracterizar los recursos fitogenéticos desde el punto de vista gendmico y
agronomico (Bevan et al.,, 2017), principalmente de especies silvestres
relacionadas con cultivos (CWR) (Brozynska et al., 2016; Janzen et al., 2019) y
variedades locales (VL) que crecen en ambientes especificos (Camacho et al.,
2005). Caracterizar genotipicamente requiere acceder a técnicas de
amplificacion de ADN y/o secuenciaciéon del genoma (Bevan et al., 2017;
Varshney et al., 2020). Aunque son tecnologias que pudieran ser mas rapidas y
discriminantes que las de caracterizacion fenotipica, resultan mas demandantes
en términos de capacidad humana y financiera. Tecnologias emergentes en los
altimos afios como la caracterizacion predictiva se han desarrollado para facilitar
y al mismo tiempo acelerar la identificacion de rasgos adaptativos de interés en
CWR y VL. La caracterizacion predictiva busca incrementar la probabilidad de
seleccionar germoplasma portador de dichos rasgos adaptativos en una
coleccion que si la seleccién fuera aleatoria (Bohra et al., 2022). Esta tecnologia
requiere como insumo basico la ubicacién de los sitios de recoleccién del
germoplasma conservado ex situ o de los sitios de ocurrencia de poblaciones in
situ. Dependiendo de la aproximacion utilizada podria requerirse informacion
previa de caracterizacion o evaluacion del rasgo de interés, esta informacion es
tomada de la coleccién de germoplasma objetivo en casos donde se ha evaluado
o caracterizado sélo una proporcion de esta (Thormann et al., 2014),
especialmente cuando se han identificado colecciones nucleo. La caracterizacion
predictiva funciona de la siguiente manera: se extrae informacion ecogeografica
a partir de la ubicacion del sitio de recoleccion o de la poblacion, la cual configura

un patron adaptativo que se puede asociar al rasgo de interés biético o abibtico
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a través de la relacion que existe entre ecogeografia y diversidad genética
funcional (Castafieda-Alvarez et al., 2020; Di Santo & Hamilton, 2021). Esta
relacion se basa en la premisa de que la evolucién de los rasgos adaptativos de
las plantas es el resultado de las presiones de la seleccion natural sobre su
diversidad genética en un ambiente especifico, que resulta en un conjunto de
caracteristicas moldeadas por las presiones Unicas de esos ambientes (Bari et
al., 2012; Thormann et al., 2016). Los primeros estudios de caracterizacion
predictiva se denominaron Estrategia de Identificacion Enfocada de
Germoplasma, FIGS, por sus siglas en inglés (Focused Identification of
Germplasm Strategy) (Mackay et al., 2004; Mackay et al., 2005; Bari et al., 2012).
FIGS se enfoco principalmente en VL y su utilidad fue demostrada cuando se
identifico el gen de resistencia al mildii polvoroso del trigo harinero en un
subconjunto de variedades locales previamente seleccionado con FIGS (Bhullar
et al.,, 2009). Esta técnica ha facilitado el descubrimiento de valiosos rasgos
adaptativos en variedades locales de cultivos mayores, principalmente rasgos de
resistencia en trigo y cebada (Endresen et al., 2011; Bari et al., 2012; Bari et al.,
2014; Elbasyoni et al., 2019; Vikas et al., 2020) y de adaptacién a estrés abibtico
en haba y soya (Khazaei et al., 2013; Haupt & Schmid, 2020).

Posteriormente, su aplicacion se ampli6 a CWR y fue cuando la técnica se
transformé en Caracterizacion Predictiva (CP) (Thormann et al., 2014; Thormann
et al., 2016). Al cubrir tanto VL como CWR, la caracterizacion predictiva es capaz
de escrutar las fuentes mas importantes de diversidad genética a partir de la cual
se puede identificar variaciones alélicas requeridas en programas de
mejoramiento e incrementar la capacidad adaptativa de los sistemas agricolas a
nivel mundial (Dempewolf et al., 2017; Khoury et al., 2022). En el desarrollo de
esta técnica se definieron sus dos aproximaciones: 1) método de filtrado
ecogeografico y 2) método de calibracion. La aproximacion de filtrado
ecogeografico es la de menor complejidad, realiza la seleccion de manera directa
sobre la informacién de la caracterizacion ecogeografica de cada localidad. Con
base en estudios previos o la informacion de expertos, se establecen los

umbrales de las variables ecogeograficas extraidas para los sitios de ocurrencia,
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para finalmente aplicarlos sobre el germoplasma no caracterizado incrementando
la probabilidad de presencia del rasgo deseado en el conjunto seleccionado
(Thormann et al., 2014). Esta aproximacioén se aplic6 en Europa, donde se
identificé un conjunto de germoplasma de Avena spp. tolerante a toxicidad por
aluminio, uno de Beta spp. tolerante a sequia, uno de Brassica spp. tolerante a
salinidad y sequia, y uno de Medicago spp. tolerante a heladas (Thormann et al.,
2016). Recientemente se utilizd para identificar poblaciones de cuatro especies
silvestres de lenteja (Lens spp.), potencialmente tolerantes a salinidad, sequia e
inundaciones, respectivamente (Rubio et al., 2022). Por otra parte, el método de
calibracion requiere, ademas de la ubicacién de los sitios de recoleccién u
ocurrencia, los datos de caracterizacion o evaluacion parcial para el rasgo de
interés de una proporcién de germoplasma de una coleccion. Esta informacion
alimenta un algoritmo matematico que determina un patrén entre la presencia o
ausencia del rasgo de interés (variable dependiente) y las variables
ecogeogréficas (variables independientes). Posteriormente, ese patrén
establecido para la proporcién de germoplasma caracterizado de la coleccién se
aplica de manera predictiva sobre la parte no caracterizada o evaluada
(Thormann et al., 2016). Asi, esta aproximacion termina siendo muy aplicable en
grandes colecciones de germoplasma con cientos o miles de accesiones, que,
por cuestiones econdémicas o logisticas, no se logra caracterizar o evaluar
completamente. La utilidad de este método se demostrd con la prediccidn exitosa
del estado acianogénico de poblaciones de Trifolium repens L. a nivel mundial
(Garcia et al., 2019). Asi mismo, Rubio et al. (2022) lograron identificar 30
poblaciones de cuatro especies silvestres de lenteja (Lens spp.) en Europa
potencialmente resistentes a Uromyces vicia-fabae (Pers.). Aun cuando la
aplicacién de las aproximaciones de caracterizacion predictiva ha aumentado en
diferentes cultivos, no se tienen registros de su aplicacion en frutales o en cultivos

perennes.

Crataegus mexicana es un frutal nativo de México comunmente conocido como
“tejocote”. Es la especie mexicana de Crataegus L. con mayor distribucion

(Phipps, 1997, Betancourt-Olvera et al., 2018). Ocurre en climas templados y con
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baja humedad, se adapta a gran diversidad de suelos, pero le favorecen los
acidos y francos, tolera sequias e inundaciones y por su rusticidad es resistente
a plagas y enfermedades (CONABIO, 2023; CONAFOR, 2023). Comunmente se
encuentra de forma silvestre y cultivada (Vera-Sanchez et al., 2021). Aunque
todavia se considera un frutal subutilizado y de recoleccion (Rzedowski, 2021),
se cultiva a nivel de traspatio y de forma semi-comercial en asociacion con otras
especies anuales o perennes (Nieto-Angel et al., 2016) y hay evidencia de
plantaciones intensivas comerciales en México y en California, EE. UU.
(Adesemoye et al.,, 2013). Si bien no existen programas de mejoramiento
genético para C. mexicana, los productores han seleccionado algunas
variedades locales, entre las que destacan ‘Chapeado’ y ‘Calpan Gold’ (SNICS,
2023a) propagadas de manera vegetativa injertadas sobre plantulas de esta u
otras especies de Crataegus L. Para seleccionar las variedades se basan
principalmente en el tamafio, sabor y color del fruto, no obstante, otras
caracteristicas como resistencia a roya, la principal plaga del tejocote (Muiiz-
Reyes et al., 2014), bajos requerimientos de agua y nutrientes también son
objetivo de seleccion (Nieto-Angel et al., 2016). Por sus preferencias de
ocurrencia, por su resistencia a plagas y enfermedades y por su tolerancia a
condiciones adversas, las poblaciones de C. mexicana pueden ser portadoras de
rasgos de valor adaptativo Utiles para programas de mejoramiento genético que

permitan potenciar estas caracteristicas, por ejemplo, la sequia.

La sequia es uno de los estreses abibdticos mas devastadores que enfrenta la
produccion agricola ante cambios ambientales que implican menor disponibilidad
de agua (Wang et al., 2020). Por ello, uno de los principales objetivos del
mejoramiento actual es desarrollar cultivares que toleren condiciones de sequia
o evadan su impacto (Varshney et al., 2021). Una de las estrategias para mejorar
la respuesta de los arboles frutales a las condiciones de déficit hidrico es el uso
de portainjertos tolerantes a sequia (Jiménez et al., 2013). Que ademas de tener
influencia en la calidad fisica y la composicion quimica de los frutos, también
contribuyen en la precocidad, rendimiento, tamafio del arbol, resistencia o

tolerancia a estrés bidtico y abiotico, carga de fruto y técnicas de manejo de la
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copa (Roberto et al., 2022; Domingues et al., 2021). Sin embargo, tanto la
exploracion de la variabilidad de valor adaptativo como el mejoramiento genético
convencional de portainjertos es lento debido a la larga etapa juvenil de las
plantas, lo que puede implicar varias décadas para seleccionar un cultivar con los
rasgos deseados (Cousins, 2005; Alvarez et al., 2021). Las tecnologias de
genotipificacion modernas son ideales para seleccionar rasgos adaptativos de
interés para el mejoramiento de cultivos porque identifica la presencia de
secuencias de ADN ligadas a dicho rasgo, pero su aplicacién a gran escala se
dificulta por las razones previamente expuestas. Es aqui donde los métodos de
caracterizacion predictiva son una opcién cada vez mas util y rapida tanto para
la exploracion de la variabilidad de los recursos genéticos, de manera que las
técnicas de ADN no tengan que ser aplicadas en colecciones completas sino en
subconjuntos reducidos con mayor probabilidad de encontrar el rasgo genético

de interés.

De esta forma y reconociendo que en México todavia no hay evidencia de
estudios de caracterizacion predictiva, en este trabajo se utilizé la aproximacion
de filtrado ecogeogréafico con el objetivo de seleccionar un subconjunto de
poblaciones y/o accesiones de C. mexicana con alta probabilidad de contener
rasgos genéticos de adaptacion a condiciones de sequia, las cuales pudieran
considerarse en programas de mejoramiento para desarrollar portainjertos ya sea

para tejocote o para otras especies compatibles.
MATERIALES Y METODOS
Datos de distribucion

Se utilizé un conjunto de 556 datos de distribucion geografica de C. mexicana en
México, de los cuales 544 son sitios de ocurrencia de poblaciones obtenidos de
referencias bibliogréficas (Villasefior, 2016; Phipps, 1997) y bases de datos
electrénicas (GBIF, 2022; Tropicos, 2022; CONABIO, 2023), y 12 son sitios de
recoleccion de accesiones establecidas en el Banco de Germoplasma de
Tejocote (Betancourt-Olvera et al.,, 2018). Los datos fueron estandarizados al
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formato de datos pasaporte multicultivo (Alercia et al., 2015), donde se especifica
por medio de varios descriptores la ubicacion de las poblaciones observadas o
recolectadas. Estos descriptores incluyen las coordenadas geograficas, las
cuales fueron previamente sometidas a un analisis de calidad realizado con
GEOQUAL, una aplicacién disponible en la caja de herramientas CAPFITOGEN3
(Parra-Quijano et al., 2021) que califica la calidad de la georreferenciacion en una
escala de 0 a 100, selecciondndose Unicamente las ocurrencias que tuvieron una
calidad mayor o igual a 75, las cuales se utilizaron en este estudio (Cuadro

Suplementario 4.1).
Rasgo objetivo

El rasgo que se busco predecir en las poblaciones y accesiones fue la tolerancia
a sequia. Primero, se realizO una caracterizacién ecogeografica de todos los
sitios de ocurrencia y recoleccion utilizando la aplicacion ECOGEO también
disponible en CAPFITOGENS (Parra-Quijano et al., 2021) para las variables
bioclimaticas: temperatura media anual (biol), precipitacion anual (biol2),
temperatura media mensual y precipitacion mensual para cada mes del afio.
Posteriormente, se calculd el indice Anual de Aridez de De Martonne (I, DM)
como un indicador del nivel anual de sequia en cada sitio de ocurrencia o
recoleccion (De Martonne, 1926). También se calculd este indice adaptado al
periodo de floracion (I,-DM;) ya que durante este periodo (enero, febrero, marzo
y abril) el desarrollo de las plantas es severamente afectado por la sequia y
ademas se encuentra dentro del periodo mas seco para México (diciembre-abril)
(CONAGUA, 2023). Estas variables han sido utilizadas con el mismo objetivo en
otros taxones como Lens spp. (Rubio et al., 2022). El I,,DM se obtuvo con la

siguiente formula:

donde P es la precipitacién anual, T es la temperatura media anual y 10 es la
constante para evitar valores negativos. Mientras que el I,.DM; se obtuvo

calculando la media de los indices de aridez de De Martonne mensuales
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(1,-DM,,) el cual se obtuvo para cada uno de los cuatro meses de floracion con
la siguiente formula:

Pm

I, DM, = 12—2—
arZHm T + 10

donde P, es la precipitacion media mensual y T,, es la temperatura media

mensual.
Caracterizacion predictiva

La busqueda de tolerancia a sequia en poblaciones y accesiones
(poblaciones/accesiones) de C. mexicana se realizo utilizando la aproximacion
de filtrado ecogeografico de caracterizacion predictiva (Thormann et al., 2016).
En primer lugar, tanto los valores de I,.DM como de I,,DM,, fueron clasificados
en categorias de acuerdo con la clasificacion de aridez de Martonne, donde 0 <
1,-DM<5 representan areas desérticas y extremadamente aridas, 5 < I,,DM<10
representan areas semidesérticas y aridas, 10 < I,,DM<20 son areas semi-
aridas, 20 < 1,,DM<30 son areas semihiumedas, 30 < I,-DM<60 son himedas y
1,,DM < 60 representan areas super-hUmedas (De Martonne, 1926). En
segundo lugar, se filtraron las poblaciones y accesiones con valores de [, DM <
20 que corresponde a areas semi-aridas, aridas y extremadamente aridas. Estas
poblaciones y accesiones fueron seleccionadas para integrar el primer
subconjunto potencialmente tolerante a condiciones de sequia, ya que esta
reportado que esta especie se puede encontrar cominmente en areas templadas
e incluso en semi-aridas (CONABIO, 2023). Finalmente, a partir de este
subconjunto se filtraron aquellas con un I,,.DM; > 15, las cuales constituyeron el
subconjunto final con potencial tolerancia a sequia. Se describieron sus
localidades, su tipo de vegetacion y se identificé la categoria en el mapa ELC
(Parra-Quijano et al, 2012) a la que pertenecio cada poblacién con base en los
resultados del Capitulo II.

Validacion de la caracterizacion predictiva

En el estudio detallado en el Capitulo 11, se evaluaron 25 accesiones del Banco
de Germoplasma de Tejocote las cuales fueron sometidas a sequia bajo
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condiciones controladas de temperatura y disponibilidad de agua. De alli, cinco
accesiones (A8, All, A12, A13 y Al7) se identificaron como tolerantes a sequia,
ya que los niveles de fotosintesis y otras variables fisiolégicas no se afectaron
negativamente hasta 12 dias después de suspender el suministro de agua,
mientras que en 20 accesiones no se observo tolerancia. Las accesiones
evaluadas (tanto por ser tolerantes a sequia como por no serlo) sirvieron para
determinar la eficacia en la deteccion de este rasgo a través de aproximacion de
filtrado de caracterizacion predictiva aplicada sobre accesiones y poblaciones de
C. mexicana. Con esto se construyé una matriz de confusién, la cual contiene
informacion que compara los resultados de la clasificacion realizada por el
método de clasificacion y la clasificacién realizada con datos observados
(Susmaga, 2004). Con base en esta informacién se identificaron verdaderos
positivos (VP) y negativos (VN) y, falsos positivos (FP) y negativos (FN), a partir
de los cuales se calcularon los estadisticos de sensibilidad, especificidad,
precision, el valor de prediccidon negativo y la F1-score usando R con la funcién
ConfusionMatrix {caret} (Kuhn, 2008). También se calculo el area bajo la curva
(AUC) ROC (caracteristica del funcionamiento del receptor) utilizando las
funciones del paquete pROC (Robin et al.,, 2017) puesto que es otra de las
métricas de evaluacion para verificar el rendimiento de cualquier modelo de

clasificacion (Olson & Delen, 2008).
RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion predictiva

El indice Anual de Aridez de De Martonne (I,,.DM) para las poblaciones fluctu6
entre 12.6 y 81. Por ello, 74 % fueron clasificadas en la categoria hUmeda y sélo
ocho poblaciones se clasificaron en la categoria semi-arida. Entre las accesiones
el I,,DM oscil6 de 23.8 a 53.8, clasificando 11 de 12 en la categoria humeda. Por
otro lado, el indice de Aridez de De Martonne para la época de floracion (IarDMp)
fluctuo entre las poblaciones de 2.4 a 30.3 y se clasificaron principalmente en las
categorias arida (58 %) y semi-arida (28 %). Entretanto, en las accesiones el
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rango fue de 4.3 a 15.6, clasificandose principalmente en la categoria arida (65
%) (Cuadro 4.1). Con base en el I,,DM, ocho poblaciones se clasificaron dentro
del umbral establecido (< 20), las cuales fueron seleccionadas para constituir el
primer subconjunto de poblaciones con potencial tolerancia a sequia y al mismo
tiempo, el conjunto final. Estas poblaciones tuvieron un I, DM, que fluctué de 2.4
a 11 (Cuadro 4.1), quedando todas dentro del umbral definido para su seleccion.
La Figura 4.1 muestra la ubicacion de estas poblaciones/accesiones, en el
Cuadro 4.2 se encuentran los detalles de sus localidades, asi como sus indices
y categorias de aridez, y en el Cuadro Suplementario 4.1 se concentran estos

datos para todas las poblaciones/accesiones utilizadas en este estudio.

Cuadro 4.1. Accesiones y poblaciones de Crataegus mexicana clasificadas en
las categorias de aridez de Martonne de acuerdo con el indice anual de aridez
(Is~DM) y el indice de aridez en la época de floracion (enero-abril) (I, DMg).

Categorias de aridez 1,, DM I, DM/

de Martonne Accesiones Poblaciones Accesiones Poblaciones
Extremadamente arida 0 0 1 32
Arida 0 0 24 316
Semi-arida 0 8 12 154
Semi-himeda 4 85 0 41
Humeda 33 408 0 1
Saper hiimeda 0 43 0 0
Total 37 544 12 544

Cuadro 4.2. Caracteristicas de las localidades del subconjunto final de
poblaciones de C. mexicana con potencial tolerancia a sequia, predicha con la
aproximacion de filtrado ecogeografico de caracterizacion predictiva.

- : Cat. Cat. Cat. Tipode Elevacion
Pablacion Localidad Io;DM 1,,DM Iar DMy 1,,DM; ELC vegetacion (metros)
p130 La Huerta, JAL. 180 S-A 24 E-A 13 BTC 14
p398 Allende, CHH. 158 S-A 2.6 E-A 25 MXe 1,600
p2 G. Francisco R. Munguia, ZAC. 13.7 S-A 3.9 E-A 6 MXe 2,196
pl4 Villa de Ramos, SLP. 13.3 S-A 45 E-A 7 MXe 2,068
p211 Saltillo, COA. 126 S-A 5.6 Arida 6 MXe 1,703
pl2 Armadillo de los Infante, SLP 17.4 S-A 5.7 Arida 6 BCE 2,179
p512 Tierra Blanca, GUA. 17.6 S-A 5.7 Arida 3 MXe 1,947
p493 Concepcién del Oro, ZAC. 19.4 S-A 11.0 S-A 6 BCE 2,765
1,,DM=indice Anual de Aridez de De Martonne,

lqr DMy = indice de Aridez de De Martonne para la época de floracion de C. mexicana (enero-
abril), Cat= categoria, S-A= semi-arida, E-A= extremadamente arida, ELC= caracterizacion
ecogeografica de terreno, BTC= bosque tropical caducifolio, MXe= matorral xeréfilo, BCE=
Bosque de coniferas y encinos.
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Poblaciones de Crataegus mexicana

© Tolerante a sequia

O Notolerante a sequia

Figura 4.1. Distribucion de las poblaciones de C. mexicana en funcién de su
tolerancia a sequia predicha por la aproximacion de filtrado ecogeografico de
caracterizacion predictiva.

El alto porcentaje de poblaciones clasificadas en las categorias éarida y

extremadamente arida tomando como referencia tUnicamente el I, DM (Cuadro

4.1) podria indicar que esta especie ha desarrollado otros mecanismos para
sobrellevar la sequia, por ejemplo, la estrategia denominada escape de la
tolerancia. Bajo esta estrategia las plantas ajustan su ciclo ante estrés por sequia,
principalmente las que habitan en condiciones aridas, para evitar dafios en una
etapa en particular (llyas et al., 2021). Esta estrategia pudo desarrollarse porque
la época de floracion de C. mexicana es de enero a abril (Phipps, 1997;
CONABIO, 2023) y se encuentra dentro del periodo mas seco del afio en México
gue va de diciembre a abril (CONAGUA, 2023).

En el Cuadro 4.2 se observa que cinco de las poblaciones seleccionados (p2,
pl4, p211, p398 y p512) estan asociadas a la vegetacion clasificada como
matorral xerdfilo. La cual incluye matorrales y arbustos distintivos de zonas aridas

y semiaridas del pais. Debido a la escasez de agua y a que los suelos son
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someros y pobres en nutrientes, la agricultura de temporal se realiza en pequefia
escala (SEMARNAT, 2023). Otras dos poblaciones estan asociadas con
vegetacion de bosques de coniferas y encinos. Este tipo de vegetacion es
caracteristica de climas templados, prospera en regiones de clima semiarido,
semihumedo y humedo, incluso hay manchones importantes en sierras que se
encentran en las zonas aridas del norte del pais. Entre 2,000 y 3,000 m, en suelos
generalmente acidos (Rzedowski, 2006). Mientras que sélo la poblacion p130 se
encuentra en la vegetacion del bosque tropical caducifolio (BTC). En el BTC el
namero de meses secos consecutivos varia de cinco a ocho y la aridez es
acentuada entre diciembre y mayo. Es un tipo de bosque propio de regiones
calidas y dominados por especies arborescentes que pierden sus hojas en época
seca, mostrando preferencia por suelos someros y pedregosos. En Jalisco,
donde se localiza esta poblacién, esta vegetacion se encuentra entre 0 y 1,600

m de elevacion (Rzedowski, 2006).

Por otro lado, mediante la caracterizacion ecogeogréfica de terreno (ELC) y
utilizando Unicamente las nueve variables mas importantes que definen la
distribucion de C. mexicana, se determinaron 26 diferentes categorias o
escenarios adaptativos para esta especie (Capitulo I). En este mapa, la mayoria
de las poblaciones son mas frecuentes en la categoria-3 (53 %), misma categoria
donde se encuentra localizada la poblacién p512, mientras que el 35 % prefirieron
la categoria-6 donde se localizaron cuatro de las ocho poblaciones seleccionadas
(Cuadro 4.2). Tanto p130 como p398 son las Unicas poblaciones de sus
categorias. La caracterizacion de cada categoria estd detallada en
Supplementary Table 2.5.

Es importante destacar que el subconjunto seleccionado con potencial tolerancia
a sequia esta unicamente conformado por poblaciones y no por accesiones, lo
gue indica que en el Banco de Germoplasma no se tienen conservadas
accesiones con rasgos adaptativos a sequia. Este estudio no soélo dejo ver esta
situacion, sino que ademas se identificaron las localidades donde pueden

recolectarse las poblaciones con alta probabilidad de contener este rasgo.
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El subconjunto final obtenido representa una fraccion facilmente manejable para
las caracterizaciones o0 evaluaciones fenotipicas 0 genotipicas posteriores en
algun programa de mejoramiento genético. Si bien, las aproximaciones de
caracterizacion predictiva no reemplazan dichas caracterizaciones o
evaluaciones, su objetivo es reducir considerablemente el tamafio de estos
experimentos a través de la reduccion del nimero de poblaciones y accesiones
candidatas para ser estudiadas por los mejoradores (Thormann et al., 2016). Por
ejemplo, en un filtrado de 619 poblaciones de Lens spp. se seleccionaron
Gnicamente trece poblaciones potencialmente tolerantes a sequia utilizando el
indice de Aridez de De Martonne (Rubio et al., 2022), un nimero facilimente
manejable en un programa de mejoramiento genético. En otro estudio, utilizando
mas de un criterio de seleccion, 223 de 393 poblaciones de Aegilops spp.
potencialmente tolerantes a sequia fueron filtradas usando el indice de aridez de
Lang, para luego reducir ese nimero a 45 cuando a partir de las 223 poblaciones
se seleccionaron aquellas que también eran tolerantes a suelos salinos (Garcia
et al., 2017).

En el presente estudio, las poblaciones del subconjunto seleccionado se
clasificaron tanto en la categoria extremadamente arida como en la arida y en la
semi-arida, es decir contiene rasgos con diferentes presiones ambientales de
sequia. De acuerdo con Thormann et al. (2016), las poblaciones capaces de
soportar las condiciones abidticas mas extremas para un rasgo en particular son
mas pequenfas, y en realidad podrian estar mal adaptadas a otras caracteristicas
deseadas. Mientras, las poblaciones sujetas a un estrés abidtico ligeramente
menor probablemente son poblaciones més grandes y portarian una mayor
diversidad genética que podrian proporcionar una mejor fuente de rasgos
adaptativos, en este caso, esas poblaciones corresponderian a aquellas
clasificadas en las categorias arida y semi-arida. Asi mismo, la baja proporcién
de poblaciones potencialmente tolerantes a sequia podria ser justificada con el
argumento de plasticidad fenotipica. De esa manera, si un rasgo es adaptativo
para una especie, es probable que haya poblaciones con adaptaciones

ambientales diferentes debido a distintas presiones de seleccion o debido a la
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gran plasticidad fenotipica para enfrentar la variabilidad ambiental o ambas
respuestas (Juenger, 2013), lo cual puede representar una ventaja competitiva
(Férriz et al., 2023). En este caso, podria haber poblaciones tolerantes a sequia
en otras categorias de aridez, ya que la tolerancia a sequia no siempre esta
relacionada con las poblaciones que crecen en zonas aridas. Las poblaciones
tolerantes también pueden crecer en otras condiciones y expresar el rasgo en
respuesta de estos ambientes (Carvajal et al., 2017). Es posible también discutir
gue las poblaciones de C. mexicana se clasificaron en una gama relativamente
amplia de condiciones de disponibilidad de agua (desde extremadamente aridas
hasta hiumedas) y aquellas que se localizan en las areas mas aridas pudieron
haber experimentado adaptaciones naturales a la sequia. Esto, aun cuando se
ha documentado que Europa y América del Norte son las regiones de divergencia
genética mas recientes para el género Crataegus (Lo et al.,, 2009). La baja
resolucién de los analisis filogenéticos en las especies mexicanas se atribuye a
eventos de divergencia genética reciente (Piedra-Malagoén et al., 2016; Pérez-
Lainez, 2019).

A nivel mundial, se ha documentado que las especies del género Crataegus se
adaptan facilmente a condiciones de desarrollo desfavorables, por ejemplo, a
zonas montafiosas con escasez de agua, suelo someros y pobres
nutrimentalmente, o en condiciones de temperaturas bajas y altas tasas de
radiacion. Por ello han sido utilizados en trabajos de reforestacion y para evitar
la degradacion de suelos (Qrunfleh, 1993; Phipps, 1997; Ozyurt et al., 2019). En
algunas especies ya se ha observado este rasgo, por ejemplo, C. monogyna cuya
tolerancia ha sido observada en Turquia (Buse-Dragomir & Nicolae, 2012; Ozyurt
et al., 2019). Urbina et al., (2022) menciona que C. uniflora, una especie nativa
del centro y este de Estados Unidos y del centro al norte de México, comiUnmente
encontrado en zonas perturbadas, resulta tolerante a sequia, rasgo atribuido
principalmente a su enanismo. Crataegus phaenopyrum, C. flabellata, C. intricata
and C. chrysocarpa, son otras especies nativas de USA con tolerancia a sequia,
al viento y a la contaminaciéon (USDA-NRSC, 2023). Crataegus mexicana es

reconocida por su adaptacion a diferentes suelos, a sequia y a condiciones
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extremas de clima (CONABIO, 2023). Aungue esta especie prefiere asociaciones
vegetales clasificadas como bosques de pino-encino, también se encuentra
formando parte de comunidades de matorrales xerdéfitos y se pueden encontrar
en comunidades formadas por mas de una especie de Crataegus (Phipps, 1997).
De acuerdo con Niinemets & Valladares (2006) y Massante et al. (2021), las
especies que coexisten en comunidades filogenéticas agrupadas en areas mas
secas son probablemente descendientes de linajes que han sufrido adaptaciones
evolutivas para hacer frente no sélo a la sequia sino también a la baja
disponibilidad de nutrientes en el suelo, superando en ultima instancia a otras

especies menos especializadas.
Validacion de la caracterizacion predictiva

En el Cuadro Suplementario 4.2 se detallan las localidades y la clasificacion de
las 25 accesiones utilizadas para validar la aproximacion del filtrado
ecogeografico con base en la prediccion y en la observacion de su tolerancia a
sequia. Conforme a la caracterizacion predictiva, 15 de estas accesiones fueron
potencialmente tolerantes porque su I, DMy < 10y por ello se clasificaron en las
categorias arida y extremadamente arida, mientras que las otras 10 no fueron
tolerantes. Acorde con la evaluacién experimental se observo tolerancia en 5
accesiones mientras que en las otras 20 no se observd. Ambos datos de
tolerancia, predicha y observada se cruzaron obteniendo una matriz de confusion
(Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3. Matriz de confusién con los datos de tolerancia a sequia obtenidos
con la aproximacion de filtrado ecogeografico de caracterizacién predictiva
(tolerancia predicha), y con la evaluacion experimental (tolerancia observada) de
25 accesiones de C. mexicana.

Tolerancia observada

Si (1) No (0) Total
Tolerancia Si () 3 12 15
predicha No (0) 2 8 10
Total 5 20 25

(Predicha, Observada): (1,1) = verdadero positivo, (1,0) =falso positivo, (0,1) =falso negativo, (0,0)
=verdadero negativo.
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Las meétricas para evaluar la eficiencia tuvieron los siguientes valores:
sensibilidad=0.6, especificidad=0.4, precision=0.2, valor de prediccion
negativo=0.8 y F1-score=0.3. Esto indica que la aproximacion de filtrado para
realizar una caracterizacion predictiva fue capaz de identificar correctamente 60
% de las accesiones con tolerancia a sequia observada (sensibilidad), y predecir
correctamente 40 % de las accesiones que realmente no son tolerantes
(especificidad). Sin embargo, de las accesiones predichas como tolerantes, sélo
en 20 % se observo tolerancia (precision) y de las accesiones predichas como
no tolerantes, 80 % fueron clasificadas correctamente. Al tratarse de una matriz
con una distribucion de clases desigual se calcul6 la métrica F1 score (f=1), es
decir, no hay una distribucion homogénea de elementos entre las clases “No” y
“Si” tolerantes. F1 score combina las métricas de precision y sensibilidad y ayuda
a balancear ambas probabilidades (Sokolova et al., 2006). Con base en ello, se
concluye que la aproximacién de filtrado tiene la capacidad de detectar en un 30
% de las veces las accesiones tolerantes. No obstante, también puede incluir
accesiones no tolerantes a sequia y se predicen como tolerantes. En la
clasificacion binaria al azar se espera que la probabilidad de que se obtenga uno
u otro resultado es 0.5 (Fan et al., 2006). La sensibilidad aqui obtenida (0.6) es
superior al azar, mientras que la especificidad de 0.4 se sitia por debajo de la
probabilidad esperada. Generalmente se busca que una prediccion o un
clasificador tenga una alta tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) y al mismo
tiempo una baja tasa de falsos positivos (1-especificidad). Asi mismo, un método
de prediccion con un valor de AUC-ROC cercano a 1 tiene alto poder predictivo,
mientras que un AUC-ROC de 0.5 no tiene poder predictivo (Olson & Delen,
2008). Los valores de AUC-ROC entre 0.5 y 1.0 son los mas frecuentes, pero
existe la posibilidad de obtener AUC<0.5, es decir que funciona mejor la
prediccién aleatoria que el predictor evaluado (Fan et al., 2006). En este caso el
AUC-ROC es de 0.52 (intervalo de confianza=0.95, 0.187-0.853) (Figura 4.2), por
lo tanto el poder predictivo es ligeramente superior al aleatorio.
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Figura 4.2. Area bajo la curva (AUC) ROC (linea negra) y umbral de clasificacion
adaptado para identificar poblaciones de Crataegus mexicana con potencial

tolerancia a sequia con un intervalo de confianza de 18.7 % - 85.3 %. La linea
diagonal gris indica el umbral 0.5 de la curva ROC.

La curva ROC de la Figura 4.2 también propone un umbral de clasificacién

adaptado a este caso en particular. Cuando las poblaciones tengan un I, DMy <

6.4, la probabilidad de que una poblacién se clasifique como tolerante cuando
realmente lo es, es 40 % (sensibilidad). Mientras que la probabilidad de que se
clasifique como no tolerante cuando realmente no lo es, es 80 % (especificidad).
Esto se utilizaria si se desea hacer una reclasificacion de categorias, clasificando

a la clase de verdaderos negativos antes que a los verdaderos positivos.

Los resultados obtenidos pueden estar relacionados con la variable de seleccién
utilizada. El indice de aridez de Martonne ha demostrado su utilidad en la
medicién de aridez y su aplicacion en diferentes estudios biolégicos (Paltineanu
et al.,, 2007), se ha utilizado en la identificacibn de poblaciones de especies
relacionadas con cultivos con potencial tolerancia a sequia de Beta spp. y
Brassica spp. (Thormann et al., 2016), asi como de Lens spp. (Rubio et al, 2022).
Una forma de afinar la aproximacion de filtrado en C. mexicana seria la inclusion
de otras variables relacionadas con tolerancia a sequia, tales como la radiacién

solar y evapotranspiracion.
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Asi, una alta radiacion solar, que origina altas temperaturas, una
evapotranspiracion superior al volumen de agua disponible, junto con una baja
humedad atmosférica y escasez de precipitaciones (tanto en cantidad como en
intensidad y regularidad) puede dar como resultado una condicion de sequia
(Mercado-Mancera et al., 2010). La aridez es una caracteristica persistente del
paisaje, que denota insuficiencia hidrica (Matallo & Vasconcelos, 2001). Aunque
la aridez se utiliza como una aproximacion de la sequia, esta ultima es un evento
potencialmente mas complejo, con incertidumbre de su duracion y severidad. Por
ejemplo, en algunos estudios en México donde mapearon el indice de aridez
(Mercado-Mancera et al.,, 2010; Diaz-Padilla et al., 2011; Gomez Diaz &
Monterroso, 2012), ademas del [,.DM, han utilizado el indice de la UNEP
(Programa de las Naciones Unidas para el Medio) donde relacionan la
precipitacion media anual y la evapotranspiracion potencial (evapotranspiracion
Penman-Monteith), donde esta dltima relaciona las variables de temperatura y

radiacion solar (Zotarelli et al., 2010).

La caracterizacion predictiva es una metodologia significativamente mas barata,
tanto en costos como en tiempo y capacidad humana en comparacion con las
evaluaciones agrondémicas y las técnicas moleculares para identificar
germoplasma con los rasgos deseados. Por ello se exhorta a utilizarla para
seleccionar poblaciones con otros rasgos adaptativos para las especies
mexicanas de Crataegus L., tales como la resistencia a la roya, una de las
principales plagas del tejocote (Mufiz-Reyes et al., 2014). Asi mismo, puede
utilizarse para buscar rasgos adaptativos a estrés biético y/o abiético en mas de
90 mil accesiones de 45 cultivos de importancia para México, que, de acuerdo
con el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas, se tienen
resguardadas en los bancos de germoplasma mexicanos (SNICS, 2023b).
Actualmente la caracterizacion predictiva es considerada una de las
metodologias mas promisorias para caracterizar variedades locales y parientes

silvestres de cultivos (Bohra et al., 2022).
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CONCLUSIONES

La aplicacion de caracterizacion predictiva mediante la aproximacion de filtrado y
utilizando el indice de Aridez de Martonne como un indicador de las condiciones
de sequia de las poblaciones de C. mexicana no produjo los resultados
esperados. Aunque la sensibilidad de 0.6 y el poder predictivo fue de 0.52, ambas
métricas de rendimiento fueron ligeramente superiores a lo esperado si se

realizara al azar.

Esta metodologia podria incrementar su poder predictivo mediante la utilizacion
de variables que representen de manera mas precisa las condiciones de sequia
de que experimentan las plantas, quiza mediante estimaciones de balance

hidrico entre precipitacidén y evapotranspiracion potencial.

Se propuso un subconjunto de ocho poblaciones de C. mexicana con potencial
tolerancia a sequia ya que anualmente se encuentran en una condicion semiarida
y ademas, durante la época de floracion su condicion de aridez es semiarida,
arida e incluso extremadamente arida. Estas poblaciones son candidatas para
recolectarse y utilizarse en un programa de mejoramiento genético de
portainjertos tolerantes a condiciones de sequia. Con ello se disminuirian costos

y tiempo de trabajo humano al sélo evaluar el subconjunto seleccionado.

Este trabajo representa la primera aplicacion de las aproximaciones de
caracterizacion predictiva en arboles frutales. Dejando un campo abierto para la
busqueda de rasgos adaptativos en otras especies de Cratageus L. y en otros

cultivos subutilizados de México.
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(Cuadro Suplementario
4.1 _Caracterizacion_predictiva_Crataegus_mexicana.xIs)

Cuadro Suplementario 4.2. Tolerancia predicha aplicando la aproximacion de
filtrado ecogeografico de caracterizacion predictiva y tolerancia observada en una
evaluacion experimental de 25 accesiones de Crataegus mexicana.

. Estado de Tolerancia Tolerancia Clase en matriz
Accesion : - .
procedencia predicha observada de confusion*
A25 Puebla Si No FP
A8 Chiapas No No VN
A5 Chiapas No No VN
Al8 Puebla Si No FP
A2 México Si No FP
A7 Chiapas No No VN
A23 Chiapas No Si FN
Al19 Chiapas No No VN
All Puebla Si No FP
Al5 Puebla Si Si VP
A9 Chiapas No Si FN
A4 Puebla Si Si VP
Al0 Tlaxcala Si No FP
Al6 Puebla Si No FP
A6 Puebla Si No FP
A20 Puebla Si Si VP
A24 Puebla Si No FP
Al4 Ciudad de México No No VN
A22 México No No VN
Al7 México No No VN
Al13 México No No VN
A21 Michoacan Si No FP
Al Michoacan Si No FP
A3 Michoacan Si No FP
Al2 Morelos Si No FP

*VP= verdadero positivo. FP= falso positivo. VN= verdadero negativo. FN= falso negativo.

105


https://docs.google.com/spreadsheets/d/1ruoAlvLz8q00j8K_BWZ6HSCX0i2eHPaU/edit?usp=sharing&ouid=114212536074528877249&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1ruoAlvLz8q00j8K_BWZ6HSCX0i2eHPaU/edit?usp=sharing&ouid=114212536074528877249&rtpof=true&sd=true

CONCLUSIONES GENERALES

La distribucion de cada especie mexicana de Crataegus L. fue explicada por las
tres variables mas importantes en los componentes bioclimatico, edafico y
geofisico, donde cada grupo de variables fue diferente para cada especie. La
variable bioclimatica mas frecuente fue la temperatura media del trimestre mas
calido, la edéfica fue la densidad aparente del suelo, y la geofisica fue la longitud
a partir del meridiano. Para cada especie se determinaron al menos 26 categorias
ecogeogréficas o ambientes diferentes. Mientras que C. mexicana y C. rosei
estarian expresando plasticidad fenotipica ocurriendo en mas de 60 % de sus
ambientes, C. tracyi s6lo se encontrd en tres, y C. lindenii y C. nelsoni sélo en
dos. La adaptacion restringida a ambientes especificos permitié identificar que
las poblaciones de C. tracyi y C. greggiana pueden contener rasgos adaptativos
a suelos con toxicidad por aluminio y manganeso. No se identificaron hotspots o
patrones espaciales de diversidad ecogeografica en ninguna especie de
Crataegus L., atribuido principalmente a las complicaciones reproductivas
documentadas para este género. Por lo que se propone realizar estudios
adicionales desde el punto de vista genéticos y filogenéticos, porque el enfoque
ecogeografico no fue suficiente para explicar la variabilidad genética de estas

especies.

Por otra parte, el estrés por sequia afecté negativamente la tasa de fotosintesis
neta, la transpiracion, la conductancia estomatica y el indice del uso eficiente del
agua de 25 accesiones de C. mexicana. Estos efectos se revelaron a partir de
los cinco dias de la suspension del ultimo riego, a partir de los nueve dias
mostraron una respuesta de ajuste que permitié incrementar nuevamente su tasa
fotosintética. Se seleccionaron cinco accesiones tolerantes a sequia, las cuales
soportaron 12 dias sin suministro de agua. Sus principales caracteristicas fueron
baja altura, menor area foliar, alta tasa fotosintética y alta conductividad
hidraulica, que podrian ser indicadores para la seleccion de accesiones de
tejocote con tolerancia a sequia.
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Finalmente, la aplicacion de la aproximacién de filtrado de caracterizacion
predictiva utilizando el indice de Aridez de Martonne como un indicador de las
condiciones de sequia de las poblaciones de C. mexicana, tuvieron un
rendimiento de la prediccion ligeramente superior a lo esperado de una
clasificacion al azar. Se propone incrementar el poder predictivo mediante la
utilizaciéon de variables que representen de manera mas precisa las condiciones
de sequia que experimentan las plantas, quiza mediante estimaciones de

balance hidrico entre precipitacion y evapotranspiracion potencial.

Con los resultados aqui obtenidos, algunas poblaciones de especies mexicanas
de Crataegus L. son candidatas para utilizarse en estudios y en programas de
mejoramiento genético para potenciar su uso y valoracion. Esto es porque
ocurrieron en escenarios ecogeogréficas especificos que les pudieran conferir
rasgos adaptativos a las condiciones ambientales que actualmente los frutales

enfrentan.
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