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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL TEJOCOTE Y ANALISIS DE SUS COMPONENTES VOLATILES
Maria Dolores Pérez Lainez, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2019.

RESUMEN

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae y subfamilia Maloideae, se distribuye
principalmente en regiones templadas de Europa, Asia y Norteamérica. La amplia diversidad de este
frutal se presenta principalmente en la zona Sur de México, no obstante, la complicada taxonomia de
este género dificulta precisar del niUmero de especies. El “tejocote” (Crataegus sp.), denominado asi en
México, ha sido objeto de diferentes estudios morfolégicos que han contribuido en parte a la
caracterizacion de los genotipos, sin embargo, algunos de estos no se han podido identificar con las
claves taxondmicas existentes. En el presente estudio, con la finalidad de complementar la taxonomia
basada en caracteres morfoldgicos, se utilizaron marcadores moleculares de ADN de cloroplastos, los

{

cuales fueron secuencias cortas de ADN estandarizadas conocidas como “cddigos de barras” para
evaluar la variacidon genética de algunas accesiones de Crataegus presente en México; ademas, se
analizé el perfil metabolémico de los compuestos volatiles presentes en el aroma del fruto y se
determind el contenido de pigmentos (antocianinas y carotenos) para contribuir al valor agronémico,
medicinal y principalmente quimitaxonédmico del fruto tejocote. Los resultados muestran que la
obtencién de ADN de buena calidad se hizo con el protocolo de Doyle y Dolyle y CTAB modificado. Los
codigos de barra empleados mostraron una clara separacion de los Crataegus mexicanos de sus
parientes relativos aunque dentro de las especies mexicanas no se observd separacion. El estudio de
compuestos volatiles en las accesiones bajo estudio permitié detectar un total de 75 compuestos de
acuerdo a su abundancia y su relacidn masa-carga. Mediante los analisis de componentes principales

los genotipos se agruparon de acuerdo a su tamafio y origen. El mayor contenido de pigmentos

(carotenos y antocianinas) se encontroé en el exocarpo del fruto.

Palabras clave: antocianinas, carotenos, cddigos de barras, compuestos volatiles, Crataegus sp.,

tejocote, variacion genética.



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE TEJOCOTE AND ANALYSIS OF ITS VOLATILE
COMPOUNDS
Maria Dolores Pérez Lainez, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2019.

ABSTRACT

The genus Crataegus belongs to the family Rosaceae and subfamily Maloideae, it is distributed
mainly in temperate regions of Europe, Asia and North America. The wide diversity of this fruit-tree
occurs mainly in southern Mexico, however, the complicated taxonomy of this genus difficult to specify
the number of species. The "tejocote" (Crataegus sp.), Named in Mexico, has been the subject of
different morphological studies that have contributed in part to the characterization of the genotypes,
however, some of these have not been identified with existing taxonomic keys. In the present study, in
order to complement the taxonomy based on morphological characters, molecular markers of
chloroplast DNA were used, which were short sequences of standardized DNA known as "barcodes" to
evaluate the genetic variation of some accessions of Crataegus present in Mexico; In addition, the
metabolomic profile of the volatile compounds present in the aroma of the fruit was analyzed and the
content of pigments (anthocyanins and carotenes) was determined in order to contribute to the
agronomic, medicinal and mainly chemotaxonomic value of the tejocote fruit. The results show that
obtaining good quality DNA was done with the Doyle and Dolyle protocol and modified CTAB. The
barcodes used showed a clear separation of the Mexican Crataegus from their relative relatives,
although within the Mexican species no separation was observed. The study of volatile compounds in
the accessions under study made it possible to detect a total of 75 compounds according to their
abundance and their mass-load ratio. By using principal component analysis, the genotypes were
grouped according to their size and origin. The highest content of pigments (carotenes and
anthocyanins) was found in the exocarp of the fruit.

Key words: anthocyanins, carotenes, barcodes, volatile compounds, Crataegus sp., Mexican

hawthorn, genetic variation.
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INTRODUCCION GENERAL

El género Crataegus pertenece a la familia Rosaceae y subfamilia Maloideae, se le encuentra distribuido
en Europa, Medio Oriente, el Este Asia, América del Norte, con puntos atipicos en Perd y Ecuador
(Phipps, 1997; Phipps et al., 2003). A nivel mundial incluye 150 especies, 95 de las cuales se encuentran
en el continente americano y 15 de ellas existen en México (Nufiez-Colin y Hernandez-Martinez, 2011;

Phipps, 1997; Phipps et al., 2003).

México alberga a una amplia diversidad de frutales, incluido al tejocote (Crataegus sp.), el cual se
localiza en climas frios y templados, a altitudes que van desde 400 a 3000 m, en estados como: Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Durango, Chihuahua, Oaxaca, Chiapas, Veracruz,
Puebla, Estado de México, Morelos, Jalisco y Michoacan (Nieto, 2007; Phipps, 1997). Sin embargo, el
Unico estado donde se produce de manera comercial es en Puebla, lugar que concentra 95 % de la

produccién nacional (SIAP, 2017).

Actualmente, el tejocote se utiliza en la preparacion de ponche, licores, mermeladas, ates, dulces,
conservas, ademas de su consumo como fruto fresco, es utilizado en la decoracién de altares en
festividades como el dia de muertos y navidad. También es utilizado como forraje, potainjerto y fuente
de extraccién de pectinas (Lozano-Grande et al., 2016; Nieto y Borys, 1991; 1993). Sin embargo, a
diferencia de otros frutales el tejocote no llegd a México con los espanoles, este ya era utilizado,
sembrado y recolectado por distintos grupos indigenas quienes utilizaban al fruto como alimento y

diferentes partes de la planta tenian uso medicinal (Martinez, 1967).

La primera noticia que se tuvo sobre la existencia del tejocote en México fue dada por el Dr. Francisco
Hernandez, médico de Felipe Il, en 1570, quien realizé una expedicion para estudiar las producciones
naturales de la Nueva Espafia; sin embargo, fue hasta 1790 que Martin Sessé y José Mariano Mocifio
identificaron al tejocote con el nombre de Crataegus mexicana. Otro estudiante de Crataegus, fue W.
W. Eggleston, quien describio algunas especies de México y América Central (Eggleston, 1909). Phipps

(1983) propuso dividir el género Crataegus en secciones y series para facilitar su sistematica,



posteriormente (Phipps, 1997; Phipps et al., 2003) modificaron parte de la taxonomia del tejocote del
centro y norte de México, ademas describieron nuevas especies; no obstante, la clasificacion de las
especies de México, aln sigue sin ser clara, sobretodo tomando en cuenta que algunos genotipos no

se han podido identificar con las claves existentes (Nufiez-Colin et al., 2008).

Nufez-Colin y Hernandez-Martinez (2011) con base en los estudios de Eggleston (1909), Phipps et al.
(1990), Phipps (1997), McVaugh (2000) y Phipps et al. (2003), propusieron la siguiente taxonomia para

ejemplares mexicanos de Crataegus:

1) Serie Parvifoliae:
1. C. uniflora
2) Serie Mexicanae:
2. C. mexicana
3. C. stipulosa
4. C. nelsoni
3) Serie Crus-galli
5. C. gracilior
6. C. rosei: 6A. C. rosei subesp. parryana
6B. C. rosei subesp. rosei,
6Ba. C. rosei subesp. rosei var. rosei
6Bb. C. rosei subesp. rosei var. mahindae
6Bc. C. rosei subesp. rosei var. amoena
4) Serie Madrenses
7. C. tracyi:  7a. C. tracyi var. tracyi
7b. C. tracyi var. coahuilensis
7c. C. tracyi var. madrensis
8. C. aurescens
5) Serie Greggianae:

9. C. greggiana: 9a. C. greggiana var. greggiana
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9b. C. greggiana var. pepo
10. C. serratissima
11. C. sulfurea
12. C. grandifolia: 12a. C. grandifolia var. grandifolia
12b. C. grandifolia var. potosina
6) Serie Baroussanae:
13. C. baroussana: 13a. C. baroussana var. baroussana
13b. C. baroussana var. jamensis
14. C. cuprina
15. C. johnstonii

Diferentes estudios han contribuido en parte a la caracterizacion de los genotipos mexicanos,
principalmente aquellos basados en caracteres morfolédgicos (Nieto, 2007; Lépez-Santiago et al., 2008,;
Nufiez-Colin et al., 2008; 2009; Betancourt-Olvera et al., 2017), sin embargo, la clasificacién sigue sin
ser clara, sobre todo tomando en cuenta que algunos genotipos no se han podido identificar con las
claves taxondmicas existentes (Nufiez-Colin et al., 2008).

Otras técnicas como las moleculares, donde Nufiez-Colin et al. (2011) analizé 20 accesiones de
Crataegus mediante la amplificacidon de las regiones ITS-1, ITS-2 y el gen 5.8s rDNA, encontrando muy
alta similitud en las secuencias de estudio. Por otra parte, Betancourt-Olvera (2017) mediante el uso de
microsatélites identificd la presencia de 3 grupos genéticos de Crataegus en la region Centro-sur de
Meéxico con la influencia de flujo genético entre estos. Piedra-Mondragdn et al. (2016) utilizaron datos
morfoldgicos, microsatelites, asi como las regiones intergénicas trnH-psbA y trnH-rpl2 en la

caracterizacion de C. rosei, quienes reportaron la presencia de dos taxas con alto flujo genético.

Por otra parte, los estudios fitoquimicos realizados en este frutal han sido direccionados al estudio de
flavonoides y fenoles principalmente (Garcia-Mateos et al., 2012); la presencia de carotenos en el fruto
de tejocote adquirido en un mercado local fue reportada por Méndez-Iturbide et al. (2013), mientras

gue la investigacion de componentes volatiles es nula hasta el momento.



Sin embargo, a nivel mundial este género ha sido ampliamente estudiado, en la parte fitoquimica,
Edwards et al. (2012) menciona la presencia de compuestos como fructosa, acido citrico, acido malico,
terpenos, flavonoides y un gran nimero de compuestos quimicos identificados en al menos 27
diferentes especies y dos hibridos nativos de Europa, Asia, y América del Norte. En lo que respecta a la
parte genética y molecular, investigadores como Lo et al. (2009) han trabajado en las asociaciones
genéticas entre Crataegus del Este de Asia y Oeste de Norteamérica, indicando antiguos movimientos
trans-Beringia de Crataegus entre Asia oriental y occidente de Norteamérica, estos investigadores
proponen a Europay el Este de América del Norte como las dreas mas recientes de Crataegus.

Autores Lo et al. (2007) y Zarrei et al. (2014; 2015) utilizaron marcadores taxondmicos para estudiar al
género Crataegus, sin embargo, solo incluyeron a un genotipo mexicano propagado en Estados Unidos
denominado Crataegus pubescens, poco representativo de la diversidad fenotipica presente en México

y que de acuerdo con Nufiez-Colin y Hernandez-Martinez (2011) corresponde a Crataegus mexicana.

OBJETIVO GENERAL:
- Analizar algunas accesiones del genero Crataegus presentes en México mediante técnicas
moleculares, evaluar el contenido de pigmentos e identificar el perfil metaboldmico de los

volatiles presentes en el fruto de tejocote.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Analizar la variacién genética de algunas especies de Crataegus presentes en México y su
relacion con especies foraneas, mediante el uso de marcadores moleculares tales como matKk,
rbcl y psbA-trnH.

- Evaluar el perfil metabolémico de compuestos volatiles presentes en el aroma del fruto de
tejocote.

- Evaluar el contenido de carotenos y antocianinas en el fruto de tejocote.
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RESUMEN

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

con los protocolos de Doyle, CTAB modificado y el Kit comercial.

Palabras clave: tejocote, protocolos de extraccion de ADN, calidad de ADN, PCR.

SUMMARY

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

found that with the protocols of Doyle, modified CTAB and the commercial Kit this could be amplified.

Key words: tejocote, DNA extraction protocols, DNA quality, PCR.



INTRODUCCION

El género Crataegus agrupa alrededor de 150 especies en el mundo; se encuentra en regiones
templadas de Asia, Europa y Norte América, 95 de ellas se encuentran en el continente americano, de
las cuales 13 se consideran originarias de México (Phipps, 1997). El tejocote se encuentra ampliamente
distribuido a lo largo y ancho de la Republica Mexicana en altitudes que oscilan de los 400 hasta 3000
msnm (Nieto-Angel y Borys, 1991). La importancia de este fruto radica en su amplia variabilidad en
México y en su uso potencial como fruta fresca, portainjerto de otros frutales, forraje, fuente de
pectina, ornamental, medicinal (Nieto-Angel y Borys, 1993), su uso en la preparacién de licores
tradicionales y conservas.

Las investigaciones realizadas en este frutal se han enfocado a estudios principalmente morfolégicos y
fitoquimicos, sin embargo, las investigaciones moleculares dirigidas al conocimiento de la diversidad
existente es limitada. Uno de los requisitos indispensables para la realizacién de estudios de filogenia
molecular es la extraccion de ADN de buena calidad. La calidad del ADN estda determinada
principalmente por la condicidn fisioldgica o morfoldgica del material vegetal, asi como su etapa de
desarrollo (Moreira y Oliveira, 2011). La razén podria ser la gran diversidad de metabolitos secundarios
como taninos, fenoles y polisacaridos, principalmente en hojas maduras (Moreira y Oliveira, 2011;
Souza et al., 2012). En tejocote, se ha reportado la presencia de: fenoles, taninos, flavonoides y
antocianinas, asi como polisacaridos (pectinas) (Cuevas-Bernardino, et al., 2016; Edwards et al., 2012;
Garcia-Mateos et al., 2012).

Con la finalidad de obtener ADN puro e integro, en el presente estudio se evaluaron seis métodos de
extraccion de ADN de tejidos de tejocote considerando las relaciones de absorbencia 260/280 vy

260/230, rendimiento, integridad y su funcionalidad en técnicas posteriores como PCR.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé en el laboratorio de Marcadores Moleculares ubicado en el Departamento
de Fitotecnia de la Universidad Autdonoma Chapingo. Para ellos se evaluaron seis métodos de extraccion

de ADN vy tres tipos de tejido vegetal.
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Material vegetal

Se utilizd tejidos de arbol tejocote (Crataegus mexicana Moc. & Sessé), accesion ATEX 02 originaria del
Estado de Puebla, México, en tres presentaciones: brotes frescos, hojas jévenes deshidratadas en silica
gel y brotes frescos liofilizados. El material vegetal que se usé en fresco y las hojas deshidratadas en
silica gel se colectaron directamente del arbol, los brotes liofilizados fueron obtenidos de varetas de
arboles de tejocote brotadas bajo condiciones de invernadero; en su totalidad el material vegetal fue
obtenido del Banco de Germoplasma de la Universidad Autdnoma Chapingo localizado en las
coordenadas 192 29’ de latitud Norte y 982 53’ de longitud oeste, a 2249 msnm. Los brotes liofilizados
fueron previamente molidos en un molino TissuelLyser Il (QUIAGEN). Cada una de las muestras se

extrajo por triplicado para cada uno de los métodos.

Extraccion de ADN

Metodologia de Dumolin et al. (1995). Para el caso de tejido fresco y deshidratado se molieron 100 mg
de la muestra con nitrégeno liquido, el tejido se depositd en un tubo de 1.5 mL. Con respecto a tejido
liofilizado, se colocaron 15 mg. Se afiadieron 850 ul de amortiguador de extraccion (EDTA 20 Mm, Tris-
HCl pH 8.0 0.1 M, NaCl 1.4 M, CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 2%, B-mercaptoetanol 1 %
y PVP (polivinilpirrolidona) 1%), posteriormente se continué con el protocolo como lo sefalaron los
autores.

Metodologia de Doyle y Doyle (1990). Para este método 50 mg de brotes frescos y 50 mg de hojas
deshidratadas se molieron con nitrégeno liquido, de tejido liofilizado se utilizaron 15 mg, las tres
muestras se procesaron por triplicado.

Metodologia de Tsumura et al. (1995). Se utilizaron 15 mg de brotes liofilizados y para tejido fresco o
deshidratado se molieron 50 mg de material con nitrégeno liquido, las muestras fueron colocadas en
tubos de 1.5 mL. Posterior a ello se continud con la metodologia como lo sefialaron los autores. Cabe
sefialar que se adaptd esta metodologia a una mini preparacién en proporcion 1:10 con respecto a la
metodologia original y con respecto a la cantidad de material fresco. Después de lo indicado por los
autores se procedid de la siguiente manera. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se adicioné
300 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se procedioé a mezclar y centrifugar a 16000 xg durante

6 min. La fase acuosa fue nuevamente transferida a un nuevo tubo y se adicioné 0.1 volumen (25 pL)
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de acetato de sodio 3 My 250 L de etanol absoluto frio, se mezclé suavemente e incubé 12 h a 4°C.
Posteriormente, los tubos fueron centrifugados durante 14 min a 16000 x g, se eliminé el sobrenadante.
Se anadieron 400 pL de etanol al 70 % para precipitar el ADN. Se centrifugd a 16000 x g por 8 min y se
elimind el etanol, se dejd secar por 2 h y finalmente se afadieron 100 pL de TE (Tris-HCl pH 8.0 10 mM,
EDTA 0.1 mM). Esta solucidn de ADN se almacend a -20°C.

Metodologia de Weising et al. (2005) modificado por Nufez-Colin et al. (2011). Muestras de 15 mg de
tejido liofilizado o 100 mg de tejido fresco o deshidratado (previamente molido con nitrégeno liquido),
se colocd en tubos de 5 mL que contenia 3 ml de bufer de extraccién [CTAB 2 %, NaCl 1.4 M, EDTA 20
mM, Tris-HCl 100 mM] precalentado a 60 °C, las muestras se incubaron por 15 min a 55 °C, en bafio
Maria. Se mezclé por inversion durante 10 min. El contenido fue transferido a 3 tubos de 2.0 mL, se
agregé 1 mL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) frio, se centrifugd a 6000 x g a temperatura
ambiente por 10 min. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo con 600 uL de isopropanol frio, se
almacend a 4 °C durante 30 min. Posteriormente se centrifugd a 6000 x g durante 10 min formandose
una pastilla de ADN, se decanto el sobrenandante, se adicionaron 2 mL de solucién de lavado (etanol
76 %, acetato de amonio 10 mM), se agitd y centrifugd a 6000 x g durante 10 min. Se decantd y se secé
por 30 min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 pL de TE, la pastilla se dejo reposarpor12ha4
°C. Se agregaron 0.5 volimenes (100 pL) de solucién de acetato de amonio 7.5 M, se mezcld y fue
incubado a 4 °C durante 15 min. Se centrifugé a 12000 x g durante 30 min. El sobrenadante fue
transferido a un tubo nuevo y se agregd dos volumenes (400 uL) de etanol absoluto, y se almacend a 4
°C durante una hora. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 6000 x g durante 10 min, el
sobrenadante se elimind; se adiciond 400 pL de etanol al 70 %, nuevamente se centrifugd 6000 x g por
10 min. Se agregd un volumen de 100 pL de TE, y reposd 12 h a 4 °C. Los contenidos de los tres tubos
se unieron, se adicionaron 2 pl de ARNasa (10 mg mL™) por cada 100 pL de solucién, la mezcla se incubé
durante 60 min a 37 °C en un “termoblock”, posteriormente se adicioné un volumen de 300 pL de fenol
equilibrado con Tris-HCI pH 8.0, se mezcld y centrifugd a 16000 x g durante 16 min. La fase acuosa fue
transferida a un tubo nuevo y se agregé un volumen de 300 uL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),
se mezclé y centrifugd a 16000 x g durante 6 min. La fase acuosa fue transferida a otro tubo y se
adiciond 0.1 volumen (30 pL) de acetato de sodio 3 M y un volumen de 300 uL de etanol absoluto frio,

se mezclé suavemente e incubd a 4 °C durante 12 h. Se centrifugd a 1000 x g durante 14 min, se elimind
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el etanol del tubo y se agregaron 400 pL de etanol al 70 % para lavar la pastilla de ADN. Se centrifugé a
10000 x g durante 8 min, se decantd y se dejo evaporar el etanol. Se agregd un volumen de 100 uL de
TE y almacend en el refrigerador a una temperatura de 4 °C

Protocolo de extraccion CTAB modificado. Se pesaron 100 mg de hojas deshidratadas o brotes frescos,
asi como 15 mg de tejido liofilizado (previamente molidos), el material se colocd en tubos de 1.5 mL, se
agrego 600 pL de amortiguador salino (Tris-HCL 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0, NaCl 2 M, albumina
sérica 0.05 %), se mezclé en un vortex, se dejo reposar durante 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla se centrifugd a 5000 x g por 5 min y el sobrenadante se decantd y se
agregaron 600 puL de amortiguador de extraccién (Tris-HCL 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, NaCl
1.4 M, CTAB 2.0 %) y 3 uL de B-mercaptoethanol, se mezcld con vortex e incubd a 55°C por 60 min.
Posteriormente, se agregaron 400 L de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agité en vortex y se
centrifugd a 12000 x g por 10 min. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se agregaron 600
uL de isopropanol (-20 °C), se homogenizo por inversion; se dejé reposar 30 min a -20 °C. Se centrifugd
a 5000 x g por 5 min, se decantd el sobrenadante y se agregaron 600 uL de etanol al 75 % (-20°C) se
agitd en voértex y se centrifugd a 5000 x g por 4 min. El sobrenadante se decantd y se evaporé el etanol.
Se resuspendid la pastilla de ADN en 100 uL de agua grado biologia molecular. Se homogenizé en un
vortex e incubd a 4 °C durante 12 h. Se agregaron 5 puL de ARNasa (10 mM-mL?), se incubé a 35 °C por
30 min y a 65 °C por 5 min para inactivar la ARNasa. Se agregaron 70 uL de acetato de sodio 3M y 700
uL de isopropanol frio, se agité hasta obtener el precipitado de ADN y se colocd a -20°C durante 30 min.
Se centrifugd a 8000 x g durante 10 min, se decantd el sobrenadante y se agregaron 500 uL de etanol
al 70 %, se agitd y se centrifugd nuevamente a 8000 x g durante 10 min, se decantd, se dejé secar y se
disolvié en 100 pL de TE.

Metodologia Kit de Purificacion Wizard Genomic ADN (Promega Corporation). Para este protocolo se
utilizaron 40 mg de tejido fresco o seco (previamente molido con nitrégeno liquido) 6 15 mg de tejido

liofilizado. En este caso se siguieron las indicaciones de acuerdo con el proveedor.

Determinacion de la concentracién y calidad del ADN
Para determinar la concentracién y pureza de ADN se tomaron lecturas a 260 nm en un

espectrofotémetro (NanoDrop8000°) (Falcdn y Varela, 2007; Valadez y Kahl, 2005).
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La verificacidn de la integridad del ADN se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %.
Por cada pozo se depositaron 8 uL de ADN a una concentracién de 10 ng: uLy 2 uL de amortiguador de
carga (azul de bromofenol). La electroforesis se llevo a cabo durante 1.5 ha 100V, el gel fue tefiido con
bromuro de etidio (10 mg-mL?) y fotodocumentado en un transiluminador (High Performance UV
Transilluminator).

Para comprobar la utilidad del ADN obtenido en técnicas moleculares como la PCR, se amplificé el gen
de referencia 16S, presente en todos los tipos de células de la muestra, que genera un producto de
315pb, la mezcla de reaccién y el programa de PCR se corrié de acuerdo con Trejo-Saavedra, 2015.

El rendimiento de ADN se calculd a partir de la cantidad de material utilizado en cada protocolo y
concentracion total de ADN obtenida en ng-mg™.

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

prueba de comparacion de medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

La extraccion de acidos nucleicos en frutales puede ser técnicamente complicada debido a la gran
cantidad de polisacaridos y compuestos polifendlicos que se acumulan durante la maduraciény /o en
respuesta a estimulos ambientales. En el presente estudio el material vegetal liofilizado proporciond
mayor rendimiento de ADN independientemente de los protocolos evaluados con respecto a brotes
frescos y hojas deshidratadas (Cuadro 1). El sistema de secado por vacio, llamado liofilizacion, resulté
mas eficiente para preservar las caracteristicas del material vegetal inicial (Brennan et al, 2011; Moreira
et al., 1994). En contraparte, en las hojas frescas, las enzimas se encuentran activas promoviendo la
degradacion de los compuestos fendlicos. En el caso de la deshidratacion (secado con silica gel), la
temperatura y actividad acuosa tienen marcada influencia en la degradacion y/o volatilizacion de

algunos compuestos termosensibles (Dorta et al., 2012).
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En cuanto a pureza, Valadez y Kahl (2005) y Falcon y Varela (2007) mencionan que un ADN puro y de
calidad debe estar en unrango de 1.8 a 2.0 para larelacion A260/280y 2.0a 2.2 en larelacién A260/230.
Se observd que, a pesar del mayor rendimiento de ADN obtenido con el Kit comercial y para tejido
liofilizado (Cuadro 1), éste no presenta los coeficientes mencionados para la relacion A260/230, lo que

indicé presencia de carbohidratos y fenoles.

Cuadro 1.1. Evaluacion promedio de los seis protocolos de extraccidn con relacion a los tres tipos de
material vegetal utilizado en la extraccion de ADN de tejocote (Crataegus mexicana Moc. & Sessé).

Concentracion Absorbencia Absorbencia Rendimiento de ADN
Protocolo Muestra
(ng-ul?) A260/280 260/230 (ng -mg?)
F 63.56 efg 1.68abcd 2.04 ab 0.63d
Dumolin D 101.08 efg 1.63 abcde 1.02 bcd 1.01d
L 913.67 abc 2.15a 2.15a 60.91 ab
F 220.57 efg 1.80 abcd 0.69cd 4.41d
Doyle D 443.03 de 1.70 abcd 0.92cd 8.86 cd
L 1095.33 ab 2.05ab 1.67 abc 73.02 a
F 69.72 efg 111e 0.44d 1.39d
Tsamura D 41.25fg 1.37 de 1.14 abcd 0.82d
L 418.93 def 1.48 cde 0.77 cd 2792 c
F 23.80¢g 1.52 bede 0.40d 0.24d
Nufiez D 40.05 fg 1.51 bcde 0.49d 0.40d
L 85.20 efg 1.82 abcd 1.20 abcd 5.67d
F 136.39 efg 1.48 cde 0.43d 2.72d
CTAB D 113.50 efg 1.36de 0.49d 2.27d
L 749.37 bed 1.79 abc 2.02ab 49.95b
F 189.87 efg 1.67 abcd 0.86 cd 4.74d
Kit D 695.20 cd 1.70 abcd 0.86 cd 17.38 cd
L 1183.77 a 1.91 abc 0.96 bcd 78.92 a
DMSH 380.58 0.536 1.09 18.35
CV (%) 25.15036 9.080622 16.92 23.12450

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

minima significativa honesta; CV: coeficiente de variacién.
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Los protocolos de Tsumura et al. (1995) y Nufiez-Colin et al. (2011) presentaron muy bajos
rendimientos, esto Ultimo se relaciona al uso de fenol equilibrado que propicia un mayor nimero de
lavados, lo que incurre en pérdida de ADN en los diferentes pasos. Estos mismos exhibieron muy baja
pureza de acuerdo con las relaciones de absorbencia registradas (Cuadro 1), lo cual se pudo apreciar
durante el proceso de extraccion debido a la rapida oxidacién del tejido fresco y a la presencia de un
compuesto de consistencia gelatinosa en algunas muestras de ADN altamente contaminadas, esto es
posible ya que el tejocote se caracteriza por su alto contenido de pectinas (polisacaridos) (Cuevas-
Bernardino et al., 2016) y fenoles (Garcia-Mateos et al., 2013) en fruto; y aun cuando en México no se
ha estudiado la presencia de pectinas y fenoles en hoja, de manera general si han sido indicados
(Kirakosyan et al., 2003; Salazar y Gamboa de Buen, 2013; Willats et al., 2006;). Esto ultimo coincide
con lo encontrado por Meisel et al. (2005) quienes mencionan que polisacaridos y compuestos
polifendlicos frecuentemente precipitan y contaminan los acidos nucleicos durante la extraccion,

afectando asi tanto la calidad como la cantidad de acidos nucleicos aislados.

Los protocolos de Doyle y Doyle (1990) y CTAB modificado presentaron mejor calidad con respecto a

las variables evaluadas y rendimientos altos.

De acuerdo con la PCR realizada con el ADN obtenido de las diferentes metodologias, se obtuvieron
bandas alrededor de las 300 pb, indicando la amplificacién del gen de referencia (16S) para los
protocolos de CTAB, Doyle y Doyle (1990) y Kit, con lo cual se puede determinar que ellos pueden ser

utilizados en técnicas moleculares para obtencidon de ADN de hojas de tejocote.

CONCLUSIONES

El material vegetal liofilizado proporcioné mayor rendimiento y calidad en todos los protocolos con
respecto a brotes frescos y hojas deshidratadas.

Los protocolos de Doyle y Doyle (1990) y CTAB modificado, representan una alternativa para obtener
ADN de buena calidad y rendimiento sin procedimientos tan largos y laboriosos evitando el uso de

compuestos tdxicos y contaminantes (fenol), lo cual se verific6 en cuanto calidad y ausencia de
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inhibidores mediante la amplificacidn del gen ribosomal 16S, que mostré el ADN puede ser amplificado

por PCR exitosamente.
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SUS PARIENTES FORANEOS
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RESUMEN

El género Crataegus ampliamente distribuido en el hemisferio norte y con gran diversidad,
representa un gran problema taxondmico a nivel mundial. En México se reporta la presencia de 15
especies con base en estudios morfoldgicos; sin embargo, su taxonomia aun es incierta ya que algunas
especies no se han podido identificar con base en las claves existentes. El uso de herramientas
moleculares, como los cddigos de barras de ADN, provee utilidad para la rapida caracterizacién de
especies y complementan la caracterizacidon basada en la morfologia. El objetivo del presente estudio
fue analizar la variacion genética de algunas especies de Crataegus presentes en México y su relacion
con especies fordneas, mediante el uso de los cddigos moleculares matK, rbcL y psbA-trnH. Como
resultado del andlisis de las secuencias bajo el método de maxima verosimilitud se obtuvo la separacion
de las especies de Crataegus mexicano de sus parientes relativos; pero no se observé separacién dentro
de especies mexicanas probablemente debido a eventos recientes de divergencia e hibridacién o que
no sean especies si no variantes de una sola. La regién de mayor variabilidad fue psbA-trnH seguida de
matK, mientras que el locus rbcL fue el que mostré menor evolucién y menor divergencia. Los
resultados de este trabajo confirman una vez mas el problema taxonémico de género Crataegus,
principalmente en las especies mexicanas.

Palabras clave: Crataegus, filogenia, matK, psbA-trnH, rbcL, tejocote, variacidon genética.

SUMMARY

The genus Crataegus widely distributed in the northern hemisphere and with great diversity,
represents a major taxonomic problem worldwide. In Mexico, the presence of 15 species is reported
based on morphological studies, however its taxonomy is still uncertain as some species have not been
identified with the existing keys. The use of molecular tools, such as DNA barcodes, provide utility for
the rapid characterization of species and complement characterization based on morphology. The
objective of the present study was to analyze the genetic variation of some species of Crataegus present
in Mexico and its relationship with foreign species through the use of the molecular codes matK, rbcl

and psbA - trnH. As a result of the analysis of the sequences under the maximum likelihood method,
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the separation of the Mexican Crataegus species from its relative relatives was obtained; however, 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. The region of greatest variability was psbA-trnH
followed by matkK, while the locus rbcL was the one that showed the lowest evolution and the least
divergence. The results if this work confirm once again the taxonomic problem of the genus Crataegus,
mainly in Mexican species.

Key words: Crataegus, phylogeny, hawthorn, matK, psbA-trnH, rbcL, genetic variation.

INTRODUCCION

México es un pais con amplia diversidad vegetal, a nivel mundial ocupa el quinto lugar después de
Brasil, Colombia, China e Indonesia. En el area fruticola se reconocen alrededor de 762 especies, de las
cuales 554 se consideran nativas de México, en este ultimo grupo se incluye al tejocote (Segura et al.,
2018). El “tejocote”, denominado asi en México, es un arbol frutal perteneciente a la familia de las
rosaceas y al género Crataegus, se desarrolla principalmente en regiones templadas de Europa, Asia y
Norteamérica. De acuerdo con Phipps, 1997; Phipps et al.,, 2003 a nivel mundial éste incluye 150
especies ubicadas en 40 series. La amplia diversidad morfolégica de este género se relaciona con
eventos de hibridacién, apomixis y poliploidia (Phipps, 2003; Talent y Dickinson, 2005; 2007; Lo et al.,
2009), sucesos que representan una dificultad para su identificacion taxondmica. Para México, Nuiez-
Colin y Hernandez-Martinez (2011) reportaron la existencia de seis series y 15 especies con base en los
estudios taxondmicos de Eggleston (1909), Phipps (1997), Phipps et al. (1990; 2003) y McVaugh (2000).
Sin embargo, la taxonomia del género Crategus es aun incierta debido a la carencia de una clave
taxondmica que incluya las especies del Sureste Mexicano, regidon donde existe amplia diversidad.
Algunos estudios morfoldgicos de Crataegus en México (Nieto, 2007; Lépez-Santiago et al., 2008;
Nufiez-Colin et al., 2008; 2009; Betancourt-Olvera et al., 2017) han contribuido en parte a la
caracterizacién de los genotipos; no obstante, la clasificacion de las especies estudiadas aun sigue sin
ser clara, sobre todo tomando en cuenta que algunos genotipos no se han podido identificar con las

claves existentes (Nufiez-Colin et al., 2008).
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Una herramienta que complementa a la taxonomia basada en caracteres morfoldgicos y permite la
identificacidn rapida de especies, son los “cddigos de barra”, secuencias cortas de ADN estandarizadas
gue permiten distinguir variacién interespecifica (i.e., entre especies cercanamente relacionadas) y
variacion intraespecifica (i.e., dentro de la misma especie) (Paz et al., 2011). El Consorcio de Cddigo de
Barras para la Vida (CBOL, por sus siglas en inglés) propuso algunas regiones del ADN de cloroplasto
como marcadores taxonédmicos, entre ellos los genes codificantes de proteinas matK'y rbcL, los cuales
en combinacidon han resuelto la discriminaciéon entre especies en 72% (CBOL, 2009). Otra regién
propuesta también por este mismo equipo de trabajo y evaluada por Ferri et al. (2015) es el espaciador
intergénico psbA-trnH, no codificante pero altamente variable, que en combinaciéon con el locus
conservado rbcL, proporciona informacién filogenética util a un nivel intraespecifico. Por lo tanto,
puede decirse que el valioso uso del ADN de cloroplasto en estudios filogenéticos se debe a su modo

de evolucion conservada y herencia uniparental (Raspé, 2001).

Algunos investigadores como Lo et al. (2007) y Zarrei et al. (2014) han intentado resolver la
complicada taxonomia del género Crataegus mediante el uso de diferentes marcadores taxondmicos,
sin embargo, sélo incluyeron a un genotipo mexicano propagado en Estados Unidos, poco
representativo de la diversidad fenotipica presente en México. Actualmente, el inico estudio en México
donde se utilizd la regidn intergénica trnH-psbA fue el realizado por Piedra-Malagén et al. (2016)
guienes se enfocaron en la caracterizacion de C. rosei. Por lo que el objetivo del presente estudio fue
analizar la variacién genética de algunas especies de Crataegus presente en México y su relacién con
especies foraneas, mediante el uso de los marcadores moleculares matK, rbclL y psbA-trnH presentes

en el ADN de cloroplastos

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
El material de estudio provino del Banco de Germoplasma de Tejocote ex situ e in vivo de la

Universidad Autonoma Chapingo (BGT-UACh), Estado de México, México, ubicado a 19° 29’'N y 98° 53’

23



O y a 2249 msnm, cuenta con una superficie de 2.5 ha y alberga a 140 accesiones colectadas en el
Centro y Sur del Pais (Nieto, 2007). El Clima del lugar esta clasificado como C (Wo) (W) b (i’) g,
corresponde a templado subhimedo, con precipitacion media anual de 645 mm y una temperatura
promedio anual de 15 + 2°C (Garcia, 1988).

Se utilizaron 35 accesiones de tejocote de nueve especies cuyo origen se remonta a tres estados de
la Republica Mexicana (Cuadro 1). Como genotipos de comparacién se utilizé manzana “Royal Gala”
(Malus domestica Borkh), pera” Conference” (Pyrus communis L.), una accesiéon de origen chino,
catalogada como Crataegus pinnatifida Bunge, donada por el Dr. Leszek S. Jankiewics (Instituto de
investigacion de Pomologia Skiemiewiow, Polonia) y una accesidn de origen espafiol, Crataegus

monogyna Jacq., donada por el Dr. Michael W. Borys.

Cuadro 2.1. Procedencia de las diferentes accesiones de tejocote mexicano (Crataegus spp).

ACC Lugar Estado Latitud Longitud Altitud Especie
N w (msnm)
04 San Cristdbal de las Casas Chiapas 16.75 92.67 2300 Crataegus sulfurea ).B. Phipps
05 Rancho Nuevo Chiapas 16.67 92.57 2400 Crataegus aurescens J.B. Phipp
06 Rancho Nuevo Chiapas 16.67 92.57 2400 Crataegus cuprina J.B. Phipps
08 San Cristdbal de las Casas Chiapas 16.75 92.67 2300 Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
10 San Cristdbal de las Casas Chiapas 16.75 92.67 2300 Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
13 Rancho Nuevo Chiapas 16.67 92.57 2400 Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
15 Mitzitan Chiapas 16.65 92.55 2380 Crataegus aurescens J.B. Phipps
16 Mitzitan Chiapas 16.65 92.55 2380 Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
18 Rancho Robelo Chiapas 16.67 92.45 2250 Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
19 Mitzitan Chiapas 16.65 92.55 2380 Crataegus baroussana Eggl.
20 Mitzitan Chiapas 16.65 92.55 2380 Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
22 Mitzitan Chiapas 16.65 92.55 2380 Crataegus rosei subsp. parryana
J.B. Phipps
25 Calpan Puebla 19.10 98.47 2420 Crataegus cuprina J.B. Phipps
26 Calpan Puebla 19.10 98.47 2420 Crataegus gracilior J.B. Phipps
27 Rancho Robelo Chiapas 16.67 92.45 2250 Crataegus gracilior J.B. Phipps
38 San Nicolas Tlamincas México 19.52 98.75 2520 Crataegus mexicana Moc. &
Sessé
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43

44

50

51

52

55

56

63

64

65

66

69

72

83

86

100

A02

AO05

A06

Rancho Robelo

Mitzitan

San Nicolas Tlamincas

Mitzitan

Candelaria

Huejotzingo

Huejotzingo

Tequexquinahuac

Xamimilulco

Tequexquinahuac

Santa Catarina del Monte

Candelaria

San José Yashitinin

San Cristobal de las Casas

Huejotzingo

Huejotzingo

Atexcac

Atexcac

Atexcac

Chiapas

Chiapas

México

Chiapas

Chiapas

Puebla

Puebla

México

Puebla

México

México

Chiapas

Chiapas

Chiapas

Puebla

Puebla

Puebla

Puebla

Puebla

16.67

16.65

19.52

16.65

16.70

19.17

19.17

19.48

19.22

19.48

19.48

16.70

16.65

16.75

19.17

19.17

19.14

19.14

19.14

92.45

92.55

98.75

92.55

92.53

98.40

98.40

98.82

98.38

98.82

98.77

92.53

92.45

92.67

98.40

98.40

98.57

98.50

98.50

2250

2380

2520

2380

2320

2280

2280

2460

2220

2460

2700

2320

2350

2300

2280

2280

2620

2628

2625

Crataegus greggiana Eggl.
Crataegus gracilior J.B. Phipps
Crataegus greggiana Eggl.
Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus rosei subsp. rosei J.B.
Phipps

Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus rosei subsp. parryana
J.B. Phipps

Crataegus gracilior J.B. Phipps
Crataegus gracilior J.B. Phipps
Crataegus cuprina J.B. Phipps
Crataegus baroussana Eggl.
Crataegus tracyi Ashe ex Eggl.
Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus mexicana Moc. &
Sessé

Crataegus rosei subsp. parryana
J.B. Phipps

Crataegus rosei subsp. parryana

J.B. Phipps

Nota: La clave en los dendrogramas esta en funcién del nimero de accesién y el nombre de la especie,

los organismos de comparacion se sefalan de acuerdo con su nombre cientifico.

Extraccion de ADN genomico y Secuenciacién
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Se utilizaron brotes jovenes liofilizados para la extraccion de ADN gendmico, los brotes se
obtuvieron a partir de varetas sometidas a brotacién en florero bajo invernadero en el Colegio de
Postgraduados-Campus Montecillo. La extraccién de ADN se llevd a cabo mediante el protocolo de
Doyle y Doyle (1990) modificado por Betancourt-Olvera et al. (2018). Para determinar la concentracion
y pureza del ADN se tomaron lecturas en un espectrofotdmetro NanoDrop8000® (Thermo Scientific™,
Waltham, Massachusetts, USA) que registrd la concentracion del extracto en ng-mL?, asi como las
relaciones A260/A280 y A260/A230. La verificacién de la integridad del ADN se realizdé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. Por cada pozo se depositaron 8 ul de ADN a una concentracion
de 10 ng-uL? y 2 pl de amortiguador de carga (azul de bromofenol). La electroforesis se llevé a cabo
durante 1.5 h a 100 V, posteriormente el gel fue tefiido con bromuro de etidio (10 mg-mL?) durante 15
min y fotodocumentado en un transiluminador (High Performance UV Transilluminator, Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

Los iniciadores utilizados para la amplificacion fueron: matk  foward
ACCCCATTCATCTGGAAATCTTGGTTC, matk reverse CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG (Zarrei et al.,
2015); rbcl foward ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC, rbcl reverse GTAAAATCAAGTCCACCRCG (Kress
et al., 2009); psbA-trnH foward GTTATGCATGAACGTAATGCTC (Sang et al., 1997), psbA-trnH reverse
CGCGCATGGTGGATTCACAAATC (Tate y Simpson, 2003). Las amplificaciones por Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) se realizaron en un termocliclador Mastercycler® Eppendorf, en un volumen de 25
mL que contuvo 20 ng de ADN gendmico, 200 mM de cada dNTP, 1X de amortiguador, 1.5 mM de MgCl,,
1 U de polimerasa Taq recombinante de Invitrogen TM y 0.5 uM de cada uno de los iniciadores de
Sigma-Aldrich. Para verificar la amplificacion de los fragmentos los productos de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) se corrieron en geles de agarosa a 1.5 % (p/v) con amortiguador TE (10 mM Tris-
acetato pH 8, 1ImM EDTA), por 60 min a 150 V. Los productos de la PCR fueron tefiidos con bromuro de
etidio (10 mg- mL?) y registrados en un fotodocumentador (High Performance UV Transilluminator).
Posteriormente, se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean up System (Promega) de
acuerdo a las recomendaciones del proveedor y posteriormente fueron enviados a Macrogen Inc.

(Seoul, Korea) para su secuenciacion.
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Edicion, alineamiento y andlisis de secuencias

Las secuencias foward y reverse de cada accesion fueron revisadas y ensambladas con el programa
Sequencher, version 3.0 (Gene Code, Ann Arbor, Michigan, USA) con refinamiento manual. El
alineamiento se realizd con el programa Clustal W implementado en el programa MEGA 7 (Kumar et
al., 2016). Las secuencias ya alineadas se compararon con las registradas en el Banco de Genes (NCBI)
mediante el programa BLASTn (Altschul et al., 1997). Con la finalidad de comparar el germoplasma
mexicano de Crataegus con germoplasma foraneo se obtuvieron 46 secuencias de nucledtidos del
Genbank (15 para la region matk, 16 para rbcl y 15 para la regidn psbA-trnH); el origen, especie y
numero de resguardo se presentan en el Cuadro 2.

De cada una de las regiones se obtuvo informacidn basica sobre niveles de variacion nucleotidica:
sitios conservados, sitios variables y singletones, implementados en el programa MEGA 7 (Kumar et al.,
2016). Las secuencias de nucledtidos codificantes (regiones matK y rbcl) se transformaron a
aminoacidos con el cdédigo genético de plastidios para analizar la substitucion sinénima y/o no
sinénimas de aminoacidos.

Cuadro 2.2. Procedencia de las accesiones de Crataegus obtenidas del GenBank.

Especie Pais de colecta matK rbcL psbA-trnH

C. macracantha  Estados Unidos KC251078 KC251321 KC251594
Estados Unidos KC251080 KC252323 KC251596
Estados Unidos KC251084 KC251326 KC251600

C. pinnatifida Rusia KC251117 KC251368
Rusia KC251118 KC251369
Rusia KC251119 KC251370
China KP089033 EU500276
China KP089034 EU500292

C. brachyacantha Estados Unidos KC251000 KC251218  KC251491
Estados Unidos KC251001 KC251219  KC251492

Estados Unidos KC251003 KC251226  KC251498

C. laevigata Estados Unidos KC251073 KC251317  KC251590
Estados Unidos KC251074 KC251318  KC251591

Estados Unidos KC251075 KC251319  KC251592

C. azarolus Italia HG765047 HG764978
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Italia HG765048 HG764979

Italia HG765049 HG764981
C. pubescesns México KC251371  KC251646
C. monogyna Espafia KC251092

Nota: La clave en el dendrograma corresponde a su nimero de resguardo en el GenBank y el nombre

de la especie.

Analisis filogenético

La reconstruccion filogenética de las especies de Crataegus se realiz6 de manera independiente
para cada regioén analizada (matK, rbcL y psbA-trnH), en ellos se incluyd a las secuencias obtenidas en
el presente estudio y aquellas obtenidas del GenBank. Cada regién se analizd con base en la matriz de
distancias Distancia-P (proporciéon de diferencias de nucledtidos detectadas entre dos secuencias
alineadas), que incluye los espacios como sitios informativos. Se usd el método de Maxima
Verosimilitud con remuestreo (“bootstrap”) y 1000 repeticiones, los modelos de sustitucion empleados
fueron Tamura 3-parameter (Tamura, 1992) para la region matK y el espaciador psbA-trnH, para la
region rbcl se utilizé el modelo Jukes Cantor (Jukes y Cantor, 1969); ambos modelos implementados
con el programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016). También se incluyé un anadlisis multilocus a partir de la
combinacidn de las tres regiones estudiadas (matK + rbclL + psbA-trnH), esté se obtuvo mediante el

método de Maxima Verosimilitud y el modelo Tamura 3-parameter (Tamura, 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 208 secuencias fueron editadas, ensambladas y analizadas. La amplificacion fue exitosa
para la region matK en las 35 accesiones estudiadas en el presente trabajo, la region rbcl y psbA-trnH
amplificaron sélo en 34 accesiones.

La regiéon matK presenté buena calidad en la lectura y alineamiento de las secuencias, con una
longitud de fragmento de 747 pb, similar a la longitud de secuencia presentada por Zarrei et al. (2015)
de 783 pb. De manera general, se apreciaron 6 cambios dentro de especies (Cuadro 3), de ellos 5 son

considerados como mutaciones no sindnimas. C. brachyacantha presentd una transicibn deCaTen la
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posicidn 663, que dio origen al cambio del aminodacido Serina por Leucina. Las especies C. macrocantha
y C. pinnatifida presentaron una transversion de T a G en la posicion 58, lo cual generé la sintesis de
Isoleucina en lugar de metionina. Otros cambios para C. pinnatifida en el ejemplar KP089034 fueron en
las posiciones 110y 260 de G a Ay de Ca A, estos modificaron la sintesis de valina y prolina a isoleucina
y treonina, respectivamente. Para las nueve especies de Crataegus mexicano no se encontrd variacion
a nivel interespecifico ni intraespecifico, las cuales se agruparon en un solo nodo junto con ejemplares
de C. laevigata, C. brachyacantha, y C. macracantha, las primeras dos especies presentes en Estados
Unidos y la ultima proveniente de Espafia (Figura 1); en la misma figura se pudo observar la separacion

de C. pinnatifida y las especies mencionadas anteriormente con base en los cambios citados.

Cuadro 2.3. Variacidn genética para la regiéon matK en diferentes especies del género Crataegus.

A nivel de nucleétidos A nivel de aminoacidos
Especie
NS LSN SC Sv SS T C A G LSA CC ¢V Cs
C. greggiana 2 747 741 O 0 368 171 29.8 16.2 248 245 0 0
C. mexicana 8 747 741 0 0 368 17.1 298 162 248 245 O 0
C. gracillior 5 747 741 0 O 368 17.1 298 162 248 245 O 0
C. rosei 5 747 741 0 0 368 171 298 162 248 245 O 0
C. baroussana 2 747 741 0 O 368 17.1 298 162 248 245 O 0
C. tracyi 7 747 741 0 O 368 17.1 298 162 248 245 O 0
C. cuprina 3 747 741 0 0 368 171 298 162 248 245 O 0
C. aurescens 2 747 741 0 0 368 171 298 162 248 245 O 0
C. monogyna 2 677 607 0O O 369 174 290 166 248 202 O 0
C. macracantha 3 747 740 1 1 368 171 298 163 248 244 1 1
C. laevigata 3 747 747 0 0 369 172 29.7 162 248 248 O 0
C. brachyacantha 3 747 740 1 1 36.8 17.1 29.8 165 2483 244 1 1
C. pinnatifida 6 747 737 4 4 369 171 298 16.2 248 242 3 3
C. sulfurea 1 734 - - - 369 170 298 16.2 248 - - -
Grupo externo 2 747 723 8 0 36.7 171 30.0 16.3 248
TOTAL 54 747 732 15 12 248 237 11 1

NL=nUmero de secuencias por especie, LSN= longitud de secuencia alineada en pb, SC=, numero sitios
constantes, SV= numero de sitios variables, SS= sitios singletones, LSA= longitud de secuencia en

aminodcidos, CC= codones constantes, CV=codones variables, CS=codones singletones.
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63|19 C. baroussana

18 C. tracyi

16 C. tracyi

15 C. aurescens

13 C. tracyi

10 C. tracyi

08 C. tracyi

06 C. cuprina

05 C. aurescens

04 C. suffurea

ESP C. monogyna |

KC251080 C. macracantha |Estados Unidos

KC251075 C. laevigata |Estados Unidos
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CH C. pinnatifida México
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—

0.0010
Figura 2.1. Reconstruccion filogenética para las 54 secuencias de Crataegus analizadas para la regién
matK bajo el método de Maxima Verosimilitud. Los nimeros sobre los nodos indicaron la proporcién

(%) de 1000 réplicas bootstrap soportando cada nodo.
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Los cambios en las posiciones 58 y 110 para C. pinnatifida que propician la sintesis de isoleucina
sugirieron que C. pinnatifida se desarrolla en un ambiente estresante que favorece la sintesis de este
aminoacido. Isoleucina es un metabolito caracteristico de desarrollo en condiciones de estrés osmatico
(sequia, inundacion y salinidad), el cual se sintetiza a partir de treonina o metionina (Hidebrant et al.,
2015). En particular, para Arabidopsis en estrés por sequia el incremento en la sintesis de isoleucina
puede ser de hasta 80 veces superior al incremento de la sintesis de prolina (Joshi et al., 2010). Las
observaciones previas no son sorprendentes, todo tomando en cuenta que el género Crataegus, se
adapta facilmente a condiciones de desarrollo desfavorables, es decir, en zonas montafiosas con
escasez de agua, suelo someros y pobres nutrimentalmente, en condiciones de temperaturas bajas y

altas tasas de radiacion (Christensen, 1992; Nieto y Borys, 1993; Pérez et al., 2004).

Las secuencias correspondientes al gen rbclL también presentaron buena calidad de lectura, las
cuales después de ser editadas y ensambladas dieron origen a un consenso de 490 pb o 163
aminodcidos, 62 pb menor al fragmento reportado por Zarrei et al. (2015). De acuerdo con el andlisis,
a nivel interespecifico se presentaron siete sitios variables que dieron lugar a cuatro aminodcidos
diferentes (Cuadro 3). De los cambios mencionados, cuatro fueron evidentes en C. brachiacantha con
dos mutaciones sindnimas y dos no sinénimas. Las mutaciones no sinénimas se presentaron en la
primera posiciéon del coddn, en las posiciones 230 y 377, los cuales dieron lugar al cambio de los
aminodcidos alanina e isoleucina por prolina y valina, respectivamente. Metabolitos como la prolina,
isoleucina y valina son importantes desde el punto de vista energético en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, los cuales se sintetizan en respuesta a diferentes tipos de estrés (sequia, salinidad, frio,
altas temperaturas e inundacién); el hecho de que C. brachyacantha sintetice prolina en lugar de
isoleucina sugirid un ambiente menos estresante en su desarrollo en comparacién con las demas
especies; de acuerdo con reportes en Arabidopsis y tomate, Isoleucina se encontré en cantidades
superiores a prolina en condiciones de estrés por sequia (Hidebrant et al., 2015; Joshi et al., 2010). El
uso de diferentes codones puede afectar a la expresidn de proteinas entre las diferentes especies

debido a sesgo del uso de coddn.
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Cuadro 2.4. Variacién genética para la regidn rbcl en diferentes especies del genero Crataegus.

Especie A nivel de nucleétidos A nivel de aminodacidos

NS LSN SC sV SS T C A G LSA CC cv (&

C. greggiana 2 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. mexicana 8 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. gracillior 5 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. rosei 5 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. baroussana 2 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. tracyi 7 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. cuprina 3 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. aurescens 2 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. azarolus 3 490 490 0 0 29.8 21.0 26.7 22.4 163 163 0 0
C. macracantha 3 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. laevigata 3 490 490 0 0 29.8 21.0 26.7 224 163 163 0 0
C. brachyacantha 3 490 490 0 0 29.8 21.0 26.7 224 163 163 0 0
C. pinnatifida 4 490 490 0 0 29.8 20.8 26.9 224 163 163 0 0
C. monogyna 1 490 - - - - - - - 163 - - -
C. sulfurea 1 490 - - - - - - - 163 - - -
C. pubescens 1 490 - - - - - - - 163 - - -
Grupo externo 2 490 486 3 0 29.8 20.9 26.6 22.7 163 162 1 0
TOTAL 53 490 483 7 3 29.8 20.9 26.9 22.5 163 159 4 1

NL=nUmero de secuencias por especie, LSN= longitud de secuencia alineada en pb, SC=, numero sitios
constantes, SV= numero de sitios variables, SS= sitios singletones, LSA= longitud de secuencia en

aminodcidos, CC= codones constantes, CV=codones variables, CS=codones singletones.
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Figura 2.2. Reconstruccidn filogenética para las 54 secuencias de Crataegus analizadas para la regién

rbcl bajo el método de Maxima Verosimilitud. Los nimeros sobre los nodos indican la proporcidn (%)

de 1000 réplicas bootstrap soportando cada nodo.
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Para C. azarolus y C. laevigata una mutacién en comun fue una transversion del nucleétido A a C,
en la posicion 43, que origino el cambio de acido glutamico a acido aspartico. La separacion de las
especies brachyacantha, azarolus y laevigata originada por estos cambios se pueden observar en la
Figura 2, en la cual también se aprecia la nula variacién de las especies mexicanas y su alto parentesco
con las especies C. pubescens, C. macracantha y C. pinnatifida agrupadas en el mismo nodo. Cabe
mencionar que C. pubescens es de origen mexicano, propagada en el Jardin Botanico de California,
Estados Unidos y de acuerdo con Nufez-Colin y Herndndez-Martinez (2011), corresponde a C.

mexicana, la cual mostré 100 % de similitud con las especies mexicanas.

La separacién de las accesiones mediante el gen rbcl coincidié con las limitantes reportadas para
éste, al cual se le ha conferido la capacidad de inferir relaciones filogenéticas a nivel de género y
especies, no muy emparentados; esta limitante se debe a que es un gen altamente conservado que
codifica para la subunidad grande de la Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa / oxigenasa), una

proteina altamente definida y de lenta evolucidn (Krapralov y Filatov, 2007; Kusmina et al. 2012).

La regidn intergénica psbA-trnH presentd mayor dificultad en la limpieza y alineamiento de las
secuencias, por lo que requirid mayor ajuste manual. Las secuencias Fasta editadas y ensambladas
arrojaron un fragmento de 268 pb de longitud, menor a la longitud de fragmento obtenida por Piedra
Malagén et al. (2016) en C. rosei (352 pb) y por Zarrei et al. (2014) de 429 pb, pero similar a la reportada
por Keréngi-Nagy et al. (2014) de 298 pb. Cabe mencionar que tiene una longitud promedio de 465 pb
(Shaw et al., 2005). Varios investigadores han utilizado esta regién para estudiar géneros y especies
estrechamente relacionados (Li et al., 2015) debido a que es altamente variable y presente para todos
los linajes (Ferri et al. 2015; Shaw et al., 2005). Algunos investigadores (Albarouki y Peterson, 2007; Lo
et al., 2009; Kerényi-Nayy et al., 2014) han reportado variabilidad en especies de Crataegus de Siria,
Norteamérica y Hungria analizadas con esta regién intergénica. En el presente estudio las especies
provenientes del GeneBank como C. azarolus, C. macracantha y C. pinnatifida presentaron 1, 4y 6
sitios variables (Cuadro 4), también se observd la presencia de inserciones y/o deleciones durante el
alineamiento (Figura 3) en las especies C. pinnatifida, C. laevigata, C. macracantha, C. monogyna y C.

azarolus.
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Cuadro 2.5. Variacién genética para la regidon psbA-trnH en diferentes especies del género Crataegus.

Especie NS LS SC Sv SS T C A G
C. greggiana 2 283 255 0 0 46.2 6.6 33.7 135
C. mexicana 8 283 264 O 0 46.3 6.4 340 133
C. gracillior 5 283 264 O 0 46.2 6.5 340 133
C. rosei 4 283 264 O 0 463 64 340 133
C. baroussana 2 283 263 O 0 463 6.5 340 133
C. tracyi 7 283 264 O 0 46.2 6.4 340 133
C. cuprina 3 283 264 O 0 46.2 6.5 341 133
C. aurescens 2 283 264 O 0 46.2 6.4 341 133
C. azarolus 3 283 264 1 1 46.7 64 334 135
C. macracantha 3 283 265 4 4 47.2 6.3 335 131
C. laevigata 3 283 263 O 0 4638 6.5 335 133
C. brachyacantha 3 283 259 O 0 46.0 6.6 339 135
C. pinnatifida 3 283 259 6 6 46.5 6.3 338 133
C. monogyna 1 283 - - - 46.6 6.4 33.3 136
C. sulfurea 1 283 - - - 46.2 6.4 341 133
C. pubescens 1 283 - - - 46.0 6.4 343 13.2
Grupo externo 2 283 246 3 0 463 6.3 339 135
TOTAL 53 283 260 14 6 46.4 64 339 133

NL=nUmero de secuencias por especie, LS= longitud de secuencia alineada en pb, SC=, nimero sitios

constantes, SV= numero de sitios variables, SS= sitios singletones.
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M| MT: Alignment Explorer (ALIG PSBA CORREGIDO_nombres1.fas) - a
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

IEEIEEY T o E- KT Y YT
DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbry x ®%]a| |x|%|%|a x|x % n|n %2 x| |n w2 %% 5 x|x %% |5 2|2 %% 2 2|2 %% 0|22 %2 x xxx x x| w|xlx|ex w5 = A
1. EUB00292_C _pinnatifida AT - -TTATTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT---TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITTTITITTIT --AGTA
2.C._pinnatifida AT - -TTATTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT---TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITTTITITIT ---AGTA
3. EU500276_C._pinnatifida AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT --------- ATTCTTT - - ----- - TTTTTTTTTT ---AGAA
4. KC251498 C_brachyacantha AT - - TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTIGTTTTT ---GTTTTATTCTTT -------- TTTTTTTTTT---AGTA
5 KC251492_C_brachyacantha AT - - TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT T ---GTTTTATTCTT T -------- TTTTTTTTITT---AGTA
6. KC251491_C _brachyacantha AT - - TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT T ---GTTTTATTCTT T -------- TTTTTTTTITT---AGTA
7.KC251590_C _laevigata AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT ---TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITTIT -- -+ -+ AGTA
8. KC251592_C _laevigata AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT ---TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITTIT -~~~ -+ AGTA
9. KC261591_C _laevigata AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT ---TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTITITITITITIT -~~~ -+ AGTA
10. HG764981_C._azarolus AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT -- -TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITTITIT -~~~ - AGTA
11. HG764978_C._azarolus AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT -- -TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITITTIT -~ - - - AGTA
12. HG764979_C._azarolus AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT -- -TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTITITITITTIT -~ - - - AGTA
13. C._monogyna AT - -TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTT -- -TGTTTTATTTGTTTTATTCTTTTTITITITTIT -~ - - - AGTA
14 KC251596_C_macracantha ATAATTAGTTTTAGTATTTTTT TAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGT TTTATTTGTTTTATTCTTTATTTTTITTTITTITAGTA
15.KC251594_C_macracantha AT A - TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTIGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ----TTTTTTTTTTTTITTITAGTA
16.KC251600_C_macracantha AT A - TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ----TTTTTTTTTTTTITTITAGTA
17.KC261646_C _pubescens  ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ------ TTTTTTTTITT---AGTA
18.08_C._tracyi ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ------ TTTTTTTTITT---AGTA
19.13_C._tracyi ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ------ TTTTTTTTITIT---AGTA
20.18_C._baroussana ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ----- - TTTTTTTTTT---AGTA
21.55_C._mexicana ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ----- - TTTTTTTTTT---AGTA
22.100_C._mexicana ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ------ TTTTTTTTITT---AGTA
23. AD5_C._rosei ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ------ TTTTTTTTITT---AGTA
24.04_C _sulfurea ATA-TTAGTTTTAGTATTTTTTTAGTTATTACTTAACTATTTGTTTTATTTGTTTTATTCTTTAT ------ TTTTTTTTTT---AGTAv
< >

Site # PW = ® with O wio Gaps

Figura 2.3. Alineamiento de la regidon psbA-trnH para las especies de Crataegus analizadas en el

programa MEGA 7.

La reconstruccion filogenética de la Figura 4 muestra la separacion de las accesiones en dos clados,
el clado | se conforma por las 34 accesiones mexicanas y algunas accesiones norteamericanas, ubicadas
geograficamente en el nuevo mundo; el clado Il se puede decir que esta conformado en su mayoria por
accesiones originarias del viejo mundo (C. laevigata, C. azarolus y C. pinnatifida), es decir, aunque C.
laevigata fue colectado en Estados Unidos, esta especie es altamente comun en Europa (Byatt, 1975;

Fineschi et al., 2005).

A pesar de que la regién psbA-trnH fue la mas variable, en comparacién a matK'y rbcL, no se detectd
variacién en las especies de Crataegus mexicanas, las cuales se agruparon en el mismo nodo, con
excepcion de las accesiones A02 y 43, esto probablemente como resultado de una menor longitud de

secuencia en 6 pb en relacién al resto de las secuencias.

La agrupacion de las accesiones obtenida con las regiones rbcl y psbA-trnH (Figura 3 y 4) coincidié

con la filogenia obtenida por Lo y Donoghue, (2012) con base en la combinacion de 11 regiones de ADN
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de cloroplasto e ITS, donde se sefiala que C. brachiacantha se separd de las demads accesiones con una
edad aproximada de 32 MA, C. macracantha y C. pubescens coinciden en un edad de 20 MA y C.
pinnatifida con 17 MA; C. laevigata y azarous se representa como especies de menor divergencia con

apenas 10 MA.

La nula variacién de las accesiones de Crataegus mexicano se pudo constatar en la reconstruccién
filogenética de la Figura 5, la cual se obtuvo en el analisis multilocus basado en la combinacion de las
regiones estudiadas (matK, rbcL y psbA-trnH) y realizado sélo para las secuencias obtenidas en el
presente estudio. En la figura sefialada se aprecia a todas las accesiones mexicanas agrupadas en un
solo nodo con un soporte bootstrap de 85, donde las especies de comparacién C. pinnatifida y C.
monogyna se separaron de estas y de los genotipos utilizados como grupo externo (Malus domestica y
Pyrus commnunis). Lo anterior coindice con lo encontrado con secuencias ITS de tejocote mexicano
(Nunez Colin et al., 2011), dando a pensar que tal vez no sea especies separadas, sino variantes de una
sola especie. La baja resolucién inferida en esté andlisis filogenético para las accesiones mexicanas
puede deberse a eventos de divergencia reciente como lo sefalaron Nikiforova et al., (2013) en
manzano; lo cual coincide con lo mencionado por Lo et al. (2009), quienes proponen a Europa y Este de
América del Norte como una de las areas mas recientes para Crataegus, y aunque en su estudio no
contemplan la diversidad de Crataegus mexicano, dada la cercania de México con Estados Unidos

puede incluirse a nuestro pais en esa inferencia.

37



EUS00276 C. pinnatifida | China
A05 C. rosei [Madco

100 C. mexicana |Wéico

86 C. mexicana |México

83 C. tracyi México

72 C. baroussana |Mé&ico

69 C. cuprina  [Méxco

66 C. gracilfior "|Mésco

65 C. gracilfior "|Mé&idco

64 C.rosei [Mé&ico

63 C. mexicana |México

56 C. mexicana |México

55 C. mexicana |México

52 C. rosei |México

51 C. mexicana |[M&ico I
50 C. greggiana " |Mé&ico

44 C. gracilfior |Méidco

38 C. mexicana |México

27 C. graciffior "|Mé&idco

26 C. gracilfior |Méidco

25 C. cuptina  |Méxdco

22 C. rosei |México

20 C. tracyi |México

19 C. baroussana |Wéico

18 C. tracyl |México

16 C. tracyi |México

15 C. aurescens |Méico

10 C. tracyi |México

13 C. tracyi |Médco

08 C. tracyi México

06 C. cuptina |Médco

05 C. auresecens |Méico

04 C. suffurea |México

KC251646 C. pubescens _|Estados Unidos
KC251600 C. macracantha |Estados Unidos
KC251594 C. macracantha |Estados Unidos
KC251491 C. brachyacantha ]Estados Unidos
KC251492 C. brachyacantha ]Estados Unidos
KC251498 C. brachyacantha ]Estados Unidos

AQZ C. mexicana |México

43 C. greggiana | Mé&ico

58 P EUS500292 C. pinnatifida | China
C. pinnatifida |México

45

HG764978 C. azarolus italia
HG764979 C. azarolus italia
Hle, monogyna |Méico "
KC251596 C. macracantha |Estados Unidos
KC251590 C. faevigata |Estados Unidos
51| KC251592 C. laevigata ]Estados Unidos
KC251591 C. laevigata "|Estados Unidos
HG764981 C. azarolus italia
85 Malus domestica
4,7 . ]outgroup
Pyrus communis

Figura 2.4. Reconstruccion filogenética de 53 secuencias de Crataegus con base en la regién psbA-trnH,
bajo el método de Maxima Verosimilitud. Los nimeros sobre los nodos indican la proporcion (%) de
1000 réplicas bootstrap soportando cada nodo. Barra en color amarillo=clado |, barra en color azul=

clado Il.
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04- C. sulfurea

05- C. auresces

06- C. cuprina

08- C. tracyi

10- C. tracyi

13- C. tracyi

15- C. aurescens

16- C. tracyi

18- C. tracyi

19- C. baroussana

20- C. tracyi

22- C. rosei

25- C. cuprina

26- C. gracillior

27- C. gracillior

38- C. mexicana
83| 44- C. graciflior

50- C. greggiana

51- C. mexicana

52- C. rosei

55- C. mexicana

56- C. mexicana

63- C. mexicana

64- C. rosei

65- C. gracillior

66- C. gracillior

69- C. cuprina

72- C. baroussana

83- C. tracyi

- C.

mexicana
100- C. mexicana
A02- C. mexicana
A05- C. rosei

43- C. greggiana

—,7 C. pinnatifida
C. monogyna

97
Malus domestica

499|— Pyrus communis

Figura 2.5. Reconstruccion filogenética de las secuencias nucleotidicas con base en el analisis multilocus
(matk+rbcl+psbA-trnH) bajo el método de Maxima Verosimilitud y el modelo Tamura 3-parameter
(Tamura, 1992). Los numeros sobre los nodos indican la proporcion (%) de 1000 réplicas bootstrap

soportando cada nodo.

CONCLUSIONES

Las regiones de ADN de cloroplasto analizadas arrojaron informacién util en la separacién de las
especies de Crataegus mexicano de sus parientes relativos, la nula separacion entre especies mexicanas
pudo ser indicativo de eventos recientes de divergencia, asi como hibridacién o que no se tratan de
especies. La region de mayor variabilidad fue psbA-trnH seguida de matK, el locus rbcl fue el que mostrd

menor evolucidn y por lo tanto menor divergencia.
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Nuestros resultados confirmaron una vez mas el problema taxondmico de género Crataegus,
principalmente es las especies mexicanas. Este estudio también nos permitié conocer la edad
aproximada de los materiales de Crataegus mexicano al encontrar 100% de similitud de estos con la

especie reportada como C. pubescens en estudios previos.
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SUMMARY

Crataegus is distributed worldwide and presents a phenotypic diversity in size, shape, color and aroma
of the fruit. The objective of this study was to identify genotypes of Crataegus with a similar profile of
volatile compounds by means of a metabolomic study. In addition, the content of pigment was
evaluated to contribute to the agronomic, medicinal and chemotaxonomic value. Color determination,
total carotenoids (TC) and total anthocyanins (TA) were determined in the exocarp and mesocarp of
fresh fruits by means of spectrophotometry. The volatile compounds were determined by Low
Temperature Plasma coupled to Mass Spectrometry (LTP-MS). A total of 75 volatile compounds were
detected, according to abundance and mass-to-charge ratio, which by means of Principal Component
Analysis (PCA) and selection of variables; genotypes were grouped according to size and origin. The
pigment content was related to the physical color of the fruit. The highest concentration of carotenoids
was 42.35 pg-g FW. in the genotype PO5, and 992.34 pg-g FW for anthocyanins in the genotype CH18,

concentrations of both compounds found in the exocarp of the fruit.

Keywords. Aroma, anthocyanins, carotenoids, Crataegus sp.

INTRODUCTION

The genus Crataegus (Family Rosaceae) displays wide phenotypic and genetic diversity grouping
approximately 150 species; of which 55 are located in the Euro-Asian continent (Europe, the Middle
East, East Asia), and 95 in the American continent (PHIPPS, 1997, PHIPPS et al., 2003). In Mexico there
are 15 species reported (NUNEz-CoLiN et al., 2011, EGGLESTON, 1909, PHIpps, 1997), which are called
"tejocote" (Mexican hawthorn), a word that derives from Nahuatl "te-xocotl" in reference to the
hardness and acidity of the fruit (Cabrera, 1992). The phenotypic diversity of this genus is appreciated
in the different organs of the tree, among them the fruit, which vary in shape, size and color of the
exocarp (skin) (yellow, orange, red and black), with different tonality and intensity. The mesocarp (pulp)
goes from yellow, orange, greenish white, reddish white to non-homogeneous diffuse red (NIETO-ANGEL
and BORys, 1992, PHipps et al., 2003). The fruit is also characterized by its flavor (flavor and taste)

particular property of this species; in China, it has an intense and unique aroma that influences the
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acceptability and taste of food products, such as juices and jams due to the presence of some volatile

compounds (ZHAO et al., 2015).

Attributes such as color, aroma, taste, texture, appearance, food safety and the nutritional value of
fresh fruit are factors critical to consumer (BARRET et al., 2010). In tejocote, specifically the color and
aroma influence the quality of the fruit and importance of its agro-industrial use (preparation of
beverages with and without liquor, fruit paste and syrups); as well as, its consumption as fresh fruit. In
Mexico, since prehispanic times, different parts of the Mexican hawthorn tree have been used in
traditional medicine (EDWARDS et al., 2012), currently, this fruit is used preferably in traditional offerings,
religious ceremonies and Christmas (BoRrys and LeszczyNskA-BoRYs, 1994). Morphological and molecular
studies (NiETo, 2007; BETANCOURT-OLVERA et al., 2017) of some genotypes and species of the genus
Crataegus have contributed to the taxonomic characterization and conservation of this under-utilized

resource.

Many studies of some species located in China, Turkey, Europe and the United States report the
presence of bioactive compounds (simple phenols, polyphenols, carotenoids, anthocyanins and
flavonoids, among others) (CALISKAN et al., 2012; KosTi¢ et al., 2012 ; Liu et al., 2016; VEBERIC et al., 2015);
which justify its medicinal properties (hypertension, angina pectoris, atherosclerosis, indigestion and
abdominal distension) (CHANG et al., 2002) and pharmacological properties of the cardiovascular

system, as well as its antioxidant activity (Cul et al., 2006).

Despite the great genetic and phenotypic diversity, few metabolites are identified in Mexican species
(BANDERAS-TARABAY et al., 2015, GARCIA et al., 2012). The variation of volatile compounds and pigment
content (anthocyanins and carotenoids) among these species is hitherto unknown; the profile of these
elements could be considered the chemical fingerprint of each species, keys for the understanding of
their genetic variation. On the other hand, metabolomic studies of bioactive compounds have been
used to describe the phenotypic variation of a wide range of phytochemicals or changes in plant
chemical composition. Therefore, the objective of this study was to identify genotypes of Crataegus
that presented a similar profile of volatile compounds by means of a metabolomic study, and to
evaluate the pigment content to contribute to the agronomic, medicinal and mainly chemotaxonomic

value.

47



MATERIALS AND METHODS

Plant material

Hawthorn fruit was randomly collected at a commercial maturity stage in September-October 2016 and
2017 from the ex situ germplasm bank at the University of Chapingo (UACH), Estado de Mexico, Mexico;
located at 19° 29’N and 98° 53’ W, at 2249 m height. The climate is classified as C (Wo) (w)b (i’) g,
corresponds to temperate sub-humid, with a mean annual precipitation of 645 mm and an average

annual temperature of 15 + 2 °C (GARciA, 1988).

The material was placed in paper bags previously labeled, in a cooler at 4 °C. The samples harvested in
2016 were stored at -4°C until analysis. The material harvested in 2017 was stored at -20 + 2 °C until
study. Table 1 shows the site of origin of the genotypes studied, identified and grouped according to
their morphological characteristics (N1IETO, 2007, BETANCOURT-OLVERA et al., 2017). Before the analysis of
metabolites, the equatorial diameter of 10 fruits was measured using a vernier, an interval was
obtained from the measurements; based on that fruits were grouped by size as follows: small (12.60-
18.40 mm), medium (18.50- 28.00 mm) and large (29.00-34.00 mm). Figure 1 shows the size and color

of each of the genotypes studied.

Preparation of the sample
Three fruits fruit of each genotype were analyzed separately, without pre-treatment, each fruit was cut
longitudinally, immediately the surface of the cut was exposed directly to the mass spectrometry team

for analysis.

For this study we used the methodology proposed by MARTINEZ-JARQUIN and WINKLER (2013), with a Low-
Temperature Plasma ionization source coupled to Mass Spectrometer (LTP-MS) LCQ Fleet (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). The advantage of this technique allows to analyze the
volatile compounds of a sample without the previous extraction of the essential oil, avoiding low yields
and losses of some compounds during the extraction, as well as the detection of compounds present

in low concentrations (MARTINEZ-JARQUIN and WINKLER, 2017). Recently, the method has been applied for
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the analysis of volatile compounds in coffee, tequila and mezcal (GAMBOA-BECERRA et al., 2017; MARTINEZ-

JARQUIN et al., 2017).

Table 3.1. Geographical characteristics of 24 genotypes of the Mexican hawthorn (Crataegus sp.).

Genotype Species* State® Origin® Lat Long H (m) MD*
CHO4 sulfurea Chiapas S Cde las Casas 16.75 92.67 2300 Oct-Dic
CHO8 tracyi Chiapas S Cde las Casas 16.75 92.67 2300 Oct-Nov
CH10 tracyi Chiapas S Cde las Casas 16.75 92.67 2300 Sept-Nov
CH13 tracyi Chiapas Rancho Nuevo 16.67  92.57 2400 Dic-Ene
CH15 aurescens Chiapas Mitzitan 16.65  92.55 2380 Ene-Feb
CH16 tracyi Chiapas Mitzitan 16.65 92.55 2380 Nov-Ene
CH18 tracyi Chiapas Rancho Robelo 16.67  92.45 2250 Nov-Feb
CH19 baroussana Chiapas Mitzitan 16.65 92.55 2380 Dic-Ene
CH22 rosei Chiapas Mitzitan 16.65 92.55 2380 Oct-Nov
CH27 gracillior Chiapas Rancho Robelo 16.67  92.45 2250 Jan-Feb
CH43 greggiana Chiapas Rancho Robelo 16.67  92.45 2250 Jan-Feb
CH44 gracillior Chiapas Mitzitan 16.65 92.55 2380 Oct-Nov
CH51 mexicana Chiapas Mitzitan 16.65 92.55 2380 Nov-Feb
CH69 cuprina Chiapas Candelaria 16.70 92.53 2320 Oct-Nov
CH72 baroussana Chiapas S J Yashitinin 16.65 92.45 2350 Nov-Dec
CH83 tracyi Chiapas S Cde las Casas 16.75 92.67 2300 Sept-Nov

P02 tracyi Puebla Rancho Nuevo 19.14 98.57 2620 Sept-Oct
PO5 aurescens Puebla Mitzitan 19.14 98.50 2628 Sept-Oct
P06 tracyi Puebla Mitzitan 19.14  98.50 2625 Sept-Oct
P25 cuprina Puebla Origen 19.10 98.47 2420 Dec-Feb
P55 sulfurea Puebla S Cde las Casas 19.17 98.40 2280 Dec-Feb
P86 mexicana Puebla Huejotzingo 19.17  98.40 2280 Nov-Dec
P100 mexicana Puebla Huejotzingo 19.17  98.40 2280 Oct-Dec
EM66 tracyi Edo. Mex. S Cde las Casas 19.48 98.77 2700 Sept-Oct

@S C de las Casas=San Cristobal de las Casas; S J Yashitinin=San José Yashitinin; S C del Monte=Santa

Catarina del Monte. ® Edo. Mex. = Estado de México. ¢ MD=Commercial maturity date (NIETO, 2007).
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Detection of volatile compounds

The fresh fruit cut was exposed directly to the plasma beam coupled to the mass spectrometer until
obtaining 20 mass spectra in a range of 50 to 500 m/z per cut in a fruit. Three fruits were analyzed
separately, finally 60 spectra were obtained by genotype. Helium was used as discharge gas, the
capillary temperature was 80 + 2 °C, voltage of 10 Kv and a frequency of 10 Khz. The equipment's

previous calibration was previously performed as reported by MARTINEZ-JARQUIN and WINKLER, 2013.

6
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Figure 3.1. Fruit image of 24 hawthorn (Crataegus sp.) genotypes.
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Measurement of color parameters

For the color analysis (physical color measurement), 23 genotypes were used because the genotype
CH69 was not fruitful in the year of collection (2017). The color of the exocarp and mesocarp of fresh
fruit was determined by means of the evaluation of L* (luminosity), Hue angle (Hue) and color purity or
chromaticity index (Chroma) with a Miniscan® EZ 4500L spectrophotometer (Hunterlab, Virginia, USA).
The readings of a* and b* were obtained to identify the color differences between tissue and genotypes
in numerical form. Variables were estimated with the following equations: Hue = tan™ (a/b); Chroma =
(a®+ b?) * (Mc. GUIRE, 1992).

Three fruits of each genotype with similar commercial maturity stage were selected; for each fruit three
different points of the exocarp were studied. Subsequently, for the measurement of pulp color, the

fruit was cut into three portions longitudinally, each measurement was made in triplicate.

Measurement of total carotenoids

The total quantification of carotenoids (TC) was carried out separately in the exocarp and mesocarp of
the fresh fruit as indicated by MENDEz-ITURBIDE et al. (2013) with minor modifications. To obtain the
sample, between three and twenty fruits were used per genotype, depending on the size of the fruit.
The tissue (2 g) was ground in a mortar with 20 mL of hexane, acetone and ethanol (50:25:25 v/v), the
solution was kept at 4 °C in the dark for 30 min, then it was filtered. Each extraction was made in
triplicate. The absorbance of the organic phase was measured at 450 nm in a Multiscan® GO
spectrophotometer La referencia es MENDEZ-ITURBIDE et al., 2013. (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Hexane was used as a blank solution. To calculate the concentration (ug) of total
carotenoids the following equation was used: pg = A x V (mL) x 10%/ € x 100; where € = extinction
coefficient of B-carotenoid (2505); V = volume of sample; A = Absorbance obtained. Results are

expressed in ug/g of fresh weight (FW): ug-g'= ug /weight of sample (g).

Measurement of total anthocyanins
The concentration of total anthocyanins (TA) was determined by the differential pH method (Giusti and
WRoLSTAD, 2001). The extraction of anthocyanins was carried out in the exocarp and mesocarp of the

fresh fruit, in triplicate. For each replication, 2.0 g of fresh tissue was ground in a mortar with 20 mL of
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methanol acidified with HCL at 0.01 (v/v %) in a 10: 1 ratio. Then the extract was allowed to rest for 24
h in the dark at 4 °C. Two test tubes were prepared with 0.5 mL of the extract, for each sample; then
25 mL of KCL and 25 mL of CH3COONa-3H:0 solution were added to one tube. The tubes were allowed
to rest for 15 min in the dark to stabilize the reactions.

The absorbance of each sample was measured at 520 and 700 nm in a Multiscan® GO
spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). The blank solution used was
acidified methanol. The concentration of anthocyanins was expressed as cyanidin-3-glucoside with the
equation: TA (mg-LY) = A x MW x DF x 1000 £€%; where, TA (mg-L?) is the concentration of total
anthocyanins, MW= molecular weight of cyanidin-3-glucoside (445.2), DF = dilution factor, € =
extinction coefficient (26 900) and A = absorbance obtained with the following equation: Abs = (Aszo-

A700)pH1-(As20-A700)pHa.5 ( WROLSTAD et al., 2005)

Statistic analysis

The R Program Version 3.4.3 (http://www.rproject.org) with the Rstudio interface
(http://www.rstudio.com) was used for the data analysis (volatile compounds and physical-chemical
color variables). The mass spectra obtained in the analysis of volatile compounds in a range of 50 to
500 m/z in format .raw were changed to the numerical format .mzML using the Program MSConver.
The package MALDIquant was used to process the mass data of the 60 spectra obtained by genotype,
to obtain the final mass spectrum. Subsequently, the package pheatmap generated the heat map with
the abundance of the volatile compounds and the principal components analysis (PCA) was obtained

by means of the prcomp, to integrate the metabolomic analysis (GRACE and HUDSON, 2016).

The color variables (L, hue, chroma, TA and TC) studied in the exocarp and mesocarp of the fruit were
subjected to a one-way ANOVA and to the analysis of the ANOVA assumptions and a comparison of
means. Due to the fact that not all the variables fulfilled the data normality test, for the variable hue in
the exocarp, and TA and TC in the mesocarp, a data transformation was carried out using the logarithm
method. The TC variables in the exocarp and hue in the mesocarp were analyzed by means of the

Kruskal-Wallis test. The packages used in this study were: agricolae, to obtain Tukey's mean
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comparison; car, to perform the Levene test in the analysis of assumptions and pgirmes to carry out

the Kruskal-Wallis test.

RESULTS AND DISCUSSION

Volatile compounds

The analysis of volatile compounds by lonization with Low-Temperature Plasma coupled to Mass
Spectrometry (LTP-MS) allowed to detect 75 compounds with increased relative intensity (%). Their low
molecular weight, 50 to 500 m/z, suggests that those volatile compounds are associated with the aroma
of the fruit. Figure 2 shows only the mass spectra of two genotypes (P86, spectrum A and CH44,

spectrum B) due to reasons of space.
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Figure 3.2. Metabolomic profile of the volatile compounds obtained by LTP-MS. A) Genotype P86 (C.
mexicana); B) genotype CH44 (C. gracillior).

A Principal Components Analysis (PCA) was carried out with the 75 metabolites detected (compounds
of the fruit aroma). The results were interpreted based on their eigenvalues and eigenvectors. The
eigenvalues and the variance explained for each of the compounds are shown in Table 2, where it is
observed that five compounds justify 81.96% of the total variance. It was also found that the volatile
compounds that provided 34.89% of the total variance in the first component (PC1) were those with
m/z ratio: 144.98, 173.01, 270.8, 344.74, 117.03, 187.01, 200.99, 284.8, 159.0, 298.77, 256.79, 278.97,
358.74, 330.73, 235.1, 218.48, 103.06, 345.67, 204.12, 223.04 and 400.76. The volatile compounds of
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m/z:288.74, 260.78, 98.99, 274.77,117.03, 232.86, 302.68, 56.95, 81.01, 246.76, 153.12,92.92, 127.06
and 250.91 provided 23.61% of the total variance of the second component (PC2). In the third
component (PC3) the volatile compounds 228.87, 214.90, 219.0, 262.87, 258.86 and 230.79 provided

22.18 % of the total variance.

Table 3.2. Eigenvalues and variance proportion explained by the principal component analysis of
volatile compounds from the genotypes of Crataegus.

Compound Eigenvalues VPC (%) CV (%)

1 26.170 34.89 34.89
2 17.707 23.61 58.50
3 8.385 22.18 69.68
4 5.930 7.91 77.59
5 3.279 4.37 81.96

VPC: Variance per compound. CV: Cumulative variance.
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Figure 3.3. Principal components of Crataegus sp. genotypes by volatile compounds.
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From the PCA, the dispersion of the study genotypes in the first two principal components was obtained
graphically (Figure 3), where a cluster was observed with the genotypes CHO8, CH10 and CH51, from
the state of Chiapas. The second group corresponded to the genotypes PA06, PAO5, PAO2 and P100
from Atexcac and Huejotzingo, Puebla. In this same group, we found the genotypes CH83 and CH18

from two different regions of the state of Chiapas (Figure 3).
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Figure 3.4. The heat map shows the abundance (color intensity) of each of the volatile compounds listed
in the right column (m/z ratio). The dendrogram (upper part) shows the clusters of the genotypes by

coloration of the hawthorn (Crataegus sp.) fruit.
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In the dendrogram located in the upper part of Figure 4 there are two groups (I and Il) with the 24
genotypes evaluated; in the lower part, the heat map is shown containing the abundance (relative
intensity %) and the presence of the 37 volatile compounds (m/z ratio) selected by the principal

component analysis.

The color row of the dendrogram represents the color of each genotype, e.g. the red boxes are
associated with the red coloration of the exocarp of some genotypes. Group | grouped the genotypes
of small size (12.60-18.40 mm), more than 50% with red exocarp and 92% are from Chiapas, with the
exception of the genotype P25 (yellow exocarp from Puebla). Group Il has genotypes from three states
(Chiapas, Puebla and Estado de Mexico) that were characterized by medium to large fruits (18.50-34.00
mm), with yellow, yellow-orange and red exocarp. The variation in the size and in some cases the origin
explain the differences between groups, the coloration of the exocarp of the fruit, as the species were
not determining factors. The clusters showing high similarity (P100-P02, CHO8-CH10, CH44-P86, CH13-
CH72, CH15-CH27) in their volatile profile had in common the origin, species and/or color of the fruit,

the exception was the cluster with the genotypes CH83 and P05.

On the other hand, the volatile compounds of greater abundance are shown on the heat map (Fig. 4),
this is represented by the color scale where yellow corresponds to the lowest abundance up to red
which corresponds to greater abundance. The five most abundant volatiles were only present in some
genotypes (Tab. 3) of the two groups of the dendrogram, e. g. the compound 260.78 m/z was found
only in the genotypes of Group Il, with different abundance. In contrast, the compound 144.98 m/z with
different abundance was identified in all genotypes of Groups | and Il. In this regard, two structural
metabolites (hexyl acetate and butyl butanoate) with the same m/z (144,21) have been reported in
different species (C. aestivalis, C. opaca and C. rufula) of Crataegus from the United States by HORVAT
and CHAPMAN (1991) and CHA et al. (2011), however the last metabolite was found in the aroma of a
different species (C. pinnatifida) cultivated in China (LINGYUN and Buun, 1997). Both compounds have

also been identified in the aroma of apple (EspINO-DiAz et al., 2016).
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Table 3.3. The five volatile compounds with increased relative intensity (%) by genotype.

Genotype M/Z (abundance)
CH4 173.01 (4.31) 270.8(4.11) 144.98 (4.01) 242.81(3.99) 98.99 (3.94)
CHS8 270.8 (5.18) 173.01(5.12) 344.74(2.74) 98.99(2.87) 144.98 (2.47)
CH10 173.01(5.02) 270.8(4.39) 344.74(2.87) 144.98(2.57) 187.01(2.51)
CH13 173.01(5.03) 144.98 (4.14) 270.8(3.44) 200.99 (2.37) 288.74(2.34)
CH15 144.98 (4.95) 270.8(4.22) 173.01(3.70) 98.99 (3.34) 288.74 (3.21)
CH16 173.01(6.53) 144.98 (4.53) 270.8(2.73) 344.74(2.63) 288.74(2.36)
CH18 144.98 (4.11) 173.01(3.79) 270.8(2.16) 98.99 (2.11) 288.74 (2.02)
CH19 98.99 (3.19) 173.01(3.15) 144.98 (2.87) 270.8(2.83) 200.99 (2.44)
CH22 144.98 (6.91) 288.74(6.82) 274.77 (2.68) 260.78 (2.54) 173.01(2.13)
P25 144.98 (5.45) 173.01(4.62) 288.74(3.32) 270.8(2.99) 98.99(2.44)
CH27 144.98 (4.62) 173.01(4.35) 270.8(4.01) 288.74(3.08) 98.99 (2.56)
CH43 144.98 (4.28) 173.01(3.87) 270.8(3.75) 98.99(3.14) 288.74(2.11)
CH44 288.74(12.25) 260.78(8.12) 144.98(7.85) 274.77(3.72) 117.03(3.10)
CH51 173.01 (4.46) 270.8 (4.42) 187.01(2.97) 98.99(2.81) 144.98 (2.75)
P55 288.74 (6.45) 144.98 (6.07) 260.78 (4.11) 274.77(3.82) 117.03 (2.46)
EM66 144.98 (5.62) 288.74(4.70) 173.01(2.99) 270.8(2.52) 260.78 (2.46)
CH69 173.01(4.56) 144.98 (4.02) 270.8(2.29) 200.99 (2.24) 117.03(2.07)
CH72 173.01(5.95) 270.8(3.98) 144.98(3.72) 344.74(3.11) 200.99 (2.30)
CH83 144.98 (5.95) 98.99(3.19) 28.84(3.02) 173.01(2.19) 270.8(1.56)
P86 288.74 (8.03) 144.98 (6.74) 260.78 (5.21) 117.03(2.73) 274.77 (2.65)
P100 144.98 (6.55) 288.74 (4.56) 98.99 (2.30) 260.78(1.85) 117.03(1.77)
P02 144.98 (5.52) 288.74(3.81) 98.99(2.25) 173.01(1.62) 117.03(1.61)
P05 144.98 (6.46) 288.74(3.52) 98.99(2.59) 173.01(1.69) 117.03(1.45)
P06 144.98 (4.58) 98.99 (4.52)  173.01(2.06) 117.03(2.00) 270.8(1.72)

There are few studies that report the volatile profile in the Crataegus fruit; of the 37 compounds
reported in this study only seven coincide with those reported in the fruit (Tab. 4), however volatile

compounds have been reported in flowers (KovALEVA et al., 2009) and leaves (LAKACHE et al., 2014).
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Table 3.4. Volatile compounds identified by GC-MS in the Crataegus fruit.

Name Formula m/z MW Species Source

2-Hexenal CsH100 98.99 98.145 C. aestivalis, C.  LINGYUN and BluUN, 1997
opaca, C. HORVAT and CHAPMAN, 1991
rufulay C.
piinnatifida

Benzaldehyde C7HeO 106.99 106.124 C. aestivalis, C.  LINGYUN and BlUuUN, 1997
opaca, C. ROBERTSON et al., 1993
rufulay C.
piinnatifida

Hexyl acetate CsH1602 144.98 144.214 C. aestivalis, C.  LINGYUN and BlJUN, 1997
opaca, C. HORVAT and CHAPMAN, 1991
rufulay C.
piinnatifida

Butyl butanoate CsH1602 144.98 144.214 C. aestivalis y CHA et al., 2011
C. opaca
Citral C10H160 152.06 152.237 C. piinnatifida LINGYUN and BiuN, 1997
Hexyl hexanoate C12H2402 200.99 200.322 C. aestivalis, C.  HORVAT and CHAPMAN, 1991
opacayC.
rufula

B-caryophyllene CisHaa 204.12 204.357 C. monogyna ROBERTSON et al., 1993

m/z: Mass-to-charge ratio; MW: Molecular weight.

In this study, even though the detection of volatiles with the LTP-MS technique did not allow the
structural identification of the compounds identified by their m/z ratio, the heat map allowed to prove

a different chemical profile for each genotype.

Analysis of color

The color parameters evaluated provide quality attributes that are important in consumer preferences.
The lower values (<52) of chroma (purity of color) obtained in the exocarp of the red fruits showed
great variability in the intensity of color in comparison with yellow fruits which showed higher values
(> 66) (Table 4). The fruits with yellow exocarp (P55 and P05) and mesocarp (CH72 and CH83) had the
highest values (> 61 and > 71, respectively) of luminosity (tissues with brighter colors) and hue (yellow
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exocarp and mesocarp), compared to red exocarp fruits with a luminosity of 32.46 to 47. 49 h 26 ° to

32 ° (Table 4).

It is important to mention that yellow and larger fruits (P55, P02 and P100), grown in Puebla (first
producer state at a national level with a production of 3500 t per year), are the most demanded in

Mexico due to their agroindustrial and cultural use (SAGARPA, 2015).

Content of carotenoids

Carotenoids are natural pigments metabolized by plants, are responsible for the colors yellow, orange
and red in some fruits and vegetables. The apocarotenoids (derivatives) are the result of the breaking
of the carotenoids present in the aroma of flowers and fruits (NAMITHA AND NEaI, 2010). The exocarp of
the genotypes P55 and P05 showed the highest concentrations of carotenoids (42.09 and 42.35 pg-g*
FW, respectively), which coincides with the higher values found for hue in the present study. However,
despite of having small fruits, the mesocarp of genotype P25 had the highest concentration of
carotenoids (20.92 pg-g* FW), but also a considerable concentration in the exocarp (38.17 ug-g* de
FW), this non-commercial genotype from Puebla was the only one in Group I, where most of the
genotypes from Chiapas were grouped. Concentrations in the exocarp of the two genotypes (P100 and
P02) from C. mexicana were higher (38.68 and 33.61 pg-g* FW) than that reported (26.4 pg-g* FW) by
MENDEZ-ITURBIDE ET AL. (2013), but in lyophilized exocarp of the same species from the state of Tlaxcala,
Mexico. The differences in the contents of both studies could be explained mainly by environmental
factors, different stage of fruit ripening and post-harvest management (REiLLY, 2013), as has been
reported in other fruits (LOPEZ-VIDAL et al., 2014; MEeseio et al., 2011). The content of carotenes in
hawthorn was lower than that reported for melon (185.0 pg-g™* FW) by MARTINEZ-VALDIVIESO et al., 2014),
but higher than that found in peach (12.0 pg-g* FW) (CAMBELL and PADILLA, 2013). Therefore, the
consumption of hawthorn fruits represent a source of carotenoids in the human diet, important in the
prevention of vitamin A deficiencies, cancer, cardiovascular diseases, age-related macular degeneration

and cataract formation; beside this fruit has an important antioxidant activity (ArRATHI et al., 2015).
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Anthocyanin content

The anthocyanins comprise another type of pigments responsible for the coloring of fruits from red to
purple, are phenolic with antioxidant properties, which justify their nutraceutical properties (DELGADO-
VARGAS et al., 2000). It was found that the genotypes with intense and dark red exocarp (CH18, CH51
and CH19) had the highest concentrations (992.34 pg-g?, 844.69 pg-g! and 747.69 pg-g! FW,
respectively) (Table 4) which corresponds to the smallest values of hue (< 28 °) and chroma (< 52),
concentrations higher than those reported by FROEHLICHER et al. (2009) (58.0 mg 100 g* FW) in the
exocarp of C. monogyna; however, lower than those reported for cranberries (206.0 mg-100 g FW)
(RiBERA et al., 2010) and raspberry (28.7-55.6 58.0 mg-100 g! FW) (PENA-VARELA et al., 2006). In contrast,
yellow exocarp fruits showed very small concentrations (5.56 - 30.3 pg-g* FW). In the mesocarp of all
genotypes a lower concentration of these pigments was observed (6.95 - 29.22 pg-g! FW), the
exceptions were the genotypes CH10 and CH18, which had the highest anthocyanin values (29.22 and
28.38 pg-g') and higher hue values (> 51°).

It should be noted that in most of the genotypes the highest concentration of both pigments
predominated in the exocarp, the exception was the genotypes P25 and CH18, where the
concentrations in the fruit (exocarp + mesocarp) were important from the nutraceutical and medicinal
point of view, because their consumption could provide high content of antioxidant pigments, for

health benefits.
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1  Table 3.5. Color parameters, total carotenoid content (TC) and total anthocyanins (TA) in the exocarp and mesocarp of 23 genotypes
2 of the genus Crataegus.

Exocarp Mesocarp
Genotype Luminosity Hue Chroma TC* TA** Luminosity Hue Chroma TC TA

(ne-g?) (ne-g™) (ne-g™) (ne-g™)
CH4 60.73 a 64.14 ab 66.21 abc 23.80 ab 5.56 e 65.43 defg 65.75 ab 59.02 a 15.61ab  22.26 abc
CH8 35.95 ef 29.91 efg 54.88 ghj 16.41 ab 563.59 ¢ 64.07 efg 62.42 ab 49.17 bed 9.85bcd  16.70 abc

CH10 37.10 def 28.73 fg 54.60 hi 11.84 ab 368.77d 61.15 fg 51.08 bc 51.83 abc 4.51fg 29.22 a
CH13 47.49 bc 37.31d 62.15 bcdef 28.70 ab 239.35d 68.47 bedef 66.88 ab 50.14 bc 7.39 cdef  16.70 abc
CH15 64.35 a 67.25 a 68.27 a 13.77 ab 6.95 e 65.87 cdefg 68.54 ab 54.30 ab 9.78 bcd  10.43 abc
CH16 42.80 cd 3241e 57.51 fghi 11.99 ab 285.27 d 67.91 bedef 67.60 ab 46.51bcd  10.57 bcd  14.61 abc
CH18 32.46f 26.99g 45.05j 19.54 ab 992.34a 70.08 abcde 71.93 ab 48.15 bcd 5.04 efg 28.38 ab
CH19 34.68 ef 28.06 fg 51.94i 5.71b 747.69 b 67.74 bcdef 70.22 ab 47.54 bed 395¢g 18.17 abc
CH22 50.73 b 55.31c 57.78 efgh 22.26 ab 16.19e 61.49 fg 69.95 ab 45.69 bcd 7.28 def  12.01 abc
P25 52.48 b 59.38 bc 60.94 abc 38.17 ab 23.66 ¢ 52.98 h 64.69 ab  52.02 abc 20.92 a 16.70 abc
CH27 52.13b 61.47 abc  60.56 cdefg 14.41 ab 15.83 e 60.00 gh 66.97 ab 49.20 bcd 7.77 cde  14.96 abc
CH43 59.97 a 63.09 ab 63.76 abcd 10.71ab 23.66 ¢ 66.21 cdefg 70.91 ab 52.86 ab 9.55 bed 9.73 abc
CH44 64.42 a 63.47 ab 66.16 abc 16.92 ab 10.43 e 66.72 cdefg 70.21 ab 45.60 bcd  6.67 defg  8.35 abc
CH51 34.83 ef 28.77 fg 52.59 hi 15.37 ab 844.69 ab 60.13 gh 57.35b 43.93 cd 9.6 bed 26.44 abc

P55 64.93 a 63.08 ab 67.36 ab 42.09 a 12.51e 71.94 abcd 69.58 ab 47.62 bcd 8.98 bcd 6.95c
EM66 60.64 a 62.75 ab 65.11 abc 13.38 ab 6.96 e 68.39 bcdef 65.81 ab 53.60 ab 9.11bcd  16.70 abc
CH72 40.93 de 32.62e 58.00 defgh 38.10 ab 315.89d 71.60 abcd 72.65 ab 52.43 abc 7.37 def  15.30 abc
CH83 40.31 de 31.38 ef 55.76 ghi 22.06 ab 528.80c 73.22 abc 73.31ab 46.94 bcd 7.87cde  13.92 abc
P86 62.23 a 60.75 abc 65.52 abc 13.53 ab 12.52 e 69.66 bcdef 72.48 ab 46.12 bed 4.74 efg 23.66 abc

P100 61.79 a 62.23ab  62.86 abcdef  33.61ab 25.04 e 71.71 abcd 69.34 ab 53.85 ab 12.84 abc 8.35 bc
P02 62.44 a 61.94 abc 67.28 ab 38.68ab 18.09 e 70.18 abcde 69.32 ab 53.93 ab 5.22 efg 20.87 abc
P05 61.26 a 59.26 bc 67.44 ab 42.35a 20.87 e 75.99 a 79.80 a 41.23d 10.34 bed  11.13 abc
P06 60.89 a 62.05abc  63.42 abcde 22.06 ab 30.30e 74.74 ab 79.71a 40.41d 9.83 bcd 9.67 abc

HSD 6.26 5.81 5.79 8.09 158.92 7.42 8.89 8.89 5.57 24.04

4 * ug-g! of fresh tissue. Means with the same letters are not statistically different (Tukey, P < 0.05). HSD: Honestly significant
5 difference.
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CONCLUSIONS

The profiles of chemical volatile compounds were different among the 24 genotypes of the
Mexican Crataegus. The metabolomic study allowed to cluster the genotypes according to their
chemical profile. The differences in the volatile profile were related to the size of the fruit, and in
some genotypes to their origin (state of Chiapas). No relationship of volatile compounds by color
or by species was found. The highest concentration of carotenoids was observed in the exocarp
in comparison with the mesocarp of yellow fruits, in contrast the red fruits showed the highest
concentrations in the exocarp. The LTP-MS technique allowed to detect volatile compounds of
low abundance when analyzing the sample without pretreatment. The results of the present
research could be used for the development of products derived from hawthorn with high levels

of bioactive compounds that would justify their medicinal properties.
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CONCLUSIONES GENERALES

A partir de la presente investigacidn se logré optimizar un protocolo de extraccion de ADN basado
en el protocolo de Doyle y Doyle (1990) sin procedimientos tan largos y laboriosos evitando el
uso de compuestos téxicos y contaminantes como el fenol, a partir de hoja de tejocote (Crataegus
sp.) liofilizada. EI ADN obtenido de este procedimiento fue de buena calidad para ser utilizado en

posteriores técnicas de marcadores moleculares.

Con el uso de los cddigos de barra matK, rbclL y psbA-trnH se obtuvo la separacién de las
accesiones de tejocote mexicano de aquellas accesiones obtenidas del GenBank, mostrando
algunas divergencias; la regiéon de mayor variabilidad fue psbA-trnH seguida de matK, el locus rbcL
fue el que mostro menor evolucién. De manera particular para las 35 accesiones mexicanas, no
se logro separacién entre ellas mostrando alto grado de parentesco, probablemente relacionado
con eventos de reciente divergencia. Asi mismo se encontré 100% de similitud entre las
secuencias de las accesiones mexicanas analizadas con la especie reportada como C. pubescens

en otros estudios.

En cuanto al perfil de compuestos volatiles obtenido por LTP-MS, se encontré que este fue
diferente en las 24 accesiones de tejocote analizadas, cuyas diferencias se relacionaron con el
tamafio del fruto y en algunos casos con el origen del genotipo, no se encontré relacién por color
ni especie. El contenido de carotenos fue mayor en el exocarpio de frutos amarillos en relacién al
mesocarpio; en contraste el exocarpo de los frutos rojos mostré mayor contenido de

antocianinas.
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