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RESUMEN.

AnnonagJmuricata es una planta perenne neotropical que se cultiva en regiones
tropicales-de América Central y del Sur, Africa Occidental, Africa Central, Oriental
y el Sudeste Asiatico. En los ultimos afios ha adquirido gran importancia debido
a su interés farmacéutico, especialmente por su contenido de antitumorales. En
esta investigacion’se.analizaron 191 muestras de esta especie provenientes de
huertos familiares de 4 estados de la region Sur de México. El andlisis de
diversidad y estructura” genética se realizd utilizando 10 marcadores
microsatélites. Ademas, se-determind el contenido metabdlico de flavonoides y
polifenoles totales y se identificaron 34 compuestos por medio de HPLC. La
diversidad genética encontrada se,localiz6 en un rango de baja a moderada en
las poblaciones analizadas con un valor de (He: 0.40). Se identificaron 3 grupos
genéticos que no estan ligados a un orden geogréfico. En cuanto al contenido
quimico se encontraron variaciones en el contenido, posiblemente relacionados

al grado de conservacion de la region.
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1 INTRODUCCION

Annona muficata L. comunmente conocida como graviola, o guanabana, es una
especie perteneciente a la familia de las Annonaceaes, estas se encuentran
distribuidas en‘la region tropical y subtropical de América, Africa, Asia y Australia
(Pinto et al., 2005). Los frutos de A. muricata son consumidos frescos y byogures,
mermeladas, licores;entre otros, siendo muy apreciados por sus excelentes

propiedades organoléptiCas, contenido nutricional y energético.

Ademas, la planta A. muricata es utilizada ampliamente tanto en la medicina
tradicional como en la farmacedtica, y se han confirmado varias propiedades
bioldgicas. Algunas de estas propiedades demostradas, incluyen su efecto
anticancerigeno, antioxidante, anticonvulsivo, antiartritico, antiparasitario,
antipaludico, hepatoprotector, _antidiabético, antimicrobiano y antifingico
(Moghadamtousi et al., 2015;" Quilez et al., 2018). Estas propiedades se han
verificado mediante la evaluacion. de " la  efectividad de los extractos,
especialmente en lo que respecta a Surefecto anticancerigeno y citotéxico. Estos
efectos se atribuyen a la presencia de diversos’_compuestos bioactivos con
propiedades medicinales, los cuales se han aislado“depracticamente todas las
partes de la planta, desde las hojas, semillas, tallos, frutos hasta las raices (Luis
M. Hernandez Fuentes et al., 2021). Entre los que ‘podemos destacar su
contenido en acetogeninas y polifenoles.

La explotacion comercial a gran escala de esta especie se ve favorecida por las
condiciones geograficas y ambientales de nuestro pais. Sin embargo, enfrenta
limitaciones debido a factores fitosanitarios, deficiencias en la tecnolegia de
produccion y la falta de establecimiento de variedades altamente productivas y
resistentes a plagas, entre otros aspectos. Ademas, es comun que los huertos
sean establecidos con plantas de semillas, lo que resulta en frutos con una alta
variacion en forma, tamafio y un bajo rendimiento (Luis Martin Hernandez
Fuentes et al., 2013).
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Por este motivo, los estudios sobre diversidad y estructura genética se
consideran una herramienta para clasificar e identificar rasgos potencialmente
valiosos. Esto incluye la busqueda de plantas con una mayor produccion de
fitoconstituyentes con potenciales terapéuticos contra enfermedades de gran
importancia,»Como el cancer. Estos estudios nos ayudan a seleccionar
variedades que‘puédan ser utilizadas en programas de conservacion y mejora
genética. Por otr@ lado, el conocimiento de la diversidad y estructura genética
resulta fundamental.para la conservacion de los recursos genéticos de este
cultivo, los cuales pueden estar sujetos a erosion genética debido a practicas de
cambios de uso de suele;.deforestacion o por consecuencias del escenario
actual de cambio climatico.(Larrafiaga, 2016), haciendo fundamental la
conservacion de estos recursos: Si bien existen algunos estudios sobre
diversidad genética en A. muricata“en nuestro pais (Lira-Ortiz, Cortés-Cruz, et
al., 2022; Talamantes-Sandoval et al., 2019), estos han estado centrados en
plantas provenientes exclusivamente de’huertos comerciales, en la principal
zona productora del pais. Por lo'que este trabajo tiene como finalidad determinar
la diversidad y estructura genética despoblaciones de A. muricata en estados del
Sur de México, por medio de marcadotes.moleculares tipo microsatélites (Simple
Sequence Repeat -SSR), asi como realizar la ideftificacion y cuantificacion de
compuestos bioactivos presentes en plantas de “los. diferentes puntos de
muestreo, y de esta forma estimar la relacion entre ésta y la’produccion de dichos

compuestos en plantas de la region.
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2. HIPOTESIS.

Las poblaciones de A. muricata del Sureste de México presentan una alta
diversidad( genética. Sin embargo, la cantidad de metabolitos secundarios,
especificamente~de polifenoles y flavonoides, varia con relacion a los genotipos

encontrados porzona.
Preguntas de investigacion.

En el presente trabajo se propone responder a las siguientes preguntas con base

en lo planteado sobre la situacién actual de A. muricata:

. ¢La diversidad genética de las poblaciones de plantas de guanabana
de la parte Sur de México influyen en la produccién y cantidad de
metabolitos secundariostde*interés médico, como los polifenoles y
flavonoides?

. ¢ Existen genotipos en\las plantas de guanabana en la parte Sur de
México que producens-mayor g€oncentracion de polifenoles vy
flavonoides?

. ¢En cual de las poblaciones evaluadaspor, estado de la parte Sur de
México se puede encontrar una’'mayor diversidad genética relacionada
con la produccion de polifenoles y flavonoides?
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3. OBJETIVOS.

3.1. £Objetivo general

Determinar la diversidad genética de A. muricata en el Sureste de México, y su

relacion con el contenido de polifenoles y flavonoides.
3.2. Objetivos especificos

. Determinar la diversidad y estructura genética en A. muricata en el
Sureste de México.

. Identificar polifenolessy_flavonoides en extractos de A. muricata en
plantas del Sureste de México.

. Estimar la relacion entre-la estructura genética y la cantidad de
polifenoles y flavongides en las-diferentes regiones de muestreo en el

Sureste de México.
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4. JUSTIFICACION.

El cultive de A. muricata ha tomado importancia e interés debido a su potencial
como agente antitumoral, anticancerigeno y antioxidante, siento esto
demostrado en-diversos estudios in vitro. En México A. muricata es el cultivo mas
importante de‘la familia de las Annonaceae. Segun informacion del Sistema de
Informacién Agroalimeéntaria y Pesquera (SIAP) (SIAP, 2018), los estados con
mayor superficie cultivada en el pais fueron Nayarit, Michoacan y Colima, sin
embargo, el potencialdé cultivo en el pais es mucho mayor, basado en las
condiciones agroclimaticas_privilegiadas con las que cuenta la parte Sur de
México. Actualmente el 63%~de los productores cultivan menos de cinco

hectareas agricolas (Reyes-Montero et al., 2018).

Las escasas investigaciones realizadas para el cultivo, en materia de informacion
técnico-cientifica, caracterizacion genétiea y el establecimiento de variedades
comerciales, hacen que el cultiva'se vea limitado. Por lo que el conocimiento de
la diversidad, estructura genética y cemposiciényquimica de las poblaciones de
guanébana en la zona Sur de México.abre la posibilidad para el establecimiento
de variedades comerciales con caraCteristicas nho solo de importancia
alimentaria, sino también medicinal, para la seleccion de.aquellos genotipos con
una produccién de fitoconstituyentes de relevancia medica. De igual forma,
investigaciones en esta especie en la region Sur fomentaria.la conservacion y
uso sustentable de los recursos fitogenéticos de A. muricata para evitar la
erosion genética del cultivo en el futuro, ya que existe la posibilidad de que el
cultivo se encuentre en un latente peligro de pérdida de diversidad.genética,
debido a que muchos productores prefieren optar por los cambios en’el‘uso de
suelo por cultivos mucho més redituables o que representen menos esfuerzo de
mantenimiento, ocasionando reemplazo y pérdidas de diversidad (Larrafiaga,
2016). Otro aspecto importante que hace relevante conocer y mantener.la
diversidad genética es que los cultivos pueden llegar a presentar diferencias en
la expresidn de ciertas caracteristicas importantes como la resistencia a plagas,

temperatura, humedad o produccion de frutos 0 metabolitos secundarios en los
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arboles cultivados dependiendo del genotipo, condiciones ambientales,
composiciéon del suelo, ubicacién geogréfica, entre algunas otras. Estas
variacienes han sido documentadas por (Valares Masa, 2011), en clones de
plantas comerciales bajo diferentes condiciones agroclimaticas, encontrando
diferencias significativas en la produccion. En A. muricata dichas diferencias ya
han sido documentadas para la produccion de algunos metabolitos secundarios
con importancia hiolégica para algunas poblaciones de los estados de Tabasco
y Chiapas, mostrando_areas con mayor o menor produccion segun las
condiciones de cada region (Montejo, 2020). Por lo que podemos pensar que en
otras zonas del Sureste de’México puedan presentar el potencial de produccién

de estos compuestos.

Debido a lo anterior, resulta de “ital importancia conocer la diversidad y
estructura genética de las poblaciones de A. muricata en la zona Sur de México,
asi como la determinacion quimica de metabolitos secundarios de relevancia
médica como lo son los polifenoles y flavonoides. Ademas, la generacion de
informacion sobre esta especie en‘lasregion puede ser importante para evitar la
pérdida de diversidad genética en..A...muricatay permitiendo asi proponer
programas de conservacion y evitar el*desplazamiento de lineas nativas por
parte de productores.

Por lo que, en esta investigacion, se propone determinar, la diversidad y
estructura genética de A. muricata, asi como la cuantificacidoneysdeterminacion
quimica de polifenoles y flavonoides, lo cual permitird contar con un mejor
conocimiento del estado genético y quimico de las poblaciones de A. muricata
en el Sureste de México que permitan el establecimiento de futuras estrategias
de seleccidon de genotipos con mejores caracteristicas de produccion de-estos

metabolitos secundarios.
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5. ANTECEDENTES.

5.1. JTaxonomiay distribucion geogréfica.

Annona muricata es comunmente conocida por Soursop (inglés), graviola

(portugués), munolla (India) y guanabana (espafiol latinoamericano).
A continuacion, sespresenta su clasificacién taxondmica:
Reino: Plantae
Division: Angiospermas
Clase: Magnadlidos
Orden: Magnoliales
Familia: Annenaceae
Género: Annona
Especie: Annonhasmuricata’Ly (Pinto et al., 2005)

Al género Annona pertenecen 162 especies segun lo reportado por Chatrou et
al. (2012) y estan distribuidas principalmente ‘enclas zonas tropicales y
subtropicales del mundo, particularmente en América Varias especies de este
género son comestibles y de importancia para los mercados locales, entre estas
especies se encuentran, A. cherimola, A. reticulata, (A..ssquamosa, A.

macroprophyllata, A. glabra, A. purpurea y A. muricata (Larrafiaga, 2016).

A. muricata se encuentra ampliamente distribuida en las regiones tropicales de
América Central y del Sur, Africa Occidental, Africa Central, Oriental y el Siideste
Asiatico (Pinto et al., 2005) ; esta especie se puede encontrar en altitudes por
debajo de los 1, 200 m sobre el nivel del mar, con temperaturas entre 25y 28°72C;
humedad relativa entre 60% y 80%, y precipitacion anual superior a 1, 500 mm

(Gavamukulya et al., 2015).
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En México se tienen registros de la presencia de 22 géneros y 73 especies segun
datos” del Sistema Nacional de Informacion de la Biodiversidad (SNIB). En
nuestro/pais las especies cultivadas de esta familia con fines econdémicos son A.
muricata, Ac~cherimola Mill., y A. squamosa, segun registros del SIAP (SIAP,
2018).

5.2. Descripeion botanica.

A. muricata es un arhol.perenne, erecto, muy ramificado, el cual puede alcanzar
de entre 3 a 8 m de altura; sus ramificaciones suelen ser glabras con
coloraciones marrones, presentando un dosel abierto y redondeado de hojas
grandes con formas ovadas-oblongas de coloraciones verde brillante, con apices
acuminados (Patel & Patel, 2016)..Las flores suelen ser solitarias y presentar
coloracion entre verde a amarillo, estas presentan tres sépalos deltoides ovados,
y seis pétalos de base coriaceos (tres externos y tres internos). Los frutos de A.
muricata son grandes, con forgma.oblonga o.algo curva, con espinas blandas en
el exterior por una cascara coriacea. El peso de los frutos puede llegar a oscilar
entre 4 a 8 kg. La pulpa de los frutes_se caracteriza por ser jugosa, blanca y
fibrosa. Las semillas son numerosas; ovoides”y aplanadas, de color marron

oscuro a negro, glabra y brillante, incrustadas en la pulpa (Lim, 2012).

Tallos

__» Semillas

Hojas «~--—-.___

Frutos

"

Flores

Figura. 1 Partes de Annona muricata L.
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5.3. Reproduccion y dispersion.

La guanabana es un arbol que puede propagarse por clonacién, mediante
técnicas/de- brote e injerto, sin embargo, la reproduccion por semillas es la
practica mas‘comun (Morton & Dowling, 1987). La guanabana produce frutos
durante todo el afio, sin embargo, se tiene una produccion mas pronunciada

durante la primavera y hasta inicios del otofio.

La propagacion de“A..muricata se realiza comunmente mediante injerto o
siembra por semillas (Morton & Dowling, 1987). La polinizacion y fecundacion de
la planta, por otro lado, dépenden del viento o de polinizadores como los
nitidulidae, los cuales son atraidos por medio de fragancias para llevar a cabo la
polinizacion (Nakasone & Paully”1998), aunque este proceso se ve afectado por
varios factores relacionados con las estructuras florales, como la protoginia. En
las etapas tempranas de laspreantesis y antesis, las estructuras morfolégicas
cerradas pueden dificultar la pelinizacion por el viento o por insectos de ciertos
tamafios. Ademas, la heterostilia (Rinto & GENU, 1984), la cual consiste en las
diferencias estructurales en la posicién de los Grganos sexuales, hace mas dificil
el proceso de autofecundacion. Aunadeo.a-esto, Segun observaciones realizadas
por (Podoler et al., 1985) se necesitan de al mengs./cuatro polinizadores en la
flor, para poder formar frutos regulares. De manerasSsilvestre la polinizacion
inadecuada parece ser uno de los principal factores quedimitan el rendimiento y
formacion de frutos (Anaya-Dyck et al., 2021), por lo que en cultivos con periodos
de floracion definidos la polinizacidon manual es una practica estandarizada para

la produccién comercial (Paull & Duarte, 2012).

5.4. Usos eimportancia.

La guandbana es importante para la industria alimentaria ya que sus frutos-sen
muy apreciados para la elaboracion de yogures, helados y bebidas entre otros
productos de interés comercial (Hernandez Fuentes et al., 2021). En la medicina
tradicional, se tienen registros de su uso en diferentes partes del mundo para

combatir multiples padecimientos, en los que se utilizan todas las partes de la
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planta. Entre los padecimientos destacan el uso para el tratamiento de diarrea,
gripesescalofrios, diabetes, fiebre, asma, entre otras (Coria-Téllez et al., 2018a;
Patel &Patel, 2016).

También sectienen reportes de que los frutos verdes, las semillas, las hojas y las
raices se utilizan como biopesticidas, bioinsecticidas y repelentes topicos de
insectos (Coria-Téllez et al., 2018a). Todos estos reportes han contribuido con el
auge en investigaciones para descifrar los compuestos que le confieren todas

sus propiedades.

5.5. Situacion del ¢ultivo a nivel mundial.

En los ultimos afios, el cultivo 'dé guandbana ha experimentado un crecimiento
constante debido a la alta demanda en el mercado internacional impulsada por
su valor nutricional y propiedades medicinales previamente mencionadas,
ademas, de la creciente aceptaeion por parte de los consumidores de productos
no tradicionales. Actualmente, esta fruta se.cultiva ampliamente en las regiones
tropicales de América Central y del Sur, asi'cemo en Africa Occidental, Central
y Oriental, asi como en el Sudeste Asiatico (Pinto et al., 2005). La guanabana es
considerada una de las especies mas<importantes)en términos econdémicos
dentro de la familia Annonaceae, siendo los prinCipales paises productores

Brasil, México y Venezuela, (Strijk et al., 2021).

5.6. Situacion del cultivo en México.

La guandbana es una de las especies dentro de la familia de las Annonaceas,
que produce frutos que son explotados por la industria alimentaria. En“México,
A. muricata y A. chirimola son las dos especies de esta familia confmayor
importancia econémica. En 2018, entre los estados productores mas importantes
se encontraba Nayarit, Puebla, Veracruz, Colima y Michoacan y en meneor

medida en Guerrero, Tabasco y Campeche.

10
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De acuerdo con datos estadisticos reportados por SAGARPA (2018), en el pais
se sembré una superficie total de 2702 hectéreas, cosechdndose 2198 ha. Con
una preduccion de 22660.95 toneladas de fruta con rendimientos que varian de
entre 9 a 38 toneladas/hectareas. Con un promedio nacional de 11.3 t./ha.
Destacando 40s estados de Nayarit, Puebla, Veracruz. Sin embargo, aunque
Nayarit es el ‘estado con los mejores numeros en cuanto a produccion de
guandbana, este (pandrama se debe a que es el estado que posee una mayor
superficie de cultive;»en comparacion a otros estados, Veracruz, Colima y
Tabasco tienen una superficie de siembra mucho menor y a pesar de ello,
presentan un mejor rendimiento del cultivo por hectarea sembrada. Esto debido
a que en México existe zonas.can un mayor potencial de distribucién de cultivo.
Algunos de los estados en los"que se reportan condiciones favorables son

Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan, Quintana Roo y Chiapas.

Sin embargo, su cultivo aun"Se“ve limitado, a pesar de la existencia del gran
potencial de cultivo. Si bien existenvarios.eudltivos comerciales establecidos, la

mayoria aun se encuentra en huertossfamiliares de traspatio.

Algunas cuestiones que limitan el crecimiento del Cultivo en nuestro pais son la
variante en los precios de comercializacion que hacen que los productores
remplacen sus cultivos por otros mas rentables y aquelles relacionados con
aspectos fitosanitarios como el dafio por plagas, deficiencias.en el desarrollo en
la tecnologia de produccion y el establecimiento de cultivos_een plantas con
semillas, lo cual produce frutos con alta variabilidad en forma y el tamafio de los
frutos; también existen deficiencias en el manejo de huertos, en los que sin

polinizacién manual, el rendimiento se ve limitado.

Ademas de esto, otro aspecto que contribuye a estas limitaciones es que;en
México no existian hasta 2021 selecciones o lineas genéticas de guanabana
establecidas. Si bien algunos sitios de cultivo cuentan con clones provenientes
de Costa Rica y lineas regionales de Veracruz, la produccion comercial se

encuentra basada en plantas obtenidas con semillas (Hernandez Fuentes et al.,

11
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2013)..Para solucionar esta situacion en el cultivo, algunas instituciones como el
Instituto,Nacional de Investigacién Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en
Nayarity"han fomentado estudios para el establecimiento de lineas genéticas
altamente preductivas caracterizando y registrando variedades clonales de A.
muricata (titulos de obtentor: Guanay-1, Guanay-2 y Guanay-3) (Luis M
Hernandez Fuentes et al., 2021). Sin embargo, estos estudios han estado
centrados en procesos de seleccion manual, mediante cruzamientos basados
exclusivamente en laxdiferenciacién visual de caracteristicas fenotipicas, este
tipo de préacticas presentan mucha variacién en la forma en la que se establecen
las lineas genéticas altaménte productivas asi como una mayor inversion de
tiempo de identificacién, ya que\se debe esperar a tener individuos adultos, en
comparacién con métodos moleculares que son mas eficientes y puede llevarse

a cabo con individuos jévenes completos, o solo con una parte de la planta.

5.7. Actividad anticanCerigena.

Multiples investigaciones realizadas_.con extractos de Annona han confirmado
tener efectiva actividad antitumoral 'y. anticaneérigena contra varios tipos de
células cancerosas especificas, entre algtinos de 10s estudios se encuentran los
realizados en lineas celulares de cancer de piel (Chamcheu et al., 2018), cancer
de proéstata (Foster et al., 2020), cancer colorrectal (Mesas\et al., 2021), cancer
de mama (Najmuddin et al., 2016), células tumorales de pulmén, colon, rifidn,
préstata y pancreas (Luis M Hernandez Fuentes et al., 20217Sehlie-Guzman et
al., 2009). Las propiedades mencionadas anteriormente se deben a su contenido
metabdlico, en particular a la presencia de acetogeninas. La inclusién.del grupo
metilo en el resto y-lactona de su estructura es responsable de su bioactividad,
la cual se relaciona con la inhibicion de la enzima NADH ubiquinona reductasa.
Esta enzima es esencial en el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial
(Makabe et al., 2004; Zeng et al., 1996), lo que permite que estas sustancias
inhiban selectivamente el crecimiento de células cancerigenas y células
resistentes a farmacos (He et al., 1997). (Chamcheu et al., 2018; Foster et al.,
2020; Mesas et al., 2021; Najmuddin et al., 2016)
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La interaccion de las células con las proteinas Bax y Bcl-2 es crucial para
determinar su respuesta antitumoral. Se ha encontrado que los cambios en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberacion de citocromo c¢
pueden ser atribuidos a la proteina Bcl-2. Cuando la liberacion mitocondrial de
citocromo ¢ ya.no.€esta bloqueada debido a una disminucion en la expresion de
Bcl-2, se induce la_apoptosis y se activan las vias de caspasa para generar
caspasa-3 como ejecutores apoptdticos (Elmore, 2007; llango et al., 2022). La
apoptosis puede ser inducida por las acetogeninas, que disminuyen la expresion
de proteinas antiapoptoétieas*como Bcl-2 y Bcl-xL, lo que a su vez aumenta la
expresion de proteinas proapoptédticas como Bax y Bad (llango et al., 2022;
Yuan et al., 2006). Ademas, las @cetogeninas también aumentan la expresién de

caspasa 3/7 y caspasa 9, como se.muestra en la Figura 2.
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Figura. 2 Papel de A. muricata en la apoptosis segun lo reportado por (llango et
al., 2022).
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5.8. Actividad antioxidante.

Las Amnonaceae han demostrado tener una alta capacidad antioxidante.
Especificamente A. muricata ha presentado una potente actividad in vitro en
comparacion./con las hojas de otros miembros de la familia, lo que sugiere un
papel eficaz come eliminador de radicales libres involucrados en el desarrollo de
muchas enfermedades como el cancer, afecciones cardiovasculares, artritis, asi
como enfermedades~ degenerativas como el Parkinson y el Alzheimer
(Nandhakumar & Indumathi, 2013). Se ha realizado una compilacién de estudios
sobre la actividad antioxidante de A. muricata teniendo en cuenta diferentes
ensayos, las distintas partes.de la planta y los diversos tipo de disolventes
utilizados (Correa Gordillo et al.;2012). De igual forma se han obtenido reportes
de la variacion en la composiciomdel extracto segun el disolvente utilizado

(Gavamukulya et al., 2015).

5.9. Fitoquimicos y propiedades ‘médicinales de Anonaceae.

Desde hace mucho tiempo, la familia“de las Annenaceas ha sido ampliamente
utilizada en la medicina tradicional, iincluso peor-los pueblos prehispanicos
(Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2004), gracias a sus numerosas
propiedades biolégicas asociadas con su contenido metabdlico. A través de
diversas investigaciones, se ha logrado identificar diferentes fitoconstituyentes
que respaldan sus atributos medicinales y nutricionales, tales como
carbohidratos, azucares, vitaminas C, B1 y B2, potasio, fibra dietética, asi como
compuestos volatiles como ésteres y metilo 2-hexanoato, entre” otros. Sin
embargo, se ha centrado particularmente en la identificacion‘.de _ciertos
metabolitos secundarios con propiedades medicinales, como los compuestos
fendlicos, que cumplen diversas funciones en la planta como nutricion, sintesis
proteica, actividad enziméatica, fotosintesis, formacion de componentes
estructurales y defensa contra factores adversos del ambiente como la agresion
por patdgenos e insectos (Manach et al., 2004; Valencia-Avilés et al., 2017). En

la medicina tradicional, se caracterizan principalmente por tener actividad

14




Diversidad genética, estructura y perfil fitoquimico de Annona muricata L.
en el Sureste de México

antioxidante, ya que tienen la capacidad para eliminar radicales libres como las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (NOS) e inhibir enzimas
prooxidantes, contribuyendo a la disminucion de enfermedades relacionadas con
el estrés qoxidativo como enfermedades cardiovasculares, el cancer y
neurodegenerativas (Gomez et al., 2016; Sunkireddy et al., 2013; Valencia-
Avilés et al., 2017)."Ademas de esta actividad principal, también se le atribuyen
propiedades antiinflamatorias (Moreno-Jimenez et al., 2015), antialérgica,
antitrombdéticas, antimicrobianas, antineoplasicas y anticancerigenas (Valencia-
Avilés et al., 2017). Entre los metabolitos secundarios predominantes en los
integrantes de la familia Anponacea, destacan los polifenoles y flavonoides. En
las hojas de A. glabra y Al _senegalensis, por ejemplo, se ha identificado la
presencia de quercetina y otros: flavonoides. Ademés, se han encontrado
flavanonas C-benciladas y dihidrochalconas C-benciladas, derivadas de la
flavanona pinocembrina, en<varias especies del género Uvaria, que han
demostrado presentar propiedades citotdxicas, antitumorales y antimicrobianas
(Leboeuf et al., 1980). Entre algunos de.0s polifenoles encontrados en A.
muricata se encuentran el acido’ clerogeénico,\el acido ferulico, el acido p-
hidroxibenzoico, el acido cafeico, el.acido galico y la epicatequina (Luis M

Hernandez Fuentes et al., 2021).

5.10. Produccién de metabolitos secundarios en plantas.

Las plantas sintetizan una amplia variedad de compuestos quimicos esenciales
para su mantenimiento, crecimiento, desarrollo y reproduccion. Estos
compuestos son producidos por diferentes rutas metabdlicas .y estan
involucrados en los principales procesos bioquimicos de las células. Los
metabolitos primarios son fundamentales para el correcto desarrollo de la-planta
y se clasifican en carbohidratos, aminoéacidos, lipidos, acidos nucleicos 'y
vitaminas (Jan et al., 2021). Por otro lado, los metabolitos secundarios, aunque
no son esenciales, cumplen una variedad de funciones, como la defensa contra
depredadores y patogenos, la atraccion de polinizadores y la adaptacion al

ambiente (Kliebenstein, 2013). Estos compuestos se producen a traveés de vias
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metabolicas que responden eficazmente a las condiciones de estrés y se pueden
acumular condicionalmente en varias partes de la planta (Jan et al., 2021). Las
vias derbiosintesis de los metabolitos secundarios (Figura 3) se clasifican en
terpenos, cempuestos fendlicos y compuestos que contienen nitrogeno, tales
como alcaloides, glucosinolatos y glucosidos cianogénicos (Fang et al., 2011;
Verma & Shukla;*2015). Es importante destacar que muchos de estos
compuestos son exclasivos de ciertos taxones especificos, como es el caso de

las acetogeninas enJa‘familia de las Annonaceas.

AL

FOTOSINTESIS ¢———

J S
Metabo%primario del carbono
/ ) ! !

Eritrosa-4- Fosfoer(ﬁﬁvato | 7 Piruvate 3-Fosfoglicerato

e e u—

fosTto /
Via del 4cido Ciclo delé’@_‘igi_ «— : &et CoA Via eurodiputada
P

Shikimico tricarTxilicg P il \
Aminoécido Aminoéacido ‘ Cam@ acido Camino d‘_’ écido
aromatico alifatico malénic malénico
Metabolitos secundarios que contienen o4
nitrogeno. (alcaloides, glucisinolatos, 9Compuestos terpenoides.
glucésidos, cianogénicos) (isopreno, saponinas, mono-
,tris-, terpenos,
J c Moides, fithormonas)
2\

> Compuestos fenélicos.
» (flavonoides, cumarinas,
ligninas, taninos)

Figura. 3 Esquema general de la vias biosintéticas de metabolitos secundarios
en plantas modificado de (Jan et al., 2021).

16




P DEVISTA L0 g,
5

e,

Diversidad genética, estructura y perfil fitoquimico de Annona muricata L.
en el Sureste de México

5.11. Compuestos fenaolicos.

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo de metabolitos secundarios
esenciales para la defensa de las plantas contra parasitos y plagas (Wuyts et al.,
2006). Su estruetura quimica se caracteriza por incluir al menos un anillo fendlico
y, segun su cempaosicion, se pueden clasificar en diferentes tipos (Figura 4).
Hasta la fecha se_han identificado alrededor de 8.000 estructuras distintas de
compuestos fendlicos” (Balasundram et al., 2006), y este niumero sigue en
aumento gracias a las investigaciones constantes de nuevos genes y mutaciones
como respuesta a los cambios en el entorno (Gonzélez Barraza et al., 2017;
Kiemlian Kwee, 2016).
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& !
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Figura. 4 Clasificacion de compuestos fenodlicos basado en Jan et al., 2021.
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5.12. Flavonoides.

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, estos
compuestos~responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas;
reguladoras @dehcrecimiento y diferenciacion de las plantas, ademas de cumplir
un papel importante en los procesos de polinizacion y defensa contra

depredadores.

Estructuralmente son eempuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), conformados por dos anillos de
fenilos (A y B) ligados a través-de un anillo C de pirano (heterociclico). Los
atomos de carbono en los anilles € y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B
desde el 2' al 6'. La actividad de los'flavonoides como antioxidantes depende de
las propiedades redox de sus-grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural
entre las diferentes partes de lasestructura quimica (Limoén et al., 2010), (Figura
5).

Figura. 5 Estructura molecular de rutina.
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5.12.1. Mecanismo de accién bioldgica de los flavonoides.

Los flavonoides presentan variadas propiedades biologicas, debido a su
capacidad de unirse a enzimas, transportadores de hormonas y ADN, asi como
poseer capagidad de quelacion de iones metdlicos transitorios, como Fe?*, Cu?*,

Zn?*, y actuar en ladepuracion de radicales libres (Russo et al., 2000).

Como se habia mencienado anteriormente, actian en la inhibicion de oxidasas,
evitando la generacion-de especies reactivas del oxigeno e inhibiendo enzimas
involucradas indirectamente-en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2
(Kim et al., 2001) al misme."ttempo que estimulan otras con reconocidas
propiedades antioxidantes, como la catalasa y el superdxido dismutasa
(Sudheesh et al., 1999).

5.13. Polifenoles.

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo~de" moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varies ‘grupos bencénicos que son
sustituidos por funciones hidroxilicas ‘(Hernandez Angel & Prieto Gonzélez,
1999). La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo
secundario de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias:
la ruta del &cido shikimico y la ruta de los poliacetatos (Bravo,.1998). La ruta del
acido shikimico proporciona la sintesis de los aminoaCidos aromaticos
(fenilalanina o tirosina) y la sintesis de los acidos cinamicos y sus, derivados
(fenoles sencillos, &cidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del
fenilpropano). La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las xantonas
(Quifiones et al., 2012), (Figura 6).
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HO
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Figura. 6 Estructura molecular del 4cido galico (4cido 3,4,5-trihidroxibenzoico).

5.13.1. Mecanisimo«de accion bioldgica de los polifenoles.

Los polifenoles presentan propiedades bioldgicas basadas principalmente en su
efecto antioxidante, vasodilatador, vasoprotector, antitrombotico, antilipémico,
antiaterosclerotico, antiinflamatoriowy antiapoptético (Quifiones et al., 2012). Los
polifenoles son los principales_ antioxidantes de la dieta cotidiana (Rice-Evans &
Miller, 1996). Estos pueden intetferir con los sistemas de detoxificacion celular,
como el superéxido dismutasa,(la catalasa o.la glutation peroxidasa (Nijveldt et
al., 2001). Ademas, estos compuestos+pueden.inhibir enzimas generadoras de
especies de oxigeno reactivo (EOR @ ROS cometsus siglas en inglés, reactive
oxygen species), como la xantina oxidasa (XOR)*y la nicotinamida-adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) (Orallo et al., 2002).

5.14. Factores que influyen en la sintesis de metabolitos secundarios.

La sintesis, acumulacion y produccion de metabolitos seCundarios es muy
compleja y estan influenciadas por diversos factores tanto genéticos como
ambientales, tales como la cantidad de luz, temperatura, disponibilidad.de agua,
salinidad, suelo y factores estresantes como periodos de sequia, inundaciones,
0 suelos empobrecidos, entre otros (Li et al., 2020; Verma & Shukla, 2015).

Las vias de produccion de metabolitos secundarios son altamente sensibles’a
las variaciones ambientales, lo que puede provocar la expresion de diferentes
genes (Sharma, 2018). Se estima que entre el 15% y el 25% de los genes
presentes en el genoma de las plantas estan involucrados en la induccion de la

sintesis de metabolitos secundarios (Verma & Shukla, 2015). Estos genes son
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regulados por diversos factores de transcripcion que afectan el proceso
metabdlico y, por lo tanto, influyen en la expresién génica (Broun et al., 2006).
También se pueden encontrar variaciones en la produccion, almacenamiento y
propiedades-medicinales segun la parte de la planta (raices, tallos, hojas, flores,
frutos y semillas), asi como en tejidos especializados que realizan funciones de
secrecion, almacenamiento, soporte mecanico, como el tejido laticifero, nectario,
glandulas de sal,‘hidatodos, células secretoras de mucilago, células secretoras
de enzimas, células‘oleosas, tricomas secretoras de aceite, tejidos secretores de
flavonoides, etc. (Fahn;1988). También influye la etapa de desarrollo en la que
se encuentre la planta (Breun et al., 2006), asi como por el origen geogréafico (Li
et al., 2020). Podemos clasificar, todos los factores mencionados anteriormente
en cuatro grupos generales qué pueden influir en la sintesis, acumulacion y
fluctuacién de la produccién de metabolitos secundarios en las plantas, factores
genéticos, ontogénicos, morfogenéticos y ambientales (bioticos y abioticos) (Jan
et al., 2021; Verma & Shukla; 2015) (Figura 7).

Factores Factores
genéticos /7 ontogénicos

<\

Factores que
afectan la sintesis

Factores del contenido de Factores
3 metabolitos
ambientales | secundarios o | ambientales
h )5 -
Bidticos ‘ Abidtices.

Factores
morfogenéticos

Figura. 7 Diversos factores que afectan la sintesis del contenido de metabolitos
secundarios en las plantas modificado segun (Verma & Shukla, 2015).
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5.15. Diversidad y Estructura Genética.

Los estudios sobre diversidad y estructura genética son fundamentales para la
conservacion de los recursos genéticos de las especies, ya que estos pueden
verse amenazados por la erosion genética, causada por practicas de cambio de
uso de suelo,!deforestacion y el cambio climatico actual. De igual manera la
diversidad genética de las plantas medicinales es crucial para la adaptacion a
diferentes condiciones ambientales y para la resistencia a enfermedades y
plagas (Chen et al., 2021)7 Ademas, la estructura genética de las poblaciones de
plantas medicinales puede”indicar su historia evolutiva y su capacidad para
mantener una variabilidad genética adecuada para la supervivencia a largo plazo
(Eriksson, 2000).

5.16. Diversidad y estructura\genética en la familia Annonaceae.

La mayoria de los estudiosirelacionados con especies de la familia de las
Annonaceae estan orientados| al aislamiento de compuestos bioactivos, o
ensayos biomédicos, sin embargo, .pocos estudios abordan el ambito de
diversidad genética en la familia de las Annonaceae. La mayoria de ellos se han
centrado en el disefio de marcadores ‘moleculares;~en la determinacién de la
variabilidad genética de diferentes zonas, en especCies con una relevancia
econdémico comercial como lo son A. cherimola, A. squgamosa, y A. muricata,

siendo mas abundantes en A. cherimola.

Uno de estos estudios es el realizado por Brown et al. (2003) en”A. muricata en
el cual estimaron la variabilidad genética entre muestras de Venezudela y Brasil,
utilizando marcadores tipo RAPD, siendo las accesiones pertenecientes a
Venezuela las més diversas. Entre otros estudios relevantes se encuentran los
realizados por Escribano et al. (2004, 2008), los cuales estan centrados' emel
desarrollo de marcadores microsatélites polimorficos de un solo locus utilizando
dos bibliotecas gendmicas con la especie A. cherimola. En este estudio ellos
detectaron un total de 222 alelos, siendo la mayoria transferibles a otras especies

de Annonaceae.
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En estudios orientados a la busqueda del centro de origen, diversidad genética
y conservacion de los recursos genéticos de plantas tropicales podemos
mencionar dos trabajos realizados por Larranaga et al. (2017) y Van Zonneveld
et al. (2012)y1os cuales se han basado en la especie A. cherimola utilizando

marcadores SSR.

Por otro lado Aguilar.et al. (2022) realizaron estudios para conocer la diversidad
genética de A. muricata en Colombia, e identificar cultivares base para el
establecimiento preliminarde’un programa de mejoramiento genético, evaluando
102 materiales de A. muricata“colectados en los departamentos de Caldas y
Risaralda, mediante 16 marcaderes moleculares SSR, encontrando deficiencia

de heterocigotos en sus muestras-evaluadas.

5.17. Diversidad y estructdra genetica de Annonaceae en México.

En el &mbito Nacional se puede mencianar el‘realizado por Salazar et al. (2010)
en plantas de huertos familiares de Yteatan 'y~Quintana Roo en la especie A.
squamosa, en el cual ellos evaluaron la distribucién.de la variabilidad genética,

mediante el uso de marcadores isoenzimaticos.

Asi también se ha reportado un estudio realizado por Talamantes-Sandoval et
al. (2019) en la especie A. muricata en el cual se evaluo la capacidad de los
marcadores moleculares SRAP (Polimorfismos Amplificados Relacionados con
las Secuencias) para determinar la diversidad genética de A. muricata en cinco
huertos comerciales en la zona de Nayarit, estado que figura como, principal
productor a nivel nacional, obteniendo resultados favorables para el uso de este
tipo de marcadores en la especie. Se ha analizado (Lira-Ortiz, Cortes-Cruz; et
al.,, 2022) la diversidad genética de guandbana de las principales zonas
productoras de Compostela, Nayarit, mediante SSR y SRAP, obteniendo una
alta homocigosidad y baja diversidad genética de guanabana entre las zonas y

poblaciones estudiadas.
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5.18. Marcadores moleculares para determinar la diversidad genética.

La estractura genética y la distribucion de la diversidad genética tanto dentro
como entrecpoblaciones esta dada por el flujo genético entre las mismas, la
deriva genética‘y la seleccién natural (Rao & Hodgkin, 2002). Anteriormente la
mayoria de los“estudios para la identificacién genética en plantas con interés
comercial se llevaban a cabo con marcadores morfologicos y caracterizacion
fenotipica, sin embargo,.este proceso marca una serie de complicaciones como
los tiempos de espera y’los costos, lo que restringen el nUmero de genotipos y
la precision en las observaciones. No obstante, la identificacion con marcadores
morfologicos resultada adecuado para la asociacion y complementacion en la
identificacion de fenotipos con<genotipos, por lo que es necesario acompanar
estas técnicas de estudios con técnicas moleculares (Winsch & Hormaza, 2002).
Los marcadores molecularesypermiten la estimacion acertada de la diversidad
genética a nivel de individuosy” poblacion .o grupo de poblaciones. Estos se
dividen en dominantes (RAPDs o-AFLPs) o.eodominantes (RFLPs, SNPs 0 SSR)
dependiendo de si los genotipos pueden ser diferenciados entre homocigotos y
heterocigotos.

5.18.1. Microsatélites (SSR).

Los marcadores de tipo microsatélite (SSR o STR, Simplé Sequence Repeats 0
Short Tandem Repeats) son marcadores codominantes;»¥y..de naturaleza
multialélica, los cuales estan ampliamente extendidos y son relativamente
abundantes, altamente polimérficos, reproducibles y con buenos*rendimientos
en genotipados. La accion de los SSR se basa en la presencia de secuencias
cortas de ADN repetidas y flanqueadas por regiones especificas que permiten
su amplificacion por PCR. Este tipo de marcadores tienen su fundamento en las
diferencias de tamafio de los alelos con los que se asocia a la variacion del
namero de motivos repetidos en tandem (Larranaga et al., 2017). Debido a que
las repeticiones no codifican para ninguna proteina estas pueden recombinarse

y expandirse con mayor frecuencia en estas regiones, lo que hace que sean a
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menudo altamente variables y Utiles para medir el polimorfismo entre especies o
variedades muy relacionadas (Azofeifa-Delgado, 2006). Estos marcadores son
idealesspara el estudio de ligamiento genético en planta y el mapeo fisico, los

estudios poblacionales y la identificacion de variedades.

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Areadeestudio y material vegetal.

Se realizaron muestreos, de tejido foliar de 310 arboles, de los cuales se
seleccionaron 191 muestras de arboles de A. muricata en huertos de traspatio
en diferentes municipios ubicades.en los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas
y Campeche (Figura 8). Cada arbal'fue etiquetado con un cddigo Unico basado
en el sitio de recoleccion y nimero de-muestra, de igual forma se documentaron
las coordenadas geograficas/con la ayuda de un Sistema de Posicionamiento
Global (GPS) en grados, minutes\y segundos, descripciones detalladas de los
municipios considerados para los-analisis enda‘Tabla 2 ubicada en la seccion de
anexos. Se colectaron hojas que nospresentaran ningun tipo de dafio fisico,
plagas o enfermedades, siendo almacenadas en’bolsas de silica gel para su
posterior procesamiento con la finalidad de usarlas€n4os analisis de diversidad
genética. Para el analisis quimico se colect6 un equivalente a 1 kg. de tejido foliar
fresco por cada poblacion evaluada de los estados de/Tabasco, Chiapas y
Campeche. El tejido vegetal fue secado en una estufa (RSU-Labsupply, CD,
MEX) a una temperatura no mayor a 45°C y triturado con la ayuda de un molino
Pulvex MPP300.
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Figura. 8 Distribucion de los sitios. de_muesireg de las poblaciones de A.

muricata.

6.2. Extraccién de ADNy marcadores microsatélites (SSR).

Las extracciones de ADN gendmico se realizaron siguiendo la metodologia
citada por Viruel & Hormaza (2004). El cual consiste en un tampon de extraccion
a base de CTAB y B-mercaptoetanol. La calidad y concentraciéon del ADN
extraido se determiné mediante un espectrofotdmetro NanoDrop ™.One (Thermo
Scientific, 17 Waltham, MA, USA) a una longitud de onda de A2606/280' nm vy
A260/230 nm. Se seleccionaron 10 microsatélites disefiados y evaluados”para el
género de Annonaceae por Escribano et al. (2004, 2008), 8 de los cuales ya
habian sido probados en la especie de A. muricata (Tabla 1) y dos marcadores
no probados en previamente en A. muricata segun reportes de (Escribano et al.;
2008). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador T100 Thermal

Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) utilizando el siguiente
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programa de temperaturas: un paso inicial de 1 min a 94°C, 35 ciclos de 30 seg
a94°C,30segab5°C,1mina72°C,yuna extension final de 5 mina 72 °
C. Losmmarcadores forward se marcaron con fluorescencia en el extremo 5, y los
productos de\PCR se detectaron y dimensionaron con un sistema de analisis de
ADN capilar”GeXp (Beckman Coulter Genome Lab). Las muestras se
desnaturalizaren a90 °C durante 120 s, se inyectaron a 2,0 kV durante 30 sy se
separaron a 6,0 kW durante 35 min. Se utilizaron muestras con alelos
previamente identificados como controles positivos para garantizar la precision
del tamafio y minimizarida variacion de una serie a otra. Cada reacciéon de PCR
y electroforesis capilar ‘se~repiti6 al menos dos veces para asegurar la

reproducibilidad de los resultados:

Tabla 1. Caracteristicas de los loei ' SSR analizados, previamente informados
(Escribano et al., 2004, 2008).

SSR Secuencia (5"-3") Repeticion Temp. Tamafio Tamafio
(°C) esperado

LMCH5 F: CCCACTCTTCTACCCICAAC (CT)10 55 152-166 155-160
R: CAAGTCCCTGTAAGAATCAGA

LMCH6 F: GGCATCCTATATTCAGGTTT (CT)a4 55 204-224 220-254
R: TTAAACATTTTGGACAGACC

LMCH12 F: TATCTGCTTGAAACCAAAAC (CT)avy 55 152-167 152-168
R: GCATTAGATGAGAAGGACTC

LMCH21* F: TTTTATAGGAGGGGAGAGTAGA 55 159-172
R: AAAACGACAACATTCCACAC

LMCH29 F: GTACCATCTTTTAGGAAATC (GA)9 55 189-193 185-195
R: TGCAATCTATGTTAGTCAC

LMCH39 F: AATTTGTATGGTGTTGACAG (CM11 55 119-123 187-195
R: AGTTGTAGGTGGTTTAAGTTC

LMCHA42 F: TTTATCATTACGAGAGTTATCA (GA)11 55 175-187 198-202
R: AAAGTTGTCCTTTTACTCCT

LMCH79 F: GAAGCAAGTAGACACGTAGTA (CT)12 55 206-210 207
R: AGGGTTGGTATTTCTTTATAGT

LMCH87 F: AGTTAAGACACGAGATGATAAA (GA)15 55 103-107 133-152
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R: CAAGTAAAGACTGAAAGGTTG
LMCH118* F: AAAACTATAACCAGGAAGTAAA 55 221-239
R: AGACTGATGGTCTTTTTCTC

*Reportadoe previamente para A. Cherimolla

6.3. Analisis de’datos moleculares

6.3.1. Diversidad genética

La diversidad genética de lasydiferentes poblaciones de A. muricata fueron
determinadas por medio del calcule~de parametros como la riqueza alélica (Na),
namero efectivo de la poblacion-.(Ne), heterocigosidad observada (Ho),
heterocigota esperada (He),“Coeficiente.de-fijacioén (F), utilizando el programa de
GenAlex 6.502 (Peakall & Smouse; 2012): El calculo del equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) para el céalcule-de déficit.de heterocigotos se llevo a cabo
usando el programa GENEPOP 4.0.10, (Raymoend y Rousset, 1995; Rousset,
2008). Para el célculo del contenido polimérficoA(PIC) se utilizdé el programa
CERVUS 3.0.7. La presencia de alelos nulos por leecus fue verificada mediante

el uso del programa FreeNa (Chapuis & Estoup, 2007

6.3.2. Estructura genética

La estructura genética se estimd por medio de varios parametros de
diferenciacion, identificacion de subestructuras y distancia genética~entre las
distintas poblaciones analizadas. La diferenciacion genética se llevg a cabo
mediante el calculo de los valores de Fst, asi como un andlisis de vananza
molecular (AMOVA) con la ayuda del programa GenAlex 6.502. Para realizar la
identificacion de la estructura de la poblacion se utilizo el software STRUCTURE
v2.3.1 (Pritchard et al. 2000). Aplicando el modelo de ADMIXTURE el cual asume
gue cada individuo tiene ascendencia de uno o mas de K fuentes genéticamente

distintas segun los parametros de corrida mencionados por (Wang, 2017) el
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ndmero de poblaciones (K) se establecieron de 1 a 20 con un periodo de inicio
de 100;000 reiteraciones seguidas de 1,000,000 iteraciones de cadena de
Markow"Monte Carlo (MCMC) y un alfa individual para cada poblacion de 0.06
(Pritchard et-al., 2000; Wang, 2017). La identificacién del nUmero mas probable
de poblacioneSK segun nuestros datos, se determin6 usando el método Evanno
(Evanno et al.;»2005) implementado en el sitio web STRUCURE HARVESTER
(Earl & VonHoldt, 2012). La distancia genética se evalué por medio de la
estimacion del coeficiente de Nei utilizando el software GenAlex y se construyo
el Dendrograma con el;método de grupos de pares no ponderados con media
aritmética (UPGMA) por medio del programa R y posteriormente fue editado con

la ayuda del programa Interactive-Tree Of Life (iTOL) (Letunic & Bork, 2021).

6.4. Analisis de datos quimicos.

6.4.1. Preparacion de extractos

Los extractos fueron preparados mediante maceracion exhaustiva de 100 g. del
triturado de hojas de A. muricata/Secas de”_eada uno de los municipios
muestreados en matraces Erlenmeyer_agregando-metanol hasta cubrirlo por
completo, y se dejo macerar durante 24 h posteriormente se filtré y se concentro
en un rotavapor marca Buchi modelo R300, hasta llegar a sequedad a una
temperatura de 59 ° C. Este proceso se realizé dos veces utilizando el mismo

material vegetal (Beltran Villanueva et al., 2013).

6.4.2. Determinacion de polifenoles y flavonoides totales médiante

espectrofotometria UV-Vis

Se realizaron ensayos para determinar el contenido total de flavonoides
utilizando un método colorimétrico descrito previamente por Zhu et al. (2010).
Para cada extracto evaluado, se preparé una curva de calibracion utilizando
concentraciones de 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 mg/mL del estandar rutina. Se
disolvieron 10 mg de cada extracto en 2 mL de metanol. A partir de la muestra,
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se  realizaron diluciones y se tomd una alicuota de 100 yL de la disolucién
resultante. Luego se anadieron 1250 yL de agua, seguidos de 75 yL de NaNO2
al 5%. Después de 5 minutos, se agregaron 150 yL de AICI3 al 10%. Pasados 6
minutos, seafiadieron 500 uL de NaOH 1M, lo que resultd en la formacién de un
complejo deeOlor rojo. Las lecturas de absorbancia se realizaron dentro de los
primeros 15 minutdos después de agregar el NaOH. Se preparé un blanco
utilizando 100 pL‘de'metanol en lugar de la muestra. Para elaborar la curva de
calibracion, se leyeren‘as absorbancias a 510 nm del estandar rutina. Luego se
tomaron las lecturas desabsorbancia de la muestra a la misma longitud de onda
que el estandar, lo que represento el contenido total de flavonoides. Cada ensayo
se realizo por triplicado y se.expres6 en mg equivalentes de rutina RE/g de

extracto metanolico.

0.4 y = 5.16x +0.1465 e
R2=0.9972° = .7
O

©c L e o
T |
© ,.--" ’
o
= e
2 0.2 o
o
<

0 ¢

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

mg/mL rutina

Figura. 9. Curvas de calibracion construidas para Flavonoides™otales.

La determinacion de polifenoles totales se realizo utilizando la metodologia
citada por Rojas et al. (2015). En la cual se elabor6 una curva de calibracionpara
determinar los polifenoles totales utilizando concentraciones de 0.001, 0.002,
0.004, 0.006 y 0.007 mg/mL del patron acido galico. Se disolvieron 10 mg de
cada extracto en 10 mL de metanol. A partir de la muestra, se realizaron

diluciones y se tomo una alicuota de 100 pL de la disolucion resultante. Luego
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se anadieron 1400 pyL de agua, seguidos de 250 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu 1N. Después de 5 minutos, se agregaron 250 yL de carbonato de sodio
al 20%g1o/que resultd en la formacion de un complejo de color azul. EI complejo
se dej6 reposar durante 2 horas antes de realizar las lecturas. Se prepar6é un
blanco utilizando 100 uL de metanol en lugar de la muestra. Para elaborar la
curva de calibracion, se leyeron las absorbancias a 760 nm del estandar acido
galico. Luego se tomaron las lecturas de absorbancia de la muestra a la misma
longitud de onda que” el estandar, lo que representd el contenido total de
polifenoles. Cada ensayo se realiz6 por triplicado, y fue reportado en mg

equivalentes de acido galicosGAE/g de extracto metandlico.
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Figura. 10. Curvas de calibracion construidas para Polifenoles totales.

Para ambos procesos se utilizé un espectrofotometro GENESYS™ 10 UV-Vis
(Thermo Scien-tific, 17 Waltham, MA, USA) con celdas de vidrio cilindricas de 10
mm de diametro por 100 mm de altura y con una capacidad de 4 mL."Para
determinar las diferencias estadisticamente significativas en la cantidad' de
metabolitos secundarios por poblacion analizada se empledé una prueba
estadistica de ANOVA. Los contrastes multiples de rangos se realizaron
empleando la prueba de Tukey/Kramer. Las diferentes pruebas estadisticas se
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realizaron mediante el software Statgraphics Centurion® V18. El limite confianza

de las pruebas estadisticas empleadas fue de a = 0.05.

6.4.3. Analisis de HPLC-PDA de extractos de hojas de A. muricata.

El analisis cromatografico se llevd a cabo en un sistema de moddulo de
separacion Waters 2695 con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2695 y
el software Empower’Pro (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.). La
separacién quimica se_réealiz6 utilizando una columna Supelcosil LC-F (4,6
mmx250 mm de, tamafo. de particula 5um) (Sigma-Aldrich, Bellefonte,
Pensilvania, EE. UU.). Lospardmetros empleados estuvieron basados en los
descritos previamente por Galleges-Garcia et al., 2022, los cuales se describen
a continuacion, para la fase movil se_ realizaron utilizando una solucién acuosa
de trifluoroacético al 0,5 %_{(disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) en
gradiente: 0-1 min, 0 % de B;2=3'min, 5%/(de B; 4-20 min, 30% de B; 21-23 min,
50% de B; 24-25 min, 80% de B;\26—-27 miny100% de B; 28—-30 min, 0 % de B.
El flujo se bombeo a una velocidad/de.0,9 mi/min-con un volumen de muestra de
10 ply la absorbancia se midié a 270 nm: Finalmente se realiz6 una identificacion
preliminar de los picos por medio de comparaciones con bandas caracteristicas
de tR y UV-Vis de estandares conocidos y datos de la literatura.

6.5. Determinacién de larelacion entre la diversidad_genéticay la
cantidad de polifenoles y flavonoides en las diferentes regiones
de muestreo en el Sureste de México.

Para determinar la relacion entre la estructura genética y el caontenido de
polifenoles y flavonoides en las plantas de A. muricata de las distintassfegiones
del Sureste de México, se empled el método de escalamiento multidimensional
basado en una matriz de correlacion usando el software Statistica 13.3.(Barroso
et al., 2019). Mediante este analisis, se gener6 una representacion grafica en
dos dimensiones que muestra las correlaciones entre los contenidos quimicos
de polifenoles y flavonoides, considerando diferentes categorias de produccion

de metabolitos secundarios las cuales fueron de 25%, 50% y 75%, asi como la
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pertenencia de los diferentes grupos genéticos identificados mediante el
programa Structure, considerando datos de las 10 poblaciones evaluadas en el

estudiosde la identificacion fitoquimica de A. muricata.

También generamos mapas de distribucion para inferir las posibles condiciones
ambientales que, podrian relacionar los grupos genéticos con el contenido
fitoquimico. Losanapas fueron elaborados utilizando el programa QGIS 3.30, se
utilizaron datos delInstituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2009)
que incluyen informacién,sobre el uso del suelo y el tipo de suelo en las zonas
de estudio. Esta estrategia permitié obtener una vision espacial de las variables

ambientales relevantes y su distribucion en el area de investigacion.
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Figura. 11 Diagrama del flujo de los métodos implementados para la
identificacion de la diversidad, estructura y composicién quimica de flavonoides
y polifenoles en A. muricata L.
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Abstract: Annona muricata is a neotropical perennial fruit tree cultivated in
tropical regions of Central and South America, West Africa, Central Africa, East
Africa, and Southeast Asia. In recent years, it has received increasing attention
due to its pharmaceutical interest, especially for| the presence of metabolites
with reported anti-tumoral properties. In this research, 191 accessions of this
species collected in home gardens from four states of southern Mexico were
studied. They were analyzed using 10 microsatellite loci to”determine their
diversity and genetic structure. In addition, the metabolic content of flavonoids
and total polyphenols was analyzed, and 34 compounds were identified by
HPLC. The diversity was low to moderate in the populationssanalyzed with
values of expected heterozygosity (Hy ranging from 0.28 to 0.52. Thrée,genetic
groups were identified that are not linked to geographical origin."As fer the
chemical content, variations were found among the different accessions
studied.

Keywords: Annona muricata; Genetic diversity; Genetic structure; Flavonoids;
Polyphenols.
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1. Introduction

Amnnona muricata L., the soursop or guanabana, is a perennial, erect,
and highly branched tree with oblong to ovate leaves of bright green
color originating from the Neotropics that belongs to the Annonaceae
family (Strijk et al., 2021). Its flowers are simple, with green sepals and
thick yellow petals (Patel & Patel, 2016). Its fruits are ovoid, and dark
green with soft spines on the outside (Lim, 2012). The soursop produces
fruits throughout the year, with a higher production during spring and
early fall. As other species of the genus Annona, the soursop fruit is a
synedarp.

Propagation of A. muricata is commonly done by grafting or
seedlingrrootstocks (Morton & Dowling, 1987). Pollination and
fertilization of,the plant, on the other hand, depend mainly on insect
pollinators suchas beatles of the family Nitidulidae (Nakasone & Paull,
1998), although*this process is affected by various factors related to
floral structures, stich as dichogamous protogyny. Hand pollination is
frequent in commercial.soursop orchards to improve productivity.

Curtently, soursop is widely cultivated in tropical regions of
Central and, South America, West Africa, Central Africa, East Africa,
and Southeast/Asia (Pintoyet al., 2005) and it is one of the most
important species_ in ecofiomic.terms within the Annonaceae family,
being Brazil, Mexieo, andVenezuela the main producing countries

(Strijk et al., 2021).In'Mexico, it'is mainly found in the states of Nayarit,
Puebla, Veracruz, Colima, and*Michoacan, and to a lesser extent in
Guerrero, Tabasco, and Campeche (Luis M Hernandez-Fuentes et al.,
2008). In these areas, A. muricata is one of the species with the greatest
development in agronomic terms, with'a cultivation area of 2702
hectares according to SIAP reports (2018)and national clonal varieties
have been registered (Guanay-1, Guanay-2, and Guanay-3).

The soursop has been used since pre:Celumbian times by
cultures such as the Maya. Evidence of soursop’consumption date back
to at least 3400 BC (Colunga-GarciaMarin & Zizumbo-Villarreal, 2004).
In addition, records have been found in Peru indicating the presence of
A. muricata around 1000 AD, mainly associated withsites of the Chimu
culture. From its use by ancient cultures to the present day, the soursop
has been highly appreciated for its nutritional value and delicious taste.
The fruits are consumed fresh or processed into a variety\of'products,
such as juices, ice creams, yogurts, jams, liqueurs, and ‘others. In
traditional medicine, beverages made from all parts of the plant have
been used to treat a wide range of diseases, including parasitic
infections, dysentery, fever, urethritis, hematuria, asthma, liyer
diseases, and diarrhea. In addition, it is attributed with anticatarrhaly
antispasmodic, antidepressant, and antiemetic properties (Quilez et al
2018). These properties have been related to the presence of various
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secondary metabolites and bioactive compounds (Coria-Téllez et al.,
2018b) such as polyphenols, alkaloids, fatty acids, acetogenins, and
flavonoids (Luis Martin Herndndez-Fuentes et al., 2021). In the plant,
these compounds play functions related to growth and survival under
different environmental conditions (Kurepin et al, 2017). The
synthesis, accumulation, and production of these metabolites are very
complex and influenced by both genetic and environmental factors,
such as the amount of light, temperature, water availability, salinity,
soil, stress factors such as drought periods, flooding, or impoverished
soils, among others (Li et al., 2020; Verma & Shukla, 2015).

IThe different pathways of secondary metabolite production are
highly-sSusceptible to environmental variations, leading to the
expressionyof different genes (Sharma, 2018). Variations in production,
storage, and’medicinal properties can also be found depending on the
plant part and\developmental stage (Broun et al., 2006), as well as the
geographic origin (Li et al., 2020).

Some of the Mexican soursop cultivars that have been evaluated
to obseérye differences=in chemical composition are Crioula, Lisa, and
Morada. Pfecious results have shown that "Lisa" had a higher
concentration of phenglic compounds, while "Crioula" had a higher
potential for antioxidantactivity (SIQUEIRA et al., 2015), demonstrating
that there can/begdifferencesnbetween soursop cultivars. Therefore,
selection of genotypes withshigh secondary metabolite content is
important for producing medicinall and food contents, considering that
the concentration and bioactivity of ‘compounds may vary depending
on the region, growing conditions, sand other factors. Additional
research is required to determine the most promising cultivars in each
context (Li et al., 2020).

In Mexico, the cultivation of A. miiricata is favored by suitable
geographic, climatic, and environmental conditions. However,
production is limited by different reasons, such as phytosanitary
aspects, deficiencies in production technology; lack,of identification of
highly productive or desirable cultivars, as” well as lack of
characterization of the genetic stock that is still present in natural
conditions, backyard orchards or underutilized at‘the edge of local
roads or grazing areas (Luis Martin Hernandez-Fuentes et.al.,,2021).

Genetic and genomic studies are fundamental to identity valuable
traits in plants, such as those related with higher productionrand-storage
of phytoconstituents that can be used in conservation and-genetic
improvement programs (Cabrera, 2016). Moreover, knowledge of
genetic diversity and structure is crucial for the conservation of génetic
resources of species such as A. muricata, which may be threatened by
genetic erosion caused by land-use change practices, deforestation, and
current climate change (R. Aguilar et al, 2019; Larrafiaga, 2016).
Furthermore, the genetic structure of plant populations can indicate
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their evolutionary history and their ability to maintain adequate genetic
variability for long-term survival (Yisilam et al., 2022).

Therefore, results obtained through these studies can be used for
designing appropriate germplasm conservation and management
strategies, including the identification of priority areas for protection
and the selection of individuals to produce high-quality seeds and
vegetative propagation material. Additionally, this information can be
useful for improving the quality and efficacy of medicinal products
derived from these plants by allowing the selection of cultivars with the
most beneficial chemical properties for health.

JTherefore, this study aims to determine the genetic diversity and
structure”of A. muricata populations in home gardens in the southern
states ofiMexico using microsatellite molecular markers (SSRs), as well
as to identify~and quantify the bioactive compounds present in the
plants collected. In this way, the relationship between genetic diversity
and structureof the populations in the region and the production of
bioactive compounds in the plants can be estimated.

2. Materials'and Methods

2.1. Study area and plantymaterial.

191 foliar tissue samples-were processed from A. muricata L. trees
collected in home gardens of different municipalities within the states
of Veracruz, Tabasco, Chiapasyand Campeche (Figure 1). Each tree was
labeled with a unique/code based=on the collection site and sample
number, and the geographic coordinates were documented using a
Global Positioning System (GPS) forlatitude and longitude (Table S1).
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® Annona murnicata Evergreen forest
Land use and vegetation (serie VII) 101 Semi-evergreen forest
4 I Rainfed agriculture B Oeciduous forest i)
Water body B subdeciduous forest
Cultivated grassland B Gavery forest

S e
‘\%%“ *

Figure.1. Geogr@al distri

Xalapa, CZ: Coatzacoalces, CR: Card
CO: Comalcalco, PR: Paraiso, PI; Pich
Sabanilla, ST: Salto de Agua, PZ: Palizad
TE: Tenosique, CH: Champotén, CA: Cam

, NJ: Nacajuca, CE: Centro, SA:
Palenque, EZ: Emiliano Zapata,

Leaves that showed no signs of physicalQ e, pests, or diseases
were collected and stored in silica gel bags for equent processing
for genetic diversity analyses. For chemical analysis, an\equivalent of 1
kg of fresh foliar tissue was collected from each eva% population.
The plant tissue was dried in an oven (RSU Labsuppl , MEX) at a
temperature not exceeding 45°C and ground using a MPP300
mill.

1.2. DNA extraction and microsatellite marker (SSR) analysi;®

DNA extractions were performed following the method
cited by (Viruel & Hormaza, 2004). Which consists of an extract@
buffer based on CTAB and [-mercaptoethanol. The quality and
concentration of the extracted DNA were determined using a
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NanoDrop™ One spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) at a wavelength of A260/280 nm and A260/230 nm. Ten
microsatellites designed and evaluated for the genus Annona
(Escribano et al., 2004, 2008) were used, eight of which had already been
used in A. muricata (Table 1), and two primers previously reported for
A. cherimolla (Escribano et al., 2008).

The PCR reactions were carried out in a T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) using the following temperature
program: an initial step of 1 min at 94°C, 35 cycles of 30 sec at 94 °C, 30
sec at 55 °C, 1 min at 72 °C, and a final extension step of 5 min at 72 °C.
Theforward primers were labeled with fluorescence at the 5' end, and
the PERproducts were detected and sized using a GeXp capillary DNA
analysi§_system (Beckman Coulter Genome Lab). Samples were
denatured.at 90 °C for 120 s, injected at 2.0 kV for 30 s, and separated
at 6.0 kV for85)min. Samples with previously identified alleles were
used as positive\controls to ensure size accuracy and minimize
variationgrom ‘one run to another. Each PCR reaction and capillary
electrophoresis was.repeated at least twice to ensure the reproducibility
of the results.

Table 1. Characteristics of the SSR loci analyzed; previously reported (Escribano et al., 2004, 2008).

Forward and reverse Ta

SSR primers (5'-3") Repeat _(°C) Size (pb) Expected size

LMCH5 F: CCCACTCTTCTACCCTCAAC (CT)10 55 152-166 155-160
R: CAAGTCCCTGTAAGAATCAGA

LMCHS6 F: GGCATCCTATATTCAGGTTT (CT)14 55 204-224 220-254
R: TTAAACATTTTGGACAGACC

LMCH12 F: TATCTGCTTGAAACCAAAAC (ChH17 55 152-167 152-168
R: GCATTAGATGAGAAGGACTC

LMCH21* F: TTTTATAGGAGGGGAGAGTAGA 55 159-172
R: AAAACGACAACATTCCACAC

LMCH29 F: GTACCATCTTTTAGGAAATC (GA)9 55 189-193 185-195
R: TGCAATCTATGTTAGTCAC

LMCH39 F: AATTTGTATGGTGTTGACAG (CTH11 55 119-123 187-195

R: AGTTGTAGGTGGTTTAAGTTC

LMCH42 F: TTTATCATTACGAGAGTTATCA (GA)11 55 175-187 1988202
R: AAAGTTGTCCTTTITACTCCT

LMCH?79 F: GAAGCAAGTAGACACGTAGTA (CT)12 55 206-210 207
R: AGGGTTGGTATTTCITTATAGT

LMCHS87 F: AGTTAAGACACGAGATGATAAA  (GA)15 55 103-107 133-152
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RiL.EAAGTAAAGACTGAAAGGTTG
LMCH118* FrAAAACTATAACCAGGAAGTAAA 55 221-239
R: AGACTGATGGTCTTTTTCTC

*Report previously reported for A. cherimolla

1.3. Molecular data analyses.
1.3.1. Genetic diversity.

The”genetic diversity of the different populations of A. muricata
was detexmined by calculating parameters such as Na= average
number ‘ofsalleles (Na), average number of effective alleles (IN),
observed hetérozygosity (Ho), expected heterozygosity (H.), fixation
coefficient (F); using the GenAlex 6.502 software (Peakall & Smouse,
2012). Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was of obtained by
calculation of heterozygote deficiency using the GENEPOP 4.0.10
software (Rousset, 2008). The CERVUS 3.0.7 software was used to
calculate the,polymorphic content (PIC). The presence of null alleles per
locus was verified usingithe FreeNa program (Chapuis & Estoup, 2007).

1.3.2. Genetic Structure.

The genetic structiire was éstimated using various differentiation
parameters, identification of substrdctures, and distance between the
different analyzed populations. Genetic/differentiation was carried out
by calculating Fsr values, as well as asmolecular variance analysis
(AMOVA) using GenAlex 6.502 softwarey To identify the population
structure, Structure v2.3.1 software was used, applying the Admixture
model, which assumes that every sample has Jancestry from one or
more of K genetically distinct sources according toithe run parameters
mentioned by (Wang, 2017). The number of\populations (K) was
established from 1 to 20 with a burn-in period of 100,000 iterations
followed by 1,000,000 Markow Monte Carlo (MCMC) chain iterations
and an individual alpha for each population of 0.06 (Pritchard et al.,
2000; Wang, 2017). The identification of the most probablé number of
populations K according to our data was determined using-the-Evanno
method (Evanno et al., 2005) implemented on the STRUCTURE
HARVESTER website (Earl & VonHoldt, 2012). Genetic distahce ‘was
evaluated by estimating the Nei coefficient using GenAlex softyware,
and the dendrogram was constructed using the unweighted pair-grovp
method with arithmetic mean (UPGMA) by the R program, and
subsequently edited with the help of the Interactive Tree Of Life (iTOL)
program (Letunic & Bork, 2021).
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1.4. Chemical Data Analysis.
1.4.1 Preparation of Extracts.

The extracts were prepared by exhaustive maceration, in which
100 g of crushed dried A. muricata leaves from each of the sampled
locations were placed in Erlenmeyer flasks and completely covered
with methanol. In total 10 populations belonging to the southern region
of Mexico were analyzed They were macerated for 24 hours and then
filtefed. Methanol was added again to the solid residues inside the flask
after filtration. This process was repeated 2 more times. The extracts
from the 8/days of maceration were combined in an amber-colored
bottle and_evaporated to dryness in a rotary evaporator (BRAND) at a
temperatureof 59 °C.

1.4.29 Total\Flavonoid and Polyphenol Content.

Assays for flavonoid determination were carried out using a
colorimetricmethod previously described by (Liu et al., 2002), for each
of the evaluated extracts’Sol@tions were measured using absorbance at
510 nm using agspectrophotometer; absorbance was immediately
measured againstthe blank'prépared at 510 nm using a GENESYS™ 10
UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
The standard used\for the assays\ywas rutin and each assay was
performed in triplicate.

Total polyphenol determination was carried out using the Folin-
Ciocalteu method (Garcia Martinezs#et al., 2015). Absorbance
measurements were taken at 760 nm with\gallic acid as the reference
reagent. Flavonoid content determination was measured in mg
equivalents of rutin (RE)/g of methanolic éxtract, while polyphenol
content was reported as mg equivalents of" gallic acid (GAE)/g of
methanolic extract, for 10 populations belonging\to'the southern region
of Mexico.

To determine statistically significant differences in the amount of
secondary metabolites per analyzed population, an ANOVA statistical
test was employed. Multiple range contrasts were performéedyusing the
Tukey test. Different statistical tests were performed using Statgraphics
Centurion® V18 software. The confidence limit of the statistical. tests
employed was a = 0.05.

1.4.3. Analysis of HPLC and UV-Vis spectra of A. muricata leaf extracts.

Chromatographic analysis was carried out on a Waters 2695
separation module system with a Waters 2695 photodiode array
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detector and Empower Pro software (Waters Corporation, Milford,
MA, USA). Chemical separation was performed using a Supelcosil LC-
F column (4.6 mm x 250 mm, particle size 5 pm) (Sigma-Aldrich,
Bellefonte, Pennsylvania, USA). The parameters used were based on
those previously described by Gallegos-Garcia et al., 2022, which are
described below. For the mobile phase, an aqueous solution of
trifluoroacetic acid at 0.5% (solvent A) and acetonitrile (solvent B) were
used in a gradient: 0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B; 4-20 min, 30% B; 21-23
min, 50% B; 24-25 min, 80% B; 26-27 min, 100% B; 28-30 min, 0% B. The
flow was pumped at a speed of 0.9 ml/min with a sample volume of 10
ul,“and” absorbance was measured at 270 nm. Finally, a preliminary
identification of peaks was performed by comparing with characteristic
tR and UVi-Vis bands of known standards and literature data.

3. Results
3.1. Genetic analysis.
2.2 Genetie-diversity.

The population with the highest number of different alleles was Centro
(NA =3.90) afidithe population with the lowest number was Pichucalco
(NA =1.70). The global value obtained for the Polymorphic Information
Content (PIC) was’_0.53, which corresponds to a moderately
polymorphic value.(The populatiomwith the highest PIC value was
Centro with 0.47, and the minimumsvalue was found in the Pichucalco
population with a value of 0.22. No nuill.alleles were found using the
FreeNa software. The expected hetérozygosity (H:) of the 18
populations analyzed ranged from 0.28 t0.0:52, with an average of 0.41.
The rest of the values for determining genetic diversity are presented in
Table 2.
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Table 2. Genetic diversity parameters for the 18 populations of Annona muricata L.

Population = Na N. H, H. F PIC HWE
XA 3 2100 1.834 0.467 0.350 0 3_ 15 0.2977 NS
cz 3 2.100 1.897 0.367 0.335 0.037 0.2843 NS
CR 10 3.200 2.391 0.408 0.522 0.257 0.4679 o
HU 8 2.600 1.897 0.271 0.407 0.456 0.3532 o
CU 20 3000 1917 0.298 0.417 0.424 0.355 A
CcO 11 2.600 2.099 0.297 0.409 0.308 0.3574 o

- A

PR 7 2.300 »2.041 0.429 0.384 0106 0.3296
PI 4 1.700 1583 0.350 0.281 0957 0.223 NS
NJ 19 2.500, 1.845770.269 0.349 0.332 0.3009 o
CE 30 3900~,2.520 {0386 0.528 0.271 0.479 o

SA 5 1.900 © 1.756 0.260,,0.349 0.328 0.283 *

ST 13 3.000 /2.285 0.337_-0459 0.320 0.4121 o
PZ 6 2.000 1.725% 0.408 = 0:345 0.067 0.2857 NS
PA 17 3.200 2.447..0.395 0.519 ,0.257 0.4635 ot
EZ 11 2.700 2.113 0427 0476 _0:102 0.4054 o
TE 13 2.800 1.969 0.433 0.441 07127 0.3709 o
y o

CH 8 2200 1.614 0.350 0.323 0.015 0.2692
CA 3 1.800 1.620 0.267 0.328 0.238 0:2582 NS
Global 191 2533 1975 0.357 0.401 0.166 05326 o

n=number of individuals, Na= average number of alleles, Ne=average number of
effective alleles, Ho= observed heterozygosity, He= expected heterozygosity, F=
inbreeding coefficient, PIC= Polymorphic information content, HWE= Hardy-
Weinberg equilibrium, Key: ns=not significant, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. XA:
Xalapa, CZ: Coatzacoalcos, CR: Cardenas, HU: Huimanguillo, CU: Cunduagan, CO:
Comalcalco, PR: Paraiso, PI; Pichucalco, NJ: Nacajuca, CE: Centro, SA: Sabanilla, ST:
Salto de Agua, PZ: Palizada, PA: Palenque, EZ: Emiliano Zapata, TE: Tenosiquey€H:
Champotén, CA: Campeche.
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3.1.2 Genetic structure

The most probable number of populations determined using the
Evanno method in the STRUCTURE software was K=3 (Figure 2).
Genetic groups one and two showed a geo-graphical distribution in
Tabasco and the northern region of Chiapas, while the presence of
genetic group three was present in most of the sampled populations,
with highest pre-dominance in Veracruz and Campeche. Additionally,
the FST values of most populations had values between 0.05 and 0.25;
the*Campeche population showed high genetic differ-entiation with
respeetto the Centro and Salto de Agua populations, with FST values
of 0.29 and,0.26, respectively (Appendix A). Likewise, the overall FST
index indigated moderate genetic differentiation (0.126). Regarding the
analysis of molecular variance (AMOVA), the results showed that the
highest percentage of variance (64%) is within individuals, followed by
30% among individuals and 6% among populations.

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00
XACZ CR HU cu O PR PI N) CE SA ST PZ PA EZ TE CH CA

Figure 2. Genetic groups were estimated from a Bayesian'evaluation of genetic
partition using STRUCTURE in 18 populations, ordered fromjeast- to west, of
A. muricata (K= 3). Group one = red, group two = green, and,group three = blue.
XA: Xalapa, CZ: Coatzacoalcos, CR: Cardenas, HU: Huimanguillo, CU:
Cunduacan, CO: Comalcalco, PR: Paraiso, PI; Pichucalco, NJ:3Nagajuca, CE:
Centro, SA: Sabanilla, ST: Salto de Agua, PZ: Palizada, PA:«/Palénque, EZ:
Emiliano Zapata, TE: Tenosique, CH: Champoton, CA: Campeche:
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In the analysis of genetic distance among the 18 populations by
Neighbor Joining, three genetic clusters can be identified. The first
cluster includes Paraiso, Xalapa, Comalcalco, Pichucalco, Campeche,
Emiliano Zapata, Palizada, and Coatzacoalcos. The second cluster is
formed by Sabanilla, Centro, Tenosique, Palenque, Champotoén, and
Cardenas. The third cluster is made up of the populations of Salto de
Agua, Cunduacan, Nacajuca, and Huimanguillo. Those clusters are
represented in Figure 3.
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Figure. 3. Analysis by the method of unweighted paitgroups with arithmetic
mean (UPGMA) of 18 populations of A. muricata im*Southeastern Mexico.
XA: Xalapa, CZ: Coatzacoalcos, CR: Cardenas, HUY Huimanguillo, CU:
Cunduacan, CO: Comalcalco, PR: Paraiso, PI; Pichucalco, NJ: Nacajuca, CE:
Centro, SA: Sabanilla, ST: Salto de Agua, PZ: Palizada,PA: Palenque, EZ:
Emiliano Zapata, TE: Tenosique, CH: Champoton, CA: Campeche.
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Figure 4. Flavonoid and polyphenol content in populations of A. muricata. A)
Flavonoid content expressed in mg rutin equivalent/g,ofextract. B) Polyphenol
content expressed in mg gallic acid equivalent/g of extract. Values are
presented as means * standard deviation of the means (SD)#=3."ANOVA, with
post-test with * p < 0.05 Tukey test, where different letters indiCate significant
differences among them. PA: Palenque, CH: Champotoén,“€E:_€entro, EZ:
Emiliano Zapata, ST: Salto de Agua, NA: Nacajuca, PRY Paraiso, CU:
Cunduacan, PZ: Palizada, CO: Comalcalco.
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3.2 Metabolic profile of methanolic extracts of A. muricata.
3.2.1 Total Flavonoid and Polyphenol Content.

The results of flavonoid and total polyphenol contents are shown in
Figure 3. A significant content of flavonoids and polyphenols was
observed in all populations, with values from 73.48 to 592.70 mg RE/gE.
for flavonoids and 13.10 to 126.59 mg GAE/gE. for total polyphenols.
Thesresults showed that the contents of total flavonoids and
polyphenols are different in the studied populations.

Regatding flavonoid contents, different groupings were observed: CH
and EZ formred the first group and had the highest concentrations, whit
values froms 592.70 and 464.14 mg RE/gE de without showing
significant'differences between them. On the other hand, NA, CU, CE,
PA, and PZ were_ the second group with the lowest TFC, with values
ranging from 273:57 to 349.80 mg RE/gE without significant differences
between’them. Finally, CO, PR, and ST were the populations that
showed'thelowest TEC'values, ranging from 75.48 to 213.50 mg RE/gE.

For the case of TPC, different groups were found based on the amount
of this metabolite. The first'group was constituted of PA, CH, and CE,
who had the highest levels(of TPC whit values from 108.32-126.58 mg
GAE/gE. The following group#with values from 67.20 to 79.74 mg
GAE/gE was formed’by ST and EZ. The NJ, PR, and CU groups showed
values from 20.14 t036.67 mg GAE/gE. Finally, the populations with
the lowest levels of TPC were PZ and*CO with values from 13.10-13.12
mg GAE/gE.

3.2.2. HPLC analysis of the methanolic extractsof A. muricata leaves.

Thirty-five compounds of medium and low polarity were identified
with retention times from tR = 8.26-27.867 min afndywere characterized
as shown in Table 3. It contains a summary of-information such as
retention time, main absorption bands of the UV-Vis speetrum, and the
presence of each peak in the 10 analyzed populations. Based on the
retention times and absorption spectra bands of each peak shown in
Table 3, a preliminary analysis of each of these metabolités present in
the populations was carried out by comparing these parameters with
known standards and literature information.

Particularly, compounds corresponding to polyphenols, flavoneids,
terpenes, and alkaloids could be observed, with polyphenolic
compounds being the most predominant.

Notably, the compounds that were present in the majority of the
populations correspond-ed to peaks 6, 7, 11, and 33. Peak 6 (tR = 8.88
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Table 3.Preliminary phytochemical profile by HPLC analysis of methanolic leaf extracts of A.
muricata in 10 populations from the southern region of Mexico.

Retention .
Peak Time Absorption Bands Population Comf‘)o'u nd Ref.
. (nm) Affinity
(min)
1 8.26 220, 312.5 CE Derived from Standard
gallic acid
Analogo de un
220,252.1, 293.
2 8.4 9222.1,2935, CE alcaloide tipo (Wu et al., 2019)
331.6 .
indol
3 8.56 211, 3137 pa s pz Derived from Standard
gallic acid
Derived from
4 8.58 209.9, 284, 3187 CH . Standard
catechin
5 8.85 269.8, 401.8 co Derived from Standard
salicylic acid.
PA, CE, Derived f
6 8.88 210,236.8,314'8 CH, EZ, - e:;’zricrgi‘i Standard
pasT, cu !
PA; CE,
CH, EZ, )
7 9 211, 256.9, 355.3 p7, STCU, Rutin Standard
PR
Luteolin Standard(Mabry
8 9.11 241.5, 265.1, 347 Nj sleicoside et al, 2012)
Aniglnin Standard
9 9.2 229.8,2545,3351  CO lpci 2 (Mabry et al.,
&Y 2012)
Flavone'derived Standard
10 9.21 209.9, 265.1, 349.4 CE from luteolin (Mabry et al.,
glycoside 2012)
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PA, CH, NJ, Glycosylated Standard
11 9.28 210,265.1, 349.4 PZ, ST, CU, derivative of (Mabry et al.,
PR kaempferol 2012)
12 9.31 228.6, 308.9 ISIZ{, N EZ, Coumaric acid Standard
13 9.45 5274, 310.1 PA Derived from Standard
coumaric acid
Standard
14 9.617 260.4,283, 354.1 CcO Vanillic acid (Mabry et al.,
2012)
15 1051 218,292.3 Ez, pz,pr  Derived from Standard
coumaric acid
Derived from Standard
16 1073 2345,256.9,288.8,4% CO tved o (Mabry et al.,
ferulic acid
2012)
Derived from Standard
17 10.750 218, 240, 293.5, 319.6 ClUL . . (Mabry et al.,
ferulic acid
2012)
Derived from Standard
18 10.75 220, 320.8 EZ, ST . . (Mabry et al.,
ferulic acid
2012)
Derived from Standard
19 1076 220,285, 318 PZ yrived tro (Mabry et al.,
ferulic acid
2012)
20 Derived from (Mabry et al.,
10.77 1,242.7, . . .
0 221, 2427, 3232 N chloregenic acid  2012)
21 10.933 215, 225, 314.8 NJ p-Coumarie acid Standard
Phenylprepane
2 10.993  225,285,314.8 CH derived from ;1\0/[1azt;ry etal,
caffeoylquinies
23 1140  210,258,285.2 CO, PR Derived from Standard
vanillic acid
Derived from
24 11.45 220, 258, 285.2 CH, NJ q1- . Standard
vanillic acid
Quercetin Standard
25 12.117 210, 255.7, 374.2 PA (Myricetin) (Mabry et-al.,
derivative 2012)
Derived from
26 12.15 211, 243.9,274.6 CcO . Standard
catechin
Derived from
27 12.333 230, 260, 314.8 CcO Standard

coumaric acid
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Derived from p-

28 12.883 210, 2274, 311.3 PA . . Standard
coumaric acid

29 12.883 () 215, 2404, 280.5 PR Derived from ~ — (Mabry etal,
chlorogenic acid  2012)
Flavanone

30 13417 1.220,235,279.3 PA derived from %ﬂ’;y etal,
eriodictyol
Flavanone

31 15483 210,265.1, 368.2 PA derived froma  (Mabry etal,
methoxylated 2012)
morin

32 13.067  254.5,286.4, 8754 co Derived from Standard
coumaric acid

1(?1—11, i[h}' £7 Derived from
33 25.383 234.5,284, 310 PZ ST, CUL coumaric acid. Standard
CO#=PR

34 28217 227.4,284.4,400.6~~ CO Derived from Standard
coumaric acid

(Zhang &

Huang, 2018)

PA: Palenque, CH: Champotdn, CE: Centro, EZ: EmilianoZapata, ST: Salto de Agua, NJ: Nacajuca,

PR: Paraiso, CU: Cunduacan, PZ: Palizada, CO: €omalcalco.

35 27.867 220, 307.7, 370.6 PR Terpene

min, Amax= 210, 236.8, 314.8 nm) corresponds to a possible derivative
of coumaric acid, peak 7 (tR = 9 min, "Amax= 211, 256.9, 355.3 nm)
corresponds to the compound rutin, peak 11L.(tR = 9.28 min, Amax=
210,265.1, 349.4 nm) is identified as a possible glycosylated derivative
of kaempferol, and peak 32, which was presént)in all populations
evaluated, has a retention time of tR = 25.383 min and a maxi-mum
absorption wavelength of Amax= 234.5, 284, 310 nm, and, corresponds
to a derivative of coumaric acid.

64




Diversidad genética, estructura y perfil fitoquimico de Annona muricata L.
en el Sureste de México

4. Discussion

4.1.1. Genetic diversity.

In the Annonaceae family, studies on genetic diversity have mainly
focused on certain members such as A. cherimola, A. squamosa and A.
miricata, using molecular and biochemical markers including
isbenzymes, SSRs or, SRAPs, and isoenzymes. In A. cherimola, average
genetic diversity values ranging from 0.49 to 0.57 have been reported
using’SSR markers in different Latin American populations (Escribano
et al., 2004,-2007; Larranaga et al., 2017). And in A. squamosa, using
isoenzymes, and H. of 0.47 has been reported, highlighting that this
work was done with samples from family orchards (Salazar et al., 2010).
On the otherthand, studies on genetic diversity in A. muricata have been
carried out in emmercial orchards in the main producing areas in the
state of Nayarit, Mexico, reporting low genetic diversity with He values
of 0.050_.and 0:164, /indicating that the material for orchard
establishment came from clonal plants (Lira-Ortiz, Cortes-Cruz, et al.,
2022; Talamantes-Sandovat et al., 2019). Similarly, reports by (Aguilar
et al., 2022) onsA=muricatacultivars in a region of Colombia showed H.
of 0.34, indicating low genetig diversity. Considering these research
studies as a reference, we cangargue that the genetic diversity of A.
muricata populations”analyzed insthis work is moderate (Frankham et
al., 2004), with the pepulation in’ Centro, Tabasco having the highest
diversity value with a"H. of 0.52. This/éan be explained by the fact that
this crop is mainly distributed by human action, which makes this
population composed of plants fromgdifferent regions within and
outside the state (Agustin & Ledesma, 2014b).

The inbreeding coefficient (F) showed ., global value of 0.16,
corresponding to a low level of inbreeding, (Erankham et al., 2004),
possibly due to the fact that the samples werg¢ ‘collected from home
gardens, which are estimated to maintain high levels of inter- and intra-
specific plant genetic diversity, particularly in terms oftraditional crop
varieties and local races (Galluzzi et al., 2010) as most of these orchards
are established with seeds (Rao & Hodgkin, 2002).

The Hardy-Weinberg test (HWE) showed that the populations of
Xalapa, Coatzacoalcos, Pichucalco, Palizada, and Campeche, were in
HWE equilibrium. Additionally, the rest of the populations weremot in
HWE equilibrium due to a deficit of heterozygotes (P<0.001) (Table.2).
This heterozygote deficit could be the result of some degree of
inbreeding as phenotypic selection (Karlsson & Mork, 2005), and/or
reproductive isolation, leading to more homozygous populations,
Moreover, the phenotypic selection made by growers to increase
certain desirable characteristics, such as fruit size, flavor, pulp
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production, and pest resistance (Luis Martin Hernandez Fuentes et al.,
2013), could be biasing selection certain genotypes with low genetic
variability. This is reflected by the inbreeding coefficient (F), which
showed values ranging from 0.257 to 0.456 (Table 2).

In conclusion, the sampled populations may be exhibiting
geographic isolation due to habitat fragmentation, as these sites
undergo soil/land-use changes caused by human activities such as
agricultural intensification, livestock, and road construction (Moreno-
Jiménez et al., 2019). This fragmentation can be observed in the land-
use data of the sampled regions (Figure 1). Habitat fragmentation
redtces population sizes and increases spatial isolation, and these
changes’are_usually accompanied by a reduction in genetic variation
and gréater genetic divergence among populations (Havsteen, 1983;
Toth et al.,.2019; Young et al., 1996).

4.1.2 Genetic'structure.

Three genetic.clusters were identified using different analyses
such as Bayesian analysis in the Structure software, Fsr analysis, and
genetic distance similagity analysis of Nei. This result may be explained
by the gene flow between populations, which does not follow a specific
geographic pattern.”Although-there was a predominance of one of the
three genetic groupsyin certain’populations, some degree of admixture
between them was-always perceived recorded. This could be due to the
geographical proximity of thegahalyzed areas and the form of
dispersion of A. muricata, which#ise mainly carried out by seeds
transported by birds, small mammals;’and humans (Bimmoy et al,,
2014; Spencer & Fleming, 1989). It is important to highlight that wild
fruit trees, such as A. muricata, are of gfeat/importance in the diet of
surrounding local communities, and in séme cases, their fruit is used
for local trade, increasing the dispersion of their seeds (Agustin &
Ledesma, 2014a). It has been reported that A. muficata is an important
component of the diet of certain animal species.in other parts of the
world, such as the fish Piaractus brachypomus (Andersonset al., 2009), the
monkey Callithrix jacchus (Amato et al., 2021), and‘the bat Nyctimene
robinsoni (Spencer & Fleming, 1989).Therefore, it is possible that A.
muricata seeds are dispersed by species that occupy a similar ecological
niche in the sampled areas.

4.2.1. Total flavonoid and total polyphenol content.

The most important differences in the content of secondaty
metabolites present in the leaves of A. muricata from the analyzed
populations may be due to the predominant regional factors of each
study site. It has been reported that the synthesis, accumulation, and
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fluctuations of compounds are regulated by four main factors, genetic,
oncogenic, morphogenetic, and environmental (Verma & Shukla,
2015). We observed that the populations that presented the highest
concentrations of both flavonoids and polyphenols (Figure 4) were
distributed in zones whose vegetation type is predominantly perennial
rainforest, in contrast to those populations that presented low
concentrations of metabolites, which were mostly found in zones of
cultivated grasslands (INEGI). This is important due to the contrast in
terms of the environmental characteristics of both zones since the soil
type of rainforests is considered much richer in nutrients and this
allows'the plant to be subjected to lower levels of environmental stress
(Sanchez, 2001). All of this is relevant since it has been recorded that
those negative abiotic conditions (imbalances in the amount of water,
light, temperature, and nutrients in the soil) (Verma & Shukla, 2015)
can affect the/syhthesis and accumulation of these compounds (Li et al.,
2020). Such fluctuations are also evident in the results obtained in the
identification of,compounds in HPLC analyses. The presence of such
compounds has been-widely reported in A. muricata leaves (George et
al., 2015; Nawwar etjal., 2012). In addition to these variations in the
compositioniand accumulation of secondary metabolites in A. muricata
depending on_the region, cotild be associate with genetic structure of
the different populations: of*A=muricata. Populations with a higher
presence of grouprthree (Champoton, Nacajuca, Cunduacan) are also
those that present higher concentrations of flavonoids while the
predominance of the green grotip/occurs in populations with a higher
production of polyphenols (Palenqgtie; Centro, and Emiliano Zapata)
(Figure 1). However, the values of genetic diversity do not seem to
show a relationship with the levels offproduction of the analyzed
secondary metabolites.

5. Conclusions

The study showed the existence of three, genetic groups of A.
muricata and that most of the populations analyzed presented moderate
genetic diversity, which did not show any geographical relationship.
Additionally, the results obtained show that certain pepulations, such
as Champoton, Palenque, Emiliano Zapata, Nacajuca, and,Centro, had
higher productivity of flavonoids and polyphenols, which.was related
to moderate to high genetic diversity. It is important to highlight that
these results may be influenced by environmental factors suchas land
use and interaction with surrounding human communities.” Fhese
findings are relevant because identifying populations with higher
metabolite production and genetic diversity can contribute to optimize
new plantings of this crop, as well as the conservation of the genetic
diversity of A. muricata in southern Mexico.
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Supplementary Materials:

Table S1. Location“of the sampling sites of the A. muricata L. populations with the number of
individuals used for the analyzes and their coordinates.

SSR analysis Population

State Y Chemical No. Code Latitude Longitude
population .

analysis
1 XAl 19,419,306 96,680,639
Xalapa (XA) 2 XA2 19,420,778 9,668,075
3 XA3 19,367,722 96,687,361

Veracruz
4 CZ1 18,129,333 94,481,833
Coatzacoalcos
(C2) 5 CZA2 18,128,806 94,483,861
6 CZA3 18,128,556 94,483,583
7 CR1 1,800,025 93,295,278
8" CR2 18,000,778 93,295,389
9" CR3 18,241,194 94,006,222
10 'CR4 179,765 93,384,833
17 7 47
Cardenas (CR) 11 CR5 ,966,91 93,363,472
12 CR6 17,969,361 9,336,575
13 CR7 17,981,806 93,381,472
14 CRS8 17,976,972 93,384,639
15 CR12 18,018,667 93,317,806
16 CR13 18,019,167 93,308,917
17 HU7 17,720,972 93,386,472
Tabasco

18 HUS8 178,325 934,155
19 HU1 17,851,944 93,390,611
Huimanguillo 20 HU2 17,822,861 93,395,278
(HU) 21 HU3 178,215 “+793/393,972
22 HU4 17,822,583 93,392,778
23 HU5 17,820,583 93,397,361
24 HU6 17,821,806 93,396,528
25 CU1 18,103,417 93,147,667
Cunduacan 26 CU2 18,104,944 93,148,889

Cunduacan
(CU) 27 CU3 18,102,694 93,144,889
28 CU4 18,102,694 93,144,944
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29 CU5 18,102,889 93,144,778
30 CU6 18,102,389 93,144,556
31 CU7 18,010,056 93,305,417
32 CUS8 18,010,083 93,305,306
33 CU9 18,010,194 93,305,028
34 CU10 18,004,028 93,134,306
35 CU11 18,004,028 93,134,306
36 CUI2 18,004,194 93,134,306
37 CU13 18,004,556 931,365
38 CU14 18,004,556 93,136,722
39 CU15 18,004,333 93,136,778
40 CU16 18,133,083 93,282,306
41 CU17 181,325 93,282,556
42 CU18 18,132,611 93,282,583
43 CU19 18,115,611 9,329,675
44 CU20 18,115,778 93,296,667
45 CO1 1,818,225 93,240,639
46> €02 18,182,194 93,240,694
47 CO3 18,182,278 93,240,694
48 CO4 18,181,917 93,240,694
Comalcalco 49 CO5 18,181,833 9,324,075
(CO) Comalcalco 50 CO6 18,181,972 93,240,556
51 CO7 18,181,889 93,240,611
52 CO8 18,182,167 93,240,972
53 CO9 18,182,889 93,239,806
54 CO10 18,182,889 93,239,861
55 CO11 18,182,972 93,239,778
56 PR1 18,314,444 93,167,667
57 PR2 18,314,556 93,167,778
58 PR3 18,314,667 93,167,667
Paraiso (PR) Paraiso 59 PR4 183,145 93,167,806
60 PR5 1,838,775 93,230,694
61 PR6 18,393,167 93,226,972
62 PR7 18,393,667 93,225,333
63 NJ1 18,089,694 92,939,167

Nacajuca (NJ) Nacajuca
64 NJ2 18,089,528 92,938,167
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65 NJ5 18,139 93,003,028
66 NJ6 18,139 93,002,917
67 NJ7 18,136,861 93,001,583
68 NJ8 18,136,889 93,001,611
69 NJ9 18,119,028 92,983,778
70 NJ10 18,119 92,983,556
71 NJ11 18,125,139 9,299,025
72 NJ12 18,125,056 92,989,361
73 NJ13 18,124,917 92,989,472
74 NJ14 18,124,861 92,989,333
75 NJ15 1,812,475 92,989,333
76 NJ16 18,124,806 92,989,667
77 NJ17 18,124,944 92,990,056
78 NJ20 18,021,806 92,947,722
79 NJ21 18,033,056 92,948,083
80 NJ22 18,033,083 92,947,556
81 INJ23 18,033 92,947,333
82» CFE1 17,977,389 92,957,611
83 CE2 17,954,528 92,791,222
84 CE3 17,959,889 92,785,944
85 CE4 17,969,333 92,790,278
86 CE5 17,975,306 92,786,528
87 CE6 17,976,472 92,786,972
88 CE7 17,976,167 92,787,472
89 CES8 17,976,389 92,786,694
90 CE9 17,971,222 92,788,111
Centro (CE) Centro 91 CE10 17,971,268 92,787,982
92 CE11 17,973,417 92,789,028
93 CE12 17,973,463 92,788,609
94 CE13 17,972 92,786,778
95 CE14 1,797,331 92,789,264
96 CE15 17,979,861 92,800,556
97 CE16 17,979,861 92,804,278
98 CE17 179,795 92,803,667
99 CE18 17,979,389 92,804,028

100 CE19 17,883,639 92,924,333

71




Diversidad genética, estructura y perfil fitoquimico de Annona muricata L.
en el Sureste de México

101 CE20 1,788,375 92,924,306
102 CE21 17,883,889 92,925,028
103 CE22 17,883,889 92,924,944
104 CE23 17,975,806 92,994,028
105 CE24 17,975,778 92,994,667
106 CE25 17,990,333 92,973,778
107 CE26 17,990,472 92,973,806
108 CE27 17,953,778 92,792,639
109 CE29 17,953,472 92,792,528
110 CE30 17,953,694 92,792,222
111 CE31 17,953,889 92,791,944
112 EZ1 17,736,917 91,754,333
113 EZ2 17,731,667 91,744,917
114 EZ3 17,731,667 91,744,917
115 EZ4 17,731,667 91,744,917
Emiliano el e 146 EZ5 17,737,139 91,755,222
Zapata (EZ) Zapata 137 EZ6 17,737,083 91,755,333
118+ EZ¥ 17,738,028 91,76
119 EZ8 17,738,167 91,759,861
120 EZ9 17,738,167 91,759,861
121 EZ10 177,385 91,761,361
122 EZ11 17,737,139 91,765,917
123 TE1 17,456,583 91,417,528
124 TE2 17,456,167 91,417,278
125 TE3 177491,222 91,431,222
126 TE4 1,749,075 91,430,778
127 TE5 17,491,722 91,432,583
128 TE6 17,490,417 91,430,722
Tenosique (TE) 129 TE7 17,493,167 91,431,056
130 TES8 17,462,333 91,501,944
131 TE9 17,461,722 91,499,944
132 TE10 17,463,389 91,502;639
133 TE11 17,465,972 91,509,528
134 TE12 1,746,575 91,510,694
135 TE13 17,465,417 91,508,361

Chiapas Palenque (PA) Palenque 136 PAl 17,512,111 92,006,611
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137 PA2 17,512 92,006,528
138 PA4 17,514,417 91,999,917
139 PA5 17,514,417 91,999,917
140 PA6 17,518,556 91,994,111
141 PA7 17,519,528 9,200,075
142 PA8 17,520,028 92,000,778
143 PA9 17,519,972 92,001,333
144 PA10 17,518,806 92,001,694
145 PA11 17,516,667 91,997,167
146 PA12 17,521,833 91,997,778
147 PA13 17,524,083 91,995,639
148 PA14 17,524,083 91,995,639
149 PA15 17,522,028 92,002,417
150 PAl6 17,504,722 92,002,722
151 PA17 17,504,722 92,002,361
152 PA18 17,504,583 92,002,389
158 PI1 17,507,306 93,123,722
Pichucalco (P 154 PI2 17,507,306 93,123,722
155 P13 17,511,306 93,122,444
156 PI4 17,511,306 93,122,444
157 SA1l 17,362,306 92,640,111
158 SA2 17,358,056 92,64
Sabanilla (SA) 159 SA3 17,358,111 92,638,528
160 SA4 17,357,306 92,639,472
161 SA5 17857,167 92,639,472
162 ST1 17851778 92,337,056
163 ST2 17,554,778 « 92,337,083
164 ST3 17,551,778+" 92,337,028
165 ST4 17,551,833 #~.92,337,111
166 ST5 17,552,083 92,337,361
S.de Agua (ST)  S.de Agua 167 STé6 17,552,111 92,337,417
168 ST7 17,550,944  92,339417
169 ST8 17,550,861 92,339,333
170 ST9 17,550,833 92,340,028
171 ST10 17,551,083 92,340,194

172 ST11 17,551,139 92,340,361
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173 ST12 17,551,167 923,405

174 ST13 17,554,361 92,339,917

175 CHI1 19,222,972 90,731,056

176 CH2 19,221,111 90,729,944

177 CH3 19,224 9,073,025

Champotén Champoton 178 CH4 19,219,139 90,727,917
(CH) 179 CH5 19,219,972 90,731,583

180 CHS 19,138,833 9,072,775

181 CH10 19,139,028 90,726,722

182 CH11 19,139,028 90,726,972

Campeche 183 CA1l 19,815,056 90,546,722
Campeche (CA) 184 CA2 20,130,083 90,178,667
185 CA3 20,132,139 90,178,389

186 PZ1 18.200583  92.123556

187 PZ2 18.201417  92.123389

Palizada (PZ) 188°P73 18.201806  92.123528
189" PZ4 18.204861  92.123389

190 PZ5 18.204917  92.123417

191 PZ6 18.234667  92.120833
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Table S2. FST genetic differentiation values among opulations of Annona muricata analyzed.
CA PZ CH PA P1 SA ST CE NJ CR CcO EZ TE CX

0.0695 0.0000 . . 0.0000 0.0355
0.0000 0.0042 . d 0.0000 0.0238
0.0000 0.0021 0.0125 0.0119 0.0298 0.0396

0.0325 314 0.0383

0.0000
0.0415

0.0000 0.0399 ! 00 0.0354 0.047

0.0001

0.0285

0.0343 0. . 0.0359 0.0214
0.0000. 0.0859 0. 0.033

0.0000 0.0301

0-0.05 Indicate Little genetic differentiation.
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Diversidad y estructura genética en A. muricata en el Sureste de México.

Esta investigacion ofreece uno de los primeros analisis de la diversidad y estructura
genética, asi como deda.composicion quimica de A. muricata en el Sur de México.
El area estudiada comprende un territorio mas amplio que los reportados en
estudios previos en esta espeeie-Los resultados obtenidos indican que la region del
Sur de México presenta valores significativos de diversidad genética en plantas de
A. muricata en huertos familiares. Esto-se evidencia en el valor de He obtenido, que
es de 0.40, lo cual indica una‘diversidad 'genética moderada en comparacion con
estudios previos realizados en el-estado desNayarit, donde se reportaron valores
bajos de He, de 0.050 y 0.164 respectivamente (Lira-Ortiz, Cortés-Cruz, et al., 2022;
Talamantes-Sandoval et al., 2019), por lo.gue nuestros)resultados demuestran una
mayor diversidad genética para esta especie en la regién Sur de México. Esto
debido a que las areas en las que se realizd este estudio,“el cultivo se dispersa
principalmente mediante la intervencion humana, lo que tiepé_una repercusion
directa sobre la diversidad genética encontrada (Agustin & Ledesma, 2014a) por lo
contrario los valores reportados para el estado de Nayarit corresponden a

plantaciones comerciales lo que explican su baja diversidad genética.

El coeficiente de consanguinidad (F) presento un valor global de 0.16, lo cual indica
un nivel bajo de consanguinidad (Frankham et al., 2004). Esto se atribuye a que las

muestras fueron obtenidas de huertos familiares, los cuales se consideran que
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mantienen niveles altos de diversidad genética tanto dentro como entre especies
vegetales, especialmente en términos de variedades de cultivos tradicionales y

variedades locales (Galluzzi et al., 2010).

El analisis de Hardy-Weinberg (HWE) demostré que las poblaciones de Xalapa,
Coatzacoalcos, Pichucalco, Palizada y Campeche se encontraban en equilibrio
HWE. Sin embargo, el resto’de~las poblaciones no presentaban equilibrio HWE
debido a un déficit de heterocigotos«(P<0.001). Este déficit de heterocigotos puede
ser resultado de diferentes factores, como consanguinidad en cierto grado,
seleccion fenotipica (Karlsson“&.Mork, 2005) y/o aislamiento reproductivo, lo cual
lleva a tener poblaciones mas homaocigotas. Ademas, la seleccion fenotipica llevada
a cabo por los productores para favorecen caracteristicas deseables, como tamano
del fruto, sabor, produccion de pulpa y resiStencia a(plagas (Hernandez Fuentes et
al.,, 2013), podria estar sesgando la seleccion de eiertos genotipos con una

variabilidad genética mas baja.

Las poblaciones muestreadas pueden estan experimentando aislamiento
geografico debido a la fragmentacion del habitat. Estos sitios se vepsafectados por
cambios en el uso del suelo causados por actividades humanas~e€omo la
intensificacion de la agricultura, la ganaderia y la construccion de carreteras
(Moreno-Jiménez et al., 2019). La fragmentacion del habitat se puede observar

claramente en los datos de uso de la tierra de las regiones muestreadas en el mapa
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(Figura 1)."Este fendmeno conlleva a una reduccion en el tamafio de las poblaciones
y un aumento en. el aislamiento espacial. Ademas, estos cambios suelen estar
asociados con unasdisminucion en la variacion genética y un incremento en la
divergencia genética‘.entre las poblaciones (Havsteen, 1983; Téth et al., 2019;

Young et al., 1996).

La preservacion de la diversidad.genética es un aspecto fundamental que contribuye
a la supervivencia de las especies en,su entorno natural. En el caso de las plantas
cultivables, esta diversidad genética\€s de gran importancia, ya que proporciona
beneficios significativos e informacion valiosa para su conservacion a largo plazo
(Bhandari et al., 2017). Sin embargo, /a lo largo.del tiempo, la diversidad genética se
ve disminuida debido a varios factores,"Coamo practicas de seleccion
desequilibradas, el uso frecuente de un numero limitado!de genotipos seleccionados
en el desarrollo de variedades, asi como la propagacion“de un numero reducido de
lineas genéticas (Bhandari et al.,, 2017). Esto resulta enyuna menor diversidad
genética en los cultivos, como se ha observado en algunos”informes sobre A.
muricata en el pais. Por lo tanto, la investigacion de variedades.o@ genotipos
regionales puede desempefiar un papel importante en la preservaciénidel acervo

genético y en el aumento de la diversidad genética.

Durante esta investigacion, se identificaron tres grupos genéticos mediante andlisis

bayesiano en el software Structure, analisis Fsry analisis de similitud de distancia
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genética de Nei. Estos resultados indican que el flujo de genes entre las poblaciones
no sigue un*“patron geografico. Aunque algunas poblaciones mostraron una
prevalencia de un‘grupa genético en particular, siempre se observo algun grado de
mezcla entre ellos. Este’fendmeno puede atribuirse a la proximidad geografica de
las areas analizadas y“a la,forma de dispersion de A. muricata, que ocurre
principalmente a través del transporte de semillas por aves, pequeios mamiferos y
humanos (Bimmoy et al., 2014; Spencer & Fleming, 1989). Es importante destacar
que los arboles frutales silvestres, _como A. muricata, desempenan un papel
fundamental en la dieta de las comunidades locales cercanas, e incluso su fruto se
utiliza en el comercio local, lo que.favorece'la.dispersion de sus semillas (Agustin &

Ledesma, 2014a).

Perfil metabodlico de extractos metanélicos de A.(muricata.

Contenido total de flavonoides y polifenoles totales.

Los contenidos de flavonoides y polifenoles totales encontradas en las muestras de
las poblaciones de A. muricata (Figura 3) en la region sur de México\presentaron
variaciones en cada una de las regiones estudiadas, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura por otros estudios realizados en extractos metanélicos de
hojas de la misma especie. Algunos de estos son los mencionados porgL.edn-
Fernandez et al. (2021) de 30 mg GAE/ gE, por George et al. (2015) 36,2 ug GAE/g

por Vit et al. (2014) de 375.3 mg GAE/100g, para el caso de polifenoles totales. Para
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el caso deflavonoides totales Nam et al. (2017) reporto valores de 168,52 mg RE /
gE. y Ledn-Fernandez et al. (2021) reporto valores de 490.83 mg RE / gE. Como se
puede observar,® diferencia entre el contenido fitoquimico en las muestras
analizadas, lo cual padria deberse a las diferencias en el clima, la temperatura, la
humedad, el suelo y el viento en las areas donde se realizaron cada uno de estos
estudios (Nam et al., 2017;"Pant et al., 2021). Ademas, el elevado contenido de
flavonoides en ciertas areas puede-sestar relacionado con los distintos niveles de
radiacion ultravioleta presentes en cadawna de las zonas estudiadas (Angmo et al.,
2021; Nam et al., 2017). La radiacion UVsse vincula con la respuesta en la sintesis
de flavonoides y polifenoles debido a los procesos de fotosintesis en las plantas

(Nam et al., 2017; Olsson, 1999).

Analisis por HPLC de los extractos metandlicos de hojas de A. muricata.

Entre los 35 compuestos identificados, se observo la preSencia de posibles acido
cumarico pico 6 y 33, rutina pico 7 y glucésidos de camferol ep-el pico 11, en todas
las muestras de las diferentes poblaciones estudiadas. Estos,/resultados son
consistentes con lo reportado en hojas de A. muricata, como se ha menciona en
investigaciones como las mencionadas George et al. (2012, 2015) y Jiménez et al.

(2014).
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Relacién entre la diversidad genética y la cantidad de polifenoles y
flavonoides.en las diferentes regiones de muestreo en el Sureste de México.

Para analizar la relacion entre la estructura genética y la cantidad de polifenoles y
flavonoides en distintas_regiones del Sureste de México, se empled el método de
escalamiento multidimensional basado en una matriz de correlacion utilizando el
software Statistica 13.3. Mediante este analisis, se generd una representacion
grafica en dos dimensiones que_muestra las correlaciones entre los contenidos
quimicos de polifenoles y flavonoides, ‘considerando las categorias de produccién
de metabolitos secundarios del 25%, 50%75%. Ademas, se incluyo la pertenencia
a uno de los tres grupos genéticos/identificados mediante el programa Structure,
utilizando datos de las 10 poblacionessevaluadas en el estudio de la identificacion
fitoquimica de A. muricata. Con base @€n)esta representacion grafica se pudo
observar cierta tendencia en la cual las poblaciones qué presentan los mas altos
contenidos, tanto de polifenoles como de flavonoides (75%) pertenecen al grupo
genético (Verde) en el cual se encuentran las poblaciones de Champoton, Emiliano
Zapata, Palenque y Centro. Por otra parte, se observé unatendencia en las
poblaciones donde prevalece el genotipo azul, caracterizadas por un baje contenido
de polifenoles (25%) y un contenido mas alto de flavonoides (50%). Estas
poblaciones incluyen a Comalcalco, Palizada, Nacajuca y Cunduacan. Ademas, se
pudo determinar la presencia de un tercer grupo que se caracterizé por mostrarupa

mayor produccion de polifenoles (50%) y una menor produccion de flavonoides
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(25%). Estaspoblaciones, Salto de Agua y Paraiso, formaron parte de dicho grupo
y se identificaron.como parte del genotipo verde. La conexién entre la informacion
entre los perfiles genéticos y los perfiles quimicos no puede establecerse de forma
directa, debido a lasiécnicas aplicadas. Mientras que para el perfil genético es
posible realizarlos por cada individuo (0.2 g. de tejido vegetal), el perfil fitoquimico
se realiz6 por poblaciones, debido a la cantidad de material vegetal necesario para
los extractos quimicos, que requeria 5 kilos de hojas frescas y por lo tanto fue
necesario combinar el material vegetal'de todos los individuos de la poblacién en
una sola muestra para extraer dos.compuestos quimicos. Sin embargo, a pesar de
esta limitacién, se observé una tendencia importante entre la estructura genética y
la cantidad de metabolitos secundarios, encontrados en las poblaciones de A.
muricata en el Sur de México, mostrando que puede-existir una relacion entre la
estructura genética y la cantidad de metabolitos secundarios contenidos en las
plantas de esta familia en la regién. Las diferencias en el contenido de metabolitos
secundarios presentes en las hojas de A. muricata de las poblaCiones evaluadas
pueden deberse a los factores regionales predominantes de cada sitie de estudio,
asi como a la estructura genética de las poblaciones. Se ha informado que la
sintesis, acumulacion y fluctuaciones de compuestos estan reguladas ‘poer_cuatro
factores principales: genéticos, ontogénicos, morfogenéticos y ambientales (Verma

& Shukla, 2015). Estos factores interactuan de manera compleja y pueden influir en
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las caracteristicas quimicas de las plantas en diferentes regiones de la parte Sur de
México.
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Figura. 12. Dispersion gréfica de 10-peblaciones’de A. muricata a través de
escalonamiento multivariado, basado en<el contehido quimico de polifenoles,
flavonoides y estructura genética de plantas de guanabanas en la regién Sur de
México, llevado a cabo con el programa Statistica 133, CU: Cunduacéan, CO:
Comalcalco, PR: Paraiso, NJ: Nacajuca, CE: Centro,+SF, Salto de Agua, PZ:
Palizada, PA: Palenque, EZ: Emiliano Zapata, CH: Champetén, F25: Contenido de
25% de Flavonoides, F: Contenido de 50% de Flavonoides, F75%: Contenido de
75% de Flavonoides, P25: Contenido de 25% de Polifenoles, R#Contenido de 50%
de Polifenoles, P75%: Contenido de 75% de Polifenoles, Ve: Grupe genético verde,
Az: Grupo genético Azul.
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CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES.

El estudio demostrg la.existencia de tres grupos genéticos de A. muricata, ademas
de que la mayoria de/las poblaciones evaluadas presentaron una diversidad
genética moderada. Ademas, se identificO que ciertas poblaciones, como
Champotoén, Palenque, Emiliaho Zapata, Nacajuca y Centro, presentaron una mayor
productividad de flavonoides y“pelifenoles, lo cual se relacion6 con una diversidad
genética de moderada a alta. Sin“embargo, cabe destacar que estos resultados
pueden verse influenciados por facteres ambientales como el uso del suelo y la
interacciéon con las comunidades humanas circundantes. Estos hallazgos son
relevantes ya que la identificacién de las poblaciones con mayor producciéon de
metabolitos y diversidad genética puede contribuir a establecer cultivos con fines
farmacéuticos, asi como a conservar variedades-genéticas exclusivas de la region.
De igual forma, es crucial el desarrollode’nuevas.técnologias de domesticacion de
plantas altamente productivas en metabolites secundarios de interés medicinal que
consideren el conocimiento existente sobre la influencia de los factores abioticos en
la produccion de metabolitos secundarios. En Ultima«instancia, es importante
destacar que la diversidad genética contribuye a la variabilidad en el contenido de

metabolitos secundarios en las plantas.
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Tabla 2. Ubicacion de*los sitios de muestreo de las poblaciones de A. muricata
L. con el nUmero de individuos utilizados para los andlisis y sus coordenadas.

Poblaciones Pobla_ci_on . . _
Estado . analisis | No. | Codigo | Latitud Longitud
analisis SSR aQmico
1|XA1 19,419,306 | 96,680,639
Xalapa (XA) 2| XA2 19,420,778| 9,668,075
3| XA3 19,367,722 96,687,361
Veracruz 4lcz1  |18,129,333|94.481,833
Coatzacoalcos
(C2) 5|CZA2 |18,128,806 |94,483,861
6/CZA3 |18,128,556|94,483,583
7[CR1 1,800,025 | 93,295,278
8| CR2 18,000,778 93,295,389
9|CR3 18,241,194 (94,006,222
10 | CR4 179,765 | 93,384,833
Cardenas 11| CR5 17,966,917 | 93,363,472
(CR) 12| CR6 17,969,361 | 9,336,575
13| CR7 17,981,806 | 93,381,472
14 |CR8 17,976/972 | 93,384,639
Tabasco 15|CR12 |18,018,667|93,317,806
16 |CR13 |18,019,167 /93,308,917
17 |HU7 17,720,972 | 93,386,472
18 |HUS8 178,325 | ©.934,155
19 |HU1 17,851,944 | 93,390;611
Huimanguillo 20| HU2 17,822,861 | 93,395,278
(HU) 21|HU3 178,215 | 93,393,972
22| HU4 17,822,583|93,392,778
23| HU5 17,820,583 |93,397,361
24| HU6 17,821,806 | 93,396,528
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25|CU1  |18,103,417 93,147,667
26|(CU2  ]18,104,944 93,148,889
27|CU3  [18,102,694|93,144,889
28|CU4 (18,102,694 (93,144,944
29|CU5 [18,102,889|93,144,778
30({CU6 |18,102,389 93,144,556
31({CU7 ]18,010,056 | 93,305,417
32|CU8  [18,010,083|93,305,306
33|CU9 (18,010,194 93,305,028

Cunduacan 34|CU10 [18,004,028|93,134,306

Cunduacan
(CU) 35/CU11 [18,004,028|93,134,306
36|(CU12 18,004,194 93,134,306
37|CU13 [18,004,556| 931,365
88|CU14 |18,004,556 93,136,722
39|CU15 |18,004,333|93,136,778
40 ;\CU16 |18,133,083 93,282,306
41|cu17 181,325 | 93,282,556
42|CcuU18 |18,132,611|93,282,583
43| CU19-, |18,115,611| 9,329,675
44| CU20~ 418,115,778 93,296,667
45|CO1 1,818,225 | 93,240,639
46|CO2  |18;182,194 93,240,694
47|CO3  |18182,278|93,240,694
48|C0O4  |18,181,917|93,240,694
49|CO5 |18,181(833| 9,324,075

COTS'C‘;;"CO Comalcalco| 50|CO6 18,181,972 | 93,240,556
51|CO7 [18,181,889|93,240,611
52|CO8 (18,182,167 |93,240,972
53|CO9 (18,182,889 93,289,806
54|CO10 |18,182,889|93,239:861
55|CO11 [18,182,972|93,239,778
56 | PR1 18,314,444 (93,167,667

Paraiso (PR) Paraiso 57 |PR2 18,314,556 93,167,778
58| PR3 18,314,667 (93,167,667
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59| PR4 183,145|93,167,806
60 | PR5 1,838,775|93,230,694
61| PR6 18,393,167 |93,226,972
62 | PR7 18,393,667 93,225,333
63 | NJ1 18,089,694 92,939,167
64 |NJ2 18,089,528|92,938,167
65 | NJ5 18,139]93,003,028
66 | NJ6 18,139|93,002,917
67 |NJ7 18,136,861 |93,001,583
68 | NJ8 18,136,889|93,001,611
69 |NJ9 18,119,028|92,983,778
70| NJ10 18,119]92,983,556
71[NJ11 18,125,139| 9,299,025
Nacajuca (NJ) |“ Nacajuca==72 | NJ12 18,125,056 92,989,361
73| NJ13 18,124,917|92,989,472
74 NJ14 18,124,861 |92,989,333
75 |[NJ15 1,812,475|92,989,333
76 |NJ16 18,124,806 |92,989,667
77 | NJAT 18,124,944|92,990,056
78| NJ20+ _418,021,806|92,947,722
79| NJ21 18,033,056 92,948,083
80| NJ22 18,033,083|92,947,556
81|NJ23 18,033]92,947,333
82| CE1 17,977,389|92,957,611
83| CE2 17,954,528 92,791,222
84 |CE3 17,959,889 92,785,944
85| CE4 17,969,333|92,790,278
86 | CE5 17,975,306 | 92,786,528
Centro (CE) Centro 87 | CE6 17,976,472 | 92,786,972
88| CE7 17,976,167 92,787,472
89 | CE8 17,976,389 | 92,786,694
90| CE9 17,971,222|92,788,1%1
91 |CE10 |17,971,268|92,787,982
92 |CE11 |17,973,417|92,789,028
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93|CE12 [17,973,463|92,788,609
94| CE13 17,972|92,786,778

95| CE14 1,797,331 |92,789,264

96 |CE15 [17,979,861|92,800,556

97 |CE16 [17,979,861|92,804,278

98| CE17 179,795 | 92,803,667

99|CE18 [17,979,389|92,804,028

100 |CE19 [17,883,639|92,924,333

101|CE20 1,788,375 |92,924,306

102 |CE21 [17,883,889|92,925,028

103|CE22 [17,883,889|92,924,944

104 |CE23 [17,975,806|92,994,028

105|CE24 [17,975,778|92,994,667

106 | CE25 [17,990,333|92,973,778

107 |CE26 [17,990,472|92,973,806

108 \GE27 [17,953,778|92,792,639

109 ,CE29 [17,953,472|92,792,528

110|CE80 (17,953,694 (92,792,222

111 |CE81l-~, [17,953,889|92,791,944

112 |EZ1 17,736,917 | 91,754,333

113|EZ2 17,731,667 (91,744,917

114 |EZ3 12,731,667 (91,744,917

115|EZ4 17,731,667 (91,744,917

. . 116 |EZ5 17,737,439|91,755,222
ZaEprgltlz!;la(nEOZ) EZ”;'ID";‘;‘O 117|Ez6  |17,737(083| 91,755,333
118|EZ7 17,738,028 91,76

119 |EZ8 17,738,167 91,759,861

120 |EZ9 17,738,167 | 91,759,861

121|EZ10 177,385|91,761,361

122 |EZz11  |17,737,139|91,765/917

123|TE1 17,456,583|91,417,528

Tenosique 124 | TE2 17,456,167 (91,417,278
(TE) 125|TE3 17,491,222 191,431,222
126 | TE4 1,749,075 |91,430,778
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127 | TE5 17,491,722 (91,432,583
128 | TE6 17,490,417 | 91,430,722

129 | TE7 17,493,167 (91,431,056

130 | TE8 17,462,333|91,501,944

131|TE9 17,461,722 (91,499,944

132|TE10 [17,463,389|91,502,639

133|TE11 [17,465,972|91,509,528

134 |TE12 1,746,575 |91,510,694

135|TE13 [17,465,417|91,508,361

136 | PA1 17,512,111|92,006,611

137 |PA2 17,512 92,006,528

138 |PA4 17,514,417 91,999,917

139 | PAS 17,514,417(91,999,917

140 | PA6 17,518,556 | 91,994,111

141 | PA7 17,519,528| 9,200,075

142 | PA8 17,520,028|92,000,778

143 [/PA9 17,519,972 (92,001,333

Palenque (PA)| Palenquée |144|PA1Q |17,518,806|92,001,694
145 | PAL1~, [17,516,667|91,997,167

146 | PA12+ _417,521,833|91,997,778

147 |PA13 17,524,083|91,995,639

Chiapas 148 | PA14 |14,524,083|91,995,639
149|PA15 |[17,522,028|92,002,417

150 |PA16 [17,504,722|92,002,722

151|PA17 [17,504,722|92,002,361

152 |PA18 [17,504,583|92,002,389

153 |PI1 17,507,306 | 93,123,722

Pichucalco 154 | PI2 17,507,306 | 93,123,722
(P1) 155 | PI3 17,511,306 | 93,122,444

156 | PI4 17,511,306 | 93,122,444

157 | SA1 17,362,306 | 92,640,114

Sabanilla (SA) 158 | SA2 17,358,056 92,64
159 | SA3 17,358,111|92,638,528

160 | SA4 17,357,306 | 92,639,472
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161 | SA5 17,357,167 | 92,639,472
162 |ST1 17,551,778 92,337,056
163|ST2 17,551,778|92,337,083
164 |ST3 17,551,778|92,337,028
165|ST4 17,551,833|92,337,111
166 | ST5 17,552,083|92,337,361
167 |ST6 17,552,111|92,337,417

S d(gTA)gua $.de Agua | 168|ST7 17,550,944 | 92,339,417

169|ST8 17,550,861 (92,339,333

170|ST9 17,550,833 (92,340,028

171|ST10 [17,551,083|92,340,194

172|ST11 |17,551,139|92,340,361

173|ST12 [17,551,167| 923,405

174|ST13  [17,554,361|92,339,917

175 | CH1 19,222,972 (90,731,056

176 ,cH2 19,221,111|90,729,944

177 ,CH3 19,224| 9,073,025

Champotén 1178 |€CH4, |19,219,139(90,727,917
Champot6én

(CH) 179 | CH5 19,219,972(90,731,583

180 | CHS8 19,138,833 | 9,072,775

181|CH10" [19,139,028|90,726,722

182 |CH11 [49;439,028|90,726,972

Campeche Campeche 183|CA1 19;815,056 | 90,546,722

(CA) 184 |CA2 20,180,083 90,178,667

185|CA3 20,132{139 90,178,389

186 | P71 18.200583 | '92.123556

187 |PZ2 18.201417| 92.123389

Palizada (P2) 188 |PZ3 18.201806 | '92.123528

189 |Pz4 18.204861 | 92.123389

190 |PZ5 18.204917 | 92.128417

191 |PZ6 18.234667 | 92.120833
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Figura. 13. Cromatoplaca fase normal de los extractos hexanico (A) Luz visible, Q
Onda larga en lampara UV. °
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