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RESUMEN

La cereza maya (Malpighia glabra L.) es un excelente recurso fitogenético por su alta
calidad nutritiva y alto contenido de compuestos organicos que le otorgan diversas
actividades bioldgicas. Por lo cual, el objetivo general de este trabajo fue evaluar la
diversidad genética, respuesta fisiologica de la semilla y el efecto bioplaguicida de
poblaciones de M. glabra colectadas en diferentes regiones bioclimaticas de Yucatan. El
presente proyecto de tesis se integré de tres fases. En la fase uno, se caracterizo la morfologia
del fruto y se evalud la diversidad genética de M. glabra, usando marcadores ISSR. En la
fase dos, se evalud la germinacién de semillas y la emergencia y crecimiento de plantulas de
la cereza maya utilizando cuatro tratamientos pregerminativos: [1) testigo (agua), 2)
inmersion en agua a 60°C por 5 min, 3) inmersion en agua por 48 h, 4) inmersion en acido
giberélico (AGz) por 48 h]. En la fase tres, se realizo la evaluacion toxicoldgica de cuatro
extractos etanolicos de hojas de M. glabra colectadas en cuatro localidades del estado de
Yucatan. Los resultados de la fase uno permitié observar tres grupos morfolégicos
caracterizados principalmente por la cantidad de °Brix y el tamafio del fruto. Los resultados
de la evaluacién molecular unicamente permitieron la formacion de dos grupos genéticos,
siendo las condiciones ambientales locales las que influyeron en la estructura y diversidad
genética de las poblaciones de M. glabra estudiadas. Los resultados de la fase dos permitieron
determinar que los tratamientos 2 y 3, inmersion en agua a 60°C por 5 min e inmersion en
agua por 48 h, fueron los que presentaron mejores resultados en cuanto a emergencia y
calidad de plantula. Para la fase tres, los resultados demostraron que los cuatro extractos
etandlicos evaluados, causaron efectos tdxicos en T. urticae en condiciones de laboratorio e
invernadero, y en A. swirskii el acaro depredador de T. urticae. Como conclusion, las
poblaciones de M. glabra en el estado de Yucatan presentan una alta diversidad genética,
influenciada principalmente por las condiciones ambientales de cada una de las cuatro
regiones bioclimaticas presentes en el estado; condiciones que tambien influyeron en la
composicion y concentracion de metabolitos presentes en los cuatro extractos etanolicos con
efectos tdxicos contra T. urticae y el acaro depredador A. swirskii. Los tratamientos
pregerminativos no influyeron en la germinacién, pero mejoraron los porcentajes de

emergencia y la calidad de las plantulas de M. glabra bajo condiciones de invernadero.
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ABSTRACT

The Mayan cherry (Malpighia glabra L.) is an excellent plant genetic resource due to
its high nutritional value and high content of organic compounds, which confer various
biological activities. It is native to the Yucatan state, where it is reported to be widely
distributed in four bioclimatic regions. This distribution could determine the composition of
its genetic diversity, its response to germination, as well as the metabolites that may be
present in the plant. Therefore, the general objective of this work was to evaluate the genetic
diversity, physiological response of the seed and biopesticidal effect of M. glabra populations
collected in different bioclimatic regions of Yucatan. This thesis project was integrated into
three phases. In phase one, fruit morphology was characterized, and the genetic diversity of
M. glabra was evaluated using ISSR markers. In phase two, seed germination and seedling
emergence and growth of Mayan cherry were evaluated using four pre-germination
treatments [1) control (water), 2) immersion in water at 60°C for 5 min, 3) immersion in
water for 48 h, 4) immersion in gibberellic acid (GAs) for 48 h]. In phase three, a
toxicological evaluation of four ethanolic extracts from M. glabra leaves collected from four
locations in the state of Yucatan was carried out. The results of phase one allowed us to
observe three morphological groups characterized mainly by the amount of °Brix and the
size of the fruit; however, the results of the molecular evaluation only allowed the formation
of two genetic groups, with the local environmental conditions being those that influenced
the structure and genetic diversity of the M. glabra populations studied. The results of phase
two determined that treatments 2 and 3, immersion in water at 60°C for 5 min and immersion
in water for 48 h, were those that presented the best results in terms of seedling emergence
and quality. For phase three, the results showed that the four ethanolic extracts evaluated
caused toxic effects on T. urticae under laboratory and greenhouse conditions, and on A.
swirskii the predatory mite of T. urticae. In conclusion, M. glabra populations in the Yucatan
state present a high genetic diversity, influenced mainly by the environmental conditions of
each of the four bioclimatic regions present in the state, conditions that also influenced the
composition and concentration of metabolites present in the four ethanolic extracts with toxic
effects against T. urticae and the predatory mite A. swirskii. On the other hand, pre-
germination treatments did not influence germination, but improved the emergence

percentages and quality of M. glabra seedlings under greenhouse conditions.
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l. CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Introduccion

Los recursos fitogenéticos son un excelente modelo de sustentabilidad con gran
importancia en la seguridad alimentaria, en la economia, asi como en la identidad y riqueza
cultural (Salgotra y Chauhan, 2023; Korpelainen, 2023). En México se reportan 554 especies
frutales nativas no convencionales, es decir que se encuentran en huertos de traspatio, en vida
silvestre o cultivados, pero que no se explotan comercialmente (Segura et al., 2018). Algunas
especies se utilizan desde la época prehispanica como fuente de alimento, las cuales no han
sido estudiadas (Nieto-Angel y Borys, 2008). Para el caso especifico de la Peninsula de
Yucatan, se ha registrado que los mayas utilizaron al menos 39 especies frutales, sin embargo,
estudios recientes indican que en la actualidad solo se encuentran 27 especies frutales en
huertos de traspatio y el resto en vida silvestre sin aprovechar, tal es el caso de la cereza maya
(Malpighia glabra Linn) (Jiménez-Osornio et al., 2018).

M. glabra pertenece a la familia Malpighiaceae y al género Malpighia, se le conoce
comunmente como acerola en muchos lugares, pero también con diferentes nombres
dependiendo del lugar donde se encuentre, ya que se distribuye de forma natural en América
Central, América del Sur y los estados del sur de México (Torres- Contreras et al., 2022). En
la Peninsula de Yucatan se le han asignado diferentes nombres en lengua maya: Uste,
wayate”, kaanil bin che” y béek che (Ferndndez-Concha et al., 2010). Es originaria del estado
de Yucatan y se reporta altamente distribuida en cuatro regiones bioclimaticas, con
caracteristicas fisiograficas, vegetales y edaficas particulares: 1) Region con clima semiéarido
muy calido, localizada en la costa, desde Sisal hasta el norte de Dzidzantun; 2) Regién con
clima seco calido subhimedo, que ocupa la parte occidental del estado; 3) Region con clima
calido subhimedo con lluvias en verano, la cual se localiza al oeste y noreste del estado; 4)
Region con clima calido subhiimedo intermedio, esta region se distribuye en la porcion al pie
del Puuc y al extremo oriental del estado de Yucatan (Oledzki y Harasym, 2024; Orellana et
al., 1999).

Es importante mencionar que el hecho de que M. glabra se encuentre distribuida en estas
cuatro regiones bioclimaticas bajo condiciones ambientales diferentes podria ser

determinante en la composicion de su diversidad genetica, asi como de los metabolitos que
1



puedan estar presentes en la planta, ya que algunos autores mencionan que las condiciones
ambientales de las regiones donde se desarrollan las plantas, juegan un papel importante en
la variacién morfoldgica, diversidad genética y composicion quimica de las plantas (Seka et
al., 2023; Hamasha et al., 2012; Martinez-Natarén et al., 2014).

Entre los aspectos que se evaltan durante la caracterizacion de una especie se encuentran
las caracteristicas morfologicas y genéticas. En el caso M. glabra, los estudios de
caracterizacion genética que se han realizado, han sido desarrollados en variedades
cultivadas, utilizando marcadores morfolégicos y moleculares, en paises como Japon y
Brasil, donde aprovechan esta fruta debido a su importancia nutrimental y econémica
(Cavalcante et al., 2007; Chowdhury et al., 2005; Salla et al., 2002; Ito et al., 2014). Sin
embargo, es necesario caracterizar morfolégica y molecularmente genotipos de M. glabra

que se encuentren en estado silvestre.

Otro aspecto que debe tomar en cuenta cuando se caracteriza una especie, es la calidad
fisioldgica de sus semillas, ya que de esto dependera su germinacién y emergencia lo que
determinara su establecimiento en campo, su reproduccion y propagacion. En M. glabra
existen problemas para su propagacion asexual (propagacion vegetativa) y sexual
(propagacion por semilla), para el caso especifico de la propagacion por semilla estudios
previos mencionan que las semillas de M. glabra presentan baja germinacién (15 al 30%),
debido a problemas de viabilidad de sus semillas (Musser et al., 1986; Azerédo et al., 1994;
Germano et al., 1994; Azerédo et al., 2005). Por otro lado, para superar los problemas de
viabilidad en las semillas se reporta la utilizacién de diferentes tratamientos pregerminativos
que han demostrado su efectividad al mejorar la tasa de germinacion de muchas especies de
plantas, por ejemplo, escarificacion mecénica, tratamientos quimicos, tratamientos
hormonales, manejo del agua y la temperatura (Azerédo et al., 2006; Dutta, 2018; Sher et al.,
2019). A pesar de los problemas de germinacidn que presenta M. glabra, los estudios de
calidad fisioldgica realizados en sus semillas son escasos y no se cuenta con suficiente
informacion respecto a las metodologias desarrolladas para su evaluacion (Azerédo et al.,
2006; Garcia-Hoyos et al., 2011).

Por otra parte, investigaciones recientes reportan que los extractos de hojas de M. glabra

pueden ser utilizados como plaguicidas en el sector agricola (Esquivel-Chi et al., 2024;
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Texeira-Pinto et al., 2018). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los extractos obtenidos
de poblaciones silvestres tienden a exhibir una gran variacion en su actividad bioldgica, estas
variaciones estan asociadas a la composicion quimica en dependencia de factores que pueden
influir sobre la actividad biologica, como el lugar de origen, las condiciones ambientales y la
etapa de desarrollo de las plantas (Calvo-Irabien et al., 2014; Akintan y Akinneye, 2020).
Por lo tanto, es necesario realizar estudios de aislamiento y caracterizacion de los compuestos
bioactivos de hojas de M. glabra, asi como determinar las dosis adecuadas para su aplicacion.
Como se puede observar, M. glabra posee gran potencial econOmico como recurso
fitogenético frutal en Yucatan. Sin embargo, se han realizado escasas investigaciones para
caracterizar a la especie, lo que limita su utilizacion. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
es evaluar la diversidad genética, respuesta fisioldgica de la semilla y efecto bioplaguicida
de poblaciones de Malpighia glabra colectadas en diferentes regiones bioclimaticas de

Yucatan.

1.2 Antecedentes

1.2.1 Los recursos fitogenéticos de México
Los recursos fitogenéticos se definen como cualquier material vegetal con valor real

o0 potencial para la seguridad alimentaria e incluye el material hereditario total de las plantas
(Sonnino, 2017; Salgotra y Chauhan, 2023). En México existe una alta diversidad vegetal,
registrada con 23,314 especies de plantas, ocupando el cuarto lugar a nivel mundial
(Villasefior, 2016). Es el centro de origen de especies consideradas como recursos
fitogenéticos de gran importancia mundial, como son el maiz (Zea mays L.), frijol (Phaseolus
vulgaris L.), calabaza (Cucurbita spp.), algoddn (Gossypium hirsutum L.) y nopal (Opuntia
spp.) (Barrera-Guzman et al., 2020; Bitocchi et al., 2017; Lira et al., 2016; Pérez-Mendoza
et al., 2016; Medina-Garcia et al., 2021; Zavala, 2006).

En México, se reportan 755 especies frutales, consideradas como recursos
fitogenéticos, de las cuales 642 especies son consideradas como no convencionales y de estas,
554 especies son nativas (Segura et al., 2018). Para el caso de la Peninsula de Yucatan se
reporta una gran riqueza de recursos fitogenéticos frutales y se ha documentado a través de
registros histéricos que durante el periodo prehispanico los mayas hicieron uso de al menos
39 especies frutales nativas (Colunga-Garcia y May-Pat, 1992). En estudios recopilados entre
los afios 1990 y 2000 se menciona la presencia de 35 especies frutales en los huertos
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familiares de Yucatan, sin embargo, en los censos agricolas realizados en los afios 2014 y
2016 solo se registraron 27 especies frutales en los huertos familiares (Jiménez-Osornio et
al., 2018). Estudios actuales reportan que varias de las especies frutales que fueron utilizadas
en el pasado por su valor como alimento e importancia econémica por la poblacién de la
Peninsula de Yucatan, ya no se consumen y empiezan a considerarse como frutales
infrautilizados. Una de estas especies que actualmente ya no se encuentra cultivada en los
traspatios de la Peninsula de Yucatan es Malpighia glabra (Montafiéz-Escalante et al., 2014;

Jiménez-Osornio et al., 2018).

1.2.2 LaPeninsula de Yucatan

La alta diversidad de especies vegetales en México es explicada por la ubicacion
geografica en la que se encuentra el pais, lo que ha generado la clasificacion de 14 provincias
biogeogréficas, considerando a la Peninsula de Yucatdn como una de las provincias
biogeograficas mas importantes con respecto a recursos fitogenéticos frutales que posee
(Morrone et al., 2017; Carrillo y Orellana, 2004).

La peninsula de Yucatdn ocupa los territorios de los estados de Yucatan, campeche y
Quintana Roo. Se localiza en el extremo sureste de la Republica Mexicana entre los 18° 350"
y 21°37°16” de latitud norte, con escaso relieve y altitudes menores a los 400 msnm. Presenta
la forma de un gran bloque de superficie suavemente tendida al oeste y norte, con extensa
plataforma continental bajo el mar del Golfo de México y un abrupto talud vertical, sin
plataforma continental sobre el mar caribe. Su relativa cercania al trépico de Céancery a la
celda Anticiclonica Bermuda Azores y la ausencia de orografia considerable, hace que esta

region presente particularidades en el clima (Bautista y Palacio, 2011; Orellana et al., 2010).

En el estado de Yucatan existe una marcada variacion de climas que, agrupado a los
tipos de suelo y vegetacion circundante, dan lugar a cuatro regiones biocliméticas que se
describen como Region 1) Clima semiarido muy cdalido, 2) calido mas seco de los
subhumedos, 3) calido subhiimedo con lluvias en verano y 4) calido subhumedo intermedio.
Esta region se distribuye en la costa, desde Sisal hasta el norte de Dzidzantin, donde las
condiciones climéticas son cada vez menos secas y mas humedas, esta region posee el clima
mas seco de los semiaridos con una altitud de 7 m. La precipitacion media anual es de 600

mm, siendo intermedias o irregulares con tendencia a distribuirse hacia el verano, con una
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temperatura media anual de 26.3 °C, con suelos de tipo gleysol, es decir, suelos
moderadamente profundos, no estratificados en areas inundables y suelos tipo Solonchak
caracterizados por su alto contenido de sales, en el cual se desarrolla la selva caducifolia
espinosa con una gran cantidad de especies xerofiticas como Beaucarnea pliabilis (Baker)
Rose y Mammillaria gaumeri (Britton Rose) Orcutt. Region 2 Seco célido subhimedo. La
region 2, se identifica con el clima célido méas seco de los subhimedos y ocupa de la parte
noreste del estado hasta Peto, cuenta con una altitud de 12 m. Presenta poca oscilacion
térmica con una temperatura media anual de 26 °C, con precipitacion media anual de 885.4
mm. En esta region se encuentran suelos de tipo leptosol caracterizados por presentar roca
dura, suelos color negro y suelos de tipo leptosol litico con profundidad menor a 10 cm, de
color negro con piedras, en el que se distribuye la selva baja caducifolia con especies como
Erythroxylum rotundifolium Lunan, Gymnopodium floribundum (B. L. Rob exp Millsp. &
Loes.) Standl & Steyerm. y Piscidia piscipula (L.) Sarg. Region 3 Calido subhiimedo con
lluvias en verano. Este clima ocupa la region centro-oeste y sur del estado, desde Sierra
papacal hasta llegar a Tekax, siendo el clima més seco de los himedos con una altitud de 7.5
m, y precipitacion media anual de 1000 mm, con precipitaciones en verano y alto porcentaje
de precipitacién invernal con temperatura media anual de 26.5 °C. Presenta suelos de tipo
gleysol es decir, son suelos moderadamente profundos, no estratificados en areas inundables
y leptosol caracterizados por presentar roca dura y suelos color negro, en el que se desarrolla
la selva baja caducifolia con especies como Acacia gaumeri S.F. Blake, Plumeria rubra L.y
Psidium guajava L., esta region también abarca parte de la selva mediana caducifolia donde
se desarrollan especies como Bursera simaruba (L.) Sarg., Vitex gaumeri Greenm. y
Caesalpinia gaumeri Greenm. Region 4 Célido subhimedo intermedio. Esta region se
distribuye del extremo sureste en la porcion al pie del Puuc y al extremo oriental del estado
desde Sotuta hasta Tizimin, con una altitud de 30 m, cuenta con una temperatura media anual
de 26.1 °C. La precipitacion media anual es de 1200 mm con precipitaciones en verano y alto
porcentaje de precipitacion invernal, donde predominan los suelos de tipo leptosol
caracterizados por presentar roca dura y suelos color negro, en esta regién también se
observan suelos de tipo cambisol que se identifican por su color rojo 0 marrén rojizo y por
su textura fina y arenosa y suelos tipo luvisol de color rojo o marrén con menos del 5% de

materia organica que se endurecen cuando se secan, pero no se agrietan. En esta region 2 se



desarrollan la selva mediana subperennifolia con especies como Acacia cornigera (L.) Wild.,
Ceiba pentandra (L.) Gaerth y Manilkara Zapota (L.) P. Roven., selva baja inundable con
especies como Byrsonima crassifolia (L.) Kunth., Mimosa bahamensis Benth. y
Lonchocarpus rugosus Benth. y selva mediana subcaducifolia donde se desarrollan especies
como Croton reflexifolius Kunth., Bursera simaruba, Guettarda combsii Urb. (Bautista,
2021; Martinez-Natarén et al., 2014; Orellana et al., 2010; Orellana et al., 1999).

1.2.3 Marcadores genéticos

Un marcador genético se puede definir como un alelo cromosémico que permite
rastrear una region especifica de ADN, como un fragmento de ADN especifico con una
posicién conocida del genoma 0 como un gen cuya expresion fenotipica suele diferenciarse
facilmente y que puede utilizarse para identificar un individuo o célula; asi mismo los
marcadores genéticos se clasifican en tres tipos: 1) morfolégicos detectables a nivel de
fenotipo de un organismo, 2) bioquimicos detectables a nivel de proteinas, incluyendo
enzimas y metabolitos y 3) moleculares detectables a nivel acido nucleico (Chesnokov et al.,
2020).

1.2.3.1 Marcadores morfologicos

Los marcadores morfoldgicos suelen ser indicadores visuales de caracteres
fenotipicamente diferentes, como el color, la forma y el tamafio de la flor, las semillas o las
hojas entre otros (Chesnokov et al., 2020). Entre las ventajas que presentan los marcadores
morfologicos es que su deteccidn y aplicacion es relativamente facil. También presentan
desventajas, como el hecho de que su expresion puede verse afectado por el medio ambiente,
puede depender de la etapa de crecimiento y muestran un nivel extremadamente bajo de
polimorfismo. Sin embargo, ain siguen siendo una herramienta eficaz cuando se usa en

combinacion con los marcadores moleculares (Bangarwa et al., 2021).

Los marcadores morfolégicos han sido utilizados en estudios de caracterizacion de
recursos fitogenéticos, domesticacion y para identificacion de caracteres por estrés ambiental
en plantas (Jiménez-Rojas et al., 2019; Matiourova et al., 2023; Alvarez-Rios et al., 2020;
Soltabayeva et al., 2021). Asi como, también se han utilizado en estudios filogenéticos, de
hibridacion y taxonomicos (Huang et al., 2023; Rieseberg et al., 1993; Kidyoo y Kidyoo,
2023).
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1.2.3.2 Marcadores bioquimicos

Son los genes que codifican a un grupo de moléculas bioldgicas que incluyen
proteinas, isoenzimas, aloenzimas y metabolitos secundarios. ElI otro nombre para los
marcadores bioquimicos es el de marcadores proteicos, puesto que es en el perfil proteico en
donde se detecta el polimorfismo, el cual se puede detectar con la ayuda de electroforesis en
gel, seguida de la tincion de una proteina particular con un tinte especifico (Bhat y Hakeem,
2023; Govindaraj et al., 2015).

Las principales ventajas de estos marcadores consisten en que evallan la
codominancia, los efectos pleiotroficos, no presentan epistasis, son faciles de usar y
rentables. Sin embargo, presenta ciertas desventajas frente a otros marcadores, son menos
abundantes, detectan menos polimorfismo y se ven afectados por diversas metodologias de
extraccion, tejidos vegetales, diferentes etapas de crecimiento de las plantas y los factores
ambientales. Debido a las desventajas que presentan los marcadores bioquimicos, se
desarrollaron los marcadores moleculares (Bhat y Hakeem, 2023; Kumar et al., 2022;
Mondini et al., 2009).

Los marcadores bioquimicos, en combinacion con los marcadores moleculares han
sido utilizados en estudios de diversidad genética, fitomejoramiento, resistencia de
enfermedades y tolerancia al estrés en plantas (Rathore et al., 2023; Stuber, 1992; Reuveni,
1995; El-Baz et al., 2003).

1.2.3.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares o de ADN son secuencias identificables de ADN que se
encuentran en lugares especificos del genoma y se trasmiten mediante las leyes de herencia
de una generacién a la siguiente. Segun la técnica utilizada para su deteccion, los marcadores
moleculares se clasifican en tres categorias principales: La primera categoria incluye
marcadores de hibridacion, la segunda categoria incluye marcadores basados en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la tercera categoria estd conformada por marcadores

moleculares basados en la secuenciacion de ADN (Chukwu et al., 2019; Dar et al., 2019).

La PCR es la técnica que realiza la sintesis enziméatica de ADN in vitro. Los
marcadores gque son utilizados bajo esta técnica, han permitido el uso de secuencias de ADN

en analisis genéticos proporcionando una mejor comprensién de la diversidad genética y la
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diferenciacion en poblaciones naturales. Dichos marcadores son: a) secuencias simples
repetidas (SSR), b) polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP), c)
amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), d) polimorfismo amplificado de
secuencias relacionadas (SRAP) y e) inter secuencias simples repetidas (ISSR) (Ersoy et al.,
2023; Mondini et al., 2009).

La utilizacion de los marcadores ISSR, fue reportada por primera vez por Zetkiewiez
et al. (1994), la cual consiste en amplificar segmentos de ADN a distancia amplificable entre
dos regiones repetidas de microsatélites idénticas, orientadas en direcciones opuestas,
utilizando secuencias cortas de microsatélites como iniciadores, que son de tamafio variable
(de 16 a 20 pb), y pueden estar compuestos por secuencias repetidas de di, tri, tetra o
pentanucledtidos (Harshitha y Sandal, 2022; Amon y Nongdam, 2017). Los marcadores ISSR
se clasifican dentro el grupo de marcadores genéticos multilocus y dominantes. La principal
ventaja de estos marcadores es que suelen producir multiples fragmentos de ADN en una
sola reaccién, generando un gran numero de loci en el genoma de cualquier especie, sin
necesidad previa de conocer la informacion de su secuencia de ADN. Ademas, son
confiables, rapidos, de bajo costo y se requiere poca cantidad de ADN para su procesamiento.
La desventaja que presentan dichos marcadores, es que, al ser dominantes no permite la
distincion entre homocigotos y heterocigotos (Dar et al., 2019; Ng y Tan, 2015; Paran y
Michelmore, 1993).

Los marcadores ISSR han sido utilizados en diversos estudios de caracterizacion de
recursos fitogenéticos (Nkongolo et al., 2021; Martinez et al., 2020), para evaluar las
relaciones genéticas, el polimorfismo y la diversidad genética en especies cultivadas y
especies silvestres (Olatunji y Afoloyan, 2019; Rhimi et al., 2019; Yadav et al., 2022;
Morillo-Coronado et al., 2022). Asi mismo, estos marcadores también se han utilizado en
estudios de filogenia, etiquetado de genes, mapeo del genoma y biologia evolutiva (Balaji et
al., 2022).

1.2.4 Especie de estudio: Malpighia glabra
Malpighia glabra es un frutal silvestre comestible nativo de México que pertenece a
la familia Malpighiaceae y al género Malpighia donde se han reportado 27 especies para

México y siete se encuentran en el area maya de la Peninsula de Yucatan (Villasefior, 2016).
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Presenta sinonimia con Malpighia punicifolia L. y Malpighia emarginata D.C (Maldonado-
Peralta et al., 2016; Ito et al., 2014). El nombre comin mas utilizado para referirse a esta
fruta es acerola, pero también se le conoce con diferentes nombres dependiendo del lugar
donde se encuentre, por ejemplo, cereza de Barbados o de las Antillas, nance rojo, pico de
paloma, cerecita 0 manzanita. En el area maya se le ha dado diferentes nombres en lengua

maya como son: usté, wayate', kaanil bin che' y béek che’ (Ferndndez-Concha et al., 2010).

1.2.4.1 Distribucion geogréafica de Malpighia glabra

Se considera que M. glabra se origin6 en la Peninsula de Yucatan (Chowdury et al.,
2005). Crece de forma natural en América Central, América del Sur y los estados del sur de
México especificamente en la Peninsula de Yucatan (Torres- Contreras et al., 2022) También
se puede encontrar de forma cultivada en la region sur de Brasil, las Islas Canarias, Ghana,
Etiopia, Madagascar, Zanzibar, Srilanka, Taiwan, India, Java, Hawai, Australia, Jamaica y
Puerto Rico (Kumar et al., 2017; Johnson, 2003; Sivieri, 2018).

1.2.4.2 Clasificacion taxondmica
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Poligalales
Familia: Malpighiaceae
Género: Malpighia
Especie: Malpighia glabra L.
(Dey et al., 2018; Rymbai et al., 2014)
1.2.4.3 Caracteristicas botanicas
Malpighia glabra se caracteriza por ser un arbusto de porte erguido, semipostrado o
postrado, de 3 a 4 metros de altura, con ramas densas y dispersas de color verde a pardo. Las
hojas son simples, enteras y de disposicion opuesta, su forma varia de eliptica a aguda, de

color verde oscuro brillante en el haz y verde palido en el envés, con peciolos de 1 a 3 mm
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sericeos. Las flores miden de 2 a 2.5 cm, se encuentran conformadas por 5 pétalos rosados,
diez estambres, 3 estilos y 3 carpelos fusionados en un ovario superior, las flores se
encuentran en racimos de 2 a 6 flores por axila foliar. Los frutos de M. glabra son de forma
ligeramente redondos, dispuestos a manera de tres l6bulos poco pronunciados, de color verde
cuando se encuentran inmaduros y de color rojo luminoso cuando se encuentran maduros,
con un peso de 2 a 10 gr aproximadamente (Miyashita et al., 1964; Nakasone et al.,1968;
Mendes et al., 2012).

1.2.4.4 Composicion quimica

Los estudios fitoquimicos realizados en M. glabra, se han centrado principalmente en
el andlisis de sus frutos, estos presentan alto contenido de vitamina C (Khare, 2007; Belwal
et al., 2018), constituyentes volatiles (Bicas et al., 2011; Lima et al., 2005) &cidos grasos
(Egydio y Santos, 2012) &cidos fendlicos, antocianinas (Nowak et al., 2018; Cruz et al.,
2019), flavonoides (Kawaguchi et al., 2007), carotenoides (Azevedo-Meleiro y Rodriguez-
Amaya, 2004) y terpenos (Liu et al., 2014). Pero, en afios recientes se ha prestado atencion
al estudio de las hojas donde se reportd la presencia de diferentes compuestos como
syringaresinol, 10-hidroxifaeoforbida A, faeoforbida, lupenona, cumarinas (capendina,
dafnoretina y escopoletina), flavonoides (&cido cindmico y derivados del acido quinico) y
amindacidos (adenosina, homoisoleucina y fenilalanina) como compuestos mayoritarios
(Esquivel-Chi, 2024; El-Hawary et al. 2020).

1.2.5 Estudios de diversidad morfologica en M. glabra

En cuanto a los estudios de diversidad morfoldgica realizados para caracterizar la
especie M. glabra son escasos, sin embargo, es importante resaltar que los pocos estudios
realizados hasta el momento con el propdésito de describir la diversidad morfol6gica de M.
glabra, solamente han sido desarrollados en variedades cultivadas debido a la importancia
comercial que presenta la especie en paises donde se cultiva. Por ejemplo, Chowdhury et al.
(2005) reportd la diversidad genética de cultivares de Japon organizada en dos grupos
morfologicos. Calvacante et al. (2007) reportd la diversidad morfoldgica de cultivares en

Brasil organizada en 11 grupos morfoldgicos.

En México no existen trabajos disponibles sobre la caracterizacion de M. glabra y el

trabajo mas cercano sobre caracterizacion morfoldgica de frutos de poblaciones silvestres es
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el realizado por Maldonado-Peralta et al. (2016) en una especie frutal silvestre (Malpighia

mexicana) perteneciente a la misma familia que M. glabra.

1.2.6 Estudios de diversidad molecular en M. glabra

Para M. glabra, los estudios que se han realizado a nivel molecular para conocer su
diversidad genética se hicieron en plantas cultivadas, utilizando marcadores basados en la
técnica de PCR. Por ejemplo, Salla et al. (2002) con marcadores RAPD y SSR reportaron
alta segregacion genética, altos niveles de polimorfismo y variabilidad genética alta en 24
accesiones de cereza cultivadas en Brasil. Chowdhury et al. (2005) evaluaron nueve
cultivares de cereza en Japon con marcadores RAPD e identificaron dos grupos genéticos y
concluyeron que existe una estrecha variabilidad genética entre los cultivares evaluados. Ito
et al. (2014) evaluaron marcadores SRAP en 19 accesiones de acerola de Japdn, e
identificaron asociaciones genéticas entre las accesiones evaluadas. Nascimento et al. (2024)
utilizaron marcadores ISSR para estimar la diversidad genética en cultivares de Brasil y

encontraron diferentes niveles de polimorfismo en los diferentes cultivares evaluados.

1.2.7 Estudios de evaluacidn fisioldgica en semillas y crecimiento de plantulas de M.

glabra

Para el caso de M. glabra, la mayoria de los estudios sobre germinacion de semillas
y emergencia de plantulas, han sido desarrollados utilizando semillas de variedades
cultivadas de acerola, donde se reportaron porcentajes de germinacion y emergencia de
plantulas (de 15 a 30%) bajos, a pesar de utilizar tratamientos pregerminativos como
escarificacion mecanica, imbibicion en agua, temperatura y utilizacion de sustratos (Araujo
y Minami, 1994; Azerédo et al., 1994;2005;2006). Sin embargo, algunos autores reportan
que porcentajes de germinacién bajos observados, muy probablemente se deben a la ausencia
de embriones en las semillas, factores bioldgicos, deformacion o falta de fertilizacion del
ovulo o la degeneracion del saco embrionario por deficiencias en la polinizacion (Costa et
al., 2003; Musser et al., 1986; Maldonado-Peralta et al., 2016). En cuanto al estudio de
plantulas, los reportes son escasos, el unico trabajo encontrado fue el de Laskowski y
Bautista, (2003), quienes mencionaron que las plantulas de M. glabra alcanzaron una altura

méaxima de 3 cm después de 90 dias de emergencia.
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En general, existen pocos reportes del estudio fisiologico de semillas y plantulas en
frutales silvestres, debido a la falta de interés por el desconocimiento de sus propiedades
(Dulay et al., 2022). En México hasta el momento, no existen trabajos disponibles sobre la
fisiologia de semillas y plantulas de M. glabra silvestre, por lo que resulta de gran interés el
generar informacion basica sobre el comportamiento fisiolégico de la semilla de M. glabra,
ya que puede ser utilizada en la planeacion de estrategias para su manejo y cultivo a futuro.

1.2.8 Actividad biologica de extractos de M. glabra

Los estudios de actividad bioldgica reportados en M. glabra han sido principalmente
utilizando extractos del fruto. Por ejemplo, el extracto acuoso indujo actividad antigenotoxica
al 51% (Nunes et al., 2013), el extracto metanolico presentd propiedades antioxidantes al ser
evaluado in vitro (Nascimiento et al., 2018) y los extractos etandlicos y acuosos presentaron
actividad antimicrobial sobre Staphylococcus aureus Rosenbach (October et al., 2024). A su
vez, los extractos de hojas también se han reportado con diversas actividades bioldgicas. Por
ejemplo, el extracto metandlico presentd actividad antioxidante (Fekry et al., 2021) y el
extracto etanolico produjo actividad hepatoprotectora en ratones (EI-Hawary et al., 2020) y
antifungica contra cuatro hongos patdgenos de importancia médica (Caceres et al., 1993).
Sin embargo, los extractos obtenidos de las hojas también son excelentes candidatos para ser
utilizados como bioplaguicida. Se reporta que los extractos metanolicos causan hasta un 89%
de efectos ovicidas en Rhipicephalus sanguineus Latreille y 100% en Dermacetor nitens
Neunmann (Texeira-Pinto et al., 2018). Los extractos etandlicos se han utilizado como
repelentes para el control de Bemisia tabaci, donde se identificaron 15 compuestos
mayoritarios, pero solo cuatro conocidos (10-hidroxifeoforbido a, feoforbido a, lupenona y
siringarensinol), de los cuales, probablemente el efecto haya sido en sinergia y no por
separado (Esquivel-Chi et al., 2024). Por lo cual, el aislamiento y la caracterizacion de los
compuestos bioactivos, asi como las dosis para su aplicacion son necesarios de investigar en

estudios futuros (Texeira-Pinto et al., 2018).

1.2.9 Influencia de las condiciones ambientales en las caracteristicas morfologicas,
moleculares y quimicas de M. glabra

Se ha demostrado que el ambiente influye en la expresién de los caracteres morfoldgicos,

moleculares y quimicos de las plantas (Romero-Roman et al., 2021; Diaz et al., 2016; Napier

et al., 2023; Calvo-Irabien et al., 2014). Por ejemplo, a mayor precipitacion y mayor
12



presencia de materia orgénica en el suelo, las plantas tienden a incrementar el tamafio y
namero frutos (Aleza et al., 2018; Ouédraogo et al., 2020). También se ha reportado que las
diferentes condiciones ambientales en diferentes regiones geograficas influyen en la
diversidad molecular del germoplasma de las plantas (Nafees et al., 2015). Asi mismo, el
ambiente también influye en la variacion y composicion quimica de las plantas, formando
ecotipos asociados a las condiciones del suelo y el tipo de clima presente en las regiones

bioclimaticas (Martinez-Natarén et al., 2014).

Algunos estudios sugieren que el ambiente influye en las caracteristicas del fruto de
M. glabra. Por ejemplo, las condiciones climéaticas modifican la acidez, el tamafio y ancho
de los frutos, variables que determinan su calidad (Gomes et al., 2000). Mohammed, (2011)
reporta que las condiciones edafocliméaticas influyeron en la productividad y las
caracteristicas de los frutos. Otro estudio reporta que las precipitaciones determinaron la
composicion de fenoles totales del fruto (Lima, 2005).
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1.3 Hipotesis
Las condiciones ambientales de cada una de las regiones biocliméticas del estado de Yucatan
influyen en la variacion de las caracteristicas morfoldgicas y la diversidad genética de las

poblaciones de M. glabra.

Los tratamientos pregerminativos aumentan la germinacion de semillas, la emergencia y el

crecimiento de plantulas de M. glabra.

La zona de colecta de hojas de M. glabra influye en la composicion quimica y en los efectos

acaricidas de los extractos etanolicos sobre Tetranychus urticae.

1.4 Objetivos
1.4.1 General

Evaluar la diversidad morfoldgica y genética, la respuesta fisioldgica de la semilla 'y
el efecto bioplaguicida de poblaciones de Malpighia glabra colectadas en cuatro regiones

bioclimaticas de Yucatan.

1.4.2 Especificos

e Caracterizar la variacion morfoldgica de frutos de M. glabra colectadas en dos
regiones bioclimaticas de Yucatan.

e Evaluar la diversidad y estructura genética de poblaciones de M. glabra colectadas
en cuatro regiones biocliméticas de Yucatdn mediante marcadores ISSR.

e Evaluar el efecto de tratamientos pregerminativos en la germinacion de semillas,
emergencia y crecimiento de plantulas de M. glabra.

e Evaluar el efecto de los extractos etandlicos de hojas de poblaciones de M. glabra
sobre T. urticae en condiciones de laboratorio e invernadero y determinar su
compatibilidad con el &caro depredador Amblyseus swirskii.
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1.5 Procedimiento

experimental

Caracterizacion de la cereza maya (Malpighia glabra

L.) y su actividad bioplaguicida
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Resumen: Malpighia glabra es una especie frutal silvestre ampliamente distribuida en
Yucatan, la cual es desaprovechada debido a la falta de conocimiento sobre sus propiedades.
Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar morfoldgicamente los frutos
de M. glabra en estado silvestre de dos regiones bioclimaticas del estado de Yucatan. Para
esto, un total de 120 frutos de cuatro poblaciones silvestres de M. glabra fueron colectados
en el estado de Yucatan. Estos frutos se caracterizaron morfolégicamente mediante 11
variables que incluyeron el peso de fruto (g), didmetro polar de fruto (mm), diametro
ecuatorial de fruto (mm), indice de forma de fruto, frutos por axila, sélidos solubles totales
(°Brix), peso de semilla (g), didmetro polar de semilla (mm), didmetro ecuatorial de semilla
(mm), espesor de semilla (mm) e indice de forma de semilla. Los datos fueron analizados
mediante un analisis de varianza, y las relaciones morfoldgicas entre las poblaciones se
evaluaron mediante analisis de componentes principales (ACP), y de conglomerados por el
método UPGMA utilizando la distancia de similitud de Gower. Los frutos de M. glabra
presentaron forma de oblato. En general, se observo diferencia estadistica entre las variables
morfologicas evaluadas. Los analisis multivariados de ACP y UPGMA permitieron la
formacion de tres grupos, siendo las variables de peso de fruto, didmetro polar de fruto,
diametro ecuatorial de fruto, solidos solubles totales y frutos por axila las que contribuyeron
mas en la diferenciacion de los grupos. Los tres primeros componentes principales explicaron

89.42% de la variacion total acumulada entre los grupos.
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Palabras clave: acerola, recurso fitogenético, regién bioclimatica, sélidos solubles totales

Summary: Malpighia glabra is a wild fruit species widely distributed in Yucatan, however,
it is underutilized due to the lack of knowledge about its properties. Therefore, the objective
of this research was to morphologically characterize the fruits of wild M. glabra from two
bioclimatic regions of the Yucatan state. For this, a total of 120 fruits from four wild
populations of M. glabra were collected in the Yucatan state. Fruits were morphologically
characterized using 11 traits that included fruit weight (g), fruit polar diameter (mm), fruit
equatorial diameter (mm), fruit shape index, fruits per axil, total soluble solids (°Brix), seed
weight (g), polar seed diameter (mm), equatorial seed diameter (mm), seed thickness (mm)
and seed shape index. The data were analyzed by analysis of variance, and morphological
relationships between populations were evaluated by principal component analysis (PCA)
and cluster analysis by the UPGMA method using Gower's similarity distance. The fruits of
M. glabra presented an oblate shape. In general, statistical difference was observed between
the morphological traits evaluated. Multivariate analysis of PCA and UPGMA allowed the
formation of three groups, with the variables of fruit weight, fruit polar diameter, fruit
equatorial diameter, total soluble solids and fruits per axil being the ones that contributed the
most in the differentiation of groups. The first three principal components explained 89.42%

of the cumulative variation between the groups.

Keywords: acerola, plant genetic resource, bioclimatic region, total soluble solids

30



I1l.  CAPITULO 3. STRUCTURE AND GENETIC DIVERSITY OF WILD
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Abstract
Background. Malpighia glabra (Malpighiaceae), a wild fruit tree native to the Yucatan

Peninsula, Mexico and economically important in countries such as Brazil and Japan. Its
fruits are one of the richest natural sources of vitamin C and bioactive compounds. The aim
of this study was to evaluate the diversity and genetic structure of wild populations of M.
glabra collected in different bioclimatic regions of Yucatan, Mexico.

Methods and Results. Genomic DNA was extracted from leaves from 14 individuals in each
of 16 populations of M. glabra collected from four bioclimatic regions in Yucatan state, and
seven ISSR markers were amplified by PCR to analyze genetic diversity. UPGMA and PCoA
results revealed two genetic clusters. The greatest genetic variation was found within
populations (52%) and within genetic clusters (62%). Population 1 was the most diverse and
at the bioclimatic region level, diversity was greatest in the intermediate warm subhumid
region. Conclusions. ISSR markers showed high levels of polymorphic loci and moderate to
high genetic diversity. The high level of genetic diversity in the bioclimatic regions and
genetic groups of wild M. glabra indicates that these valuable genetic resources should be
conserved and deployed in species conservation and enhancement strategies.

Keywords: Acerola, Bioclimatic region, ISSR markers, Yucatan Peninsula
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IV. CAPITULO 4. EVALUACION DE TRATAMIENTOS
PREGERMINATIVOS EN SEMILLAS DE Malpighia glabra L.
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Resumen

Antecedentes. Malpighia glabra es una especie frutal nativa, con gran potencial nutrimental
y econdmico a la cual se le atribuyen diversas actividades bioldgicas. Sin embargo, presenta
serios problemas relacionados con su germinacion. Objetivo. Evaluar la respuesta fisiologica
de las semillas y plantulas de M. glabra sometidas a cuatro tratamientos pregerminativos.
Metodologia. Los tratamientos pregerminativos utilizados fueron: 1) testigo (agua), 2)
inmersion en agua a 60°C por 5 min, 3) inmersion en agua por 48 h, 4) inmersion en acido
giberélico (AGs) por 48 h. La germinacion, emergencia y el crecimiento de las plantulas se
evaluaron hasta los 45 dias. Resultados. La inmersion en AG3; provoco retraso en la
germinacion, sin embargo, afecto positivamente en el tamafio y peso seco de las hojas. Los
tratamientos que presentaron mayor valor de emergencia fueron inmersion en agua con 45%
y choque térmico con 40%, también presentaron los valores mayores en peso seco de tallo y
raiz. Implicacion. Los tratamientos pregerminativos son una opcion accesible y econdmica
para mejorar la germinacion de semillas de M. glabra. Conclusion. Los tratamientos no
influyeron en el porcentaje de la germinacion final. Sin embargo, la inmersion en agua y la
inmersion en agua caliente obtuvieron los mayores porcentajes de emergencia y peso seco de

tallo y raiz.

Palabras clave: acerola, recurso fitogenético, inmersion en agua caliente, plantulas.
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Summary
Background. Malpighia glabra is a native fruit species, with great nutritional and economic

potential to which several biological activities are attributed. However, it presents serious
problems related to its germination. Objective. To evaluate the physiological response of M.
glabra seeds and seedlings subjected to four pregermination treatments. Methodology. The
pregerminative treatments used were: 1) control (water), 2) immersion in water at 60°C for
5 min, 3) immersion in water for 48 h, 4) immersion in gibberellic acid (AGs) for 48 h.
Germination, emergence and growth of seedlings were evaluated up to 45 days. Results.
Immersion in AG3 caused delays in germination, but had a positive effect on the size and dry
weight of the leaves. The treatments that resulted in the highest emergence value were water
immersion with 45% and thermal shock with 40%, they also resulted the highest values in
dry weight of stem and root. Implication. Pregerminative treatments are an accessible and
economical option to improve the germination of M. glabra seeds. Conclusion. The
treatments did not influence the final germination percentage. However, water immersion
and hot water immersion yielded the highest germination percentages and stem and root dry

weight.

Keywords: acerola, plant genetic resource, hot water inmersion, seedlings.
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Abstract

Tetranychus urticae, one of the most damaging agricultural pests, is conventionally
controlled with acaricides, but acaricide-resistant populations have emerged. Insecticidal
plant extracts have emerged as an excellent alternative. Here, we evaluated the effects of
ethanolic extracts (0.2% wi/v in water-0.5% Tween 20) of M. glabra leaves, from Chicxulub
Puerto (CHI), 1zamal (I1ZA), Tetiz (TET), and Tixcacaltuyub (T1X) in the Yucatan Peninsula,
on T. urticae in the laboratory and greenhouse and determined their compatibility with the
predatory mite A. swirskii. Ethanolic extracts were analyzed with gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS); six metabolites were identified, with a-tocospiro A, a-tocopherol,
and pB-sitosterol comprising the majority of compounds in all extracts. In laboratory
bioassays, using acaricide-immersed leaves, extracts CHI and TET killed 80—90% of adults
and 90-97% of eggs of T. urticae, and in acaricide-coated glass vials, these extracts killed
80-95% of adults of A. swirskii after 48 h of exposure. When greenhouse plants were sprayed
with extracts CHI, TET or TIX, the population density of nymphs and adults of T. urticae
was lower on day 7, but not on day 14.

Key words: Twospotted spider mite, toxicity, botanical extracts, tocopherol, phytosterols
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VI. CAPITULO 6. CONCLUSION GENERAL

Los marcadores morfolégicos y moleculares demostraron su eficiencia en la
evaluacion y caracterizacion de la diversidad genética de poblaciones silvestres de M. glabra
colectadas en cuatro regiones bioclimaticas del estado de Yucatén, y permitieron observar
que las condiciones ambientales presentes (principalmente la precipitacion) en cada una de
las regiones, influyeron en la variacion de las caracteristicas morfologicas y la diversidad
genética de las poblaciones de M. glabra. Las diferencias ambientales entre regiones
influyeron en el flujo génico y promovieron la divergencia genética. Esta variabilidad refleja
el proceso de adaptacion local, y la formacion de diferentes grupos genéticos que dependio

de los marcadores utilizados (morfologicos y moleculares).

Por otra parte, los tratamientos pregerminativos no influyeron en la germinacion final
de semillas de M. glabra, sin embargo, el acido giberélico (AGsz) retardd la germinacion. Asi
mismo, la inmersion de semillas de M. glabra en agua caliente y en agua durante 48 h,
aumentd los porcentajes de emergencia y crecimiento de plantulas bajo condiciones de
invernadero. El agua caliente y el AGs presentaron el indice de Dickson més alto y la mayor
tasa de crecimiento relativo del area foliar, variables atribuidas a la calidad de las plantulas
producidas en invernadero. Por lo tanto, los tratamientos pregerminativos utilizados en este
estudio representan una opcioén para optimizar la propagacion de plantulas de M. glabra en

invernadero.

La composicién y concentracion de metabolitos encontrados en cada uno de los cuatro
extractos etanolicos de hojas de M. glabra, present6 diferencias asociadas al origen de cada
sitio de colecta, que representan a cada una de las regiones biocliméticas del estado de
Yucatan. La composicion y concentracion de los metabolitos influyd directamente en los
efectos acaricidas que se presentaron sobre las poblaciones de huevos, ninfas y adultos de T.
urticae bajo condiciones de laboratorio e invernadero. Asi mismo, también influyo en los
altos efectos toxicos que causaron los cuatro extractos sobre el acaro depredador A. swirskii.
Esto indica que las condiciones ambientales de cada sitio de colecta influyen en la biosintesis

de metabolitos secundarios, determinando asi el potencial bioplaguicida de M. glabra.
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Finalmente, este estudio realizado en la cereza maya, constituye uno de los primeros
trabajos que valorizan este importante recurso fitogenético del estado de Yucatan, sentando
las bases para futuras investigaciones y su posible aprovechamiento en programas de

conservacion.
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