UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

GUATEMALA

AVAISYdIAINN

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Caracterizacion molecular por marcadores de cloroplasto en

especies de Annona (Annonaceae) en Guatemala

Trabajo de graduacion presentado
por Luis Javier Aju Torres

para optar al grado académico de Licenciado en Biologia

Guatemala

2012






Caracterizacion molecular por marcadores de cloroplasto en

especies de Annona (Annonaceae) en Guatemala



UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

Caracterizacion molecular por marcadores de cloroplasto en

especies de Annona (Annonaceae) en Guatemala

Trabajo de investigacion presentado
por Luis Javier Aju Torres

para optar al grado académico de Licenciado en Biologia

Guatemala

2012



Vo. Bo. :

®

/
Licda. Elena Dardon Fresse

Tribunal Examinador:

®

7
Licda. Elena Dardén Fresse

(®

®

Ms. Sc. Enio Cano

Fecha de aprobacion: Guatemala 18 de junio del 2012.



PREFACIO

La Biologia es una de las ciencias méas fascinantes y el estudio de la vida, desde su
misterioso origen y evolucion, ha dado grandes sorpresas y respuestas al ser humano.
Naci en los tropicos y qué mejor lugar que este para ser bidlogo: la vida es abundante y se
presenta en diversas formas, tamafios y colores. Mi interés por las ciencias naturales
nacié desde mi infancia y mi pasion por la lectura se concentraba en libros de animales,
dinosaurios y plantas. Puedo decir que desde muy pequefio supe mi vocacion y escogi la
carrera de Biologia porque la vida en la Tierra captur6 mi fascinacién. Durante mi
carrera los cursos de evolucion, biogeografia, paleontologia y botanica fueron muy
importantes para formar mis intereses en el campo cientifico que se retnen en la
sistematica. A finales del quinto afio tuve la oportunidad de integrarme al proyecto
“Diversidad Genética y Conservacion de Recursos Genéticos en Frutales Autdctonos
Latinoamericanos. Un estudio de caso en anonaceas”, en el laboratorio de Proteccion
Vegetal del Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala. El
proyecto se convirtié en mi tesis de grado y pude encontrar la aplicacién préactica de la
sistemética a la problemaética actual de Guatemala. Las anonaceas tienen una morfologia
primitiva respecto al resto de las plantas con flores, de cierta forma son como fésiles
vivientes y su fruto comestible presenta una oportunidad econémica para el pais. Espero
continuar mi carrera en el area de evolucion y sistematica, sin olvidar encontrar siempre

la aplicacion a los problemas de mi pais.

Quiero agradecer a varias personas y organizaciones que permitieron el desarrollo de
esta investigacion. A la comisidén europea de cooperacion internacional con paises en
desarrollo (INCODEV) y al Banco Bilbao Vizcaya Argentaria (BBVA) por proporcionar
los fondos. A Margarita Palmieri por asesorar, dirigir mi formacion académico y haberme
permitido integrar al laboratorio de Proteccion Vegetal. A Heimo Rainer, Julio Granados
y Wilfredo L6pez por su gran apoyo durante la fase de campo. A Elena Dardén y Andrés

Awvalos por su gran apoyo, ayuda, consejos y paciencia durante la fase de laboratorio. A
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Elfriede POll y Enio Cano por sus observaciones, consejos y asesoria botanica y
sistematica, respectivamente. A la Universidad del Valle de Guatemala, en especial al
departamento de Biologia, por ser mi casa de estudios y el lugar donde se desarrolld la

investigacion.

Quiero agradecer ademds a varias personas que me apoyaron durante los afios de
estudio. El agradecimiento méas grande se lo debo a mi familia, en especial a mis padres
por su apoyo y amor incondicional. A USAID RTI/Alianzas y a la Fundacion Juan
Bautista Gutiérrez por otorgarme la beca que permitio financiar mis estudios
universitarios; especialmente a Isabel Gutiérrez de Bosch, Teresa Ligorria, Edgar Estrada,
Tania de Sedan, Evelyn de Hernandez y Kathy de Santay. A mis profesores que han sido
parte fundamental en mi desarrollo como bidlogo; en especial a Margaret Dix, Jack
Schuster, Michael Dix y Daniel Ariano. A mis amigos biélogos; en especial a Arturo
Monterroso, Erick Lopez, Grecia Méndez, Hugo Villavicencio, Juan Manuel Pérez, Laura
Palmieri, Luis Girén, Marietta Marroquin, Milena Oliva, Olga Zamora, Priscila Juarez,

Sofia Rosales y Zabdi Lopez.

vii



CONTENIDO

Pagina
PREFACIO ...ttt bttt bttt be st en et nnns Vi
LISTA DE CUADROS ..ottt sttt st ne st ene s X
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt ne st e Xi
RESUMEN ...ttt bttt neene e e ene s Xiii
ABSTRACT .ottt b ettt E bR b bbbt ne et nn e ne e XV
Capitulo
I INTRODUCCION ...ttt sttt 1
AN g1 (= o =To (=] ] TSR 2
2 TN U 1 Tor=Tod o o PSS 22
C. ODJEBLIVOS. ..ttt bbb 23
I, METODOS. ...ttt 24
AL PrOCEAIMIBNTOS ..ottt sttt bbbt neene e 24
[T, RESULTADOS ..ottt sttt sttt sttt ne e 30
A. Distribucion e identificacion DOtANICA..........cccovereiiiiiiiieeeee s 30
B. EXtraccion de 4Cid0S NUCIBICOS .........cviieieieieiie et 32
C. Amplificacion y secuenciacion de 4cidos NUCIEICOS..........cccvvevveveiieieccece e 32
D. Electroforesis en geles de poliacrilamida..........c.ccocoovieiiiiiiiiiiiee e 34
E. Inferencia filogenBLiCa ...........cocveviiiiiice e 35
F. Riqueza de haplotiPOS .......ccveiiiiiieie et 46
IV. DISCUSION ..ottt 50
A. Distribucion y botanica de Annona en Guatemala ..........ccccoeceviierieieniece e, 50
B. Fragmentos amplificados €N ANNONA ..........cccveveiieiierie e 51
C. Relaciones filogenéticas €N ANNONA ..........cceiueiiereniesieese e 51



D. Areas de alta diversidad de A. cherimola en Guatemala............cooveeeveeeeereveereeenn, 55

E. Conservacion de los recursos genéticos de Annona de Guatemala..............cccco.... 57
V. CONCLUSIONES ..ottt ettt ene e 59
V1. RECOMENDACIONES........cotitiiieesiiee et 60
VI, LITERATURA CITADA ...ttt 61
VL APENDICES........ooiictieetieeesee e seeiess st es st sse st ses st st ens s snaes s s snes 65
IX. GLOSARIO ...ttt sttt e b bt neans 105



LISTA DE CUADROS

Pagina

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica de ANNONA...........ccoereiririerineneieeiene e 2

Cuadro 2. Regiones del ADNcp y cebadores utilizados para su amplificacion. ............ 27

Cuadro 3. Receta para mezcla de reaccion de 25 pl por cada par de cebadores. ............ 27

Cuadro 4. Individuos con regiones amplificadas y secuenciadas............ccccceevveriverirenenne. 33
Cuadro 5. Intervalos de confianza del 95% de las medias de largos de fragmentos

amplificados por especie Y POr MArCAAON. ........ccoiereririresieiee e 35

Cuadro 6. Estadisticos de los arboles de las regiones trnS-T, trnL-F, rpoC1, matK y

combinadas obtenidos del analisis de maxima parsimonia. ...........c.ccccceveveevieieeseesnenne 36

Cuadro 7. Modelos utilizados y valores de parametros para los andlisis de maxima
verosimilitud y bayesiano aplicados individualmente y en combinacion de las
regiones trnS-T, trnL-F, intron rpoCLy matK. ........coooiieiiiiieecee e 37

Cuadro 8. Estadisticos de los arboles de la combinacion de las regiones trnL-F y

rpoC1 obtenidos del analisis de maxima parsimonia............cccccvevveiieeieeve e s, 44

Cuadro 9. Haplotipos de A. cherimola encontrados en distintas localidades de

GUATEIMAIA. .. eeeeeee ettt ettt e et e e e e et e e e e e e eeee e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeennees 47



LISTA DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Annona Cherimola. ........cccooiiiiiiic e 3
Figura 2. Annona macroprophyllata. ...........ccceeiiieiiiiiiieseee e 4
Figura 3. ANNONA glabra. ........covoiiiiiiii e 5
Figura 4. ANNONA MUFICALAL ......ccveiieiieiieiie ettt sre e ens 6
Figura 5. ANNONA PUIPUIEA.......ccuiiieeieirieiteeeesteesteeteseesteeseesbeestesseesteessessaesseeneesneesreennennes 7
Figura 6. AnNONa FetiCUIALA. ..........ooveiiiiiiiiie e 8
Figura 7. ANNONA SQUAMOSA. ......ccuveueereteteitesiesieeeeseese bbbttt ese e e e b sbe b b ese e enens 9
Figura 8. Mapa paleogeografico de Gondwana durante el Cretacico tardio.................... 10
Figura 9. Riqueza alélica de A. cherimola en Ecuador, Pert y Bolivia............c.ccccueee.. 19
Figura 10. Procedimiento general para la caracterizacion molecular. ..............cc.cccenee... 25
Figura 11. Diagrama del proceso de extraccion de acidos nucleicos por el método
CTAB de Murray Y Thompson (1980).......cceiiiiieiiiirininieieesese e 26
Figura 12. Registro de Nerbario. .........ccccveiiiiiii i 30
Figura 13. DistribuCion Y COIECa. .........ccueiieiiiiiicece e 31
Figura 14. Diagrama circular de individuos colectados. ..........c.ccooeriiineniiininieen 32

Figura 15. Consensos estrictos de los arboles mas parsimoniosos producidos con
analisis de maxima parsimonia individuales de las regiones trnS-T, trnL-F, rpoC1
Y MAEK. e 38

Figura 16. Filogenias de Annona generadas con el método de maxima
verosimilitud aplicado individualmente a las regiones trnS-T, trnL-F, intrén rpoC1
Y MAEK. e 39

Xi



Figura 17. Arboles filogenéticos de Annona de la region atpB-rbcL. (A) Anélisis

de maxima parsimonia, (B) analisis de maxima verosimilitud y (C) analisis

BAYESIANO. ....viieieiiieie ettt et et ae e te et e ara e reaneenres 40
Figura 18. Consenso estricto de 68 arboles igualmente parsimoniosos producido

con analisis MP utilizando datos combinados de las regiones trnL-F, intron
FPOCL Y MALK. Lt e e s b b e e s be e e s breeanne e 42

Figura 19. Filogenia de Annona con datos combinados de regiones trnL-F, intrén
FPOCL Y MALK. .. ettt b e b e sbe e s beenbee s 43

Figura 20. Consenso estricto de 190 arboles igualmente parsimoniosos producido
con analisis MP utilizando datos combinados de las regiones trnL-F, intron
FPOCL Y MALK. Lt e s e e s b e e s be e e e beeeaneeeas 45

Figura 21. Filogenia de A. cherimola con datos combinados de la region trnL-F

€ INEION FPOCL. ..ottt sttt e e ne e 46
Figura 22. Riqueza de haplotipos de A. cherimola. ............ccccoevveieiie i, 48
Figura 23. Red de haplotipoS ........cciveiiiieiiee st 49

xii



RESUMEN

El género Annona contiene varias especies de arboles frutales nativos de los
neotrépicos. El fruto de A. cherimola (anona, chirimoyo) es el mas consumido, cuenta
con produccion a gran escala en Per( y Espafia; cultivos a pequefia escala se encuentran
en México, América Central, Ecuador y Bolivia. En Guatemala el cultivo de anonas
generalmente es en huertos familiares entre 1500 y 2000 msnm. Los frutos de A.
macroprophyllata (papausa, anona blanca) y A. muricata (guanaba) también son
comestibles, pero se les cultiva en tierras bajas. Las anonas son ricas en carbohidratos y al
ser cultivos locales pueden ser una fuente importante de alimento e ingresos econémicos.
La regidn centroamericana ha sido propuesta como un centro de diversidad de las anonas,
por lo que la conservacion de sus recursos genéticos es importante para la seguridad
alimentaria del pais.

En el presente se realizd una caracterizacién molecular de especies de Annona en
Guatemala para conocer las relaciones filogenéticas entre las especies, su riqueza genética
y la distribucion espacial de dicha riqueza en Guatemala. Esta caracterizacion consistio en
la amplificacién mediante PCR y posterior secuenciacion de las regiones trnS-T, trnL-F,
intrén rpoC1, atpB-rbcL y matK del ADN de cloroplasto (ADNcp) de individuos de 7
especies de Annona provenientes de Huehuetenango, Quetzaltenango, Chimaltenango,
Sacatepéquez, Guatemala, Escuintla, Jalapa, El Progreso, Santa Rosa, Chiquimula,
Jutiapa e Izabal. Los muestreos fueron realizados desde finales de 2010 a junio de 2011 y
el andlisis de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Proteccion Vegetal del Instituto
de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala. Se realizd la inferencia
filogenética con base en los modelos estadisticos de méxima parsimonia, maxima
verosimilitud y estadistica bayesiana. Se determind la diversidad genética en base a los

haplotipos presentes y se realiz6 el analisis espacial mediante el programa DIVA GIS 7.3.
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Se determind que A. cherimola es monofilético y su grupo hermano se compone de A.
sqguamosa y A. reticulata.  Se encontraron siete haplotipos de A. cherimola,
encontrandose los valores mas altos de riqueza genética en la region central de
Huehuetenango. El estudio se vio limitado por la cantidad de individuos con
amplificacion y secuenciacién exitosa; sin embargo las secuencias de las regiones trnL-F
y rpoC1 mostraron ser las mas informativas. Se sugiere que la caracterizacion molecular
se expanda a Alta Verapaz, donde se espera encontrar alta diversidad y especies

propuestas como los parientes silvestres de A. cherimola.
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ABSTRACT

The genus Annona contains several species of fruit bearing trees native to the New
World tropics. The edible fruits of A. cherimola (custard apple, chirimoyo) are preferred
amongst other Annona species for human consumption; great scale cultivation occurs in
Peru and Spain, small scale cultivation occurs in Mexico, Central America, Ecuador and
Bolivia. There is cultivation of chirimoyo in Guatemala, mainly in the form of home
gardens found between 1500 and 2000 m above sea level. The fruits of A.
macroprophyllata (ilama) and A. muricata (soursop) are also edible; they are cultivated in
the country’s lowlands. The fruits of anonas are rich in carbohydrates and being a local
crop they have the potential to be an important food source and provide significant
incomes to Guatemalan families. The Central American region has been proposed as a
center of diversity of anonas, therefore the conservation of their genetic resources is very

important for Guatemala’s food safety.

In this study a molecular characterization of Annona species was done in order to
determine the phylogenetic relationships among the species, their genetic richness and the
spatial distribution in Guatemala of such richness. This characterization consisted in the
amplification and sequencing of trnS-T, trnL-F, rpoC1 intron, atpB-rbcL and matK of
chloroplast DNA (cpDNA) regions from specimens of 7 Annona species collected in
Huehuetenango, Quetzaltenango, Chimaltenango, Sacatepéquez, Guatemala, Escuintla,
Jalapa, El Progreso, Chiquimula, Santa Rosa, Jutiapa and lzabal. The individuals were
sampled from 2010 to 2011 and the analysis was done in the laboratory of Food
Protection of the Universidad del Valle de Guatemala Research Institute. Phylogenetic
relationships were inferred by maximum parsimony, maxima verosimilitud and Bayesian
methods. Genetic diversity was determined based on the amount of haplotypes present

and the spatial analysis was performed with the software DIVA GIS 7.3.
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The results showed monophyly for A. cherimola with a sister group comprising A.
sguamosa and A. reticulata. A total of seven haplotypes of A. cherimola were found, with
the region of Huehuetenango having the highest levels of genetic richness. The study was
limited by the amount of individuals with successful amplification and sequencing;
however the trnL-F and rpoC1 sequences proved to be highly informative. The results
suggest that the molecular characterization should be expanded to Alta Verapaz where
high levels of diversity and A. cherimola wild relatives might be found.
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I. INTRODUCCION

La conservacion y uso sostenible de la diversidad bioldgica requieren de una serie
de bases técnicas. La investigacion permite establecer bases para la toma de
decisiones; optimizando recursos, beneficios y esfuerzos. El proyecto CHERLA,
patrocinado por la comision europea de cooperacion internacional con paises en
desarrollo (INCODEV, por sus siglas en inglés), ha permitido la investigacion
aplicada a la conservacion. EIl proyecto CHERLA se cred para enfocarse en cultivos
nativos de la region andina. Los cultivos nativos son prioridad de conservacion porque
forman parte importante de la seguridad alimentaria de los paises. La investigacion
patrocinada por CHERLA se centrd originalmente en la caracterizacion genotipica de
A. cherimola y A. senegalensis mediante marcadores moleculares microsatélites
(Escribano et al. 2004, Kwapata et al. 2007).

Los estudios mas recientes de A. cherimola mediante microsatélites han
encontrado que en el norte de Peru existe alta riqueza genética. El interés del
proyecto CHERLA se ha extendido hacia la regién centroamericana, la cual ha sido
propuesta como un posible centro de diversidad de Annona (Van Zonneveld et al.
2012). La region centroamericana tiene una gran riqueza bioldgica nativa y las anonas
centroamericanas parecen tener mayores variaciones a nivel genético que sus parientes
andinas. El laboratorio de Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle de
Guatemala se uni6 a CHERLA para realizar la caracterizacién molecular de especies
de Annona presentes en Guatemala. Honduras y Costa Rica son los otros paises

centroamericanos en los que también se realiz0 la caracterizacion molecular.

Los frutos de anonas nativas han sido consumidos en el pais desde cientos de afios
atrés y actualmente se ha reducido su consumo. Conocer la riqueza de los arboles
frutales a nivel molecular permitira establecer medidas para la conservacion de
variedades nativas, priorizando areas y contribuyendo a la seguridad alimentaria del
pais. Este estudio pretende informar sobre la diversidad genética utilizando distintas
regiones del ADNcp y determinar las areas del pais con alta riqueza genética en dichas
regiones. Este tipo de estudio no se ha llevado a cabo en las anonas del pais, por lo
que puede ser la base de futuras investigaciones para fomentar la produccién del este
cultivo local. Ademas tampoco se han utilizado marcadores de ADNcp para

caracterizacion genética en el pais y este estudio pretende ser una referencia til para



futuras investigaciones de este tipo. Finalmente, también se realizara una contribucion

a la sistemética del género mediante el analisis filogenético.

A. Antecedentes

1. Botanica de las anonas. Las anonas son frutas de los trépicos y subtrdpicos,
nativas de Centro y Sur América. Annonaceae contiene 112 géneros con 2,150
especies de arboles, arbustos y lianas con distribucion tropical. Las hojas son
usualmente alternas, simples enteras, pecioladas y sin estipulas. La inflorescencia
puede ser solitaria 0 una cima. Las flores son actinomorfas, bisexuales (perfectas) y
generalmente tienen 6 pétalos y 3 sépalos; los estambres son numerosos y las anteras
son longitudinalmente dehiscentes. El fruto es un agregado de bayas o unidades secas
e indehiscentes, o un sincarpo en el cual las bayas se fusionan a un eje receptacular
carnoso.  Annona spp. poseen importancia econdémica debido a sus frutos
comestibles; otras especies son cultivadas como ornamentales, e.g., Polyalthia. Desde
el punto de vista sistematico, las anonas son parte del clado Magnoliidae (magnoliids)
dentro de Magnoliophyta o de las angiospermas (ver Cuadro 1). El clado Magnoliidae
es basal dentro de Magnoliophyta y consiste de Laurales, Magnoliales, Canellales y
Piperales (Stanley y Steyemark 1946, Bridg op. cit. 2001, Simpson 2006).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Annona.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta (angiospermas)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Orden Magnoliales

Familia Annonaceae

Género Annona

Entre paréntesis se colocan los nombres comunes utilizados para ciertos taxa.

El género Annona se distingue entre las anonaceas por tener un fruto maduro con
carpelos casi completamente fusionados, por lo que usualmente es grande y ovoide o
globoso. Rollinia fue incluido dentro de Annona; y se solia separar las especies en
uno u otro género porque el segundo tiene los pétalos externos no alados y los

carpelos tienen un mayor grado de fusion. Existen cerca de 100 especies, todas



nativas de América. El nombre comdn, anona, deriva de anén, un nombre indigena de

las Antillas Superiores (Stanley y Steyemark 1946).

a. Annona cherimola Mill. Entre los nombres comunes se encuentran anona;
chirimoyo; pac (kaqchikel); pap (poquomchi, q’eqchi’); y tsumuy o tzumux
(q’eqchi’). El chirimoyo es un arbusto o &rbol pequefio, cominmente de 5 a 9 metros.
Las hojas son membranosas y comunmente elipticas; de 8-15 cm de largo y 4-9 cm de
ancho y con peciolos de 8-12 mm de largo. En el apice las hojas son redondeadas a
obtusas y raramente son acutas; son cuneadas a redondeadas en la base, sericeas en el
haz y al crecer se vuelven glabras; en el envés son velutinosas-tomentosas. Las flores
son opuestas a las hojas, se encuentran solitarias o binadas y tienen pedicelos
tomentosos de 8-12 mm de largo. Los sépalos son triangulares, tomentosos y de 2-4
mm de largo. Los pétalos miden de 1.5 a 2-5 cm de largo, son lineares y obtusos; por
dentro son verduzcos y por fuera son ferruginosos-tomentosos. El fruto es globoso u
ovoide y generalmente es suave; la superficie posee protuberancias redondeadas y esta
marcada con areolas en forma de u (ver Figura 1). La pulpa del fruto es blanca y las

semillas son negras (Stanley y Steyemark 1946).

Figura 1. Annona cherimola.

Izquierda: arbol. Derecha superior: flor. Derecha inferior: fruto. Disponible en:

[http://www.arbolesornamentales.es/Annonacherimola.htm].



b. Annona macroprophyllata Donn.Smith. A. diversifolia Safford es un
sinénimo. Entre los nombres comunes se encuentran anona blanca (oriente) y papausa
(San Marcos y Huehuetenango). La papausa es un arbol pequefio, con hojas
membranosas, glabras, obovadas de 8-14 cm de largo y 4-6 cm de ancho; los peciolos
miden 8-18 mm. EI &pice de la hoja es redondeado o subacuto y la base es acuta o
redondeada; el envés es glauco. La papausa posee otro tipo de hojas en forma de
bractea de 2-4 cm de largo; aparecen en las bases de las ramas con inflorescencias.
Las flores son solitarias, los pedicelos son delgados, glabros, recurvados o pendulosos
de 3-5 cm de largo. Los sépalos son redondeados-triangulares y miden 2-3 mm de
largo. Los pétalos externos son lineares-oblongos, obtusos y escasamente pubescentes
hacia afuera; miden 2-5 cm de largo. Los pétalos internos son rudimentarios. El fruto
es ancho y ovoide, tomentuloso, generalmente de 13-15cm de largo y 12-15 cm de
ancho; se encuentra cubierto con protuberancias bajas y redondeadas (ver Figura 2).
La pulpa es de color crema o coloreada de un rosa palido (Stanley y Steyemark 1946,
Hernandez y Leon op.cit. 1992).

Figura 2. Annona macroprophyllata.

Disponible en:  [http://www.increasemyvocabulary.com/definition/of/annona-
diversifolia/].

c. Annona glabra L. EIl anonillo (lzabal) es un arbusto o arbol pequefio,
generalmente de 10 m de alto. Las hojas tienen peciolos cortos, son papiraceas y de
color verde brillante; son ovadas-elipticas a oblongadas-elipticas de 7-14 cm de largo
y 3-8 cm de ancho. Las hojas son glabras, tienen el &pice acuto corto y a veces

obtuso: son redondeadas u obtusas en la base. Las flores son solitarias y cuelgan de



los peciolos; los pedicelos son glabros y miden 1.5-2 cm de largo. Los sépalos son
redondeados, apiculados y glabros; miden 3-5 mm de largo. Los pétalos son glabros
por fuera, los pétalos externos son ovados y miden 2.5-3 cm de largo. Los pétalos
internos son mas pequefos. Los frutos son globosos-ovoides, de 5-12 cm de largo,
suaves, amarillentos en la madurez y la pulpa es de color crema (ver Figura 3)
(Stanley y Steyemark 1946).

Figura 3. Annona glabra.

d. Annona lutescens Safford. La anona amarilla es un arbol pequefio, con
hojas en peciolos de 8-15 mm de largo. Las hojas son membranosas, ovadas a
elipticas u obovadas, de 7-14 cm de largo y 3.5-7.5 cm de ancho; en el &pice son
cortas-acuminadas u obtusas, redondeadas o subacutas en la base; son glabras al
madurar, con unos cuantos tricomas persistentes en el envés a lo largo de las
nervaciones. Las inflorescencias se encuentran opuestas a las hojas y contienen
muchas flores, los pedicelos son sericeos y miden 12-18 mm de largo. Los sépalos
son triangulares y de 2-3 mm de largo. Los pétalos son lineares-oblongos, obtusos y
de 1.5-2 cm de largo; los pétalos internos son rudimentarios. EIl fruto es globoso-
ovoide, suave, amarillo, de 8-9 cm de didmetro; posee areolas poco perceptibles. La
validez de la especie es dudosa, se le considera una variante de A. reticulata, por lo
que aln se necesita mas investigacion en las anonas de Alta Verapaz (Stanley y
Steyemark 1946).



e. Annona muricata L. Se le conoce comUnmente como guanaba o
guanabana, un nombre con origen en las Antillas. La guanaba es un arbol pequefio, de
8 metros de alto. Las hojas estan en peciolos de 5 mm de largo; son papiraceas,
lustrosas, obovadas a oblongas, de 8-15 cm de largo y 3-6 cm de ancho. El apice es
obtuso corto y acuto, la base es corta y acuta. Las hojas son glabras en el haz y
sericeas en el envés, al madurar se vuelven glabras. Las flores son solitarias,
terminales u opuestas a las hojas, los pedicelos son sericeos y miden 1.5-2 cm de
largo. Los pétalos externos son redondeados-ovados, acutos contraidos en el apice y
cordados en la base; miden 2.5-3.5 cm de largo, son amarillentos y los pétalos internos
son més pequefios. El fruto es ovoide u oblongo-ovoide, verde, cubierto con
tubérculos curvos flexibles en forma de espinas; mide 15-20 cm de largo (ver Figura

4). Las semillas son negras, de 1.5 cm de largo (Stanley y Steyemark 1946).

Figura 4. Annona muricata.
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Disponible en: [http://www.superstock.com/stock-photos-images/1566-0207659].

f. Annona primigenia Standl. y Steyerm. Es otra de las especies conocida
como anonillo. Es un arbol de hasta 10 metros de alto. Las hojas se encuentran en
peciolos delgados de 7-14 mm de largo; son membranosas y se oscurecen al secar.
Las hojas son elipticas a lanceoladas-oblongadas u obovadas-oblongas de 8-14 cm de
largo y 3-6 cm de ancho; acutas o subacuminadas en el apice y redondeadas a
subacutas en la base; son glabras en el haz y al madurar también lo son en el envés;
tienen pequefios orificios en las axilas de las nervaciones. Las infloresencias
contienen varias flores, emergiendo desde la mitad de los internodos, los pedicelos son
glabros, de 1.5 a 3 cm de largo. El fruto es subgloboso y casi glabro; mide 1.5-3 cm

de diametro; es suave o a veces areolado, en tonos café-rojizos y café-amarillentos.



Las semillas son café oscuro, de 8 mm de largo. El fruto es considerado comestible,
pero provee poca pulpa. La especie es conocida por poseer los frutos mas pequefios
de todas las especies centroamericanas. Probablemente esta especie representa un

ancestro silvestre de formas cultivadas de A. reticulata (Stanley y Steyemark 1946).

g. Annona purpurea Mocifio & Sessé ex Dunal. Se le conoce como sencuyo,
sincuyo, cabeza de muerto, sincuya, suncuyo y chincuya. La sincuya es un arbol de
10 metros de alto. Las hojas son grandes, deciduas, membranosas y se encuentran en
peciolos de 3-5 mm de largo. Las hojas son anchamente obovadas a eliptico-
obovadas, principalmente de 12-30 cm de largo y 6-14 cm de ancho; el &pice es corto
acuminado y redondeado en la base. Las hojas son verdes y glabras en el haz, en el
enves son palidas. Las flores son extra-axilares, solitarias y subsésiles. Los sépalos
son triangulares-ovados, acuminados, de 1-2 cm de largo. Los pétalos externos son
valvados, gruesos Y rigidos, ovados-lanceolados, de hasta 5 cm de largo y 2 cm de
ancho. Los pétalos internos son imbricados, mas delgados, eliptico-oblongados y
redondeados en el apice; miden 2.5 cm de largo y 1.5cm de ancho. EIl fruto es
subgloboso, de 10-12 cm de diametro o mayor; esta cubierto con un tomentum aspero,
con numerosas Yy duras proyecciones piramidales; es anaranjado y con poco sabor (ver
Figura 5). Las semillas son obovoides, castafias y de 3 cm de largo (Stanley y
Steyemark 1946).

Figura 5. Annona purpurea

Foto por G. Mazza. Disponible en [http://www.photomazza.com/?Annona-
purpurea&lang=es].



h. Annona reticulata L. Se le conoce como anona, anonillo, anona colorada,
tzumuy (q’eqchi’, pokomchi), pac (pokomchi), cahuex (quiché) y oopchi (Itz4). La
anona colorada es un arbol pequefio, de hasta 12 metros de alto. Las hojas se
encuentran en peciolos de 8-12 mm de largo; son membranosas, lanceoladas a
oblongo-lanceoladas, principalmente de 10-20 cm de largo y 2-5 cm de ancho. El
apice es largo acuminado y la base es acuta a redondeada. Las hojas se oscurecen al
secarse y al brotar son piloso-aplanadas en ambos lados, pero luego se vuelven glabras
y ligeramente palidas en el envés. Las inflorescencias emergen desde el medio de los
entrenudos, raramente son opuestas a las hojas y contienen varias flores; los pedicelos
son sericeos-grisaceos de 1.5-2.5 cm de largo. Los sépalos son redondeados-
triangulares, acuminados y de 2-3 mm de largo. Los pétalos son lineares-oblongos,
obtusos, con cierta dilatacion en la base, puberulentos en el exterior y de 1.5-2.5 cm
de largo. El fruto es globoso-ovoide, de 8-12 cm de diametro y algunas veces mayor;
usualmente es rojizo oscuro o café rojizo; es suave, con areolas apenas visibles y con

pulpa dulce (ver Figura 6) (Stanley y Steyemark 1946).

Figura 6. Annona reticulata.

Disponible en: [http://www.tradewindsfruit.com/custard_apple.htm].

i. Annona scleroderma Safford. Se le conoce como anona del monte y poxte
(q’eqchi’). Es un arbol de hasta 25 metros, con un tronco de 30 cm de diametro. Las
hojas son glabras y estan en peciolos de 1.5-2.5 cm de largo; las hojas son
subcoriaceas, angostamente oblongas a oblongas-elipticas; miden 15-35 cm de largo y
5.5-9 cm de ancho. El apice es acuminado y la base es corta cuneada o redondeada.
Las flores son amarillas verdosas, extra axilares y cominmente fasciculadas en las



ramas mas viejas; los pedicelos son sericeos y miden 1.5 cm de largo. Los sépalos son
conados, sericeos por fuera 'y de 6 mm de largo. Los pétalos son tres, estan contraidos
y son lineares por encima de la base ancha; son ferruginosos-sericeos por fuera. El
fruto es globoso o globoso hundido, de 8-10 cm de diametro, verde rojizo y

notablemente areolado (Stanley y Steyemark 1946).

j. Annona squamosa L. Se conoce como anono, anona, saramuya Y
chirimoya (Petén). Es un arbusto o arbol pequefio, usualmente de 3-6 metros de alto.
Las hojas se encuentran en peciolos de 6-12 mm de largo; son membranosas, elipticas
o lanceoelipticas, de 5-11 cm de largo y 2-5 cm de ancho. Las hojas en el &pice son
subacutas y cuneadas en la base; usualmente se oscurecen al secarse; son grisaceas y
sericeas de jovenes pero glabras al madurar; usualmente son glaucas en el envés. Las
flores se encuentran opuestas a las hojas, son amarillas y se encuentran solitarias o en
inflorescencias con pocas flores; los pedicelos son glabros o pubescentes, de 1-2 cm
de largo. Los sépalos son lineares-oblongos, obtusos, glabros o tomentulosos por
fuera y de 1.5-3 cm de largo. Los pétalos internos son rudimentarios. El fruto es
globoso o cordado-ovoide, glabro, glauco y de 8-9 cm de didmetro. Los carpelos no
estan completamente fusionados y se proyectan como protuberancias redondeadas
(ver Figura 7). La pulpa es blanca amarillenta, cremosa, muy dulce y de buen sabor
(Stanley y Steyemark 1946).

Figura 7. Annona squamosa.

Foto por M. Karim. Disponible en: [www.micro2macro.net].
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2. Biogeografia de las anonas. La historia evolutiva y la distribucion actual de
los organismos es muy importante para explicar los patrones de diversidad. Para
explicar y entender la diversidad en las anonas se debe tener un conocimiento basico

sobre su biogeografia.

a. Biogeografia historica. Los patrones actuales de distribucion de las
especies pueden ser explicados al considerar las posiciones cambiantes de los
continentes a partir del Cretacico. Los patrones de distribucion de los organismos se
ven afectados por los cambios tectonicos, cambios climéticos, rutas de migracion y la
capacidad de los organismos de utilizarlas. Los restos mas antiguos de Annonaceae
son semillas del Maastrichtiano (Cretdcico tardio, 72-64.5 millones de afios) de
Nigeria y polen fosil de Colombia. Las anonaceas asiaticas muestran polen con
morfologia mas derivada en comparacién a las suramericanas y africanas.
Actualmente no se puede determinar con precision el origen de la familia; sin
embargo, las lineas de evidencia apuntan a un origen en el oeste de Gondwana
(antiguo continente formado por Sur América, Africa, Antartida, India y Australia; ver
Figura 8) (Richardson et al. 2004).

Figura 8. Mapa paleogeografico de Gondwana durante el Cretacico tardio (90-70

mda).

Imagen disponible en [http://jan.ucc.nau.edu/~rcb7/090Marect.jpg] Copyright
Ron Blakey.
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Las fechas establecidas por reloj molecular, ubican el origen de organismos
basales de Annonaceae hace 90.6 + 1.3 millones de afios (mda). La edad establecida
sugiere un origen mas antiguo de lo que sugiere el registro fosil. Los registros fosiles
y analisis moleculares concuerdan en que los origenes de las anonaceas se remontan a
un tiempo posterior a la separacion de Gondwana. La discontinuidad en la
distribucion actual no es entonces resultado de vicarianza. La migracion es la teoria
mas adecuada; una posible ruta de migracion entre Africa y Sur América por
dispersion sobre agua a cortas distancias podria haber sido posible después del
rompimiento de Gondwana (90-105 mda).  Las anondceas alcanzaron mayores
latitudes cuando el clima en Laurasia se volvid tropical durante el Eoceno. El
enfriamiento posterior al Eoceno, resultd en la distribucion discontinua de los taxa
actuales en las areas tropicales de Africa, Asia y el Nuevo Mundo (Richardson et al
2004).

Annona aparecié posiblemente a principios del Mioceno y al parecer es
parafilético; estudios moleculares sugieren que Rollinia se agrupa dentro del clado de
Annona (Richardson et al 2004). La especie mas importante a nivel mundial entre las
anonas es A. cherimola. Hasta recientemente se creia que la especie se habia
originado en los valles interandinos del sur de Ecuador y norte de Perl y que se
extendio hacia el norte de Suramérica y Centroamérica en tiempos precolombinos;
finalmente siendo introducida en el area Mediterranea por los exploradores esparioles
(Escribano et al. 2004).

b. Distribucion de Annona en Guatemala. En Guatemala se reportan 11
especies de Annona; anona blanca (A. macroprophyllata); anona colorada (A.
reticulata); sincuya (A. purpurea); anona chirimoya (A. cherimola); guanaba (A.
muricata), anonillo (A. glabra); anona de monte (A. scleroderma); anona amarilla (A.
lutescens); anonillo (A. primigenia), saramuya (A. squamosa) y A. volubilis. Las
especies de Rollinia en Guatemala son R. jimenezii, R. mexicana, R. puberula, R.
pulchinervia, R. rensoniana y R. sieberi (Stanley y Steyemark 1946, Martinez y
Martinez op. cit. 1999).

La distribucion de las anonas en Guatemala ha sido estudiada para algunas
especies. Las especies estudiadas han sido seleccionadas por su potencial de uso y

grado de comercializacién; se han incluido A. cherimola, A. macroprophyllata



12

(diversifolia), A. muricata, A. purpureay A. reticulata. El estudio de la distribucién
de estas especies solo incluye Santa Rosa y Jutiapa, en donde se ha encontrado que los
arboles de anonas se encuentran asociados a poblaciones humanas; especialmente en
huertos familiares y en algunos casos se les encuentra de forma silvestre (Orellana y
Martinez 2001).

3. Aspectos economicos de las anonas. En Guatemala no existen estadisticos
certeros sobre la importancia econdmica de las anonas; en parte, la falta de
informacion se debe a que este cultivo se sigue considerando de traspatio, y no se ha
evaluado su verdadera importancia. El cultivo de anonas puede ampliar las opciones
de produccién agricola del pais, ya que Mesoamérica es considerada como un centro

de diversificacidn de estos frutos tropicales.

a. Valor alimenticio. Las anonas son importantes como alimento y muchas
especies se cultivan por sus frutos deliciosos. Las anonas son altamente nutritivas al
ser ricas en carbohidratos, proteinas, calcio, fosforo, hierro, tiamina, niacina y
riboflavina. Algunas especies ademdas son ricas en magnesio, acido ascorbico y

caroteno (Hernandez y Ledn op.cit. 1992, Murillo 2001, Kwapata et al. 2007).

b. Valor etnobotanico. Las anonas son usadas ampliamente en comunidades
de Guatemala. Su uso no se restringe al de alimentacion, ya que también se usa como
medicamento y pesticida. Las anonas son consumidas ampliamente en el interior del
pais, A. cherimola es la anona de tierras altas del pais, su lugar es ocupado en las
tierras bajas por A. reticulata y A. macroprophyllata. Las frutas de A. cherimola son
populares y son llevadas a los mercados de tierras bajas como Retalhuleu. A.
muricata era abundante en los mercados de la capital, llevada desde tierras bajas; sin
embargo, su presencia en los mercados ha disminuido al igual que otras anonas. A.
macroprophyllata es la anona preferida por las comunidades del pais en las que se le
conoce. A. muricata es utilizada ampliamente para elaborar helados y bebidas de
varios tipos, incluso de bebidas carbonatadas (Stanley y Steyemark 1946).

El aprovechamiento medicinal de las anonas incluye el uso tradicional de las
semillas molidas de A. cherimola mezcladas con manteca y aplicadas como una pasta
al cuerpo para matar piojos y otros parasitos. Una decoccion de las hojas de A.
muricata se usa para aplicar al cabello y matar piojos. En Petén las hojas de A.

squamosa son colocadas en el agua para bafar a los nifios y refrescarlos cuando tienen
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temperatura; en otras partes las hojas son frotadas en los pisos y colocadas en los
gallineros para mantener lejos a los parasitos; ademas se cree que las semillas tienen
propiedades insecticidas. Las anonas también tienen otro tipo de aprovechamiento, ya
que se emplean las hojas y ramas de A. reticulata para tincion, generando un tinte

azul a negro (Stanley y Steyemark 1946).

Los usos medicinales tradicionales de las anonas tienen respaldo por analisis de
actividades citotdxicas y antiparasitarias llevados a cabo en Colombia, en donde A.
muricata se utiliza como tratamiento para la malaria. Extractos de varias especies de
anonéceas, entre ellas A. muricata, presentan actividad contra la leishmaniasis y otras
enfermedades causadas por parasitos. El extracto del pericarpio presenta acetogeninas
que podrian ser los metabolitos responsables de la actividad antiparasitaria. Las
acetogeninas se han identificado en las hojas, raices y semillas, y en una pequefia

proporcién en las porciones basales de los tallos (Osorio et al. 2007).

c. Recursos genéticos de Annona. Los recursos genéticos son el componente
atil (real o potencial) de la biodiversidad. Las especies que forman parte de la riqueza
de recursos genéticos de Guatemala muestran alta diversidad morfologica (fenotipica)
y nutricional, por lo que generan opciones para la diversificacion agricola. La
identificacion y seleccion de materiales genéticos prometedores puede sentar las bases
de alimentos locales alternativos y de programas de mejoramiento genético
tradicional. En Guatemala se encuentran poblaciones de distintas especies de anonas
emparentadas con las cultivadas, las cuales son importantes desde el punto de vista del
mejoramiento. En Guatemala se cultiva A. muricata pero no se le encuentra de forma
silvestre. Las especies cultivadas y encontradas en forma silvestre son A. cherimola,
A. macroprophyllata, A. squamosa y A. purpurea. Las especies que se encuentran
solamente de forma silvestre son A. glabra, A. reticulata, A. lutescens, A.

primigenia, A. sclerodermay A. volubilis (Azurdia 2008).

4. Aspectos de diversidad genética. Los estudios sobre diversidad genética
utilizan técnicas de biologia molecular, por lo que un entendimiento basico de los

principios tedricos es necesario.

a. Diversidad genetica y ADN. El estudio de la diversidad biologica utiliza
distintas metodologias, y a nivel de organismo las variaciones morfologicas han sido

ampliamente utilizadas para la estimacién de diversidad. Los estudios de diversidad
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son muy importantes en cultivares, ya que pueden ser la base de mejoramiento
tradicional.  En Guatemala, se han llevado a cabo estudios de caracterizacion
agromorfologica en los frutos de anonas (Garcia 2009). Los estudios morfologicos
son importantes, y permiten conocer la variabilidad dentro de una poblacién. La
diversidad genética va mas alla de los estudios de diversidad morfoldgica, permitiendo
conocer la variabilidad dentro de una poblacién y su relacion o parentesco con otras
poblaciones. Los estudios de diversidad genética utilizan los &cidos nucleicos
presentes en todos los seres vivos. La secuencia de las bases nitrogenadas dentro de
los &cidos nucleicos permite comparar a distintos individuos para establecer el grado
de similitud o de diferencia existente entre ellos. La distribucién de la variacion
genética en regiones especificas del genoma permite inferir sobre la filogenia de los
organismos. El uso del ADN para inferir diversidad biologica y filogenias, ha sido

ampliamente utilizado a diferentes niveles taxondmicos (Gielly y Taberlet 1994).

b. Estructura del ADN. EI ADN es el material quimico que contiene la
informacidn necesaria para producir a un organismo. EI ADN esta formado a partir de
cadenas de nucléotidos, cada uno de ellos esta formado de una de las cuatro bases
nitrogenadas de purina o pirimidina; un azlcar ribosa o desoxirribosa; y un grupo
fosfato. Las bases nitrogenadas A y G son purinas, mientras que Cy T (o U en el
ARN) son pirimidinas. La replicacion duplica una hebra del ADN en base al principio
de complementariedad (A con T y G con C). Una cadena de doble hebra se arregla de
forma de doble hélice y se enrrolla en proteinas Ilamadas histonas para generar
cromosomas. El cddigo genético finalmente se traduce en proteinas (McDonald op.
cit. 2002).

c. Herencia mendeliana. El material diploide posee dos copias de cada tipo
de cromosoma, a diferencia del material haploide que posee una copia. El nimero de
cromosomas complementarios es muy variable entre los organismos; variando desde
unos cuantos pares hasta varias decenas. Los genes son secuencias de ADN que
codifican para un ARN y para maltiples proteinas. Los genes se ubican en un lugar

especifico (locus), dentro de un cromosoma (McDonald op.cit. 2002, Hamilton 2009).

d. Marcadores moleculares. La mayoria de las técnicas moleculares para
analizar las variaciones de los organismos se basan en la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés: polymerase chain reaction) para amplificar
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suficiente cantidad del ADN de interés. La técnica PCR requiere de ciertos
componentes importantes para que se lleve a cabo. Los componentes importantes se
mezclan en solucion (master mix); en la que se agrega agua en estado ultra puro, una
solucion amortiguadora, deoxinucléotidos, los cebadores, la polimerasa, cloruro de
magnesio y la hebra diana que va amplificarse. La PCR se lleva a cabo en tres
distintas etapas que tienen una funcion clave. La primera etapa es la desnaturalizacion
que permite separar la doble hebra. La segunda etapa consiste en la unién de los
cebadores, que flanquea la region e interés de las hebras diana. Finalmente, la etapa
de extension de iniciadores tiene la funcién de sintesis por medio de la polimerasa, de
un segmento especifico de ADN complementario a la region flanqueada de la hebra
plantilla (Becker et al. 2007).

Existen varias técnicas ampliamente utilizadas para analizar la variacion de ADN,
entre las que se encuentran los marcadores moleculares. Los marcadores moleculares
corresponden a cualquier gen o region no codificadora cuya expresion permite un
efecto observable (fenotipico) que puede detectarse facilmente. Los marcadores de
ADN son muy ventajosos ya que no son afectados por el ambiente, estan presentes en
cualquier estadio del organismo, permiten una deteccion temprana, son universales,
muy abundantes y es muy estable y especifico para cada organismo. EIl estudio de
ADN tiene ventajas importantes en comparacion con otros métodos, ya que permite
identificar genotipos, no sélo fenotipos. Los marcadores moleculares utilizan la
secuencia de ADN para permitir identificar la variacion existente entre grupos de
organismos. Los marcadores pueden variar de grado de especificidad y marcadores
mas especificos se necesitan cuando el parentesco es mayor entre individuos a
analizar. Ejemplos de marcadores son los microsatélites (SSR, por sus siglas en
inglés: simple sequence repeats) y la técnica RAPD’s (por sus siglas en inglés:
randomly amplified polymorphic DNA). Para el analisis de las bandas de RAPD’s se
utiliza un oligonucleotido arbitrario, de aproximadamente 10 bases, en la reaccion de
PCR en la cual éste se hibridiza lo suficientemente bien para servir como iniciador
forward y reverse para amplificar 3 a 10 sitios de ADN nuclear simultaneamente. Los
microsatélites son repeticiones de secuencias cortas de ADN de 2 a 6 pares de bases,
que se repiten al azar a lo largo de todo el genoma. Los iniciadores para el PCR son
secuencias de las regiones que flanquean al microsatélite, es posible amplificar la

region inter microsatélite (ISSR’s) en un Locus especifico o amplificar cada
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microsatélite presente (SSR’s). Alelos en un locus especifico se identificardn después
de la amplificacion por PCR, al comparar su migracion electroforética relativa con un
marcador de peso conocido. Los microsatélites fueron inicialmente descritos en
humanos, y en poco tiempo fueron hallados en otros mamiferos. EIl potencial como
marcadores Utiles para los estudios en plantas fue rapidamente reconocido, resultando
en su aislamiento y aplicacion en muchas especies (Contreras 2003, Palmieri et al.
2008).

El polimorfismo en la longitud de fragmentos de ADN amplificados es otro
marcador molecular desarrollado més recientemente. A estos marcadores moleculares
se les conoce como AFLP (Amplified fragment length polymorfism) y se basan en la
amplificacion selectiva por PCR de fragmentos de restriccion en el ADN genémico.
La ventaja del uso de AFLP es que no se necesita un conocimiento previo de la
secuencia de ADN, por lo que son importantes en el desarrollo de marcadores. La
mayoria de los fragmentos de AFLP corresponden a posiciones Unicas en el genoma,
por lo que son utiles como marcadores en mapas genéticos. Otro tipo de tecnologia de
marcadores moleculares se basa en el polimorfismo del largo de fragmentos de
restriccion. Los RFLP (restriction fragment length polymorphism) se basan en
comparaciones del largo de los fragmentos que se generan al digerir la muestra con
enzimas endonucleasas. Los RFLP tienen la ventaja de diferenciar entre los individuos

heterocigoticos (Rahman et al. 1998).

e. Marcadores de cloroplasto. Los cloroplastos son los organelos donde se
lleva a cabo la fotosintesis en las plantas. Estos organelos se han denominado
semiautonomos debido a la existencia de material genético propio del cloroplasto
(Becker et al. 2007).

La Biologia ha sido revolucionada a través de los analisis del ADN de los
organelos celulares. Los genomas de los organelos no son recombinantes, se heredan
de un solo padre y por lo tanto son haploides. En animales el uso del ADN
mitocondrial (ADNmt) ha sido extensivo; principalmente por su pequefio tamario, alto
nimero de copias, orden de genes relativamente conservado, disponibilidad de
marcadores y altas tasas de sustitucion. En plantas el uso del ADNmt para estudios
evolutivos ha sido limitado. EI genoma mitocondrial vegetal es muy distinto al

animal; se caracteriza por un gran tamafio, bajas tasas de sustitucién de nucléotidos y
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varios niveles de recombinacion intramolecular. EI genoma del cloroplasto comparte
caracteristicas con el genoma mitocondrial animal, por lo que se les ha llamado
contrapartes naturales. ElI genoma del cloroplasto posee un orden de genes
conservado, amplia disponibilidad de marcadores y en general la heteroplasmia y
recombinacion estan ausentes. Las caracteristicas del genoma del cloroplasto lo
convierten en una herramienta importante para estudios filogenéticos de plantas
(Provan et al. 2001).

Las variaciones en la secuencia del ADN del cloroplasto (ADNcp) estan siendo
utilizadas para investigacion de las relaciones entre angiospermas y otras plantas. Los
marcadores de cloroplasto estan disefiados tanto para regiones codificadoras y no
codificadoras del genoma del cloroplasto y al combinar ambas regiones se pueden
analizar las relaciones a nivel interespecifico e intraespecifico. El uso de los
marcadores de ADNcp es (til para determinar la estructura genética de poblaciones de
plantas. Los marcadores de cloroplasto permiten caracterizar la variacion genética y
ademas al analizar los patrones espaciales del ADNcp se puede evaluar el grado de
flujo genético entre poblaciones. Los datos producidos al usar marcadores de
cloroplasto proveen informacién que es de valiosa importancia para la conservacion;
mostrando localidades en las que existen genotipos raros o diversos (Taberlet et al.
1991, Petit et al. 1997, Saeki y Murakami 2009).

f. Polimorfismos de un nucleétido y haplotipos. Entre las variaciones o
polimorfismos entre genomas de individuos, la variante mas comun es de un solo
nucleotico (single nucleotide polymorfism SNP). Un SNP es la diferencia en una base
presente en un sitio particular homologo entre secuencias de ADN. Casi todos los
sitios variables resultan de un evento histérico de mutacion Unico ya que la tasa de
mutacién es muy baja (del oden de 10°® por sitio por generacion. Al conjunto de SNP
que son compartidos en un cromosoma o parte de él se les llama haplotipo (Andnimo
2003).

g. Caracterizacién genética de Annona. A. cherimola es uno de los frutos
méas importantes cultivados en las regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo. Los cultivares disponibles han sido caracterizados por la morfologia y textura
de la epidermis del fruto. La caracterizacion morfoldgica de los cultivares ha sido

problematica por la variedad fenotipica entre frutos del mismo arbol; ademas, los
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frutos herborizados por més de cinco afios no muestran los detalles morfoldgicos
originales. El interés por la caracterizacion genética de cultivares de anona inici6 con
la aplicacion de isoenzimas y marcadores moleculares como RAPD que mostraron las
primeras incosistencias en la clasificacion morfologica. La aplicacion de marcadores
AFLP mostr6 nuevamente las inconsistencias; sin embargo, se encontré un 33% de
bandas polimorficas con lo que fue posible establecer las relaciones genéticas entre los

cultivares pero sin poder establecer su origen parental (Rahman et al. 1998).

Actualmente existen varios cultivares comerciales de anona, muchos de los cuales
son especificos del pais productor. Nuevos cultivares no han sido seleccionados desde
las ultimas décadas; ademds, la mayoria del material existente en bancos de
germoplasma internacionales se basa en razas locales o individuos silvestres de
Suramérica introducidos en las tltimas décadas y el origen de la mayoria de cultivares
es desconocido. De la misma manera que otras especies cultivadas, la caracterizacion
y conservacion de un amplio acervo genético son requeridas para la mejora de las
caracteristicas del cultivo y para la seleccion de nuevas variedades con resistencia
tanto a presiones bidticas como abiodticas. La existencia de una alta variedad
morfolégica de los frutos en Loja, al sur de Ecuador, condujo a investigadores
proponer la region como el principal centro de diversidad de A. cherimola. El interés
por la caracterizacion genética en Ecuador con marcadores AFLP surgidé por la
mencionada limitacion en programas de seleccion y mejora del cultivo, tanto en
anona como en otras especies del género. La caracterizacion genética con marcadores
AFLP produjo 214 bandas cuantificables, de las que el 99.06% fueron polimorficas
dentro de la muestra total. El alto nivel de polimorfismo encontrado en la muestra era
el esperado al contener genotipos silvestres de Ecuador y ademas se demostré la baja
diversidad genética en los cultivares econémicamente importantes (Narvaez-Trujillo
et al. 2007).

El desarrollo de microsatélites para A. cherimola fue realizado en instituciones
espafiolas. La aplicacion de estos marcadores permitié un avance significativo en la
caracterizacion genética de la especie. Los primeros 15 marcadores microsatélites
desarrollados para Annonaceae han sido de gran utilidad al ser la base para nuevos
estudios de distintas especies de Annona (Escribano et al. 2004). Los microsatélites

desarrollados han sido aplicados para caracterizar especies silvestres que tienen alto
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potencial agronomico, para establecer estrategias de colecta de germoplasma y
programas de conservacion y domesticacion. A. senegalensis Pers., es una de las
especies caracterizadas con los marcadores desarrollados para A. cherimola. A.
senegalensis resultd poseer alta diversidad en Malawi y se encontraron 23 alelos en
las poblaciones estudiadas. La caracterizacion genética de A. senegalensis indica que
el fruto puede llegar a ser muy importante para mejorar considerablemente la
nutricion, salud e ingresos econdémicos y por tanto mejorar la calidad de vida de
muchas poblaciones rurales del sur de Africa (Kwapata et al. 2007). A. crassiflora
Mart. es otra especie con potencial agronémico, caracterizada genéticamente para
iniciar programas de domesticacion y mejora en Brazil (Pereira et al. 2008).

Figura 9. Riqueza alélica de A. cherimola en Ecuador, Peru y Bolivia.
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Riqueza dada en numero de alelos por locus, la rarefacciéon implica la eliminacion

del sesgo de muestreo (van Zonneveld et al. 2012).

En Suramérica la aplicacion de microsatélites en A. cherimola permiti6 establecer
patrones geograficos de la diversidad genética de poblaciones de Ecuador, Perd y
Bolivia (ver Figura 9). Los departamentos del norte de Perd mostraron tener una
mayor riqueza alélica segun el andlisis con programas de sistemas de informacion
geografica (van Zonneveld et al. 2012). La alta riqueza en el norte de Peru puede
incluso ser parte de un segundo centro de diversidad, ya que las pruebas de aplicacion

de microsatélites en anonas centroamericanas producen mayores niveles de riqueza
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genética en comparacion a sus parientes sudamericanos (Hormaza, J.; Investigador
Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea, Estacion Experimental La
Mayora, 2012 comunicacion personal). La mayor diversidad centroamericana sugiere

que el principal centro de diversidad podria estar en esta area.

5. Inferencia filogenética. La inferencia filogenética es un procedimiento de
estimacion al intentar obtener el “mejor estimado” de la historia evolutiva de los
organismos. La filogenia se presenta en topologias de arboles, mostrando las
relaciones entre los organismos en base a ramas que se bifurcan a partir de un ancestro
comun. Existen distintos tipos de datos de los cuales se puede obtener una filogenia;
sin embargo, los métodos para obtener los arboles filogenéticos son los mismos. Para
obtener el arbol o conjunto de arboles que mejor describen la historia evolutiva
existen dos acercamientos principales. El primer acercamiento se basa en definir una
secuencia de pasos especifica (un algoritmo) que lleve a la determinacién de un arbol.
La segunda forma es definir un criterio de comparacion entre filogenias alternativas y
al compararlas una a una, decidir cual es mejor o que ambas son igualmente
aceptables. Los métodos puramente algoritmicos combinan la inferencia del arbol y la
definicion del arbol que se prefiere dentro del mismo enunciado (métodos UPGMA,
Neighbor-joining). El segundo grupo de métodos se basa en dos pasos de l6gica. El
primer paso es definir un criterio de optimizacion (descrito formalmente por una
funcidén objetivo) para evaluar un arbol dado; por ejemplo, se asigna una calificacion
que posteriormente se usa para comparar con otros arboles. El segundo paso consiste
en el uso de algoritmos especificos para el calculo del valor de la funcion objetivo y
encontrar los arboles que poseen los mejores valores de acuerdo al criterio de
optimizacion. Por tanto, en el segundo grupo de métodos los supuestos evolutivos
realizados en el primer paso estan separados de los célculos del segundo. En los
métodos puramente algoritmicos, el algoritmo toma un rol de importancia
fundamental porque define el criterio de seleccion de arboles. En los métodos basados
en una funcion objetivo los algoritmos son Unicamente la herramienta utilizada para
evaluar el criterio y buscar los arboles que optimizan la funcién (Swofford et al.
1996).

Las inferencias filogenéticas se basan en la herencia de caracteristicas ancestrales
y en la existencia de una historia evolutiva definida por los cambios en dichas

caracteristicas. La herencia es mediada por el genoma y por tanto los datos de
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inferencia filogenética reflejan directa o indirectamente informacién gendémica. Un
supuesto implicito en estos andlisis es la unicidad del linaje gendmico. La potencial
confusion debida a la transferencia lateral de genes ha recibido mucha atencion.
Cuando la transferencia lateral es comun entre los linajes de interés un analisis de
genética de poblaciones es el més adecuado. El uso de datos de secuencias de ADN
para andlisis filogenéticos esta siendo muy utilizado. En un conjunto de secuencias los
caracteres son representados por las posiciones correspondientes en las secuencias, y
los caracteres son el nucleétido presente en dicha posicién. En los analisis
filogenéticos con secuencias se requiere la existencia de homologia en las posiciones.
Un alineamiento de secuencias es obtenido al insertar espacios vacios que
corresponden a inserciones o deleciones para lograr que las posiciones homologas
aparezcan en la misma columna de la matriz de datos. Los métodos basados en
criterios de optimizacion son los mas utilizados por los bidlogos; diferentes métodos
son el de méxima parsimonia, maxima verosimilitud y bayesiano (Swofford et al.
1996).

a. Maxima parsimonia. ElI método de maxima parsimonia (MP) se basa en la
idea que las hipdtesis mas simples son preferibles a las hipotesis mas complicadas.
Los métodos de inferencia filogenética por parsimonia operan seleccionando arboles
que minimizan la longitud total del arbol, esto es, el nimero de pasos evolutivos
(transformaciones de un caracter a otro) requeridos para explicar un conjunto de

secuencias (Swofford et al. 1996).

b. Maxima verosimilitud. Los métodos de maxima verosimilitud (maximum
likelihood ML) para la inferencia filogenética evaltan una hipétesis sobre la historia
evolutiva en base a la probabilidad de que un modelo de proceso evolutivo propuesto
y la historia hipotética hayan producido los datos observados. Las filogenias se
infieren encontrando los arboles con las mayores probabilidades. El calculo de las
probabilidades depende de varios supuestos acerca del proceso de sustitucion de

nucléotidos, lo cual define un modelo de sustitucion (Swofford et al. 1996).

c. Modelos bayesianos. La inferencia bayesiana es una formalizacion
matematica de un proceso de decisiones que analiza probabilidades. Las inferencias de
la filogenia son basadas en las probabilidades posteriores de los arboles filogenéticos.

La probabilidad posterior de cada enésimo arbol filogenético se calcula en base al



22

teorema de Bayes, nombrado en honor de Thomas Bayes (1702-1761), un matematico
britanico. El teorema de Bayes se basa en sumatorias e integrales que no pueden ser
evaluadas analiticamente. El céalculo aproximado de las probabilidades posteriores
(PP) se realiza mediante el algoritmo Markov chain Monte Carlo (MCMC). MCMC
es un metodo para tomar muestras validas, aunque dependientes, a partir de la
distribucion de probabilidades de interés. Los mismos modelos de sustitucion
utilizados en los anélisis de maxima verosimilitud pueden ser usados en los analisis

bayesianos de filogenias (Huelsenbeck and Ronquist 2001).

B. Justificacién

Guatemala es considerada como un pais con una gran diversidad bioldgica a todos
sus niveles por el convenio internacional sobre diversidad biolégica (CBD 2011). La
investigacion biologica en Guatemala debe por lo tanto enfocarse en la conservacion
de su abundante riqueza. La conservacion de la biodiversidad requiere de
acercamientos a distintos niveles jerarquicos. La conservacion debe aplicarse desde

una escala a niveles de ecosistemas, comunidades y genes.

La conservacion de la diversidad bioldgica en Guatemala es de importancia actual;
sin embargo, su avance es lento pero promisorio. La degradacion de los bosques,
principalmente por fragmentacion, es una de las causas principales de la pérdida de la
diversidad bioldgica. El desarrollo de estrategias de conservacion requiere estudios
basicos de las especies, principalmente de su distribucion, ecologia y genética. El
estudio de la genética de poblaciones, a través de técnicas moleculares, esta sentando

las bases de la distribucion geogréfica de la riqueza y diversidad genética.

La regidn centroamericana parece tener una alta riqueza y diversidad genética de
anonas. La aplicacion de técnicas en el campo de la Biologia molecular permitira
conocer las areas del pais con mayor diversidad genética, ademas de proporcionar una
base teécnica para establecer estrategias de conservacion del fruto local. El
conocimiento de la diversidad genética de las anonas del pais es importante para la
seguridad alimentaria del pais. La informacidén generada en la investigacién podria
usarse para fomentar un cultivo nacional que genere ingresos para comunidades
guatemaltecas. Ademas, la identificacion de areas con alta variabilidad genética
permitiria la base para colectas de germoplasma y su posterior conservacion ex situ e

in situ. Es importante también la conservacion de areas con alta diversidad genética,
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ya que permite que la conservacion de la diversidad bioldgica se lleve a cabo de una

manera mas dindmica.

C. Objetivos
1. General

a. Caracterizacion de la variabilidad genética de especies de Annona
presentes en diferentes regiones de Guatemala.

2. Especificos

a. Implementacion de la técnica de marcadores de ADN de cloroplasto
para estudios de diversidad genética de especies de Annona.

b. Elaboracion de la filogenia de las especies de Annona presentes en
diferentes regiones de Guatemala.

c. Establecimiento de la distribucion geografica de la diversidad genética

de Annona presentes en las diferentes regiones de Guatemala.



Il. METODOS

A. Procedimientos

1. Localizacion y muestra. La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de
Proteccion Vegetal del Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de
Guatemala. Los sitios de colecta se determinaron en base a registros de herbario y
comunicaciones personales. Los individuos fueron colectados en huertos y jardines
familiares, tomando hojas tiernas y en el mejor de los casos el fruto y la flor para su
identificacion botanica. Las hojas se almacenaron en frio para su transporte al
laboratorio. Finalmente, las muestras se almacenaron a -20°C en el laboratorio, hasta

ser procesadas.

2. ldentificacion botanica. La identificacion botanica se realizo en el herbario
UVAL de la Universidad del Valle de Guatemala, donde las muestras fueron
identificadas a nivel de especie utilizando las claves dicotomicas en Flora of
Guatemala (Stanley y Steyemark 1946) y ayuda de los botanicos expertos E. Poll y H.

Rainer.

3. Caracterizacion molecular. El procedimiento general para la caracterizacion

molecular se muestra en la Figura 10.

a. Extraccion de ADN. EI ADN se obtuvo a partir del método CTAB
propuesto por Murray y Thompson (1980) con ciertas modificaciones. EI método
requirio el uso de abundante tejido, principalmente de hojas tiernas o brotes. El
procedimiento general se muestra en la Figura 11 y el protocolo de extraccion se
describe en el apéndice A. Al terminar la extraccion, se realiz6 un tratamiento con
ARNasa para purificar el ADN con el que se trabajé en la amplificacién. El

procedimiento para tratar la muestra con ARNasa se describe en el apéndice A.

b. Cuantificacién de ADN. La estimacion de la cantidad de ADN extraido se
realizO mediante un espectrofotometro (Biophotometer plus, Eppendorf). Se
realizaron diluciones 1:100 de ADN en agua destilada estéril y se utiliz el programa
adecuado en el espectrofotdmetro. La estimacion de la integridad de ADN se realiz6
mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% en solucién amortiguadora TAE 1X
(ver apéndice B). Se cargaron 5 pl de ADN o ADN+ARNasa en cada pozo, mezclado

con 1 pl de colorante de carga. La electroforesis se corrié durante 45 minutos a 85
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voltios. Los geles obtenidos se visualizaron con un UV Transilluminator (UVP 6.4”

LCD) mediante la tincién de bromuro de etidio.

Figura 10. Procedimiento general para la caracterizacion molecular.
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Figura 11. Diagrama del proceso de extraccion de &cidos nucleicos por el método
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c. Amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Se
realizd la amplificacion de 5 regiones de ADNcp, cada una por separado. Las
regiones intergénicas que se amplificaron fueron trnS-trnT; trnL-trnF; atpB-rbcL y
matK; y el intrén rpoCl. Los marcadores seleccionados contienen regiones del
ADNCcp utilizadas para estudios filogenéticos en angiospermas basales, tales como las
anonéaceas (Taberlet et al. 1991, Goremykin et al. 2003, Richardson et al. 2004, Su et
al. 2008). Las secuencias de los cebadores utilizados con sus respectivas temperaturas

de anillamiento se muestran en el Cuadro 2.

Las PCR fueron realizadas en una mezcla de 25 pl con Buffer (5X GoTaq
Promega) 1X; 2.5 mM MgCl,; 0.125 mM dNTP; 0.5 a 0.66 uM de cada cebador (ver
Cuadro 3); 1 unidad de GoTag® polimerasa (Promega) y 30 ng de ADN gendmico.
La amplificacion se realizd en un termociclador (Mastercycler personal Eppendorf)
programado con una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C seguida de 30
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50-53.5°C (ver Cuadro 2), 2 minutos a 72°C y
una extension final de 5 minutos a 72°C. De cada muestra se realizd una
amplificacion en triplicado y los productos de PCR fueron almacenados a -20°C hasta

ser enviados para su secuenciacion.
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Cuadro 2. Regiones del ADNcp y cebadores utilizados para su amplificacion.

» Temperatura
Region Cebadores Secuencia 5°-3’ . ]
anillamiento
trnS-Tf CGAGGGTTCGAATCCCTCTC
trnS-T 51°C
trnS-Tr AGAGCATCGCATTTGTAATG
trnL-Ff CGAAATCGGTAGACGCTACG
trnL-F 52-53.5°C
trnL-Fr ATTTGAACTGGTGACACGAG
rpoC1f TTCGAATTAAACCTCGTAATCG
rpoC1 51°C
rpoC1r CATGTGTGGTATTTGAAACGTC
Cemp7f CAACATATACCACTGTCAAG
atpB-rbcL 50°C
Ccmp7r ACATCATTATTGTATACTCTTTC
390f CGATCTATTCATTCAATATTTC
matK 53.5°C
1326r TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT

Cuadro 3. Receta para mezcla de reaccion de 25 pl por cada par de cebadores.

Reactivo trnS-T trnL-F rpoClint | atpB-rbcL matK
H,0 - - - - -
Buffer 5X
(GoTaq) 1X 1X 1X 1X 1X
MgCl, 25 mM 25 mM 25 mM 2.5mM 25 mM
dNTP 0.125mM | 0.125 mM | 0.125 mM | 0.125 mM | 0.125 mM
Cebador F 0.66 pM | 0.65puM | 0.60 uM 0.5 uM 0.5 uM
Cebador R 0.66 uM | 0.65uM | 0.60 uM 0.5 uM 0.5 uM
GoTag® 1U 1U 1U 1U 1U
ADN 30 ng 60 ng 30 ng 30 ng 30 ng

d. Electroforesis en agarosa. Los productos de amplificacion fueron
visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en solucion
amortiguadora TAE 1X y las condiciones de corrida fueron 85V por 45 minutos. La
tincion se realizé con bromuro de etidio y se visualizdé en un UV Transilluminator

(UVP).

e. Electroforesis en poliacrilamida. Los productos de amplificacién fueron

evaluados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Para la preparacion de
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dos geles se prepard una mezcla con 5.93 ul de agua destilada, 1.2 ml de solucién
amortiguadora TBE 5X (ver Apéndice B), 4.27 ml de acrilamida:bis 19:1 al 40%
(Merck), 16 pl APS y 16 ul TEMED. Se tomaron 2.5-5 pl de los productos de
amplificacion purificados y se mezclaron con un volumen igual de solucidn
amortiguadora de montaje desnaturalizante, posteriormente se cargd 5 pl de la mezcla
al gel. Los geles fueron corridos con solucion amortiguadora TBE 1X durante 180
minutos a 110 V y se visualizaron mediante tincion con nitrato de plata. La
determinacion del largo de los fragmentos de amplificacion se llevd a cabo en
TotalLab TL120 (Nonlinear dynamics). A cada fragmento amplificado con los
distitnos marcadores se le tomaron tres mediciones en TotalLab para generar las
réplicas para un andlisis de diferencia de medias. Para determinar si existio diferencia
significativa entre los largos de los fragmentos amplificados entre las especies, se
realizé la prueba de diferencia de medias a cada marcador en el programa SPSS
version 20 (IBM); se utilizaron pruebas paramétricas 0 no paramétricas segun el

cumplimiento de criterios de normalidad y homocedasticidad por el conjunto de datos.

f.  Purificacion de productos de amplificacion. Los productos de
amplificacion fueron purificados previo a la secuenciacion con el kit Wizard® PCR
Preps DNA Purification System (Promega) y un filtrador al vacio VacMan™
(Promega) siguiendo el protocolo del fabricante. Para verificar la purificacion se

realizd un gel de agarosa al 1.5%.

g. Secuenciacion. Se enviaron alicuotas de 15 ul de cada producto de
amplificacion y 1.5 pl de cada cebador a 5 pmol/ul para su secuenciacion en la

empresa Macrogen Korea.

h. Analisis filogenético. EIl estudio utilizd las secuencias producidas y
secuencias de las regiones trnS-T, trnL-F, intron rpoCl, atpB-rbcL y matK
previamente publicadas en GeneBank. Las secuencias fueron alineadas en MEGA ver.
5 (Tamura et al. 2011) con el método Clustalw. El alineamiento fue visualizado y
optimizado manualmente; las regiones con alineaciones ambiguas fueron excluidas
del analisis (trnS-T: 578 caracteres; trnL-F: 176 caracteres; rpoC1 51 caracteres; matK
121 caracteres). Se realizaron dos analisis filogenéticos, uno de las especies de
Annona y otro de los individuos de A.cherimola. El analisis de méaxima parsimonia

(MP) se llevo a cabo separadamente y en combinacion (trnL-F, rpoC1 y matK para
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Annona; trnL-F y rpoC1 para A. cherimola) utilizando MEGA ver.5. Los &rboles mas
parsimoniosos fueron obtenidos con el método Bootstrap con una blsqueda de 1000
réplicas mediante Close-Neighbor-Interchange (CNI) y preservando 10 arboles de
cada adicion aleatoria. Se realizaron filogramas y arboles con maxima verosimilitud
(ML) en MEGA versién 5 usando la prueba bootstrap con 1000 réplicas. EI modelo
de sustitucion de ADN vy tasa de heterogeneidad gamma para el analisis ML fueron
tomados del estudio de Su et al. (2008). Se tomo el criterio de Richardson et al.
(2004) para considerar que los valores bootstrap (BS) de 50-74% tenian un soporte
débil; BS de 75-84% tenian soporte moderado y BS de 85-100% tenian soporte fuerte.
La inferencia bayesiana de la filogenia fue realizada con el programa MrBayes ver.
3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003) utilizando dos réplicas independientes de cuatro
cadenas y 50 mil generaciones, con arboles muestreados cada 10 generaciones. Las
probabilidades bayesianas posteriores (PP) fueron calculadas en base al consenso de
los arboles restantes después de eliminar el burn-in. Se tomé el criterio de Su et al.
(2008) para considerar que los valores de PP mayores o iguales a 0.85 tenian un

sustento fuerte.

i. Diversidad de ADNcp de y andlisis espacial. El alineamiento utilizado en
el andlisis filogenético se utilizo para identificar los loci polimdrficos y determinar los
haplotipos presentes en A. cherimola. Las posiciones polimdrficas se asignaron de
acuerdo a una secuencia de referencia obtenida de Genebank. La secuencia de Annona
pruinosa fue la referencia para la region trnL-F y Magnolia kwangsiensis para rpoC1.
Para analizar la riqueza de haplotipos se realizé una cuadricula con tamafio de celda
de 2 minutos (aproximadamente 2 km en el area de estudio) en DIVA-GIS
(www.diva-gis.org). A la cuadricula se le aplico circular neighborhood con 18
minutos de diametro. Para analizar la relacion entre los haplotipos encontrados se
realiz6 una red de haplotipos con el método Median-Joining en el programa
NETWORK version 4.6.1.0 (Fluxus Technology Ltd.).



I1l. RESULTADOS

A. Distribucion e identificacion botanica

Los registros del herbario UVAL (ver Figura 12) y registros de herbario
disponibles en el Atlas de Parientes Silvestres de Guatemala (Azurdia et al. 2011),
permitieron identificar las regiones en Guatemala con presencia de distintas especies
de Annona. Para este estudio se colecto un total de 104 individuos de 7 especies de
Annona (A. cherimola, A. macroprohyllata, A. glabra, A. muricata, A. purpurea, A.
reticulata y A. squamosa). Los registros de herbario y sitios de colecta del estudio se
muestran en un mapa (ver Figura 13) y los datos utilizados para su elaboracion se
encuentran en el apéndice C. Las especies mas colectadas fueron A. cherimola, A.

macroprophyllata y A. reticulata (ver Figura 14).

Figura 12. Registro de herbario.

En la foto se muestra un espécimen herborizado de A. muricata en el herbario
UVAL. Foto: Javier Aju.

30



31

Figura 13. Distribucion y colecta.
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En el mapa se muestran los registros de herbario (café) de distintas especies de
Annona y los sitios donde se realizé colecta de individuos (verde). Mapa elaborado en
DIVA-GIS 7.3.
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Figura 14. Diagrama circular de individuos colectados.

A squamosa
3%

El diagrama muestra la composicion por especie de los individuos colectados a los
que se extrajo ADN, N=88.

B. Extraccion de acidos nucleicos

Se logro extraer acidos nucleicos de 88 individuos, el 84.6% del total colectado.
Los promedios por especie de las concentraciones de ADN extraido variaron entre
134.5 y 509.9 ng/ul; los promedios por especie de las purezas (relacion de absorbancia
a 260/280 nm) variaron 1.67 y 2.30 (ver apéndice D). Las integridades del ADN
extraido después del tratamiento con ARNasa no mostraron fraccionamiento o

degradacion (ver apéndice E).
C. Amplificacion y secuenciacion de acidos nucleicos

Para este estudio se logr6 amplificar al menos una region en 48 individuos
encontrados en 11 departamentos y representando las 7 especies encontradas, ademas
de dos individuos (C. odorata y Magnolia sp.) utilizados como grupos salientes. La
amplificacion exitosa se consideré como una banda marcada en el gel de agarosa.
Segun la electroforesis en agarosa (ver apéndice F), los fragmentos amplificados
tuvieron un tamafio estimado de alrededor de: 1700 pares de bases en la region trnS-
T; 1100 pares de bases en la region trnL-F; 1100 pares de bases en el intron rpoCl1;
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200 pares de bases en la region atpB-rbcL y de 1100 pares de bases en la regién matK.

La amplificacion exitosa no implicd obtener una secuenciacion de calidad, ya que en

muchos casos la secuencia obtenida era de baja calidad y por lo tanto en mas del 70%

de los sitios existi6 ambiguedad en la base indicada en el electroferograma.

Finalmente, se obtuviron secuencias de 32 individuos, de por lo menos uno de los

marcadores utilizados (ver apéndices H e I).

individuos con regiones amplificadas y con secuenciacion exitosa.

Cuadro 4. Individuos con regiones amplificadas y secuenciadas.

En el Cuadro 4 se resumen los

No. rr’:lL?és[t)l?a Especie Lugar trnS-T | trnL-F | rpoClint | atpB-rbcL | matK
1 3 Annona cherimola San,Lucas Sac., X X X X X
Sacatepequez
5 4 Annona cherimola Sar_l Andrés ltzapa, X X X X X
Chimaltenango
3 7 Annona cherimola g?]'ii?;?eigﬁgz”’ X X
4 14 Annona macroprophyllata EI Rancho, El X X X X
rogreso
17 Aldea el Limonar,
5 Annona macroprophyllata | Jacaltenango, Hue. X X
18 Aldea Subajasum,
6 Annona cherimola Nent6n, Huehue. X X
19 Aldea Subajasum,
7 Annona cherimola Nenton, Huehue. X X
24 Aldea Subajasum,
8 Annona cherimola Nentén, Huehue. X X X X X
2 Aldea Subajasum,
9 Annona cherimola Nent6n, Huehue. X X
27 Aldea Subajasum,
10 Annona cherimola Nentén, Huehue. X X
29 La Memelita,
11 Annona macroprophyllata | Nentdn, Huehue. X X
30 La Memelita,
12 Annona squamosa Nent6n, Huehue. X X X X X
13 32 Annona macroprophyllata | Catarina, Huehue. X X X X
36 Jacaltenango,
14 Annona cherimola Huehuetenango X X X X X
38 Nenton,
15 Annona reticulata Huehuetenango X X
40 ICTA, Masagua,
16 Annona purpurea Escuintla X X X X
a ICTA, Masagua,
17 Annona reticulata Escuintla X X X
18 46 Annona glabra El Golfete, Izabal X X X X
19 47 Annona glabra El Golfete, Izabal X X
20 48 Annona glabra El Golfete, Izabal X
21 49 Annona glabra El Golfete, Izabal X
22 50 Annona glabra El Golfete, Izabal X
56 PROESUR,
23 Annona squamosa Escuintla X
57 _ San José Pinula,
24 Annona cherimola Guatemala X X
58 San José Pinula,
25 Annona cherimola Guatemala X X X X X
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No. n:ll:)e.s?r?a Especie Lugar trnS-T | trnL-F | rpoClint | atpB-rbcL | matK
60 San José Pinula,
26 Annona cherimola Guatemala X X
61 San José Pinula,
27 Annona cherimola Guatemala X X
63 Sn Carlos Sija,
28 Annona cherimola Quetzaltenango X X
64 Santa Bérbara,
29 Annona cherimola Huehuetenango X X X X
69 _ Santa Ana Huista,
30 Annona cherimola Huehuetenango X X
70 _ San_ Antonio
31 Annona cherimola Huista, Huehue X X X X
72 Concepcidn
32 Annona cherimola Huista, Huehue. X X
73 _ El Rancho, El
33 Annona muricata Progreso X X
75 _ El Rancho, El
34 Annona muricata Progreso X X X X X
76 El Rancho, El
35 Annona reticulata Progreso X X X X
77 San Esteban,
36 Annona macroprophyllata | Chiquimula X
78 Ostuman, Copén
37 Annona purpurea Ruinas, Honduras X
82 Barrio EI Campo,
38 Annona muricata Ipala, Jalapa X X X X
83 ) C_amino a Sn Luis
39 Annona reticulata Jilotepeque, Jalapa X
85 Aldea El limite,
40 Annona cherimola San Luis, Jalapa X X X
Aldea EIl Durazno,
88 San Pedro Pinula,
41 Annona cherimola Jalapa X X
Aldea Damian, San
95 Manuel Chaparron,
42 Annona cherimola Jalapa X X X X
Aldea Damian, San
96 Manuel Chaparron,
43 Annona macroprophyllata | Jalapa X X X X X
97 ) San Manuel
44 Annona reticulata Chaparron, Jalapa X X X X
100 _ Ma_ria Mon_taﬁas,
45 Annona cherimola Jutiapa, Jutiapa X X X
104 _ La tablita, Casillas,
46 Annona cherimola Santa Rosa X X
Universidad del
107 Valle de
47 Magnolia sp. Guatemala X X
108 Mazgtenango,
48 Cananga odorata Suchitepéquez X

utilizada en la caracterizacion molecular.

D. Electroforesis en geles de poliacrilamida

*En celdas coloreadas se encuentran los individuos de los que se obtuvo una secuencia de calidad

Los largos de los fragmentos amplificados y los geles de poliacrilamida se

muestran en el apéndice G. La prueba de ANOVA se aplico a los datos de las

regiones trnS-T y trnL-F. La prueba no paramétrica correspondiente a un ANOVA
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(Kruskal-Wallis) se aplico a las regiones rpoClint, atpB-rbcL y matK. Las pruebas
mostraron que existe diferencia significativa en el largo de fragmento amplificado de
todas las regiones de ADNcp entre al menos dos de las especies (trnS-T, trnL-F,
rpoClint y matK p=0.00; atpB-rbcL p=0.02).
medias obtenidas se resumen en el Cuadro 5, los estadisticos obtenidos con SPSS se

Los intervalos de confianza de las

muestran en el apéndice G.

Cuadro 5. Intervalos de confianza del 95% de las medias de largos de fragmentos

amplificados por especie y por marcador.

Largo de fragmento amplificado [pb]
Especie trnS-T trnL-F rpoClint atpB-rbcL matK
1| A. cherimola 1659 +5 1094 +£6 909 +3 152+5 1149+ 8
2 | A. macroprophyllata 1722 + 17 1188+ 13 915+6 136 +1 1198 + 17
3| A. muricata 1673 + 28 971+ 13 906 + 14 155+ 5 1212 £ 19
4 | A reticulata ND* 1084 + 22 902+7 150+ 6 1222 +24
5| A. squamosa 1662 + 12 1104 + 16 900 + 13 ND* 1225 + 35
6 | A. glabra 1733+ 20 1089 +51 907 +4 138+ 1 1153+ 13
7| A. purpurea 1671 + 34 1093 + 35 878 £10 145+5 11385

*ND=No se tienen datos para la especie con el respectivo marcador.

Las pruebas post hoc aplicadas mostraron que para la region trnS-T existe
diferencia significativa entre los largos de los fragmentos de A. cherimola con A.
macroprophyllata y A. glabra; de A. macroprophyllata con A. muricata, A. squamosa
y A. purpurea; de A. muricata con A. glabra; de A. squamosa con A. glabra y de A.
glabra con A. purpurea. Para la regon trnL-F mostraron que existe diferencia
significativa entre los largos de los fragmentos de A. macroprophyllata y A. muricata

con los del resto de las especies.
E. Inferencia filogenética

1. Filogenia de Annona. EIl analisis de maxima parsimonia (MP) aplicado a las
regiones individuales y combinado (trnL-F, intron rpoCl y matK) produjo las
estadisticas mostradas en el Cuadro 6. Las mayores proporciones de caracteres
informativos de parsimonia en las secuencias se produjeron en las alineaciones de la
region trnS-T (8.9%) y el intron rpoCl (8.4%) (ver apéndice J). Las regiones
individuales no mostraron mucha resolucién dentro de Annona; pero si mostraron un

fuerte soporte para la monofilia de A. glabra, A. macroprophyllata y A. muricata (ver
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Figura 15). El analisis de la regién trnS-T mostr6é un fuerte soporte (BS=99) para la
monofilia de Annona y Annonaceae; pero mostré que Calycanthus (Calycanthaceae:
Laurales) era el clado hermano de Annonaceae y no Magnoliaceae. El andlisis de la
region trnL-F incluyé a A. macroprophyllata dentro del clado de A. cherimola; sin
embargo el soporte para esta rama fue bajo (BS=52). Existio un fuerte soporte
(BS=90) para un clado que contenia A. squamosa y A. reticulata con el analisis de la
region trnL-F. El analisis del intrén rpoC1 produjo un fuerte soporte (BS=87) para un
clado que contiene A. cherimola, A. squamosa, A. reticulata y A. macroprophyllata;
sin embargo entre los individuos de A. cherimola existio muy baja resolucion. El
andlisis de la region atpB-rbcL produjo baja resolucion y los clados formados
obtuvieron valores de soporte muy bajos. El andlisis de la regién matK produjo baja
resolucion pero tuvo fuerte soporte para el clado que contiene A. purpurea y A.
muricata (BS=93).

Cuadro 6. Estadisticos de los arboles de las regiones trnS-T, trnL-F, rpoC1, matK

y combinadas obtenidos del analisis de maxima parsimonia.

Ndmero final de No. de No. de
. caracteres : e
Longitud de No. de caracteres arboles
Regién alineamiento (eﬁ:ll:é/r?:sdo caracteres informativos igualmente LA Cl RI
(bp) aligr]\ea das variables (%)* de parsi-
ambiguamente) parsimonia* moniosos
trnS-T 1332 754 | 133 (17.6%) 67 (8.9%) 14 97 0.8305 0.9306
trnL-F 1037 861 93 (10.8%) 34 (3.9%) 219 98 0.7561 0.8649
;gggq 878 827 | 91(11.0%) | 24 (8.4%) 190 | 80| 08636 | 09531
atpB-rbcL 120 120 17 (14.2) 6 (5.0%) 218 22 0.7778 0.8947
matK 968 847 78 (9.2%) 32 (3.8%) 23 90 0.8049 0.9322
Andlisis 2381 2381 | 704 (29.6%) 51 (2.1%) 68 | 721 | 07763 | 0.8365
combinado

*Incluye outgroups. LA=longitud de &rbol, Cl=indice de consistencia, Rl=indice

de retencion.

Los modelos utilizados y los parametros del anélisis de maxima verosimilitud
(ML) y bayesiano se muestran en el Cuadro 7. Los resultados obtenidos para cada
regién individual fueron muy similares entre el analisis bayesiano (ver apéndice K) y
de ML (ver Figura 16). Los clados identificados por ML son muy similares a los
producidos por el andlisis MP con leves variaciones en los valores de BS. En el

analisis bayesiano de la region trnS-T se obtuvo un fuerte soporte (PP=1.00) para la
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monofilia de Annona y A. purpurea como la especie hermana al resto de anonas
incluidas en el analisis de esta region. En el andlisis de la region trnL-F no se logré
buena resolucion debido a muchas politomias. En el analisis bayesiano del intron
rpoC1l se logré buena resolucién, aunque para los individuos de A. cherimola se

mantuvo la politomia.

Cuadro 7. Modelos utilizados y valores de pardmetros para los analisis de maxima
verosimilitud y bayesiano aplicados individualmente y en combinacién de las regiones

trnS-T, trnL-F, intron rpoC1 y matK.

Modelo Promedios de frecuencias de bases

Region seleccionado | A C G T
trnS-T GTR+G 0.3204 0.1985 0.2832 0.1980
trnL-F GTR+G 0.2892 0.1968 0.3305 0.1834
intron rpoC1 GTR+G 0.3009 0.2337 0.2895 0.1759
atpB-rbcL GTR+G 0.3584 0.1414 0.2043 0.2059
matK GTR+G 0.3484 0.1986 0.2926 0.1604
Analisis combinado | GTR+I+G 0.3180 0.2111 0.3023 0.1686

Modelo de sustitucion GTR=General-time-reversible. Tasa transicion-transversion: I=proporcion

de sitios invariables, G=distribucion gamma.

En el analisis bayesiano del intron rpoC1 también existio un fuerte soporte para A.
reticulata como la especie hermana de A. cherimola (PP=0.91) y para A.
macroprophyllata como la especie hermana del clado A. reticulata +A.cherimola
(PP=0.90). En el analisis de la regién matK se encontraron muchas politomias y se
produjo un clado que contenia A. reticulata y A. macroprophyllata como especies

hermanas; sin embargo esta relacion tuvo un soporte bajo (PP=0.51).

La regidén atpB-rbcL produjo secuencias problematicas y se logré extraer
informacién principalmente de la secuencia en direccion reverse. El alineamiento
producido contuvo abundantes posiciones vacias para muchos individuos y los grupos
observados en los arboles filogenéticos obtuvieron bajo soporte (ver Figura 17). En el
analisis de maxima parsimonia y maxima verosimilitud, A. reticulata se agrupd dentro
de A. cherimola. En el andlisis bayesiano, se obtuvo un clado (PP=0.78) que contenia
a A. muricata, A. purpurea, A. glabra, Asimina y Rollinia. En el analisis bayesiano

existié baja resolucion para el resto de individuos en el analisis.
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Figura 15. Consensos estrictos de los arboles mas parsimoniosos producidos con

analisis de maxima parsimonia individuales de las regiones trnS-T, trnL-F, rpoCl y
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Figura 16. Filogenias de Annona generadas con el método de maxima
verosimilitud aplicado individualmente a las regiones trnS-T, trnL-F, intrén rpoCly

matK.
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Figura 17. Arboles filogenéticos de Annona de la region atpB-rbcL. (A) Analisis

de maxima parsimonia, (B) analisis de maxima verosimilitud y (C) andlisis Bayesiano.
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En el analisis combinado se logrd incluir las regiones trnL-F, intron rpoCl y
matK que generaron una matriz de 2381 nucleotidos. En todas las inferencias de
filogenia se identificaron seis clados consistentes y minimas variaciones entre los
arboles generados con los analisis MP, ML y bayesiano (ver Figuras 18 y 19). Para el
analisis MP combinado se obtuvieron indices de consistencia y retencién
moderadamente altos (CI=0.7763, RI1=0.8365), indicando niveles bajos de
homoplasias dentro de los datos. EI arbol consenso se determind con 68 arboles
igualmente parsimoniosos de una longitud de 721 pasos. En el arbol consenso de MP
A. cherimola, A. macroprophyllata y A. reticulata formaron grupos monofiléticos bien
definidos (BS=96-99).

En algunos nodos internos existié bajo soporte estadistico; sin embargo la
topologia de los arboles fue consistente entre MP, ML y bayesiano. A. muricata fue el
clado basal (etiquetado | en filogenias) y el resto de anonas formé un grupo con
soporte fuerte en MP y moderado en Bayesiano (BS=99 y PP=0.69, respectivamente).
El clado de A. macroprophyllata (etiquetado 111 en filogenias) tuvo un soporte fuerte
en los tres andlisis (MP BS=99, ML BS=1000 y PP=1.00). El clado hermano de A.
cherimola (etiquetado 1V en filogenias) consistio de A. squamosa y A. reticulata y
tuvo un soporte moderado a alto (MP BS=67, ML BS=73 y PP=0.99). La monofilia de
A.cherimola tuvo un soporte fuerte (MP BS=96, ML BS=96 y PP=0.97). Para los
individuos de A.cherimola se identificaron dos clados (identificados V y VI en
filogenias) de los cuales el clado VI tuvo soporte fuerte (MP BS=84, ML BS=88 y
PP=0.99). El clado VI se conformé de los individuos provenientes de Chimaltenango;
Nentén (1600msnm) y Jacaltenango en Huehuetenango; y Damian en Jalapa. El clado
V no se logro identificar en el analisis bayesiano porque los individuos formaron una
politomia y tuvo soporte bajo como clado para MP y moderado para ML (BS=45y
BS=81, respectivamente). En el clado V se agruparon los individuos provenientes de
San Sebastian en Huehuetenango, Mataquescuintla en Jalapa y Sacatepéquez.
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Figura 18. Consenso estricto de 68 arboles igualmente parsimoniosos producido
con analisis MP utilizando datos combinados de las regiones trnL-F, intron rpoCly

matK.
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Figura 19. Filogenia de Annona con datos combinados de regiones trnL-F, intron

rpoC1 y matK. (A) arbol generado con ML y (B) arbol generado con inferencia

bayesiana usando un modelo evolutivo homogéneo (GTR+1+G).
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2. Filogenia de A. cherimola. EIl anélisis de MP aplicado a las regiones
combinadas (trnL-F e intron rpoC1) produjo las estadisticas mostradas en el Cuadro 8.
Se logré producir un alineamiento de 1657 pares de bases para la inferencia
filogenética. EI ndmero de caracteres variables y caracteres informativos de
parsimonia fue reducido (0.84 y 0.3% respectivamente). El andlisis de MP produjo
dos clados consistentes y otros clados que tuvieron valores de BS debajo de 50. En
uno de los clados consistentes (BS=98) se agrupé un individuo de San Antonio Huista
y otro de San Luis Pinula (clado I). El otro de los clados consistentes (BS=93) agrupd
a varios individuos de las localidades de Chimaltenango, Damian, El Carrizal, San
Carlos Sija, Nentdén y San Antonio Huista (clado Il). Para el analisis de MP se
obtuvieron valores muy altos en los indices de consistencia (CI=1.00) y de retencién
(R1=1.00). EI arbol consenso se determind con 190 arboles igualmente parsimoniosos
de una longitud de 14 pasos (ver Figura 20). En el anélisis de méxima verosimilitud
(MP) y bayesiano se utilizaron los modelos de sustitucion de General Time Reversible

(GTR), proporcion de sitios invariables (1) y distribucion gamma (G).

Se encontraron pequefias variaciones en las filogenias producidas por los tres
métodos; sin embargo, todas identificaron dos clados consistentes. Los arboles
producidos con los andlisis de ML y Bayesiano fueron topolégicamente muy similares
(ver Figura 21). En el analisis de ML se identificaron los dos clados consistentes 1 y Il
con valores de BS de 95 y 86 respectivamente. El resto de clados tuvieron valores
bajos de BS. En el anélisis bayesiano se produjeron varias politomias; sin embargo,
fue posible detectar los clados | (PP=1.00) y Il (PP=0.99).

Cuadro 8. Estadisticos de los arboles de la combinacién de las regiones trnL-F y

rpoC1 obtenidos del analisis de maxima parsimonia.

) No. de No. de No. de
L L_ongltu_d de Namero final de caracteres _ caracteres . aroles
Region alineamiento - informativos igualmente LA Cl RI
caracteres variables - : :
(bp) (%)* de parsimonia parsi-
° (%)* moniosos
Andlisis 1657 1642 | 14 (0.84%) 5 (0.3%) 10| 14 100 | 100
combinado

*Incluye outgroups. LA=longitud de &rbol, Cl=indice de consistencia, RI=indice de

retencion.
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Figura 20. Consenso estricto de 190 arboles igualmente parsimoniosos producido
con analisis MP utilizando datos combinados de las regiones trnL-F, intron rpoC1y

matK.
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NUmeros sobre las ramas representan valores bootstrap. NUmeros romanos dentro

de los circulos representan los clados identificados.
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Figura 21. Filogenia de A. cherimola con datos combinados de la region trnL-F e
intron rpoCL1. (A) arbol generado con ML y (B) arbol generado con inferencia
bayesiana usando un modelo evolutivo homogéneo (GTR+1+G).
A Maximum likelihood B Bayesiano
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La filogenia bayesiana es un consenso de 3,750 arboles después de eliminar un
burn-in de 1,250 arboles. Los nimeros sobre las ramas representan valores bootstrap
(BS) y probabilidades posteriores (PP). Los numeros romanos indican los clados

identificados.

F. Riqueza de haplotipos

Siete haplotipos fueron identificados en base a la combinacion de la regién  trnL-F
e intrén rpoC1 en 18 individuos de A. cherimola (ver Cuadro 9). La region trnL-F fue
la méas polimérfica con 12 SNP. El intron rpoC1 fue menos polimorfico, con cinco
SNP. EIl anélisis espacial de la riqueza de haplotipos sugiere que en el noroeste de
Huehuetenango existe la mas alta diversidad (hasta cinco haplotipos) en comparacion
al resto del pais (ver Figura 22). En Sacatepéquez y Jalapa se produjeron zonas con
moderada riqueza (2 haplotipos). El haplotipo B fue el mas comun; en Huehuetenango
(San Antonio Huista, Jacaltenango y Nenton) se encontraron 3 haplotipos locales: C,
D y G. En Sacatepequez (San Lucas) se encontrd un haplotipos local: E. La red de

haplotipos encontrados se muestra en la Figura 23.



Cuadro 9. Haplotipos de A. cherimola encontrados en distintas localidades de Guatemala.

SNP's por regiones de ADNcp

Haplotipo - Localiades con el
trnL-F rpoClint Individuos con el haplotipo
Posicion 292|293 |524 529|571 |803 (811|812 |846 |863|886 | 894 | 23649 | 23753 | 23754 | 23756 | 23757 haplotipo
Guatemala y
A T | - - - - -A|G| - ]]A|]C]|C - C A - - 58,64,72 Huehuetenango
Chimaltenango, Guatemala,
Quetzaltenango,
4,7,60,61,63,69, | Huehuetenango, Jalapa,
B - - - - - - T|]-]]A|]C]|C - C - - 88,95,100,104 | Jutiapa y Santa Rosa
San Antonio Huista,
C T|T| - -1 C| - ]1A|G| - T T - C - - 70 Huehuetenango
Jacaltenango,
D - - T T | -|T TIG|A|C|C - C - - 36 Huehuetenango
San Lucas Sacatepéquez,
E T | - - | T - - G| -|]A|]C|C - T A C 3 Sacatepéquez
F T | - - - | C | - G| - T T - C A - - 85 San Luis Jilotepeque, Jalapa
G - - - - - | T|C|T]|-]A|C]|C C C A A C 24 Nenton, Huehuetenango

Ly
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Figura 22. Riqueza de haplotipos de A. cherimola.
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El mapa muestra el nimero de haplotipos presentes en celdas de 2 minutos y
aplicando un circular neighborhood de 18 minutos.



Figura 23. Red de haplotipos. La red muestra los 7 haplotipos encontrados.

El grupo externo es A. reticulata (ROOT) y los nimeros en rojo representan los cambios entre dos haplotipos conectados. Los rombos rojos
son vectores intermedios que indican secuencias ancestrales. Los polimorfismos de las posiciones 293, 529, 23756 y 23757 aparecieron mas de
una vez en los vectores de la red.En gris se encuentran los individuos de la zona occidental (Huehuetenango y Quetzaltenango); en negro los

individuos de la zona central (Chimaltenango, Sacatepéquez y Guatemala); en blanco los individuos de la zona occidental (Jalapa, Santa Rosa y
Jutiapa).

1%



V. DISCUSION

A. Distribucion y botanica de Annona en Guatemala

La informacion disponible en los registros de herbario resulté ser muy util para
determinar las regiones con presencia de varias especies de anonas, tal es el caso de
Huehuetenango, El Progreso y Jalapa. En los muestreos fue dificil encontrar una
poblacién natural de alguna de las especies (excepto A. glabra) y por lo general los
individuos colectados se encontraron asociados a poblaciones humanas, en la mayoria
de los casos en huertos familiares. A. glabra fue la Unica especie que se encontrd de
manera silvestre, mientras que A. reticulata fue encontrada fuera de huertos familiares
pero cerca de comunidades humanas. A. cherimola y A. macroprophyllata siempre se
encontraron asociadas a comunidades humanas, encontradas casi exclusivamente en
huertos familiares. A. macroprophyllata se encontrd principalmente en tierras bajas,
entre los 290 hasta 1300 msnm. A. cherimola se encontrd desde los 1000 hasta los
2300 msnm, por lo que existi6 un traslape con A. macroprophyllata en algunas
regiones. A. muricata se le encontrd exclusivamente en tierras bajas y junto a

A.cherimola y A.diversifolia conforman el grupo de especies comestibles.

La identificacion boténica de los individuos se logré en base a las caracteristicas
morfoldgicas y en la mayoria de los casos unicamente la morfologia foliar. En los
individuos de los que se colectd fruto y/o flor fue mucho mas féacil realizar la
identificacion. Los individuos de A. reticulata mostraron las hojas mas lanceoladas de
todos los especimenes, por lo que esta caracteristica fue casi diagndstica para todos los
individuos. Las hojas de A.cherimola fueron las méas redondeadas o elipticas y se
distinguian del resto por tener el envés cubierto de tricomas. Las hojas de A.
macroprophyllata eran elipticas, muy similares a las de A. cherimola; sin embargo se
diferencid por el envés méas glabro. Con el resto de especies fue mas dificil encontrar
un patrén en las hojas; sin embargo los frutos y/o flores fueron muy dtiles en estos
casos. El fruto de A. muricata fue reconocible por su gran tamafio y por tener
proyecciones muy puntiagudas y delgadas; en A. glabra el fruto también era
reconocible por su gran tamafio pero no presentaba proyecciones. ElI uso de la
morfologia foliar fue muy util para la identificacion y fue indispensable ya que por
temporada del muestreo era dificil encontrar siempre hoja, flor y fruto en el mismo

individuo.
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B. Fragmentos amplificados en Annona

Existié diferencia significativa en los fragmentos amplificados para las distintas
especies, caracteristica que permitird identificar molecularmente muestras de
individuos desconocidos. La region trnS-T es datil para diferenciar  A.
macroprophyllata y A. glabra, ya que los fragmentos amplificados son mas pesados
en comparacion al resto de especies. La region trnL-F parece permitir diferenciar
mejor entre las especies. Los fragmentos de alrededor de 971pb serian los més
livianos y corresponden a A. muricata; los fragmentos entre 1038 a 1140bp podrian
corresponder a A. cherimola, A. reticulata, A. squamosa, A. glabra o A. purpurea; los
fragmentos méas pesados de alrededor de 1188pb corresponden a A. macroprophyllata.
Al resto de regiones no se les aplicé una prueba post hoc no paramétrica para conocer
qué medias diferian entre los datos, pero existen variaciones que podrian utilizarse
para lograr diferenciar las especies que no es posible determinar con las regiones trnS-
Ty trnL-F. La region matK podria ser util para diferenciar entre dos grupos: bandas
alrededor de 1149pb corresponderian a A. cherimola o A. purpurea y fragmentos
alrededor de 1225bp corresponderian a A. reticulata o A. squamosa. Finalmente, el
intrén de la region rpoC1 podria ser utilizado para diferenciar entre A. cherimola de A.
purpurea, ya que un fragmento de alrededor de 909pb corresponde a la primer especie
y un fragmento de 878bp a la segunda. Estos datos de fragmentos pueden ser muy
atiles para distintas aplicaciones y conocer la especie de un individuo cuando no es

posible determinarla por medio de caracteres morfologicos.

C. Relaciones filogenéticas en Annona

Los analisis de MP, ML y bayesiano mostraron un fuerte soporte para la monofilia
de Annona. En los andlisis de regiones individuales en los que se incluyé Rollinia se
observo que los individuos se agruparon dentro de Annona, siendo consistente con el
analisis filogenético de Richardson et al. (2004). La region trnS-T y el intron rpoC1
tuvieron las proporciones mas altas de caracteres informativos de parsimonia por lo
tanto su uso para andlisis moleculares de anonas debe ser prioritario respecto a las
otras regiones. Debido a que se usaron pocos individuos para la region trnS-T, la
proporcién de sitios informativos de parsimonia se vio favorecida. En el analisis de
rpoC1 la proporcion de sitios informativos de parsimonia es mas certera por contar

con mas individuos en el calculo; por tanto se prefiere esta region aunque la
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proporcién haya sido levemente menor (8.4%). El bajo nimero de individuos usados
en el andlisis individual de trnS-T pudo ser el origen de las discrepancias encontradas
en la filogenia. Una discrepancia importante fue la ubicacion de Calycanthus como
grupo externo a Anonaceae, cuando se esperaba que Magnoliaceae (Magnolia y
Liriodendron) ocuparan esta posicion. La discrepancia pudo deberse a la presencia de
homoplasias entre Calycanthus y las anonéceas, o bien a la necesidad de aplicar una
busqueda mas rigurosa para la seleccion del modelo evolutivo. Otra de las
discrepancias importantes se produjo en la regién trnL-F en la que A.
macroprophyllata se agrupé dentro de A. cherimola. Esta agrupacion tuvo bajo
soporte para MP y ML (MP BS=52 y ML BS=54); en el caso del analisis bayesiano
A. macroprophyllata form6 una politomia con otros individuos de A. cherimola,
reflejando la incosistencia de este agrupamiento. Es probable también que este
agrupamiento andmalo se deba a homoplasias. Los problemas en la resolucion de la
filogenia resaltan la importancia de incrementar el nimero de individuos en el analisis

para dar mayor soporte a los arboles producidos.

El analisis de la regién trnS-T produjo una filogenia consistente con las publicadas
para angiospermas basales (Simpson 2006), con excepcion de la posicion de
Calycanthus mencionada anteriormente. Chloranthus (Chloranthaceae) aparecié como
grupo hermano de Magnoliidae (Magnoliales + Laurales + Canellales + Piperales) y
en el siguiente grupo externo se encontré Drimys (Winteraceae) que pertenece a
Canellales. Otra caracteristica consistente fue el agrupamiento de Annonaceae,
incluyendo Annona y Cananga. En la filogenia de Annona se logré identificar seis
clados consistentes (clados I-VI, numerados segun su aparicion como grupo externo).
El clado | es el basal y contiene a A. muricata y A. purpurea. El clado Il es el
siguiente grupo externo en la filogenia y contiene a A.glabra y Rollinia. A pesar de la
diferencia morfoldgica de las flores, otros estudios han reportado la inclusion de
Rollinia en Annona (Richardson et al., 2004). La flor globosa se presenta en los clados
I y I, por lo que puede representar el caracter ancestral en Annona. Es importante
recalcar que no siempre va existir un equivalente molecular para una sinapomorfia
morfologica, sobre todo porque muchas de las regiones estudiadas no son
codificadoras. El clado 1l contiene a A. macroprophyllata; pero la relacion entre los
individuos de las diferentes localidades no se resolvid adecuadamente. Para las

relaciones entre los individuos de A. macroprophyllata se obtuvo valores de BS muy
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bajos y en el arbol bayesiano formaron politomias entre si; por tanto es dificil
establecer las relaciones de A. macroprophyllata de las diferentes localidades. El
clado VI es el grupo hermano de A. cherimola y agrup6 a los individuos de A.
reticulata y A. squamosa, especies no comestibles y que crecen de manera silvestre.
Es probable que cultivares del ancestro comdn entre A. cherimola y A. reticulata
hayan sido los primeros en ser cultivados por humanos hasta llevarlos al nivel de

domesticacion actual.

Los clados V y VI agrupan a individuos de A. cherimola y existié soporte fuerte en
el anélisis de ML (BS=88 y 81) para la separacion de esta especie en dos clados. En el
andlisis bayesiano, existié un fuerte soporte para el clado VI (PP=0.99) pero el clado
V no pudo identificarse debido a que los individuos mostraron una politomia entre si.
Dentro del clado V y VI existio baja resolucién en las relaciones de los individuos,
por lo que se complica la visualizacion del patrén geogréafico en la agrupacion de los
individuos. El clado VI agrup6 a individuos de Chimaltenango, Nenton
(Huehuetenango) Damian (Jalapa) y Jacaltenango (Huehuetenango); el clado V
agrupd individuos de San Sebastidn (Huehuetenango), Mataquescuintla (Jalapa) y
Sacatepéquez. La division de A. cherimola en estos dos grupos no muestra un patron
geogréfico claro; aunque los individuos del clado VI se encontraron por lo general a
alturas menores (1037-1654 msnm), con excepcion del individuo de Chimaltenango
(2025 msnm). Los individuos del clado V se encontraron a mayores alturas (1672-
2021 msnm), por lo que este factor puede ser en realidad importante en las relaciones

e historia evolutiva de las anonas.

Las relaciones filogenéticas intraespecificas en A. cherimola no se esclarecieron
con detalle; sin embargo, se encontraron dos clados con buen soporte. Los arboles
filogenéticos obtenidos mostraron bajo soporte para la mayoria de clados y en el caso
del analisis bayesiano se presentaron varias politomias. Los clados identificados no
mostraron un patron geografico en su division. El patron en los clados reflejo una
division por haplotipos. En el clado | (MP BS=98, ML BS=95, PP=1.00) se agruparon
los dos individuos con los haplotipos C y F. En el clado 11 (MP BS=93, ML BS=86,
PP=0.99) se agruparon los individuos con los haplotipos B, D y G. Las relaciones
filogenéticas entre los haplotipos del clado 11 no se esclarecieron a detalle y en el caso

del arbol bayesiano todos los individuos formaron una politomia entre si. Dentro de A.
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cherimola el grupo saliente varié entre cada uno de los &rboles obtenidos, por
consiguiente obtuvieron un soporte bajo. En el arbol de MP el grupo saliente contiene
los individuos de los haplotipos A y E; en el arbol de ML el individuo 64 (San
Sebastian/Santa Barbara) con haplotipo A; en el arbol bayesiano no se identifico
grupo saliente porque los individuos de los haplotipos Ay E (58, 64, 72 y 3)
formaron una politomia con los clados | y 1. La presencia de individuos con el mismo
haplotipo en distintas regiones puede indicar que aun existe flujo genético entre las
poblaciones de A. cherimola. El flujo genético puede deberse también a la
intervencion humana que ha trasladado cultivares entre las distintas regiones del pais.
Ademas, A. cherimola se caracteriza por ser una especie de altitudes elevadas y de
Huehuetenango a Chiquimula practicamente no existe una depresion significante para

aislar las poblaciones vegetales que por lo general son mas vagiles.

La red de haplotipos obtenida complementa el andlisis filogenético y muestra que
del grupo externo parten dos ramas, una de ellas con solo dos haplotipos y la otra
rama con el resto de ellos. Una de las ramas muestra que ocurrieron tres mutaciones a
partir de la secuencia ancestral que llevaron al C, posteriormente una nueva mutacion
produjo el F. La diferencia entre los haplotipos C y F se debe a una supuesta
insercion de Timina, por lo que esto también puede deberse a una posible
contaminacion durante la secuenciacion. Los haplotipos C y F podrian ser en realidad
uno; sin embargo no se descarta el resultado que ambos haplotipos representan un
linaje distinto del resto. El haplotipo A parece ser el ancestral en la rama que contiene
al resto (B, D, E y G). Unas cuantas mutaciones en el intrén rpoC1 del haplotipo A
parecen haber generado al E. EI B fue el mas comun, el cual parece haberse generado
del A, a partir de tres mutaciones. Una mutacién a partir del haplotipo B generaria la
secuencia ancestral de la que se originaron el D y G. La mutacién 293 aparece dos
veces en la red, lo cual indica una posible homoplasia. Otros casos de homoplasia se
encuentran en las posiciones 529, 23756 y 23757. Los haplotipos de los cuales
parecen haberse originado el resto se encuentran principalmente en Huehuetenango, lo
cual indica que en esta area de Guatemala podria estar la mayor riqueza por ser el
principal centro de diversidad de A. cherimola en el pais. De ser Huehuetenango el
principal centro de diversidad, el haplotipo B ha logrado migrar hacia el oriente del
pais, donde es mas abundante y aparte de los haplotipos locales, es practicamente el

Unico.
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El ADNcp probd ser muy Gtil para la elaboracién de la filogenia de las anonas de
Guatemala. La inferencia de la historia evolutiva muestra que existe un clado que
agrupa A. cherimola, A. squamosa, A. reticulata y A. macroprophyllata y por lo tanto
es importante priorizar la conservacion de estas especies, sobre todo por su
importancia como posibles opciones de diversificacion agricola. Es importante incluir
en un analisis filogenético similar a A. lutescens, A. primigenia y A. scleroderma para
comprobar si estdn cercanamente relacionadas con A. reticulata. A. reticulata y A.
sgquamosa fueron las especies mas cercanas a A. cherimola en la filogenia obtenida,
por lo que A. lutescens y A. primigenia también pueden encontrarse muy
emparentadas con A. cherimola. A. macroprophyllata es la especie comestible méas
emparentada a A. cherimola, y su dispersion exclusiva en tierras bajas de Guatemala
permite que sea un cultivo que puede generar un ingreso econémico importante para
el pais. Dentro de A. cherimola existe una diferenciacion en dos linajes, por lo que
conservar ambos linajes es importante. Para dar mayor consistencia a la hipétesis que
existen dos linajes, se deberia incrementar el nimero de individuos y encontrar mas
individuos con los haplotipos C y F, que son los que conformarian uno de los linajes
de la especie. La prioridad en conservacion podria enfocarse en el segundo linaje de la
especie, ya que contiene mayor nimero de haplotipos y los mas abundantes en el pais
(A,B,D,EyG).

D. Areas de alta diversidad de A. cherimola en Guatemala

Los resultados muestran la existencia de diferencias en la riqueza de haplotipos en
las diferentes regiones del pais. La region trnL-F proporciond el mayor nimero
polimorfismos, lo cual facilit6 el estudio porque permitié definir varios haplotipos. El
nivel de riqueza de haplotipos més alto se encontré en Huehuetenango, principalmente
en el area central de Jacaltenango. La riqueza de haplotipos también abarca el sur de
Nenton, el norte de San Miguel Acatan, Santa Ana Huista, San Antonio Huista, San
Pedro Necta, el norte de Santiago Chimaltenango y parte oeste de Concepcion Huista.
La alta riqueza en esta region también se ve reflejada en la presencia de un haplotipo
local en Nentdn, uno en San Antonio Huista y otro en Jacaltenango. Durante la fase de
colecta también se observé que el cultivo de anonas en hogares era mas frecuente en
esta region del pais. La predominancia de grupos indigenas mayas Yy su asociacion con
cultivos locales puede ser otro factor influyente en la riqueza genética en esta region.

Otra regién de moderada riqueza se produjo en la parte oeste de Sacatepéquez. En la
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regién oriental (principalmente Jalapa) la riqueza fue menor; sin embargo esto puede
deberse a que el numero de individuos analizados fue menor que en Huehuetenango.
Una caracteristica de la region de mas alta diversidad es la presencia de un alto
gradiente altitudinal en un &rea reducida. Esta caracteristica geografica puede ser un
factor en la diversidad, ya que las adaptaciones fisiologicas varian con los cambios de
altura y por lo tanto se requieren adaptaciones genéticas. El gradiente latitudinal en la
region de Santa Rosa, Jutiapa y Jalapa no es tan pronunciado como en
Huehuetenango; sin embargo este factor también puede ser importante para dar forma
a la diversidad genética y por lo tanto no se puede descartar a la regiébn como otro
centro de alta diversidad. Las limitaciones del analisis espacial con un ndmero
reducido de individuos es evidente; sin embargo, los patrones de riqueza obtenidos no
pueden ser despreciados por completo. Incrementar el numero de individuos en el
andlisis generaria menor sesgo por el esfuerzo de muestreo y puede corroborar con

mayor soporte los resultados del estudio.

En la region norte de Guatemala existe un alto grado de endemismo de especies de
arboles pertenecientes a las angiospermas basales. El alto grado de riqueza genética
de A. cherimola en Huehuetenango detectado concuerda con este escenario.
Cymbopetalum steyermarki (N.A. Murray) es una annonacea endémica encontrada
Unicamente en Huehuetenango; Mosannona guatemalensis (Lundell) también es
endémica y se conoce de Alta Verapaz. Magnolia guatemalensis (Donn.Sm.) es una
magnoliacea relativamente abundante en zonas pantanosas de Alta Verapaz. Ocotea
(Lundell) perteneciente a Lauraceae posee una gran diversidad de especies endémicas
encontradas principalmente en Quiché, Baja Verapaz, Alta Verapaz y Petén. A pesar
del elevado endemismo de angiospermas basales en la zona norte, existe muy poca
proteccidn y todas las especies mencionadas se encuentran dentro la lista roja de
arboles de Guatemala (Vivero et al. 2006). A nivel de endemismo mesoamericano,
también se encuentran varias anonaceas (Anaxagorea, Cymbopetalum y Desmopsis),
magnoliaceas (Magnolia) y laurdceas (Ocotea) distribuidas principalmente en Alta
Verapaz, Huehuetenango y Petén. El endemismo de angiospermas basales en el norte
de Guatemala complementa los resultados del analisis espacial, proponiendo a
Huehuetenango como la region con mayor diversidad genética de A. cherimola de las
zonas muestreadas. La importancia del estudio de las anonas del norte del pais fue

reconocida por Stanley y Steyemark (1946), sobre todo por la presencia de A.
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lutescens, A. primigenia, A. scleroderma y A. volubilis, todas presentes principalmente
en Alta Verapaz. A. volubilis es una enredadera encontrada en las orillas del rio Sebol,
al norte de Alta Verapaz. A. lutescens, A. primigenia y A. scleroderma no son
cultivadas, se han propuesto como los parientes silvestres de las anonas cultivadas o
como subespecies de A. reticulata (Stanley y Steyemark 1946). La presencia de estas
especies silvestres en el norte del pais recalca la importancia del analisis espacial y

molecular de individuos de Alta Verapaz y Petén.

E. Conservacion de los recursos genéticos de Annona de Guatemala

La conservacion de los cultivos locales es una prioridad mundial ante los
problemas de seguridad alimentaria, sobre todo en las &reas donde existe alta
diversidad en la composicion genética de los cultivares. La region centroamericana ha
sido propuesta como el centro de origen de A. cherimola, por lo que areas de alta
diversidad dentro de la regidn son clave para la conservacion del recurso genético. La
zona norte de Guatemala parece tener alta diversidad de angiospermas basales
(Magnoliidae), encontrandose especies endémicas de Annonaceae, Magnoliaceae y
Lauraceae. Entre las zonas analizadas, la region central de Huehuetenango es la que
posee la mayor riqueza de haplotipos, por tanto la conservacion de los recursos
genéticos de esta region es prioritaria. La conservacion in situ debe promoverse, sobre
todo a mantener y expandir los huertos familiares de anonas. Las pocas poblaciones
silvestres de anonas también deben ser protegidas in situ, en especial las encontradas
en Nenton. Actualmente el Sistema Guatemalteco de Areas Protegidas (SIGAP) no
cuenta con areas protegidas que abarquen la region de alta diversidad de haplotipos.
Dentro del SIGAP se encuentra protegida la Sierra de los Cuchumatanes; sin embargo,
la proteccion deberia extenderse a zonas de Nentdn, Jacaltenango, Santa Ana, San
Antonio y Concepcion Huista. La conservacién ex situ también debe ser un
componente prioritario para las anonas de Huehuetenango. La conservacion a traves
de huertos familiares también es una estrategia que debe ser tomada en cuenta para la
conservacion ex situ, sobre todo utilizando individuos provenientes de
Huehuetenango. La introduccion de individuos de Huehuetenango a huertos familiares
puede iniciarse en regiones cercanas al departamento, como Quetzaltenango y Solola.
La colecta de germoplasma también debe ser otra estrategia que debe implementarse.
La conservacion de germoplasma debe priorizarse para la region de Huehuetenango y

puede realizarse mediante bancos de semillas y jardines clonales. La conservacién in
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situ y ex situ también debe llevarse a la region de Jalapa y Chiquimula; sin embargo
ante la escasez de recursos e iniciativas gubernamentales la prioridad se encuentra en

la zona de mas alta riqueza genética.

En el estudio no se incluyé un muestreo en Alta Verapaz y Petén; sin embargo, los
resultados producidos indican que la prioridad en conservacion es la zona norte del
pais. En Alta Verapaz se encuentran especies silvestres que han sido propuestas como
parientes silvestres de A. reticulata. A. lutescens y A. primigenia son muy similares
morfolégicamente a A. reticulata y probablemente sean sus parientes silvestres, por lo
tanto son prioritarias para la conservacion. Mayor esfuerzo de investigacion debe
invertirse en las anonas de Alta Verapaz, sobre todo en la colecta para analisis

molecular y germoplasma de A lutescens y A. primigenia.

La cercania filogenética entre A. cherimola y A. macroprophyllata convierten a
esta Gltima especie en una alternativa para la diversificacion agricola del pais. La
conservacion de los recursos genéticos de A. macroprophyllata es de prioridad para el
pais, ya que la especie se encuentra en sus tierras bajas y no se le encuentra en otros
lugares a excepcién del sur de México y El Salvador. El estudio de esta especie debe
imitar los programas llevados a cabo en Malawi y Brazil, aplicando marcadores
microsatélites en frutos con potencial agrondmico. Es altamente recomendable realizar
la caracterizacién molecular con microsatélites en A. macroprophyllata para iniciar
programas de domesticacion y mejora. La caracterizacion molecular debe aplicarse
también en las dos especies de Rollinia encontradas en Guatemala, sobre todo porque
su fruto es comestible y por su inclusion dentro de Annona con A. glabra y A.

senegalensis como especies hermanas.



10.

11.

V. CONCLUSIONES

Los registros de herbario de Annona muestran que las diferentes especies se

encuentran dispersas por todo el pais.

Las especies mas abundantes y por lo tanto més cultivadas fueron A. cherimola
y A. macroprophyllata, con 49% vy 24% respectivamente del total de
individuos colectados.

Las secuencias del intrén rpoC1 produjeron el mayor porcentaje de caracteres

variables (11%) e informativos de parsimonia (8.4%).

El analisis de MP del intrén rpoC1 produjo la filogenia con los valores mas
altos de CI (0.8636) y RI (0.9531).

A. cherimola es monofilético y formé un clado con fuerte soporte en base a
valores de MP BS=96, ML BS=96 y PP=0.97.

A. squamosa Yy A. reticulata formaron el clado hermano de A. cherimola con

fuerte soporte en base a un valor de PP=89.

Los arboles filogenéticos consenso muestran que A. muricata ocupa la

posicion mas basal entre las especies de Guatemala.

Siete haplotipos fueron detectados en A. cherimola, siendo la region trnL-F la

que produjo el mayor nimero de polimorfismos.

Los haplotipos de A. cherimola en Guatemala se distribuyen en dos linajes
principales. Un linaje agrupa los haplotipos C y F, el segundo linaje agrupé A,
B,D,EyG.

Los haplotipos B, D y G formaron un clado consistente por lo que tienen entre

si un alto parentesco.

El &rea con mayor riqueza de haplotipos fue Huehuetenango, principalmente
en Jacaltenango, Nenton, norte de San Miguel Acatan, Santa Ana Huista, San
Antonio Huista y San Pedro Necta.
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VI. RECOMENDACIONES

Los registros de herbario son muy importantes para determinar los sitios de
colecta de especimenes. Se sugiere consultarlos previamente para visualizar
regiones con presencia de varios taxa de interés y poder asi planificar de mejor
manera las colectas en el campo. Es de mayor importancia consultar registros
cuando se tiene poco conocimiento de poblaciones silvestres como en el caso

de especies cultivadas localmente.

Se sugiere utilizar las regiones trnL-F y el intron rpoC1 para los anélisis
moleculares en Annona porque proveen mayor informacién y son
relativamente faciles de amplificar. El estudio de otras anonaceas e incluso
angiospermas en general, puede llevarse a cabo con estas regiones

polimorficas y muy informativas.

La conservacion in situ y ex situ debe ser prioritaria en Huehuetenango,
especialmente en Jacaltenango, Nentdn, San Miguel Acatan, Santa Ana Huista,
San Antonio Huista, San Pedro Necta, Santiago Chimaltenango y Concepcion
Huista. Se debe extender el cultivo de anonas en huertos familiares ya que la
especie sobrevive principalmente por esta practica. La colecta de germoplasma

debe priorizarse también para esta region.

El alcance del estudio se ve limitado por la falta de colectas en la parte norte
del pais. Los resultados indican que en Petén y principalmente Alta Verapaz,
puede existir mucha riqueza genética debido al endemismo de Magnoliidae en
la region. Los parientes silvestres de A. cherimola pueden encontrarse en Alta
Verapaz por lo que se les debe evaluar filogenéticamente para comprobar su
parentesco. La riqueza de anonas en el norte del pais debe ser estudiada mas a
profundidad y compararla con los resultados obtenidos para Huehuetenango.
Es necesario recordar el incremento en el esfuerzo de muestreo, ya que
mientras mas individuos representativos se incluyan en el analisis, mas soporte

tendran las filogenias y los mapas de distribucién de riqueza genética.

La caracterizacion molecular con marcadores microsatélites debe aplicarse a A.
macroprophyllata, por ser una especie muy emparentada a A. cherimola y por

su alto potencial agricola.

60



VIl. LITERATURA CITADA
Andnimo. 2003. The International HapMap Project. Nature 426: 789-796.

Azurdia, C. 2008. Agrobiodiversidad de Guatemala. En: Guatemala y su
Biodiversidad. Azurdia, C., F. Garciay M. Rios (eds). Consejo Nacional de
Areas Protegidas, Guatemala. 646 pp.

_____, C. Williams, D. Williams et al. 2011. Atlas de parientes silvestres de los
cultivos de Guatemala. Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y
Centro Internacional de Agricultura Tropical. [Aplicacion Google Earth].
Disponible en: <http://www.ars.usda.gov/ba/atlascwrguatemala> [con acceso
el 20 de marzo 2011].

Becker, W., L. Kleinsmith y J. Hardin. 2007. EIl mundo de la célula. 62 edicion.
Pearson Educacion, Espafia. 1008 pp.

Bridg, H. op. cit. En: Garcia, S. 2009. Caracterizacion agromorfolégica de frutos
de cuatro especies de Annona en los departamentos de Santa Rosa y Jutiapa.
Trabajo de Graduacion de Licenciatura en Ingenieria Agronoma, Universidad

de San Carlos de Guatemala, Guatemala. 94 pp.

Contreras, C. 2003. Estructura microgeogréafica de poblaciones de Anopheles
albimanus en Guatemala utilizando ADN microsatélite.  Trabajo de
Graduacion de Licenciatura en Bioguimica, Universidad del Valle de

Guatemala, Guatemala.

Convention on Biological Diversity. 2011. Country profiles: Guatemala. In:
http://www.cbd.int/countries/profile.shtml?country=gt#status [Accessed on
November 08 of 2011].

Escribano, P., M. Viruel and J. Hormaza. 2004. Characterization and cross-species
amplification of microsatellite markers in cherimoya (Annona cherimola Mill.,

Annonaceae). Molecular Ecology Notes 4:746-748.

Garcia, S. 2009. Caracterizacién agromorfoldgica de futos de cuatro especies de
Annona en los departamentos de Santa Rosa y Jutiapa. Trabajo de Graduacion
de Licenciatura en Ingenieria Agronoma, Universidad de San Carlos de

Guatemala, Guatemala. 94 pp.

61


http://www.ars.usda.gov/ba/atlascwrguatemala

62

Gielly, L. and P. taberlet. 1994. The use of chloroplast DNA to resolve plant
phylogenies: noncoding versus rbcL sequences. Molecular Biology and
Evolution 11(5):769-777.

Goremykin, V., K. Hirsch-Ernst, S. WoIfl and F. Hellwig. 2003. The chloroplast
genome of the “basal” angiosperm Calycanthus fertilis —structural and
phylogenetic analyses. Plant Systematics and Evolution 242:119-135.

Hamilton, M. 2009. Population genetics. Wiley-Blackwell, United Kingdom. 407
Pp.

Herndndez, J. 'y J. Ledn op.cit. En: Garcia, S. 2009. Caracterizacion
agromorfolégica de frutos de cuatro especies de Annona en los departamentos
de Santa Rosa y Jutiapa. Trabajo de Graduacion de Licenciatura en Ingenieria

Agronoma, Universidad de San Carlos de Guatemala, Guatemala. 94 pp.

Huelsenbeck, J. and F. Ronquist. 2001. MRBAYES: Bayesian inference of
phylogenetic trees. Bioinformatics 8 (17): 754-755.

Kwapata, K., W. Mwase, J. Bokosi et al. 2007. Genetic diversity of Annona
senegalensis Pers. populations as revealed by simple sequence repeats
(SSRs). African Journal of Biotechnology 10(6):1239-1247.

Martinez, E. y V. Martinez op. cit. En: Garcia, S. 2009. Caracterizacion
agromorfolégica de frutos de cuatro especies de Annona en los departamentos
de Santa Rosa y Jutiapa. Trabajo de Graduacion de Licenciatura en Ingenieria

Agrénoma, Universidad de San Carlos de Guatemala, Guatemala. 94 pp.

McDonald, D. op.cit. En: Contreras, C. 2003. Estructura microgeogréfica de
poblaciones de Anopheles albimanus en Guatemala utilizando ADN
microsatélite.  Trabajo de Graduacién de Licenciatura en Bioquimica,

Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala. 144 pp.
Murillo, J. 2001. Las annonaceae de Colombia. Biota Colombiana 2(1):49-58.

Murray, M. y G. Thompson. 1980. Rapid isolation of high molecular weight plant
DNA. Nucleic Acids Research 8 (19):4321-4325.

Narvéez-Trujillo, A., J. Barreiro and R. Morales. 2007. Tracing the genetic base of
cherimoya (Annona cherimola) commercial cultivars through AFLP analysis

of diversity at the species’ putative center of origin. En: Proc. IS on



63

Biotechnolo. Temp. Fruit Crops & Tropical species. R. Litz and R. Scorza
(eds). Acta Hort. 738: 459-466.

Orellana, A. y E. Martinez. 2001. Distribucién geogréafica de anonaceas en

Guatemala. ICTA, Guatemala. 23 pp.

Osorio, E., G. Arango, N. Jiménez et al. 2007. Antiprotozoal and cytotoxic
activities in vitro of Colombian Annonaceae. Journal of Ethnopharmacology
111:630-635.

Palmieri, M., F. Mejia, M. Stephenson et al. 2008. Caracterizacion molecular y
fenotipica de variedades altas de cocoteros (Cocos nucifera L.) en la costa sur
de Guatemala. Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala. 118 pp.

Pereira, M., L. Bandeira, A. Blanco et al. 2008. Development of microsatellite
markers in Annona crassiflora Mart., a Brazilian Cerrado fruit tree species.

Molecular ecology Resources 8:1329-1331.

Petit, R., E. Pineau, B. Demesure et al. 1997. Chloroplast DNA footprints of
postglacial recolonization by oaks. Proceedings of the National Academy of
Sciences 94:9996-10001.

Provan, J., W. Powell and P. Hollingsworth. 2001. Chloroplast microsatellites: new
tools for studies in plant ecology and evolution. TRENDS in Ecology &
Evolution 3 (16):142-147.

Rahman, M., T. Shimada, T. Yamamoto and others. 1998. Genetical diversity of
cherimoya cultivars revealed by amplified fragment length polymorphism
(AFLP) analysis. Breeding Science 48:5-10.

Richardson, J., L. Chatrou, J. Mols et al. 2004. Historical biogeography of two
cosmopolitan families of flowering plants: Annonaceae and Rhamnaceae.
Philosophical transactions of the Royal Society of London Biological Sciences
359:1495-1508.

Ronquist, F. y J. Huelsenbeck. 2003. MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference

under mixed models. Bioinformatics 19: 1572-1574.

Saeki, I. and N. Murakami. 2009. Chloroplast DNA phylogeography of the
endangered Japanese red maple (Acer pycnanthum): the spatial conFiguration
of wetlands shapes genetic diversity. Diversity and Distributions 15:917-927.



64

Simpson, M. 2006. Plant Systematics. Elsevier, Canada. 590 pp.

Standley, P.C. and L.O. Williams. 1975. Flora of Guatemala. Volume 4. Field
Museum of Natural History, United States. 493 pp.

Su, Y., G. Smith and R. Saunders. 2008. Phylogeny of the basal angiosperm genus
Pseuduvaria (Annonaceae) inferred from frive chloroplast DNA regions, with
interpretation of morphological character evolution. Molecular Phylogenetics
and Evolution 48:188-206.

Swofford, D., G. Olsen, P. Waddell and D. Hillis. 1996. Phylogenetic inference. In:
Molecular systematics. 2" edition. D. Hillis, C. Moritz and B. Mable (eds.)
Sinauer, United States. 655pp.

Taberlet, P., L. Gielly, G. Pautou and J. Bouvet. 1991. Universal primers for
amplification of three non-coding regions of chloroplast DNA. Plant
Molecular Biology 17:1105-11009.

Tamura K., D. Peterson, N. Peterson and others. 2011. MEGA5: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis using Maximum likelihood, Evolutionary
Distance, and Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology and

Evolution (submitted).

Van Zonneveld, M., X. Scheldeman, P. Escribano and others. 2012. Mapping Genetic
Diversity of Cherimoya (Annona cherimola Mill.): Application of Spatial
Analysis for Conservation and Use of Plant Genetic Resources. PloS One
1(7):1-14.

Vivero, J., M. Szejner, J. Gordon and G. Magin. 2006. The Red List of Trees of

Guatemala. Fauna & Flora International, United Kingdom. 48pp.



VIIl. APENDICES

A. Protocolos de extraccion y purificacion

1.

Protocolo de extraccion de ADN genomico total con solucion

amortiguadora CTAB

Se coloc6 abundante tejido congelado en un mortero previamente
desinfectado con etanol al 70% y enfriado a -20°C.

Se macerd el tejido agregando cantidad suficiente de nitrégeno liquido y se
dejo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Se agrego6 10 ml de solucion amortiguadora CTAB (ver Apéendice 2) con -
mercapto pre-calentado a 55° y se mezcld. Se transfirié Gnicamente 6 ml
del homogenizado a un tubo para centrifuga de 15 ml. Si el homogenizado
era muy pastoso se tranfirieron 7 ml.

En el tubo con el macerado se agregd una punta de espatula de PVP-40 y
se mezcld.

Se incub6 a 55°C por 40 min, y cada 10 minutos se agitaba bien cada tubo.

Se agregd un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1. Se agitd por
inversion 1 min, liberando el gas.

Se centrifugd a 10,900 rcf por 20 min a 10°C.

El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo cénico de 15 ml. Si el
sobrenadante no estaba completamente liquido, se transfirio también el
liquido viscoso color crema que quedaba como sobrenadante.

Se agregd 1/10 de volumen de NaOAc 3M pH 5 y 2/3 de volumen de
isopropanol.  Se invirtid hasta que precipitara. Si no se observaba
precipitacion, se dejaba incubar 1 hora a -20°C. En extracciones de varios
dias se detuvo la extraccion en este punto, manteniendo las muestras a -
20°C no més de una semana.

Se centrifug6 a 10,000 rcf a 10°C por 10 min. Se elimind sobrenadante
decantando, se seco el tubo con una servilleta.

Se lavo (s6lo se agregd y no se resuspendi6) con 500 pl de etanol 70% frio,

se incubo 5-15 min a 37°C. Se centrifugd a 10,000 rcf por 3 minutos.
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Se descartd el sobrenadante, se secé el tubo con servilleta. Se dejo
secando el pellet a 37°C con el tubo abierto hasta que se evaporara el
etanol.

Se resuspendio en agua estéril (200-800 pl dependiendo del tamafio del
pellet), en un tubo de 1.5 ml. Si el pellet no se resuspendia
inmediatamente, se dejé incubando a temperatura ambiente, agitando
constantemente.

Se tomo 115 pl del producto resuspendido y se colocé 100 ul en un tubo
de 0.5 ml para realizar tratamiento con ARNasa y 15 ul en otro tubo de
0.5 ml para realizar cuantificacion y gel de integridad. EIl producto restante
se almacend precipitandolo anteriormente con 1/10 volumen NaOAc 3M

pH 5y 2/3 de isopropanol.

2. Protocolo de purificacion de ADN extraido mediante tratamiento con

ARNasa

Se agreg6 5 pul ARNasa 10 mg/ml en tubo de 0.5 ml con 100 pl de
producto de extraccion, se incubd a 37°C 50 minutos.

Se agreg6 100 pl fenol:cloroformo:isoamilico. Se centrifugd 8 minutos a
12000 rpm.

Se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo y se precipité con 2.5
volimenes de etanol 95% y 1/10 de volumen de NaOAc, se almaceno a -
20°C. Aqui se detuvo el tratamiento algunas veces, dejando las muestras a
-20°C no mas de una semana.

Se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos y se descarto el sobrenadante.
Se agregd 200 pl etanol 70%, desprender el pellet e incubar a 37°C por 5
minutos.

Se centrifug6 a 12,000 rpm por 3 minutos, se elimino el sobrenadante y se
dejo secar a 45°C hasta que se evaporara el etanol.

Se resuspendio6 en 50 ul de agua destilada estéril, si el precipitado era muy
grande se resuspendié en 100 ul de agua destilada estéril.

Se transfirié 15 pl de cada ADN+ARNasa a tubo de 0.5 ml para realizar la

cuantificacion e integridad. El volumen restante se precipité con 1/10 de
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volumen de NaOAc y 2.5 volimenes de etanol 95%; finalmente se

almacené a -20°C.

B. Recetas para preparacion de soluciones amortiguadoras

1. Receta para preparacion de solucion amortiguadora (buffer) CTAB 2X

Reactivo Stock Vol

Tris-HCI ph 7.8 1M 10mL

EDTA pH 8.0 0.5M 4mL

NaCl 5M 30mL

CTAB 10% 20mL. 2g/100mL
Vol final (aforar H,0O 100mL

destilada)

B-mercapto (en fresco, 14.4M 1%. 1mL
después de autoclave)

2. Receta para preparacion de solucion amortiguadora (buffer) TAE 50X

Reactivo Cantidad
Tris base 242q
EDTA 16.8g
Acido acético glacial 57.1ml

(agregar hasta que EDTA
se haya disuelto)

Vol final (aforar H,0 1L
destilada)

3. Receta para preparacion de solucion amortiguadora TBE 5X

Reactivo Cantidad
Trisma base 5409
EDTA disodico 4.65¢g
Acido bérico(i) 2759

Vol final (aforar con

agua desmineralizada) 1L

(i) El &cido borico se agregd hasta que Trisma base y EDTA disodico se disolvieran en

alrededor de 800 ml de agua desmineralizada.



C. Registros de herbario
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1. Registros de herbario en el Atlas de parientes silvestres de los cultivos de

Guatemala

ID* Especie Localidad Latitud Longitud Altitud
1546 | Annona cherimola San Juan Chamelco, A.V. 15.7971 -88.8128 ND
1548 | Annona cherimola Cerca de Maxbal, Barillas 15.9681 -9130360 1500
1562 | Annona cherimola Tajumulco 15.0405 -91.9716 2300
1549 | Annona cherimola Tajumulco 15.0405 -91.9716 2300
1543 | Annona cherimola Chiantla 15.3511 -91.4483 1930
1558 | Annona cherimola Aguacatan 15.3375 -91.3689 1950
1552 | Annona cherimola Huehuetenango 15.3195 -91.4763 1880
1550 | Annona cherimola Rio Pucal, Huehuetenango 15.2382 -91.4717 1780
1568 | Annona cherimola Momostenango, Totonicapan 14.9681 -91.4389 2220
1562 | Annona cherimola San Pedro, Sololé 14.6665 -91.2848 1900

89 | Annona cherimola San Miguel Uspantan, Quiché 15.3421 -90.8689 1829

85 | Annona cherimola San Miguel Uspantén, Quiché 15.3421 -90.8689 1829

87 | Annona cherimola Cobén —Tactic, A.V. 15.3421 -90.4156 1200
1557 | Annona cherimola Cerca de Coban, A. V. 15.4681 -90.3783 1300
1569 | Annona cherimola Cerca de Coban, A. V. 15.4681 -90.3783 1300
1555 | Annona cherimola Cerca de Coban, A. V. 15.4681 -90.3783 1300
1551 | Annona cherimola Cerca de Cobén 15.4635 -90.3829 1260
1564 | Annona cherimola Cocola, San Pedro Carchd, A.V. 15.5451 -90.2382 1200
1554 | Annona cherimola Chiquimulilla, Santa Rosa 14.0721 -90.3689 150
1556 | Annona cherimola Cerca de Jutiapa 14.2791 -89.8969 850
1567 | Annona cherimola Cerca de Jjalapa 14.6551 -89.9763 1360
1542 | Annona cherimola Jalapa 14.6395 -90.0001 1400
1553 | Annona cherimola San Raymundo, Guatemala 14.7295 -90.6354 1650
1547 | Annona cherimola Chimaltenango 14.7115 -90.7895 1500

94 | Annona cherimola Chimaltenango 14.7115 -90.7895 1500
1560 | Annona cherimola Chimaltenango 14.6351 -90.8176 1830
1565 | Annona cherimola Pastores, Sacatepéquez 14.5945 -90.7522 1560
1563 | Annona cherimola Pastores, Sacatepéquez 14.5945 -90.7522 1560

91 | Annona cherimola Capetillo, Sacatepéquez 14.5405 -90.7475 1311

88 | Annona cherimola Capetillo, Sacatepéquez 14.5405 -90.7475 1311
3195 | Annona cherimola Parque Florencia, Sacatepéquez 14.5675 -90.6681 1700

Santa Maria de Jesus,

1566 | Annona cherimola Sacatepéquez 14.5001 -90.7055 1800
2887 | Annona glabra Tikal, Petén 17.2025 -89.6168 ND

99 | Annona glabra Cuyuta 14.1035 -90.8736 61
3197 | Annona glabra Taxisco, Santa Rosa 13.8915 -90.4857 2
2291 | Annona glabra Puerto Méndez 15.8691 -89.2428 ND
1572 | Annona glabra Izabal 15.3375 -89.0374 65

95 | Annona glabra Orilla de Lago Izabal 15.4365 -89.0747 ND

98 | Annona glabra Jacolo, Lago Izabal 15.4411 -89.0607 46
1576 | Annona glabra Morales, 1zabal 15.5181 -88.7991 35
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ID* Especie Localidad Latitud Longitud Altitud
1574 | Annona glabra Lago lzabal 15.6441 -88.9857 25
1578 | Annona glabra Lago Izabal 15.6441 -88.9857 25
2290 | Annona glabra Rio Dulce 15.6665 -88.9927 1
1573 | Annona glabra Rio Dulce 15.7971 -88.8128 0
97 | Annona glabra Rio Dulce 15.8241 -88.7521 0
1575 | Annona glabra Puerto Barrios 15.7251 -88.6027 0
1577 | Annona glabra Alrededores de lzabal 15.7071 -88.5981 0
2788 | Annona scleroderma Santo Toribio 16.6171 -89.5281 ND
1619 | Annona scleroderma Poptn, Petén 16.3195 -89.4156 ND
2789 | Annona scleroderma Rio la Pasion, Petén 16.3915 -90.1868 ND
1621 | Annona scleroderma Chiblac 15.8375 -91.1868 1800
1617 | Annona scleroderma Ixcan 15.8781 -91.1307 150
141 | Annona scleroderma Chama 15.8781 -90.3036 274
138 | Annona scleroderma Cerro Ceibal 16.0135 -90.0467 75
1618 | Annona scleroderma Finca Yalpemech 16.0135 -90.0701 50
142 | Annona scleroderma Cahabon 15.6081 -89.8129 ND
140 | Annona scleroderma Jocolo 15.4411 -89.0607 ND
2289 | Annona scleroderma Montafas del Mico 15.6845 -88.6728 600
139 | Annona scleroderma Cerro San Gil 15.6755 -88.6728 ND
1580 | Annona diversifolia Guatemala 14.7251 -90.3889 1110
487 | Annona primigenia Escuintla 14.3871 -90.8362 770
104 | Annona primigenia Lanquin 15.5631 -89.9763 600
2793 | Annona primigenia Seamay 16.0541 -89.5001 ND
2805 | Annona primigenia Los Arcos 16.4455 -89.4341 ND
3210 | Annona primigenia Dolores 16.5009 -89.4203 ND
2800 | Annona primigenia Santo Toribio 16.6035 -89.5181 ND
127 | Annona primigenia Lacandon 17.1081 -91.1821 450
2791 | Annona primigenia Lacandén 17.1081 -91.1821 450
2809 | Annona primigenia La Pita 17.6125 -90.4343 ND
1587 | Annona primigenia Carmelita 17.4591 -90.0467 ND
3209 | Annona primigenia Dos lagunas 17.6755 -89.6168 ND
2811 | Annona primigenia Dos lagunas 17.6981 -89.5327 ND
2807 | Annona primigenia Dos lagunas 17.6711 -89.5187 ND
2806 | Annona primigenia Dos lagunas 17.6215 -89.5387 ND
2892 | Annona primigenia Tikal 17.3061 -89.6214 ND
2801 | Annona primigenia Tikal 17.2025 -89.6168 ND
2790 | Annona primigenia Tikal 17.1575 -89.6494 ND
2797 | Annona primigenia Tikal 17.1575 -89.6635 ND
1586 | Annona primigenia Tikal 17.0911 -89.6868 ND
2890 | Annona primigenia Camino Fallabén-Yaxha 17.0855 -89.3829 ND
3199 | Annona primigenia Flores, Yaxha 17.0451 -89.3829 150
2810 | Annona primigenia Macanche 16.9545 -89.6401 ND
2894 | Annona primigenia Santa Elena 16.8915 -89.7662 ND
1591 | Annona primigenia Santa Ana 16.7991 -89.8222 ND
2796 | Annona primigenia Santa Elena 16.8961 -89.8829 ND
2895 | Annona primigenia Santa Elena 16.8601 -89.9904 ND
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ID* Especie Localidad Latitud Longitud Altitud
2893 | Annona primigenia Santa Elena 16.8241 -90.0187 ND
2804 | Annona primigenia Lago Petén Itz4 16.977 -89.8736 ND
2795 | Annona primigenia Lago Peten Itza 17.0091 -89.8269 ND
2781 | Annona purpurea Santo Toribio 16.6035 -89.5187 ND
4 | Annona purpurea Jocolo 15.4411 -89.0607 ND
6 | Annona purpurea Entre Lanquin y Cahab6n 15.5945 -89.8783 ND
7 | Annona purpurea Cucanha, cerca Tucurl 15.2881 -90.1261 ND
109 | Annona reticulata Uaxact(n 17.3871 -89.6401 ND
1611 | Annona reticulata Uaxactin 17.3961 -89.6167 ND
125 | Annona reticulata Tikal 17.2025 -89.6168 ND
3204 | Annona reticulata Tikal 17.1575 -89.6494 ND
133 | Annona reticulata Laguna Yaxha 17.0451 -89.3829 ND
3203 | Annona reticulata Lago Petén Itza 16.977 -89.8736 ND
2794 | Annona reticulata Santa Elena 16.8781 -89.9391 ND
2896 | Annona reticulata Santa Elena 16.9005 -89.7102 ND
1615 | Annona reticulata Ixcan 15.9645 -91.1214 ND
1610 | Annona reticulata Nentdn 15.8001 -91.7501 ND
1597 | Annona reticulata Santa Ana Huista 15.6711 -91.8175 ND
122 | Annona reticulata Democracia 15.6395 -91.8829 ND
1599 | Annona reticulata Volcan Tajumulco 14.9455 -91.9062 ND
1600 | Annona reticulata Retalhuleu 14,5271 -91.6868 ND
1605 | Annona reticulata Talculan 14.5361 -91.7195 300
1598 | Annona reticulata Cocales 14.3961 -91.1961 215
1601 | Annona reticulata Masagua 14.1261 -90.8829 75
111 | Annona reticulata Buena Vista 13.8285 -90.3082 ND
1607 | Annona reticulata Chiquimulilla 14.0721 -90.3689 150
1609 | Annona reticulata Cuilapa 14.2941 -90.2941 900
121 | Annona reticulata Cerca de Cuilapa 14.2701 -90.2942 895
1608 | Annona reticulata Este de Cuilapa 14.2745 -90.2895 900
1613 | Annona reticulata Este de Jutiapa 14.2925 -89.8969 800
1612 | Annona reticulata Alrededores de Jutiapa 14.2791 -89.8969 850
1604 | Annona reticulata Jutiapa 14.3105 -89.8876 800

Entre Ciuda de Guatemala y

1602 | Annona reticulata Rabinal 14.8735 -90.5841 300
115 | Annona reticulata Entre Salama y Rabinal 15.1081 -90.4529 ND
1614 | Annona reticulata Barranquillo 14.8511 -90.1261 650
119 | Annona reticulata El Progreso 14.8601 -90.0701 518
117 | Annona reticulata Sierra de las Minas, EI Rancho 14.9095 -90.0187 671
118 | Annona reticulata Sierra de las Minas, EI Rancho 14.9411 -89.9671 457
112 | Annona reticulata Sepacuite 15.4767 -89.7711 ND
114 | Annona reticulata Secanquim 15.5361 -89.7662 250
113 | Annona reticulata Entre Lanquin y Cahabén 15.5945 -89.8783 ND
2813 | Annona volubilis La Cumbre 16.3421 -89.4249 ND
2288 | Annona volubilis Rio Sebol 15.8331 -89.9249 ND

*1D es el cddigo asignado en el atlas. ND=No disponible
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2. Registros de Annona en el herbario UVAL de la Universidad del Valle de

Guatemala
ID* Especie Localidad Latitud | Longitud Altitud Fecha de
colecta
. San Lucas Toliman, 0n7oEas | -
541 | Annona cherimola Solola 14°37°59 91°08°54"’ 1650 14/04/1991
11610 | Annona cherimola | Ghimaltenango, 14°40°  |-90°49° | 2220 25/08/2000
Chimaltenango
. - Samayac, 0qEnE | T
14483 | Annona diversifolia Suchitepéquez 14°35°05 91°27°38" 550 24/06/2003
Finca “El Paraiso”,
129 | Annona diversifolia | Patulul, 14°25°08”’ | -91°09’ 400 19/06/1988
Suchitepéquez
Camino a la calera, omosnar | -
9003 | Annona glabra Guatemala 14°38°06 90°28°10"° 1500 27/08/1996
Muelle Puntarenas, N
7593 | Annona glabra Rio Dulce, Izabal 15°43°29 88°55°36°° 50 06/03/1998
Biotopo Chocén ogEoEn | T
14688 | Annona glabra Machacas, 1zabal 15°45°50 88°53°14°’ 50 03/05/2001
Laguna Salvador, i
4908 | Annona glabra Biotopo Chocén 15°47°29 oesnnss | D0 15/07/1995
88°57°39
Machacas, Izabal
2088 | Annona muricata Zona 14, Guatemala 14°35°23”’ ;)0031,01,, 1510 08/06/1993
2222 | Annona muricata La Union, Zacapa 14°58° -89°17 1400 23/05/1993
4906 | Annona muricata El Estor, Izabal 15°31°38 89°20°09°° 50 16/06/1995
9630 | Annona primigenia | El Caoba, El Petén 17.3915 -90.6214 | 160 20/02/1999
L Rio Dolores, Alta R
9558 | Annona primigenia Verapaz 15°42°38 90°26°28"° 340 06/08/1997
Samayac, 0nEInE |~
14467 | Annona purpurea Suchitepéquez 14°35°05 91°27°38" 550 24/06/2003
10862 | Annona scleroderma | F2rais0, Siermade as |4 og 4.9g:2 | ggo31:97> | 550 14/02/200
Minas, Izabal
Camino a Nakaun, onnraEss | -
4156 | Annona scleroderma Yaxha, Petén 17°02°35 89°20°21°° 250 25/06/1994
Montafias del Mico, 7- i
4977586 | Annona scleroderma | 8km O de Santo 15°40°50”’ oamsanss | 025 19/08/1988
) ) 88°40°13
Tomas de Castilla
13728 | Annona squamosa San José, Petén 17°00°50”’ 5_390 49°55°> 150 ¢$?/06/2001
. Rio Sebol, Alta N
18276 | Annona volubilis Verapaz 15°48°19 89°56°43" 150 30/07/1964
Finca San Julian,
16044 | Annona sp Patulul, 14°27°50°° | -91°7°56" | 450 14/10/2006

Suchitepéquez

*Numero de registro asignado en el herbario UVAL
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Informacion de individuos de Annona colectados y utilizados en la

. Altura Fecha de Observaciones
No 1D Especie Lugar N w (msnm) colecta ubicacion del érgol
3| Annona cherimola | S2niag0. 146003 | -90.6644| 2021 08/11/2010 | O'illa de carretera,
1 Sacatepequez Proceso en lab.
Esqueje
4 | Annona cherimola | Chimaltenango 14.6457 | -90.8744 2025 | 08/11/2010 | descartado/Hojas en
proceso, orilla de
2 carretera
7 | Annona cherimola | 51 J0s€ Poaduil, 1y g ao355 | 9089265| 2021 | 08/11/2010 | En Cerco
3 Chimaltenango
Annona El Rancho, El Proceso en
4 14 macroprophyllata | Progreso 1491619 | -90.00433 1240 | 14/02/2011 laboratorio, En casa
Aldea el
17 Annona Limonar,
5 macroprophyllata | Jacaltenango 15.7686 | -91.8248 774 | 21/03/2011 | Papausa
Aldea
18 Subajasum,
6 Annona cherimola | Nenton 15.8789 | -91.6658 1654 | 22/03/2011 | En casa
Aldea
19 Subajasum,
7 Annona cherimola | Nentén 15.8789 -91.6658 1654 | 22/03/2011 | En casa
Aldea
24 Subajasum,
8 Annona cherimola | Nenton 15.87805 -91.6662 1654 | 22/03/2011 | quebex, cementerio
Aldea
26 Subajasum,
9 Annona cherimola | Nentén 15.87805| -91.6662 1654 | 22/03/2011 | Cementerio
Aldea
27 Subajasum,
10 Annona cherimola | Nenton 15.89501 | -91.6627 1654 | 22/03/2011 | Entrada aldea
29 Annona La Memelita,
11 macroprophyllata | Nenton 15.8353 | -91.7571 968 | 22/03/2011 | Papausa morada
30 La Memelita,
12 Annona squamosa | Nenton 15.8384 | -91.7523 968 | 22/03/2011 | anona silvestre
32 Annona _
13 macroprophyllata | Catarina 15.7775| -91.7878 837 | 23/03/2011 | Papausa morada
36 Jacaltenango,
14 Annona cherimola | Huehue 15.667 -91.7111 1446 | 23/03/2011 | anona, en casa
38 ) Nenton, )
15 Annona reticulata | Huehuetenango 15.8011| -91.7561 789 | 22/03/2011 | anona silvestre
40 ICTA, Masagua,
16 Annona purpurea | Escuintla 14.759 -90.978 46 | 29/03/2011 | sincuya, cultivada
a ICTA, Masagua, anona criolla,
17 Annona reticulata | Escuintla 14.759 -90.978 46 | 29/03/2011 | cultivada
6 Silvestre, entre
18 Annona glabra El Golfete, Izabal 15.71402 | -88.6699 5| 18/04/2011 | manglar
47 Silvestre, entre
19 Annona glabra El Golfete, Izabal 15.71404 | -88.86679 5| 18/04/2011 | manglar
48 Silvestre, entre
20 Annona glabra El Golfete, 1zabal 15.71372 | -88.86666 5 | 18/04/2011 | manglar
49 Silvestre, entre
21 Annona glabra El Golfete, Izabal | 15.171362 | -88.86609 5| 18/04/2011 | manglar
50 Silvestre, entre
22 Annona glabra El Golfete, Izabal | 15.171362 | -88.86609 5| 18/04/2011 | manglar
56 PROESUR,
23 Annona squamosa | Escuintla 14.333 -91.017 2011
24| 57 | Annona cherimola | San José Pinula 14.53974 | -90.40564 1665 | 03/07/2011
58 Agua Tibia, hacia
25 Annona cherimola | Mataquescuintla 1454151 | -90.37019 1672 | 03/07/2011
60 _ Fca. Las Minas,
26 Annona cherimola | Mataquescuintla 14.54456 | -90.32671 2109 | 03/07/2011
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. Altura Fecha de Observaciones
No ID Especie Lugar N W (msnm) colecta ubicacion del érgol
61 Fca. Las Minas,
27 Annona cherimola | Mataquescuintla 1454314 | -90.32412 2064 | 03/07/2011
63 Sn Carlos Sija,
28 Annona cherimola | Quetzaltenango 15.17889 | -91.55041 2045 | 29/06/2011 | Orilla de carretera
64 Sn Sebastian, anona, puente
29 Annona cherimola | Huehuetenango 15.37763 | -91.59927 1742 | 29/06/2011 | Selegua
69 San Antonio
30 Annona cherimola | Huista, Huehue 15.76624 | -91.84681 1128 | 29/06/2011 | Monaji, km 358.8
un arbol de papausa
70 San Antonio cerca, Canton el
31 Annona cherimola | Huista, Huehue 15.66344 | -91.79482 1101 | 30/06/2011 | Progreso
72 Jacaltenango,
32 Annona cherimola | Huehue 15.65493 | -91.73833 1748 | 30/06/2011 | Entrada jacaltenango
73 El Rancho, El
33 Annona muricata | Progreso 1453816 | -90.39962 292 | 04/07/2011 | Cerca de casas
75 El Rancho, El
34 Annona muricata | Progreso 14.91176 | -90.00015 306 | 04/07/2011 | Dentro de casa
76 El Rancho, El
35 Annona reticulata | Progreso 14.91117| -90.00049 304 | 04/07/2011 | &rbol viejo
77 Annona San Esteban,
36 macroprophyllata | Chiguimula 14.9154 | -90.00057 432 | 04/07/2011
78 Ostuman, Copéan
37 Annona purpurea | Ruinas, Honduras | 14.86574 | -89.26007 583 | 04/07/2011 | A orilla del camino
82 Barrio EI Campo,
38 Annona muricata | Ipala 14.62688 | -89.63718 796 | 06/07/2011
83 Camino a Sn Luis
39 Annona reticulata | Jilotepeque, Ipala 14.61924 | -89.69197 762 | 06/07/2011 | km 207+900
85 Aldea El limite,
40 Annona cherimola | San Luis Pinula 14.66586 | -89.77039 1317 | 06/07/2011 | Entrada en una casa
Aldea EI
88 Durazno, San
41 Annona cherimola | Pedro Pinula 14.65796 -89.7879 1619 | 06/07/2011
95 Aldea Damian,
42 Annona cherimola | Jalapa 1452854 | -89.8245 1037 | 06/07/2011
9% Annona Aldea Damian,
43 macroprophyllata | Jalapa 1452854 | -89.8245 1037 | 06/07/2011
97 ) Adel_ante Aldea )
44 Annona reticulata | Damian, Jalapa 14.52397 | -89.81982 1074 | 06/07/2011 | &rbol joven
100 _ Maria Montarias,
45 Annona cherimola | Jalapa 14.3568 | -89.9728 1428 | 06/07/2011
46| 104 | Annona cherimola | La tablita 14.39087 | -90.10931 1577 | 06/07/2011
Universidad del
107 Valle de 14.6041| -90.4889 1531
47 Magnolia sp. Guatemala 23/04/2012
48| 108 |Canangaodorata | Mazatenango, 14533|  -91.500 375 | 22/04/2012 | En casa

Suchitepéquez
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D. Cuantificacién de ADN por espectrofotometria

1. Cuantificacion de producto de extraccion. En el Cuadro se muestran los
promedios de concentracion y relacion de absorbancias (a 230, 260 y 280 nm) de los

productos de extraccion. El total de individuos se muestra en la casilla “N”’.

Especie Concentracion ng/ul 260/280 260/230 | N

A. cherimola 509.9 1.67 0.86 48

A. glabra 275.2 2.30 0.22 5

A. macroprophyllata 282.1 2.03 0.47 18
A. muricata 300.0 211 0.51 5

A. purpurea 134.5 1.71 0.88 2

A. reticulata 270.5 1.77 0.31 7

A. squamosa 344.4 1.71 0.44 3

2. Cuantificacion de producto de extraccion posterior a tratamiento con
ARNasa. En el Cuadro se muestran los promedios de concentracion y relacion de
absorbancias (a 230, 260 y 280 nm) de los productos de extraccion despues del

tratamiento con ARNasa.

Especie Concentracion ng/ ul | 260/280 | 260/230 N

A. cherimola 226.0 1.64 0.69 48

A. glabra 192.4 1.69 1.02 5

A. macroprophyllata 285.4 1.47 0.36 18
A. muricata 735.2 1.37 0.58 5

A. purpurea 199.0 1.83 0.38 2

A. reticulata 572.9 1.40 0.58 9

A. squamosa 602.3 1.6 0.8 3
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E. Integridad de ADN por electroforesis en agarosa

1. Gel de agarosa al 1% con producto de extraccién antes y después del

tratamiento con ARNasa

Producto de extraccion (ADN) .. ADN + ARNasa

EIRan ElRan
~PRO PRO
SnloA

CHQ

ElRan BlRanEiRan Ipa Ipa SHLPi SnlPi
PRO PRO PRO AL 3 Al =
RO PRO_ . o JAL JAL JAL JAL ERar
CHQ PRO

" .

3
%

exeounu 'y
ejeonnut 'y
exeounuw 'y
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ejowIayd 'Y
ejowilayd ‘v
eyeounwl 'yt
eyesunuw 'y
ejejnonal 'V.

e ejjAydoidosoel '
ejeoLnw 'y
eye/nonal 'y
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Las especies se muestran en cada carril, las localidades se encuentran en la parte
superior. Notese que las muestras de la derecha no poseen la nube de contaminantes
después del tratamiento con ARNasa. EIRan=EIl Rancho, SnJoA=San José la Arada,
Ipa=lpala, SnLPi=San Luis Pinula, PRO=El Progreso, CHQ=Chiquimula,
JAL=Jalapa.
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2. Geles de integridad de ADN en agarosa al 1%

ND A re

. ERan --A. macroprophyllata--

Sas@eR|vsisada
ElRan Jaca Jaca HNems Hen Hen MNen Nen fen HNen pepn
PRO HUE HUE HUE HUE HUE HUE HUE HUE HUE HuEe

2 kbp
2 kbp . 1 kbp

ol 750 bp
750 bp 500 bp
SORER 300 bp
. 150 bp
150 bp

50 bp oS

En los geles se muestran los productos de extraccion tratados con ARNasa después
de permanecer tres meses almacenados a -20°C. La especie y las localidades se
muestran en la parte mas superior del gel. ND=no disponible, A. re=A. reticulata,
SnJoPi=San José Pinula, Santi=Santiago, Chim=Chimaltenango, SnJoP=San José
StaAP= EIRan=El Jaca=Jacaltenango,
Nen=Nenton, GUA=Guatemala, SAC=Sacatepéquez, CHI=Chimaltenango, PRO=ElI

Poaquil, Santa  Apolonia, Rancho,

Progreso y HUE=Huehuetenango.
F. Amplificacion de regiones de ADNcp

1. Programa inicial para termociclador

Paso Temperatura [°C] Tiempo (minutos)
1. Desnaturalizacion inicial 94 5
2. Desnaturalizacion 94 1
3.Anillamiento 51 1
4, Extension 72 2

5. Ciclos=30 (Pasos 2, 3y 4).

6. Extension final 72 5

2. Condiciones iniciales para la preparacién de una reaccién para la PCR

Reactivo Concentracion final Volumen [ul]
H,O UV/UP - 14.8

Buffer 10X 1X 2.5

MgCl, 25mM 2.5

dNTP’s 0.125 mM 2

Primer F [100ng/ pl] 0.66 uM 1

Primer R [100ng/ pl] 0.66 uM 1

Taq Polimerasa 1U 0.2

ADN [15ng/ pl] 15 ng 1




3. Amplificacion de la region trnS-T

--------------- A. cherimola --A. squamosa--
SanSeb SanSeb H SanSeb Nen | Nen MNen Nen
HUE HUE HUE HUE HUE HUE HUE

- T . - - " ' . " -~ .
V5 A A s Sl e s NSRS e
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La Figura muestra el gel de agarosa al 1.5% con productos de amplificacion.

SanSeb=San Sebastiadn, Nen=Nenton, HUE=Huehuetenango.

4. Amplificacién de la region trnL-F

----A. purpurea---- -A. cherimola- -A. squamosa-
[ EEE] Masa Masa Nen Nen Nen Nen Nen Nen
ESC ESC ESC HUE HUE HUE HUE HUE HUE

La Figura muestra el gel de agarosa al 1.5% con productos de amplificacion.

Masa=Masagua, Nen=Nent6n, ESC=Escuintla, HUE=Huehuetenango.
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5. Amplificacion del intrén rpoC1

SnPeP Tab EIRan Masa Masa spLCSnSeb Jaca Men [en Santi SnAnH Golf
JAL STR PRO ESC ESC ESC HUE HUE HUE HUE SAC HUE IZA C(-) ---
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La Figura muestra el gel de agarosa al 1.5% con productos de amplificacion.
SnPeP=San Pedro Pinula, Tab=El Tablon, EIRan=El Rancho, Masa=Masagua,
SnLC=Santa Lucia Cotz., SnSeb=San Sebastian, Jaca=Jacaltenango, Nen=Nenton,
Santi=Santiago, SnAnH=San Antonio Huista, Golf=El Golfete, JAL=Jalapa,
STR=Santa Rosa, PRO=El Progreso, ESC=Escuintla, HUE=Huehuetenango,

SAC=Sacatepéquez, IZA=Izabal.



79
6. Amplificacion de la region atpB-rbcL

Chi Chi Ipa Ipa EIR EIR Catlac Jac DamDampam
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La Figura muestra el gel de agarosa al 2% con productos de amplificacion.
Chi=Chimaltenango, Ipa=Ipala, EIR=El Rancho, Cat=Catarina, Jac=Jacaltenango,
Dam=Damian, CHI=Chimaltenango, JAL=Jalapa, PRO=EL Progreso,
HUE=Huehuetenango.
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7. Amplificacion de la region matK

.
Dam Mas Mat Jac EIRan Nen SnEs
JAL ESC JAL HUE PRO HUE cqQM C(-)
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La Figura muestra el gel de agarosa al 1.5% con productos de amplificacion.
Dam=Damiéan, Jaca=Jacaltenango, Mas=Masagua, Mat=Mataquescuintla, EIRan=El
Rancho, Nen=Nentén, SnEs=San Esteban, JAL=Jalapa, HUE=Huehuetenango,
ESC=Escuintla, PRO=EI Progreso, CQM=Chiquimula.
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G. Analisis de electroforesis en poliacrilamida

1. Amplificacion de la region trnS-T en gel de poliacrilamida al 15%

Sant=Santiago, Chi=Chimaltenango, Nen=Nenton, Jac=Jacaltenango,
Mas=Masagua, = Mat=Mataquescuintla, = EIRan=El = Rancho, = Dam=Damian,
SAC=Sacatepéquez, CHI=Chimaltenango, HUE=Huehuetenango, ESC=Escuintla,
JAL=Jalapa, PRO=EI Progreso.

2. Amplificacion de la regién trnL-F en gel de poliacrilamida al 15%

eaundind 'y
ejeinoizal *
ejouwstiayd y
ejowayd 'y
ejowdBYd 'y
ejeounw “y
ejeinoi3al 'y
ejecunw y

Mas=Masagua, EIGol=EI Golfete, Mat=Mataquescuintla, SnSe=San Sebastian,
EIRa=EIl Rancho, Ipa=lIpala, ESC=Escuintla, 1ZA=Izabal, JAL=Jalapa,
HUE=Huehuetenango, PRO=EI Progreso.
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3. Amplificacion del inton rpoC1 en gel de poliacrilamida al 15%

e3e/no133.1 'y
ezeannw 'y
e3e|naal y
ezeounw v
ezeannw 'y
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800 bp
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ejowayd -

1 kbp

900 bp

700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp

Dam=Damian, SnAH=San Antonio Huista, SnSeb=San Sebastian, EIRan=El
Rancho, Ipa=Ipala, JAL=Jalapa, HUE=Huehuetenango, EIPro=EI Progreso.

4. Amplificacién de la region atpB-rbcL en gel de poliacrilamida al 15%

4
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ejowLiayd
ejejjAydoidorews 'y
ejejiAydoidoroew vy
ejowLidyd 'y
esowenbs ‘y
ejejjAydosdosoew 'y
ejouwLiayd

Sant=Santiago, Chi=Chimaltenango, Nen=Nenton, Jac=Jacaltenango, EIRan=El
Rancho, Cat=Catarina, SAC=Sacatepéquez, CHI=Chimaltenango,
HUE=Huehuetenango, PRO=EI Progreso, C-=Control negativo.
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5. Amplificacion de la region matK en gel de poliacrilamida al 15%

ejowsayd "y
easndind 'y
ejowiayd y
gjowayd y
gjowIayd v

1.5 kbp
1 kbp

800 bp

500 bp

400 bp

>
2
9
3
S
3
S
S
=
X
Y
o

300 bp

Cat=Catarina, Jac=Jacaltenango Mas=Masagua, ElIGol=El Golfete,
Mat=Mataquescuintla, SnSeb=San Sebastian, SnAH=San Antonio Huista,
ESC=Escuintla, 1ZA=Izabal, JAL=Jalapa, HUE=Huehuetenango.

6. Estadisticos de analisis de varianzas de largos de fragmentos de la region

trnS-T

Los estadisticos fueron obtenidos mediante SPSS 17.0. 1=A.cherimola, 2=A.
macroprophyllata, 3=A. muricata, 4= A. reticulata, 5=A. squamosa, 6=A. glabra,
7=A. purpurea,8=Cananga odorata, 9=Magnolia sp.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Especie Estadistico gl Sig. i Estadistico gl Sig.
Pares_bases 1 .094 15 .200 957 15 642
2 333 3 .862 3 274
3 .369 3 787 3 .085
5 .349 3 .832 3 194
6 263 3 .955 3 593
7 2563 3 964 3 637
9 .385 3 .750 3 .000

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacién de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas

Pares_bases
Estadistico de
Levene gl1 gl2 Sig.
.681 6 26 667




1725+

1700

16757

Pares_bases

1650

16257

Pares_bases

T
5

Especie

ANOVA de un factor

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Inter-grupos 25221.333 6 4203.556 46.613 .000

Intra-grupos 2344 .667 26 90.179

Total 27566.000 32

Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Variable dependiente: Pares_bases
HSD de Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite

(I) Especie _(J) Especie medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior

1 2 63.333 6.006 .000 -82.49 -44.17
3 -14.333 6.006 244 -33.49 4.83
5 -3.667 6.006 .996 -22.83 15.49
6 74.333 6.006 .000 -93.49 -55.17
7 -12.333 6.006 408 -31.49 6.83
9 21.333 6.006 .022 217 4049

2 1 63.333 6.006 .000 4417 82.49
3 49.0007 7.754 .000 24.27 73.73
5 59.667 7.754 .000 34.93 84.40
6 -11.000 7.754 787 -35.73 13.73
7 51.000° 7.754 .000 26.27 75.73
9 84.667 7.754 .000 59.93 109.40

3 1 14.333 6.006 244 -4.83 3349
2 -49.000" 7.754 .000 -713.73 -24.27
5 10.667 7.754 .809 -14.07 3540
6 -60.000° 7.754 .000 -84.73 -35.27
7 2.000 7.754 1.000 -22.73 26.73
9 35.667 7.754 .002 10.93 60.40

5 1 3.667 6.006 .996 -15.49 22.83
2 -59.667 7.754 .000 -84.40 -34.93
3 -10.667 7.754 .809 -35.40 14.07
6 70.667 7.754 .000 -95.40 -45.93
7 -8.667 7.754 917 -33.40 16.07
9 25.000° 7.754 .046 .27 49.73

6 1 74333 6.006 .000 55.17 93.49
2 11.000 7.754 787 -13.73 35.73
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Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite

{I\ Especie (.} Esbecie medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
~ 3 60.000 7.754 000 35.27 84.73
5 70.667 7.754 .000 45.93 95.40
7 62.000° 7.754 .000 37.27 86.73
9 95.667 7.754 .000 70.93 120.40
7 1 12.333 6.006 408 -6.83 3149
2 -51.000° 7.754 .000 -75.73 -26.27
3 -2.000 7.754 1.000 -26.73 22.73
5 8.667 7.754 917 -16.07 33.40
6 -62.000" 7.754 .000 -86.73 -37.27
9 33.667 7.754 .003 8.93 58.40
9 1 21.333 6.006 022 -40.49 217
2 -84.667 7.754 .000 -109.40 -59.93
3 -35.667 7.754 .002 -60.40 -10.93
5 -25.000" 7.754 .046 -49.73 =27
6 -95.667 7.754 .000 -120.40 -70.93
7 -33.667 7.754 .003 -58.40 -8.93

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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7. Estadisticos de analisis de varianzas de largos de fragmentos de la region

trnL-F

Los estadisticos fueron obtenidos mediante SPSS 17.0. 1=A.cherimola, 2=A.

macroprophyllata, 3=A. muricata, 4= A. reticulata, 5=A. squamosa, 6=A. glabra,

7=A. purpurea,8=Cananga odorata, 9=Magnolia sp.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Especie Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pares_bases 1 .108 69 044 978 69 271
2 151 15 200 .941 15 .393
3 170 9 200 .920 9 392
4 .302 9 .018 .764 9 .008
5 .292 3 .923 3 463
6 312 3 .896 3 373
7 373 3 .780 3 .067
*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Pares_bases
Estadistico de
Levene g1 gl2 Sig.
1.599 104 .155




1200~

1100 = il &

Pares_bases

1000 Q
900
T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Especie
ANOVA de un factor
Pares_bases
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 268705.018 6 44784170 66.590 .000
Intra-grupos 69943.793 104 672.536
Total 338648.811 110

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Pares_bases

HSD de Tukey
Intervalo de confianza al 85%
Diferencia de Limite

() Especie _ (J) Especie medias (I-J) i Error tipico Sig. Limite inferior superior

1 2 -94.339 7.388 .000 -116.55 -72.12
3 122.261° 9.191 .000 94.63 149.90
4 9.483 9.191 .945 -18.15 37.12
5 -10.406 15.295 993 -56.39 35.58
6 4928 15.295 1.000 -41.06 50.92
7 928 15.295 1.000 -45.06 46.92

2 1 94.339° 7.388 .000 72.12 116.55
3 216.600° 10.934 .000 183.72 249.48
4 103.822" 10.934 .000 70.94 136.70
5 83.933 16.402 .000 34.62 133.25
6 99.267 16.402 .000 49.95 148.58
7 95267 16.402 .000 45.95 144.58

3 1 -122.261 9.191 .000 -149.90 -94.63
2 -216.600° 10.934 .000 -249.48 -183.72
4 112,778 12.225 .000 -149.54 -76.02
5 -132.667 17.289 .000 -184.65 -80.68
6 -117.333 17.289 .000 -169.32 -65.35
7 -121.333" 17.289 .000 -173.32 -69.35

4 1 -9.483 9.191 .945 -37.12 18.15
2 -103.822" 10.934 .000 -136.70 -70.94
3 112,778 12.225 .000 76.02 149.54
5 -19.889 17.289 911 -71.87 32.10
6 -4.556 17.289 1.000 -56.54 47.43
7 -8.556 17.289 999 -60.54 4343

5 1 10.406 15.295 993 -35.58 56.39
2 -83.933 16.402 .000 -133.25 -34.62
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Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Limite

(' Especie (] Especie medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
— 3 132.667 17.289 000 80.68 184.65
4 19.889 17.289 911 -32.10 71.87
6 15.333 21.174 991 -48.33 79.00
7 11.333 21.174 .998 -52.33 75.00
6 1 -4.928 15.295 1.000 -50.92 41.06
2 -99.267 16.402 .000 -148.58 -49.95
3 117.333 17.289 .000 65.35 169.32
4 4.556 17.289 1.000 -47.43 56.54
5 -15.333 21.174 .991 -79.00 48.33
7 -4.000 21.174 1.000 -67.67 59.67
7 1 -.928 15.295 1.000 -46.92 45.06
2 -95.267 16.402 .000 -144.58 -45.95
3 121.333 17.289 .000 69.35 173.32
4 8.556 17.289 .999 -43.43 60.54
5 -11.333 21.174 .998 -75.00 52.33
6 4.000 21.174 1.000 -59.67 67.67

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

8. Estadisticos de analisis de varianzas de largos de fragmentos del intrén

rpoC1

Los estadisticos fueron obtenidos mediante SPSS 17.0. 1=A.cherimola, 2=A.

macroprophyllata, 3=A. muricata, 4= A. reticulata, 5=A. squamosa, 6=A. glabra,

7=A. purpurea,8=Cananga odorata, 9=Magnolia sp.

Pruebas de normalidad

Kolmogorow-Smirncnra Shapiro-Wilk
Especie Estadistico 5_;I Sig. Estadistico gl Sig.
Pares_bases 1 145 66 .001 967 66 .076
2 138 12 200 963 12 .825
3 .390 9 .000 697 9 .001
4 191 15 144 904 15 111
5 .189 6 200 .951 6 746
6 .205 15 .090 920 15 195
7 292 3 923 3 463
8 324 .878 3 317
9 279 939 3 525
*. Este es un limite inferior de |a significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Pares_bases
Estadistico de
Levene gl glz Sig.
2.638 8 123 .011




1000

9807

960

940

Pares_bases

9207

9007

880

| T T
5 6 7

Especie

Resumen de prueba de hipotesis

Hipétesis nula

Test

Sig. Decisién

Prueba Kruskal-

La distribucion de Pares_bases Wallis de

1 eslamisma entre las categorias
de Especie.

muestras
independientes

Rechazar la
.000 hipétesis

nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es .05.
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9. Estadisticos de analisis de varianzas de largos de fragmentos de la region

atpB-rbcL

Los estadisticos fueron obtenidos mediante SPSS 17.0. 1=A.cherimola, 2=A.

macroprophyllata, 3=A. muricata, 4= A. reticulata, 5=A. squamosa, 6=A. glabra,

7=A. purpurea,8=Cananga odorata, 9=Magnolia sp.

Pruebas de normalidad®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Especie Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pares_bases 1 320 24 .000 .780 24 .000

2 .256 12 028 .879 12 .086

3 .351 9 .002 713 9 002

4 319 15 .000 .795 15 .003

6 .385 3 .750 3 000

7 A75 3 1.000 3 1.000

a. Correccion de la significacién de Lilliefors

b. Pares_bases es una constante cuando Especie = 5 y se ha desestimado.




170

160

150

Pares_bases

140

130

Especie

Resumen de prueba de hipotesis

independientes

Hipétesis nula Test Sig. Decision
La distribucién de Pares_bases Prueba Kruskal- Rechazar la
. ¢ ity Wallis de Py
1 esla misma entre las categorias muestras .002 hipétesis
de Especie. nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es .05.
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10. Estadisticos de analisis de varianzas de largos de fragmentos de la region

matkK

Los estadisticos fueron obtenidos mediante SPSS 17.0. 1=A.cherimola, 2=A.

macroprophyllata, 3=A. muricata, 4= A. reticulata, 5=A. squamosa, 6=A. glabra,

7=A. purpurea,8=Cananga odorata, 9=Magnolia sp.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Especie Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Pares_bases 1 .098 24 200 .970 24 677
2 175 12 2007 .904 12 A77
3 .245 6 2007 .864 6 .202
4 213 9 2007 .873 9 134
5 333 3 .862 3 274
6 .269 3 .949 3 567
7 75 3 1.000 3 1.000
*. Este es un limite inferior de |a significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Pares_bases
Estadistico de
Levene gl gl2 Sig.
3.009 6 53 .013




1300

1250

Pares_bases

1150

1100

1200

-—
| T T | T T
1 2 3 4 5 7
Especie
Resumen de prueba de hipotesis
Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucion de Pares_bases Rr:ﬁik;adlé(ruskal- Rechazar la
1 es la misma entre las categorias e .000 hipotesis
de Especie. independientes nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es .05.
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11. Largo de fragmentos amplificados obtenidos con geles de electroforesis en

poliacrilamida

Individuo Especie Marcador PB1 PB2 PB3

3| A. cherimola trnS-T 1645 1645 1661

4| A. cherimola trnS-T 1659 1654 1651
24 | A. cherimola trnS-T 1664 1654 1660
30| A. squamosa trnS-T 1668 1659 1660
36 | A. cherimola trnS-T 1670 1650 1656
40 | A. purpurea trnS-T 1668 1659 1686
47 | A. glabra trnS-T 1724 1735 1740
58 | A. cherimola trnS-T 1673 1664 1674
75| A. muricata trnS-T 1686 1667 1666
96 | A. macroprophyllata |trnS-T 1727 1714 1725
107 | Magnolia sp. trnS-T 1631 1631 1650

3| A. cherimola trnL-F 1066 1083 1061

4| A. cherimola trnL-F 1070 1075 1075

7 | A. cherimola trnL-F 1127 1101 1130
14 | A. macroprophyllata | trnL-F 1211 1220 1224
17 | A. macroprophyllata |trnL-F 1150 1201 1200
18| A. cherimola trnL-F 1132 1086 1114
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Individuo Especie Marcador PB1 PB2 PB3
19 | A. cherimola trnL-F 1113 1078 1106
24 | A. cherimola trnL-F 1079 1096 1096
26 | A. cherimola trnL-F 1113 1093 1122
27 | A. cherimola trnL-F 1119 1093 1122
29 | A. macroprophyllata | trnL-F 1197 1187 1201
30 | A. squamosa trnL-F 1097 1106 1109
32| A. macroprophyllata |trnL-F 1182 1187 1191
36 | A. cherimola trnL-F 1123 1127 1123
40 | A. purpurea trnL-F 1085 1109 1084
41 | A. reticulata trnL-F 1125 1114 1128
46 | A. glabra trnL-F 1081 1112 1073
57 | A. cherimola trnL-F 1018 1046 1027
58 | A. cherimola trnL-F 1059 1066 1062
60 | A. cherimola trnL-F 1113 1108 1138
61| A. cherimola trnL-F 1136 1124 1154
63 | A. cherimola trnL-F 1128 1118 1121
64 | A. cherimola trnL-F 1085 1088 1084
69 | A. cherimola trnL-F 1113 1118 1121
70| A. cherimola trnL-F 1064 1066 1062
72| A. cherimola trnL-F 1077 1096 1092
73| A. muricata trnL-F 975 947 963
75| A. muricata trnL-F 972 951 962
76 | A. reticulata trnL-F 1059 1062 1062
82 | A. muricata trnL-F 988 992 992
85| A. cherimola trnL-F 1091 1044 1081
88| A. cherimola trnL-F 1083 1088 1092
95| A. cherimola trnL-F 1117 1102 1089
96 | A. macroprophyllata |trnL-F 1169 1154 1145
97 | A. reticulata trnL-F 1074 1068 1065
100 | A. cherimola trnL-F 1087 1061 1073
104 | A. cherimola trnL-F 1084 1078 1081

3| A. cherimola rpoC1 int 907 913 909
4| A. cherimola rpoC1 int 913 913 919
7| A. cherimola rpoCl int 911 911 906
14 | A. macroprophyllata |rpoC1l int 917 906 909
18 | A. cherimola rpoCl int 917 923 918
19 | A. cherimola rpoC1 int 917 917 912
24 | A. cherimola rpoCl int 894 882 891
26 | A. cherimola rpoCl int 917 923 912
27 | A. cherimola rpoC1 int 917 917 912
29 | A. macroprophyllata |rpoC1 int 917 929 918
30 | A. squamosa rpoC1 int 894 885 891
32 | A. macroprophyllata |rpoC1 int 913 897 903
36 | A. cherimola rpoC1 int 886 886 879
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Individuo Especie Marcador PB1 PB2 PB3
38| A. reticulata rpoC1 int 889 889 894
40 | A. purpurea rpoCl int 875 883 877
41 | A. reticulata rpoC1 int 892 893 883
46 | A. glabra rpoC1 int 904 906 904
47 | A. glabra rpoC1 int 917 906 916
48 | A. glabra rpoC1 int 917 911 911
49 | A. glabra rpoC1 int 906 895 895
50| A. glabra rpoC1 int 906 906 900
56 | A. squamosa rpoCl int 918 906 906
58| A. cherimola rpoC1 int 893 886 876
60 | A. cherimola rpoCl int 894 911 900
61 | A. cherimola rpoCl int 929 923 924
63 | A. cherimola rpoC1 int 918 918 920
64 | A. cherimola rpoCl int 918 915 908
69 | A. cherimola rpoC1 int 913 918 913
70 [ A. cherimola rpoCl int 895 895 894
72| A. cherimola rpoC1 int 906 912 906
73| A. muricata rpoC1 int 895 894 894
75 | A. muricata rpoCl int 890 895 894
76 | A. reticulata rpoC1 int 910 905 911
82 | A. muricata rpoCl int 932 933 929
83| A. reticulata rpoC1 int 911 911 911
85 | A. cherimola rpoCl int 912 894 899
88 | A. cherimola rpoCl int 938 938 940
95| A. cherimola rpoC1 int 900 895 900
96 | A. macroprophyllata | rpoC1 int 916 922 929
97 | A. reticulata rpoC1 int 903 896 936
100 | A. cherimola rpoCl int 925 925 920
104 | A. cherimola rpoC1 int 913 900 894
107 | Magnolia sp. rpoC1 int 929 922 904
108 | Cananga odorata rpoC1l int 992 975 978
3| A. cherimola atpB-rbcL 143 142 140
4| A. cherimola atpB-rbcL 161 161 160
14 | A. macroprophyllata | atpB-rbcL 137 136 134
17 | A. macroprophyllata |atpB-rbcL 136 137 134
24 | A. cherimola atpB-rbcL 160 160 159
30 | A. squamosa atpB-rbcL 136 136 136
32 | A. macroprophyllata | atpB-rbcL 138 136 136
36 | A. cherimola atpB-rbcL 159 160 161
38| A. reticulata atpB-rbcL 139 139 139
40 | A. purpurea atpB-rbcL 145 147 143
41 | A. reticulata atpB-rbcL 134 134 136
46 | A. glabra atpB-rbcL 139 138 138
58| A. cherimola atpB-rbcL 134 134 135
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Individuo Especie Marcador PB1 PB2 PB3
64 | A. cherimola atpB-rbcL 134 133 135
70 | A. cherimola atpB-rbcL 160 158 159
73| A. muricata atpB-rbcL 164 163 164
75 | A. muricata atpB-rbcL 152 151 152
76 | A. reticulata atpB-rbcL 156 156 156
82| A. muricata atpB-rbcL 150 150 150
83| A. reticulata atpB-rbcL 158 158 157
95| A. cherimola atpB-rbcL 163 165 166
96 | A. macroprophyllata | atpB-rbcL 138 136 137
97 | A. reticulata atpB-rbcL 162 160 160
3| A. cherimola matK 1140 1150 1150
4| A. cherimola matK 1149 1167 1175
14 | A. macroprophyllata | matK 1208 1226 1217
24 | A. cherimola matK 1166 1167 1156
30 | A. squamosa matK 1231 1235 1209
32 | A. macroprophyllata | matK 1159 1180 1148
36 | A. cherimola matK 1154 1158 1142
40 | A. purpurea matK 1140 1138 1136
46 | A. glabra matK 1159 1152 1149
58 | A. cherimola matK 1171 1125 1117
64 | A. cherimola matK 1146 1144 1123
70 [ A. cherimola matK 1129 1126 1112
75| A. muricata matK 1231 1224 1229
76 | A. reticulata matK 1259 1260 1258
77 | A. macroprophyllata | matK 1220 1221 1227
82 | A. muricata matK 1203 1191 1196
83 | A. reticulata matK 1210 1224 1218
95| A. cherimola matK 1157 1171 1185
96 | A. macroprophyllata | matkK 1201 1179 1193
97 | A. reticulata matK 1194 1184 1188
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1. Secuencia en direccion 5°->3’ y sin edicion alguna de A. cherimola de

Nenton, Huehuetenango (ID=24) de la regién trnS-T

20 40
| I
AETEEEATAR ECHGTHCHEE GGGHATCHHEAE TETRAREAEE cEEREGTTYG
60 80

100

| | |
fcHTEEcTcE AicccEcAEN HATEEcCATE AEEEEEETTE TTTATTTEET

120 140

| |
TAEETTTcGE CANENEAGGG NGGHENEREAT TATEEARACE TTTCTTATTN
160 180 200
| | |
TEGTTHAGGTT THGGTETGHE CCGCHATAATA TTETANGEET EcTRAEETETT
220

240

| |
TCATTTTEAR AEECABEEAT TTERTATETA TTATTTGETY TARTHATEE
260

280 300

| | |
TrATETTccc MFGGCHCHEN ccTEEEATcc TITANBEATT TETTCETETE
320 340
| |
GHGGGGGGAT GHATECATAT CATTTTCAAT BEcHCETECC CATETTTCER
= o o
TATEEETEGT BcTHATHETE FTET¥ccceiT FGHEGHGATE AETGGGGHTH

420 440

| |
TETAETATAE cANBATTEAE TEAAEATEATCT ETATGGTTAA ETAATTCEET
4?0 480 500
| |
GGEEEEcGGE ATccTEcANC EEATABETHAA TECAEAREGe ATGTTATEEE

520 540

| |
AEBECEATETE AEcTEGT¥cT NcTHANAEET cHEEEcTTCHA BEETTTEGEY
= o <
|
TTTEEAcHCE TATCHEABATA TETEACEEAT TcoTEcETETC TEECABREATA
620 640
| |
ATGHEEEECE EEATTTTITCTIT TITETTETEC BECHAATAECHE TATTGHGETT
= o :
TITTTETGAR ABCECETTTE TTTETTETAN cATHANEEEE BccTETHcGE

720 740

| |
ETTTTARTAG TTAcTEEEcc THAEGEEEEE HcAEGAEGTA TTTTTTTCHE
760 780 800
| | |
ABGEGGTEET BccTAEEcHC HEATAAECAE TEETTTTTITT GHMATTTGAT

820 840

| |
TTEATECANT MARETHGATT BEcGGETCGANE THEANBGATAE AEcHNGATAE
= o o
ATETAETCHEN cTCENCTHET EENEScCHECH ATcHcATGGG FFRGGATHEAT
920 940
| |
Tr@Tccclic ETTTATATAT cTATATEAEAT ATCTANTATT AccEATTEcG
960 980

1,000

| | 1
AlcTTHcHcc TEETTTTEET cETTTGTTET cTEGHCATTT AAETCEEEER

1,020 1,040

| |
BcBEcGTTTTT TATTEATHGT BGGHAAETTEE BcccHATHEAT HcETEGGGGH
TETTGE
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2. Secuencia en direccion 5°=>3’ y sin edicion alguna de A. cherimola de San

Carlos Sija, Quetzaltenango (ID=63) de la regién trnL-F

20 40

| |
BTTcETTGCE TTCHGEETTG GTATGCHANE BTAETANACT cECHERTTEE
o ¥ =
AEAETTEAECE cAEAEEEEcc NATTANEEAT cccEERTEET cHcENARATHE
1 140

20

| |
BTcTcTTEAc HARAEARGCT THACHAEEcEG HGHATEANER NEEGGHATHGG

160 180 200

| | |
TcEEcCHEGEET EBAATGGHNGE ToTTETHEAEA HATHAcHcTTc HETCEATEGG
e i
TANGGGHATT BTTTEETTTT ETEBAAEEGE BEGHEEGGAT cABETTGTAT
0 i =
BEcTHEEGTAT AEATAETGAN ABATEARAEcC ATTAATEAEC AETECHAATEG
320 340
| |
GETTTITTTTT BTCAEBEATT THECHATHGCH HccHTTGTGH ATTCATTEEA
= = 0
BcFTcABEGGE HcHETHGHAT ATTEAcHAGAT BERATEETEE ATTEEEcHGHE
420 440
| |
BTEATEGEATE TrTTcHECHAN BECATCEAATE cGABGHGAET HAEcEATAGHG
460 4?0 500
| |
TEEECTTETE BATGTEAATE BECHEAEEAR TCHAATTGAT McGTHAHEGHGGH
520 540
| |
BEETEEcTEG HETTTEATAEE THcTcHcccT THAHGTEEET BTATEEEEEAR
" i o
BAETATEEEE BAcHAAAAEGc EEEATTTTEE GEEEETAATT ATTTATEETE
620 640
| |
TTTTTTGTEE crTETTEEAN ATTHCTTATG TTITETEEATTE AETETAGTET
i - i
TTEEEERETc GATEEGAEEE cHRBTcTTTE TETETTETEc BEGGETTEGE
720 740
| |
GHATHGATATG ETTTEECTAE AvcEcTAEAR ATcEABECAT HATGAATHGG
i il i
|
BESGGAETET BEBETATTGE BTEATTEAEE cCTARTATEAT TEARTETTATA
820 840
| |
BARBcTETTE TrTTTiTEAcce cHEETGGHAT THEBEcGGEET HcGicHGHEHTT
i i =
TTGTEATGTT TTTTcHGTET BTTTRAATTTE ErTcAEATAcC AETEARCEHER
920

|
TETTERTETE cEGGGHETGHAT cHATEGHGCH
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3. Secuencia en direccion 5’3’ y sin edicion alguna de A. macroprophyllata
de Damian; Jalapa (ID=96) del intron rpoC1

20 40

| |
THCTTATEGC BETHCEAREA CANECATTGC CHTHGGTTTE ccEcGCHEEE
i ; 1°.°
BEETTAREER TEccEEGTGHE HccTTTEETE TEATESGCHET BANGTHCTTE
120 140
| |
BATEASATER HEcHGGTTET HEcETTTEEAR TTTTCTTETE TTETACHEAA
160 180 200
| | |
ETESEEEEEE ATASECATET ARTEETTAET BARCTTEEEE cEcAGCABEA
220 240
| |
ABCAATATTT BATTGATTEA TTETTCETTE cAETTTCAET TTATGHATEA
& o o
BTTECTEAST TAETCEATAE AEcENETcTC HAETTCTTCE cTACTETERT
320 340
| |
TEEEETECAR TCANCHAATEE BETTAEETCHE AEGCHATEEE TTCARAETEA
= 0 "
TAEGGGATTT BETTGTETAT cTATEETYTE cFTHCANEET TTEccTHERE
420 440
| |
BETTEABETE cEBccTTATc BEATCEETTE BETTCHECEE TATATCHGATY
460 480 500
| | |
GTATACANTT ETGTAEEECT CEETARTECA ABACEAATETE TTTETANAEG
520 540
| |
BEETccEATc TETHATTEEA TcEAATAECAE AcHEGTETTT TEABcHGGTH
% 5?" 6°.°
BASEEACTAR TTRETATTTE TETCTTETAG coTECHREAT ccAEBAATTE
620 640
| |
BEETETEATT TCGENGTATT CAATHCHAEEE ATAATTETCA CETTEATCET
% 6*.” i
BETEETEEER HcEcEEATGT EEcEATEEHEcc GoHATEEEAR TEccATTGHE
720 740
| |
TGGGHTGHEA cTTTETEGTT BEcHAcTETCT NEEATEECEE TTTECATEAN
760 780 800
| | |
ATEAGAEAEE cEACTATAET HccEETTETE ATTEETTCHEG GGGETTATET
AABRARTTEC BcAT
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4. Secuencia en direccion 5’23’ y sin edicion alguna de A. reticulata de Ipala,
Jalapa (ID=83) de la region atpB-rbcL

20 40

| I
TEEAEETATE EEEETCTEEE CHAGTEEATTY cEITETATTITA TATCAERATEHA
60 80 100
| | |
BTfTFciTTET ATTTTATETc cHEEEBEcGGH Bcccceeoill cEFTAGHEEAR
120 140

| |
BETCHANANE HEcATTcGoT ToEGHENATAR ATATGHEEGHE GTATANEATA
AT

5. Secuencia en direccion 5°->3’ y sin edicién alguna de A. muricata de El

Rancho, El Progreso (ID=75) de la region matK

BARATTATER
7
BEBATETGGHE
EEETETTTAR
160
|
TEcTETEARR
GARGATTETT
i
GTATTTGETT
THCHEETGTT
b
fRcTilcicET
BEETTTATCE
i
GGGGHAETHAT
GGHERTETEA
0
BERTTATAEA
BEAREATTET
T
TRcATHETTH
ATTGGATTAT
i
THcTERGEEG
FTccclcEAT
T
HESBAGAETT

20
|
BEATTTANATE ATcTCTEANA
80
|
BRETETTGGTT BEAATARTTE
120
|
ATTTATTGEG ATTETTTETE
180
|
GETEGEARGE AATHRATTTT
)
BTTcTTEETA TEATHAATATTE

280

|
TTETEECTAR ABAATETTTT
320
|
ETTcEcGEGHEE BEEATTTETHE
i
THGGARATGAT TTTEAGHAEGHE
420
|
BTTETcTEEC ATATEAAGGH
480
|
ETTEcTETGHE HCHEATGGHA
P
FiTTTAETTc TocTHTHARE
P
ATEETTETYT BTATTTTATG
620
|
TEGGEAGTAE GGAGTEAHAT
&P
TETEEEGARAE TTicHcHAEEE
i
TccETERcGE cHEEATTTTGT
780
|
clEEcccEEc ATTEGTEEGA
820

|
ATAERGHEAT ETYTTETEATT
TcTATEGG

40
|
TETEETEETE EETTAREEEC
100
)
cETETTcEAT AEAEGATGET
140
[}
BEEcHETATE AcEAATTEGAR
£
TeTTTcTTEE HAECHAGHATE
e
BFfcTATETCH ATcTcHATEG
T
BETTTAECAT BEABATEETT
340
I
TGCHENEETE cABBATETTG
bt
BETTETcCET cTTHABAGER
“°
BEATTETETTE TocEcTHARA
500
I
ATETTEEETT CTEEATTTTT
P
BcEABAGGAT BEATATANAE
i
BcETETETTT TAAcTcTHEGC
%
GTTHGHGHET TEATTTETHAR
i
THcTTEEARE AATTEETETG
740
}
BATcTATTETc ccHEBEETAT
i
TTETGATATT ATEAGTHEGAT

840

|
ATTAEEcTcc ATEETEAREA
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Electroferogramas

1. Electroferograma de la secuencia del segmento forward de A. purpurea de

Masagua, Escuintla (ID=40) de la region trnS-T

MACROJGEN
Fils: JA002-trn5-T_F.abl Run Ended:- 2012/5/1 3:12:23 Signal G-1872 A:3166 C:2143 T:2343 Advancing trrruigh (ienapics
Sample: JAM?_tm5-T_F Lane: 48 Base spacing: 15.273703 1452 bases in 17308 scans Page 1 af 2

10 i) 1) 40 60 ] m an oa 100 110 120
G CITCTARTE 046 GO TTACCE ACOG AT ATAT TAANT CAAMT G ACKAT TAT TG ATACCAT TATTCC GAG AGTAAGACCCC TATTTRATAGAGATTTTTCC TAATTAT TG GG TACG AAAATACCA

L R L L 'J"U"L..lﬂ'l A A "‘J"\f‘.'p'l A AR A "J '.l'k.'"'u' 'n'IL A A

15 14 150 160 1w IHJ 191) 00 a 20 bk 240 e}
ATACCE TAAAGAGTAGAAAGEGATG AAAATC TCACCACCEG ACC O TTTE TG ATACG TG AATEGE AG ALAAATCCG GATC AAACCOC TTC TTTATT TAC TTGAC TTTGGCG AAALAAGFETGE

[, [ 0
A N A A A A M ol *‘f A e A A e .fu'mf\rw'\

0 m 260 28 a0 ai =0 0 340
ACAAAAT TG TCCGAAGC TTIGT TATTTTAGT TAGGT TTAGGTC TGACGEE AATAATAT TCTACG ACTCGTAACTCTT TG AT TT TCAAACC GACCCA TTT CTATCTA TT TTC GT“T“ T LT

o o AR A A

40 4w A 4 0 460 40w g0 501
TEATTTACCCATTTETTE TTCTTAC GAAAAG ATG A A TCBAT ATG AT TT TR A AT AGA G TCAAGATCT T TETT TATTOC TC AT AGTAATA AT ATETE

200 am 40
TTTATAT TGO AT GAGCG A4 AGET C

I .f\ ot o o e

Al 550 [ziki} 10 it}
TGEC0CCEEEAATRETCGAAGCCAT ACCTA TCG.-'-..- ABAGCATGTTATOC

n

10 550 Bl SECI BEN [l
GEEETTTGCASCGAT, CT‘G ATATCTACTATACGACCAT TAACTALAAT ATGTCTATGGT TAAC TAATTGE:

Wil HM T M A m{\ﬁ.'%"unf“fv\




99

2. Electroferograma de la secuencia del segmento forward de A. cherimola de

Jacaltenango, Huehuetenango (1D=36) de la region trnL-F

MACROJGEN
File: J4010-omL-F_Fabl  Run Ended- 20125/ 3:12:23  Signal G-3253 A-10103 C-8503 T-3468 Aibancing St Gomamics
Sample: JA010_sml-F_F Lame:7  Basespacing: 15108231 037 bases in 11383 seans  Page I of 2
1 20 30 a0 £0 80 o 0 100 10 120
TT TT T 338 CTACTAAST SAZACTT CC AACTCAG AG ALCCCOE 3 AT TAARAAT GG ACAATC 0T G AGCCAAATOC T3 TG TTCAGAALATAAGS TTCAGAAAGT G AGAATCAAAAAAAGEAT,

I o o s o ol _.,'[
e et P e fiand V“J’\ Ay ."JJIJ'L{.\'{"\ J.'ul\l-".‘\'l'lk IW"{ f“'llﬁll'ﬁbr;ll’kJﬂ""-f‘xﬂl ’rl\ J’k NW\'IJHJ{I\ A Nhll |ﬂ .'ll'I I. o .J[I'{\ ]

13 140 18] 160 el Lan Lan 20] 210 220 230 2401
GETECAGAGACTCAATEE AAGCTETTCTAACAAATAGAG TTGACTCATC GG TAAGGE AATTC TTTCCTTTTATC CAAACE ACAG AAAGGATIACC TTGTATACGTACG TATACATAC TG AAA

“Mﬂ oAt ot J\ AN e N MIW g

20 250 am 280 230 xi) 310 3 pesili] 340 3m 30 i)
CaTCAARANGATTAATCACGACTOG AATCGETTTTTTTTTC T AAAAATTTOAGAATAS A4GE ATTETRAATTG AT TC CAAGT TR AAGGAAG AAT COAATAT TCAG AGATCAAATCATCCATTOD

: ﬂ
o/ HMJ"JJM iy gl i F\L,'.'_ui, PR A e ot }'HN\

L am 30 a0 410 m g 44 40 460 am @ am
CRAGTCTAATAGATCT TTTEAAGAMCCS ATG AATC GGAC GAGAATALAGATAG AGTCCC GTTCTACAT GTCANTATAG ACAACAATE AL ATTGATAGT AAGAGE AL ALTCCGTCEACTTTATALAT

]
o o ot MU b

S0 Elf\ 520 ] 540 ==1] 560 510 L] 59) B0 B0 20
CETEAGGETTCAAGTC OO TCTATCO CACTATCOCCAAGAAA AAGGCCC AT TTTCCCCCOCTAAT TATTTATCC TC TTT T TTRTCAGT TCTTCCAAATTC GTTAT GTTTC TCATTCACTC TA

sl nM L

3. Electroferograma de la secuencia el segmento forward de A. cherimola de

Jacaltenango, Huehuetenango (ID=72) del intrén rpoC1

MACROJGEN
File: JAI11_rpoClim_F.abl ~ Rum Ended: 2012/6/8 21:25:45  Signal G-3623 A:5184 C:0700 T-3283 i e
Sample: JA111_rpoClint_F Lane: 80 Base spacing: 15.923373 868 bases in 10608 scans Page laf?
10 20 1) 10 j21) 60 kol
LAATLGCTT TTTAGTT TAG GCOTAGLA AAGA ARTTS 3G TAGGTTTCG A0 GG A000000 TTAAAAATC G GALG TG GTTICC '[ TOATCOG B {. 43 TAG TT

L e o oo e WA 'J\ Wu“n'd WY Mangenpl H‘ l'ur\\f"mn Ik .,I'ur 'I" Wil hﬂf'ﬂ ..'\

A fnUJL"'L'ﬂﬂl"M""I'ﬁn' "Jl‘w'lﬂh“ﬂnu JW‘J\ .'ﬂ\ . ‘“u' / ﬂJ i ."'_ IH Mﬂll \ r\ p ”ﬂl ﬂ'l i ‘J HL“ ‘Iﬁ‘ M‘

u *"w e “‘u J\n “Jn il "Muj *1 UL d\ M\Mw
| |

) UU‘\”J\JL"'N\J'J\ ﬂ e AR ﬁ.’\fMWUM[M.. WM HLE J\"' ﬂﬂ" ol ””'MJN I

Gl

490 00 10 =] 530 540 A0 SUJ 570
COAACAGAATCTCTTTC TAALAGAAATGCAATGTCTAATTCCATG AATACG CAAGTCTTTTCACCAGGTACAACCAGTAATTCCTATT T ATCTETTA B GuT _T\}G CC

st ﬂMﬁ \Mn “W
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4. Electroferograma de la secuencia el segmento forward de A. reticulata de El
Rancho, El Progreso (ID=76) de la region atpB-rbcL

MACROJGEN
File: JA060-apB-rbcl_F.abl Run Ended: 2012/5/1 3:12:23 Signal G-8387 A:0084 C-3755 T-7114 Advancing hrouigh CGenamics
Sample: JA060_apB-rbel_F Lane: 59 Base spacing: -10.163063 133 bases in 1033 scans Page 1 af 1

20 i) 40 1) =] o B 0 100 110 120
O AGETCCATT TaAAT GEAAAT CAATTTT GTTT CTAT TTTATAT G GAAGEGEEETIGET COTGE CAAGATTGEGTTGOGOCATACATATG GAGTATAL

b o

5. Electroferograma de la secuencia el segmento forward de A.
macroprophyllata de Damian, Jalapa (ID=96) de la region matK

MACROJGEN
File: JA077-markl_F.abl FRun Ended: 2012/5/1 3:12:13 Sigmal G:4377 A:8731 C:8570 T:0832

Advaning trough Genamics
Sample: JA077_matk_F Lane: 73 Base spacing: 13 343853 016 bases in 10981 scans Page ] of 2

a0 an 40 50 BD ol an an 1o 110 120
CTTGE AT TIOT TT AT QOTSTE T CATATACTAATACCT TASCC0G COCATC TS GAMTCTTAG TTEAATAS TTCAC TC T T GATACAAGATAC TOCC TC TTTGCAT TTATTGCO ATTC T

Mo J‘wJU"M\/ WA ."f‘.,,\,.'\."""'" 'H'J'I"‘JIh'Il I \Al ol '"k'r"'n' U'n'u ‘J' nﬁ' il }“I"J W'"l IJ' J\ﬂdl

3 5 160 ]70 0 L 200 a1 2 i) o4 =0
TTCTCCACGACTATCAGAATTCE AATAGTC TCAAAGD TCAAA ATCCATTTCTGTTTATTCA GFAGAATCGAAGATTCTTCTTGTTCATATATAATATTCATG TATATG AATGTG AAT

o | . . -
A N ARy "ﬁf\""\JJ\ Y ""J\Ju{\l f|'JI"L"'1 LAV ﬂ"JU'IJ'\‘.'P“L"'J"';“.'ﬁu A A ."'J\.". A f‘ﬂ {‘yﬂﬂ{\ i

340 [0 360 3T
VATAGAACATC T TRTAGTAGTGCTTCRG AATGATTTT

WAl i I ‘.'WNP'JMWMJ"&"L' VA Jﬂ"'lmﬂ';'ﬂ'llll.- gl LWJ\M ' )

= W an aw e @ @
craiaaceTraTagaTaTT A B c e TT T ae T T 6 ke e TTCn Sa A AT T O T LT G000 T A 30a0 A0 A TC TTCO T RE ALG AL AT B AAATE T TA BETTETCC ATTIT

0 w it f;ﬁ I "-ﬂl,.w Pf\ \db*\fmm .rM. b U' ol

i1 g 1) 5% EC0 B1D
AATTATACAATCATTCTTTC TATT T TCTGAGCTATCT TTCAAGT GTACGCC AALATTC TTCCOGL A T =

..ﬂu Y MI';M Y W Fa A T A f""NqY"Lf'J'U\'WL' fily W

il am 320 0
CEGTATTTATTTTTCTCCETAAA '[\f“[‘ TCATTTACGATC A 'I T‘T‘[\Gu ”[‘”"T("["“ ABCGAACACAT TTCT AT G b

E10 520 53’_‘ B0 =]
TECCAATCTCATTTTTACTTETEGTC TCAACCEAACAGE ATCCATATAALCT
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J. Alineamientos

1. Alineamiento parcial de la region trnS-T

En el alineamiento se muestran las posiciones 140 a 257 de la matriz generada.

2. Alineamiento parcial de la region trnL-F

En el alineamiento se muestran las posiciones 642 a 762 de la matriz generada.

3. Alineamiento parcial del intron rpoC1

En el alineamiento se muestran las posiciones 515 a 642 de la matriz generada.
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4. Alineamiento parcial de la region atpB-rbcL

AuaDanideR
AuaElDrldl I
AnaCatal3zR
Analacal?R
AchSngegdl
AchNenzdal
AchMarabsh
AchSnaH70R
AchSac3R

. AchDaudSE

. AmuTpasik

. hnmona muricat

. Bollinia herzo
. ApuEsc40R

. AreIpa700%
_ Azglen® I

En el alineamiento se muestran las posiciones 1 a 111 de la matriz generada.

5. Alineamiento parcial de la region matK

En el alineamiento se muestran las posiciones 653 a 774 de la matriz generada.



K. Arboles filogenéticos bayesianos

1. Arbol filogenético bayesiano de la region trnS-T
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Chlaranthus spicatus

0.58

Drimys UIGHGL“I:II i

Liriodendron tulipifera

Magnolia kwansiensis

Calycanthus fertilis

1.00

Los nameros indican las probabilidades posteriores.

1.00

nes

2. Arbol filogenético bayesiano de la region trnL-F

Cananga odorata

ApuEscu

AsgMen300

AmaDami

AChMNen1600

Annona cherimola

Asimina pygmaea

Annona deceptrix
Annona senegalensis

ArmuElpro

Annona muricata
Annona bicalor

097
I_: Agllzab
1.00
Annona glabra
—
1.00
—
0.92

Annona dumetorum
Annona urbaniana

T Asghlend0

AreDami
0.9

=)

AreElpro
Rollinia herzagii

e

1.0

I

Rallinia mucosa

AchMatay?

Achiatay

Ach3acat

AchSnAH

Los nameros indican las probabilidades posteriores.

AchSnSeh

Annona pruinosa
AchChim
AchDami
Achlaca2

095

Achlaca
AchNen1600
AmaCatar

1.00
ArmaDami
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3. Arbol filogenético bayesiano del intrén rpoC1

Magnolia
ApuEscu

A AmuElpro2
AmuElpro

ArmuElprog

Armulpa7o0

— Agllzab2
1 1.00
Agllzab

Amalatar

0.57 #5  AmaDami

ArmaElpro

AreDarni
7

AreELpro

AchChim

0.9 AchDami

Achdaca

TEE AchMatag

Achien1500

AchSnSeh
AchSaca

L [
AsgMen200

Los nimeros indican las probabilidades posteriores.

4. Arbol filogenético bayesiano de la region matk

Agimina triloba

Rollinia mucosa
ApuEscu

0.99 AmuElprog

+HE Amulpali0
Annona muricata
Agllzab

Annona glabra
AchSAH

5]

Annona s
AsgMend00
AmaCatar

061 ———————— AmaDlami
100

084

AmaElpray
— 041 ———————  Amalpadld
1.00 AreDami

AreElprogy

Annona dumetorurm

ERE

Annona scleraphylla
AchChim

AchDami

Achlaca

-+ AchMatag
AchMNen1600
AchSaca
AchSnSeb

Los nameros indican las probabilidades posteriores.



IX. GLOSARIO
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atpB-rbcL: Region del ADN del cloroplasto (ADNcp) que contiene los genes
codificadores de las proteinas ATP sintetasa y Rubisco.

Centro de diversidad: Area geografica en la que un taxon posee elevada diversidad
geneética. Se ha utilizado el término centro de origen; sin embargo, no siempre se

cuenta con evidencia fosil relevante, por lo tanto su uso no es adecuado.

Clado: Secuencia de poblaciones ancestro-descendiente a través del tiempo; es un
conjunto de organismos interconectados a través del tiempo y espacio mediante la
transferencia de material genético desde los padres hacia los hijos, representado como

una linea en un dendrograma.

Filogenia: Estudio de la historia evolutiva, conecciones genealdgicas fundamentales o

patrén de descendencia entre organismos.

Grupo externo: Un taxon o grupo de taxa que no es miembro del grupo interno. Su

utilidad radica en el enraizamiento de los arboles filogenéticos.

Haplotipo: Es un conjunto de marcadores genéticos cercanamente relacionados
presentes en un cromosoma o en un plastoma, que tienden a ser heredados juntos. La
palabra haplotipo es una contraccion de la frase genotipo haploide. Los haplotipos
pueden ser identificados mediante patrones de polimorfismos de un nucleético o
SNP’s (single nucleotide polymorfism).

Heteroplasmia: Es la presencia de una mezcla de mas de un tipo de genoma
organelar dentro de una célula o individuo. En muchos casos se debe a la presencia de
ADN mutante en algunos organelos (en este caso cloroplastos) y ADN normal en
otros organelos del mismo tipo (en este caso cloroplastos).

Homoplasia: Similitud que no se debe a homologia o ancestria comin. Una
homoplasia es el resultado de un cambio evolutivo que se origina de manera

independiente.

indice de consistencia: Cuantificacion de la cantidad relativa de homoplasias
presentes en la inferencia filogenética. El indice permite conocer el nivel de dificultad

de resolver un conjunto e datos a un arbol dado. El indice se calcula como el nimero
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de pasos esperados dado un nimero de estados de caracter en los datos, dividido por el
namero real de pasos multiplicado por 100.

indice de retencion: Es otra medida de la cantidad relativa de homoplasias requeridas
por un arbol filogenético. El indice de retencion mide la cantidad de sinapomorfias
esperadas de un conjunto de datos que es retenida como sinapomorfias en un
cladograma. En otras palabras, el indice de retencion es una medida de la proporcion

de similitudes en un cladograma.

Longitud de arbol: Es el nUmero de pasos evolutivos (transformaciones de un estado
de carécter a otro) requeridos para explicar un conjunto de datos. Cuando un arbol
explica de mejor manera los datos, menos homoplasias y menos cambios de caracteres
se requieren. Por tanto, un arbol con longitud baja asume menos homoplasias y es mas

parsimonioso.

Magnoliidae: Agrupacién de angiospermas basales que contiene los ordenes
Laurales, Magnolialies, Canellales y Piperales.

Magnoliophyta: Agrupacion que contiene a las plantas vasculares que producen flor.

Marcador molecular: Secuencia de ADN facilmente detectable y cuya herencia

puede ser analizada.

matK: Region del ADN del cloroplasto (ADNcp) que contiene los genes codificadores

de la proteina maturasa.

Monofilia: Estado que se refiere a un grupo que incluye el ancestro comdn ademas de

todos sus descendientes.

Parafilia: Estado que se refiere a un grupo que incluye el ancestro comdn ademas de

algunos, pero no todos, los descendientes de tal ancestro comdn.

Politomia: Estado en el cual tres 0 mas linajes surgen de un Unico ancestro comun en
un cladograma, representando datos conflictivos o escasez de resolucién en las

relaciones entre el grupo de organismos.

rpoC1lint: Intron Unico de la region del ADN del cloroplasto (ADNcp) que contiene

los genes codificadores de la proteina RNA polimerasa.
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Sinapomorfia: Una apomorfia que une dos o mas taxa o linajes. Una apomorfia es

una condicion derivada o estado de un caracter que representa una novedad evolutiva.

trnL-F: Region del ADN del cloroplasto (ADNcp) que contiene genes codificadores
de ARN.

trnS-T: Region del ADN del cloroplasto (ADNcp) que contiene genes codificadores
de ARN.

Vagilidad: La capacidad o habilidad de dispersion de los organismos.



