Caracterizacion molecular con marcadores RAM de arbles nativos de
Psidium guajava (guayaba) en el Valle del Cauca
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COMPENDIO

Se evaluaron 53 accesiones Rhiedium guajava Valle del Cauca, utilizando marcadores
microsatélites aleatorios RAM. Los seis primercadas generaron 74 bandas polimorficas,
con pesos moleculares de 100 a 700 pb. El poreedé&ajoci Polimérfico en cinco de los
primeros resultd ser del 100% (P<0.05) y la dividigénica de 0.4386. El Andlisis de
Varianza Molecular (AMOVA) revel6é que el 64.51% te varianza total haplotipica
contabiliza para variaciones dentro de transedibsanalisis de clasificacion reflejé un
agrupamiento que no correspondia a un patron dgiemmgrkp cual indica que la especie de
guayaba tiene alta diseminacion. El analisis cdojaie las caracteristicas morfolégicas y
moleculares suministré una caracterizacion cordiabh variacion total de los descriptores
morfologicos y valores moleculares fue explicadauen/7.58% mediante CP, donde las
variables originales alcanzaron valores de comdadldesde 57.22 a un 95.99% dentro de
cinco variables sintéticas generadas. El ACM pedneiiracterizar las accesiones en cuatro
grupos, en los cuales segun el analisis discrinenaasi el 100% de las accesiones
guedaron debidamente clasificadas.

Palabras claves: Psidium guajava, accesiones, biodiversidad, marcadores genéticos,
analisis molecular, clasificacion.

ABSTRACT

Molecular characteristics ¢fsidium guajava in the Cauca Valley, Colombia. 53 accessions
of Psidium guajava were collected in 9 zones of the Valley of the Gauthe accessions
were characterized molecularly by Microsatellite flificated Random RAMs, with the
purpose to estimate the diversity and genetic &tracthat this specie possesses. Six
primers were utilized and generated 74 polymorpkibands with molecular weights from
100 to 700 pb. Five primers resulted to be 10090 (@ polymorphic and the estimated
gene diversity was 0.4386. The Analysis of MolecMariance (AMOVA) showed that the
64.51% of the haplotypic total variance counts Vfariations whitin transects, while the
35.49% remainder is due to differences among traasar populations. The analysis of
classification reflected a grouping that did notrespond to a geographical distribution
evaluated, which indicates that the speciesPgtlium has a high dissemination. The
altogether analysis of the molecular and morphgklgicharacteristics supplied a
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dependable characterization. The total variationtred descriptors morphological and
molecular values was explained in a 77.58% by amalyf principal components (PCA),
where the original variables showed communal vasilese 57.22 to a 95.99% within five
generated synthetic variables. The MCA, permittedharacterize the 53 accessions in four
groups, in which according to the discriminant gsisl almost all of the 100% of the
accesions remain properly classified.

Keywords: Psidium guajava, accessions, biodiversity, genetic markers, mdée@nalysis,
classification.

INTRODUCCION

La variabilidad genética de las especies se pr@semio respuesta evolutiva al
interaccionar con diferentes ambientes y afectaaldacion de nucleétidos dentro del
genoma, provocando cambios en las proteinas. Bscn puede ocurrir en varios loci
de un cromosoma (Bisby & Coddinton, 1995, citado@aitan, 2003).

Al caracterizar una especie se esta estimandoriabiialad existente en el genoma
vegetal de la poblacion de individuos que la canfor, asi toda la informacién codificada
por los genes establece su identidad morfologian@e e Hidalgo, 2003).

La diversidad genética es la base para la selea®variedades sobresalientes,
promisorias 0 mejoradas dentro de un contextocfslggien particular. La guayaba, por ser
una especie de polinizacion cruzada o aldgama,cipdaimente dado el sistema
predominante de explotacion en que se encuentr pais, se cruza naturalmente con
otras variedades dando origen a genotipos difeyegrieapariencia, produccion y calidad
(Lozanoet al., 2002).

La diversidad genética de las especies vegetalba sstudiado directamente a nivel
del ADN o indirectamente a través de marcadorescntdres (Pérez y Ramirez, 1999).
Los marcadores moleculares de tipo RAM (Random Aregl Microsatellite) son
favorables para evaluar la diversidad genética lantgs y animales, muestran la base
misma de la variacion de los individuos, permitelescionar regiones concretas dentro de
la molécula de ADN para estudios determinadosyeiaro de polimorfismos detectables
es tedricamente ilimitado y permiten analizar tizdimformacion (Zietkiewiczt al., 1994).

Esta investigacion tuvo como objetivo principal azderizar molecularmente con el
marcador RAM los arboles nativos &sidium guajava en el Valle del Cauca. Ademas
realizd el analisis conjunto de la informacién motgica (Sanabriset al., 2005) y
molecular.

MATERIALES Y METODOS

La caracterizacion de las accesione®sddium guajava se realizo en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Nacional ddddabia Sede Palmira.

Se extrajo el ADN a muestras de hojas jévenes comdas en nitrégeno liquido,
mediante el kit DNeasy plant (QIAGEN, 2004). Pavalear la diversidad genética, las
muestras de ADN se probaron con 6 “primer” o celbeglgintetizados por Technologies
Inc (Tabla 1).



Tabla 1 Cebadores o primers utilizados en la caracterizacion
molecular de Psidium guajava

Primer Secuencia
CT DEDCTCTCTCTCTCTCTC
CGA DHECGACGACGACGACGA
ca DEDACACACACACACACACA
AG HEHAGAGAGAGAGAGAGAG
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGT
CCA DDBCCACCACCACCA

Para la estandarizacion de las condiciones de wadale los cebadores, se preparo
una mezcla de reactivos en un tubo estéril de weetoifuga (1.5 ml) para un volumen
final de 25ul (Tabla2). Los seis primers o cebadores se probaron comlasstras
colectadas. La amplificacion se produjo en un teioh@dor PTC-100 Programmable
Termal Controller de MJ Research, Inc. La desnbra@on inicial fue de 95 °C durante 5
minutos; desnaturalizacion a 95 °C por 30 segunddwidacion a una temperatura de
50°C (primer AG y CA), 55°C (primer CCA-TG-CT) y%3(primer GT-CGA) durante 45
segundos, una extension de 72 °C por 2 minutosicdds desde la desnaturalizacion a
extension y por Ultimo una extension a 72 °C derd@nmninutos. El producto amplificado se
observé mediante electroforesis en geles poliawida a 160 voltios por 1 hora.

Tabla 2. Mezcla para la amplificacion del ADN de las 53 ac-
cesiones de Psidinm guajara

Cactel Volumen pl
BUFFER TAQ 23
DNTF: 4
PRIMER 2
MgCI2 23
ADN 6
TAQ POL. 0.2
H,O T8
TOTAL 25

Andlisis de diversidad y estructura genética

Para evaluar diversidad genética se estimo ladeggmsidad insesgada y el porcentaje
de loci polimoérfico al 95% mediante el programa TA® (Tools for population genetic
analyses, version 1.3, 1997). La estructura gemé&e infirid del analisis de varianza
molecular (AMOVA) basado en las frecuencias génidaslas 9 poblaciones como un
grupo en dos niveles jerarquicos (entre y dentrdralesectos) y la diferenciacién entre
poblaciones se estimd a través de Fst por pargsoldiciones mediante el programa
Arlequin Ver 2000 (Weir y Cockerham, 1984 y Excofe al., 1992). Las distancias se



calcularon mediante las distancias minimas insesgdd Nei (1978) y el dendrograma se
construy6 con el programa TFPGA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los “primers” o cebadores generaron 74 bandas pdiicas, un numero superior al
trabajo de Rueda (2003) y suficientemente confiphla el andlisis estadistico (Nybom y
Bartish, 2000).

Los “primers” o cebadores fueron altamente polimcdg con valores de 88 al 100 %,
igualmente presentaron valores altos de heteradadsnsesgada, con un valor minimo de
He= 0.4025 para el primer TG y un méximo He = 034g8ra el primer CGA, la diversidad
promedio fue He=0.4386 (Tabla 3 y Fig.1). Poco seroce de reportes de diversidad
genética en guayaba, con excepcion de un anéésibveérsidad media (Hs), dentro de un
grupo de 20 accesiones Badium guajava colectadas en América (Rueda, 2003), en el
gue obtuvo un valor de 0.1975; por tanto puedersiegjue existe alta diversidad genética
en las accesiones colectadas en el Valle del Cauca.

Tabla 3. Porcentaje de loci polimorfico v heterocigosidad de £3
accesiones de Psidium guajava para cada primer evaluado.

PEIMEER He Insesgada Polimorfismo (%0)

TG 0.40235 100

CA 04226 R 2R

CCA 0.4493 100

CGA 04521 100

CT 0.4266 100

AG 0.4485 100

Todos los primer 04386 08.5487

2 3 4 5 6 T8 910

Fiz. 1. Patrones de bandaz generados por el primer CGA en las 53
accesiones de Psidinm giafarg



Estructura y diferenciacion genética

El Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) revelo glel 64.51% de la varianza
total haplotipica contabiliza para variaciones dede transectos, mientras que el 35.49%
restante se debe a diferencias entre transectwsas(Z abla 4).

Tabla 4. Analisis de varianza molecular (AMOWVA) para las
£3 accesiones colectadas en el Valle del Cauca

Suma de Variacion
Fv 1l v
cuadrados (%)
Entre g 315478 514%a 3549
Transectos
Dentrode | 410824 934Vb 6451
Transectos
Total 52 T26.302 145

Fer= (3°/8° w) = 0.35494 (P<0.01
en 1023 permutacionss)

El valor de FST promedio de los nueve transect854®, mostré una diferenciacion
genética muy grande entre las zonas de colecRsideim guajava evaluados en el Valle
del Cauca.

Valores de FST pareados entre transectos mostii#eyancias significativas (P<0.05)
entre todas las zonas muestreadas, con excepciCaratelaria y UNAL. No se conoce la
historia genética de estas dos Ultimas poblacideeguayaba para poder inferir sobre la
razon de la no diferenciacion genética.

A pesar de que los andlisis de estructura y diééaeidon genética mostraron alta
diferenciacion genética entre transectos, no sead@sla existencia del flujo genético entre
transectos, debido a que por lo general las sengitia diseminadas por aves o murciélagos
frugivoros, monos, ganado, etc. y el hombre (Roedgt al., 1991). Por lo anterior, es
posible que en el andlisis de clasificacion a pal#i las distancias genéticas de Nei-Li
(1978) (Figura 2), algunas accesiones no se agrupen de acuerdo odgesi; no obstante
si ha habido diseminacion, parece que aun no lidotefecto influyente sobre la estructura
poblacional. Sin embargo, no existe suficiente rmfacion en la literatura para
comprobarlo.

Distancia genética

Los valores de distancia genética oscilaron ent®g1® ( Restrepo y Ginebra) y
0.2914 (Ginebra y Caicedonia) Estos resultados dstran que existe variabilidad entre
las accesiones colectadas, la cual fue cuantifieadd AMOVA.

A partir de los valores de distancia minima se tagé un dendrograméFig. 3)
mediante el método de UPGMA, haciendo uso del pragrTPGA, en el cual se agruparon
los nueve transectos en tres grupos bien diferdosiaEl primer grupo esta conformado
por Restrepo, Ginebra y Bolo Italia; el segundo POIAL, Candelaria y CORPOICA
(accesiones colectadas a nivel nacional) y el tenger Jamundi, Caicedonia y Roldanillo.
No existe informacion sobre la dinamica poblaciogalre estos transectos que permita
inferir sobre su relacion genética, asi como tamhlmé grupos conformados no obedecen a
un patron geografico definido; sin embargo los ltados de “bootstraping” llevados a cabo
con 1000 permutaciones por el programa de TPGAaswn que existe una proporcion de



réplicas similares para cada nudo formado en @l @ne va desde 59.2 a 100%, es decir
que la relacion entre transectos es bastante is@gvg.
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Fig. 2. Dendrograma de la estructura genetica de 53 accesiones de Pridinm guajava, basado en el Coeficiente de Similaridad de Nei-Li.

Correlaciones entre las variables y dimensiones mimi6gicas y moleculares

Para explicar las correlaciones reveladas en ladissica descriptiva del ACP se
relaciond graficamente la variable grados brix sgée pulpa del fruto dentro del arbol de
distancias entre transectos de la poblaciofPgldium guajava en el Valle del Cauca. Se
encontré que ademas de la diferenciacién molec¢afabién existe una diferenciacion en
relacion con los valores morfolégicos cuantitativipse dan lugar a dos grandes grupos con
una distancia media segun el método UPGMA de 0.ZE&ura 3). El gran Grupo 2
(accesiones de: Jamundi, Caicedonia y Roldanplmdee valores altos para grados brix y
bajos para peso de pulpa (con la observacion daesasable tiene altas correlaciones con
muchas variables de rendimiento del fruto).

El Grupo 1 (Restrepo, Bolo Italia, Ginebra, UNALar@elaria y CORPOICA) posee
valores moderadamente bajos de grados brix y pétsvariables de rendimiento. Sobre la
relacion entre los datos moleculares y morfologmaantitativos se confirmé que entre el
namero de bandas obtenidas para algunos “primees’sus alguna caracteristica
cuantitativa existié una correlacion moderétiablas 5 y 6).
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Fig. 2 Arhol de Ia estructura genética para nueve transectos del Valle
del Cauca relacionado con valores morfologicos cuantitativos

Establecer el porqué de la relacion y consistetieita correlacion entre el nimero de
bandas leidas por accesion en algunos “primer’scgnvalores morfolégicos cuantitativos,
esta fuera de los objetivos de este trabajo; Sibaego es importante agregar que segun
Zietkiewicz et al., (1994) los marcadores RAM son secuencias de AlRNuefas y
repetitivas, que pueden estar o no asociadas ecwsgEste marcador, segun Hantdlal.,
(1996) en el orden de ser usado como un marcadetige, debe probar su universalidad,;
por lo cual mas estudios deben llevarse a calf. gnajava en poblaciones del Valle del
Cauca en las que se busquen relaciones de valardsldgicos cuantitativos con los
moleculares. Ademas al igual que como concluye tdar al. (1996) si estas bandas
pudieran considerarse como loci, y formas detafladamo diferentes alelos, pueden
altimamente ser confirmadas por analisis de segr@gan trabajos de fitomejoramiento y
biologia molecular eR. guajava.

Clasificacion de las accesiones considerando susoras morfolégicos y moleculares

Segun el IPGRI y la Universidad de Cornell (20@#%) dlatos moleculares casi siempre
son complementarios a otros datos de caracterizamito la de tipo morfolégico; y el
analisis combinado de esto puede ofrecer un esoemas integral para la interpretacion.
En tal sentido para obtener la clasificacion mas@pda de las accesiones colectadas, se
unié la informacion de la caracterizacion molecwamorfolégica. Cada set de datos
moleculares y morfolégico cualitativo se transfordesde sus valores binarios y discretos
respectivos a dos variables o dimensiones de wlomntinuos en un analisis de
correspondencia multiple. Las dimensiones formagas los valores morfologicos



cualitativos y moleculares junto con los valoregjioales de las variables morfolégicas
cuantitativas se sometieron a analisis de compesgmincipales y clasificacion o cluster.

Tabla £. Correlaciones entre los primers o cebadores ¥ los
descriptores morfolégicos cuantitatives del grupo 1 de las
accesiones de Psidinm guajava

Descriptor AG CGA
Longitud del fruto {cm) -0.8373984  0.3877959
Peso del fruto (g} -0.35154242  0.34231638

Peso de Ia cavidad seminal (g)  -026017402  0.34965965

Grosor del mesocarpio (cm) -0, 39857563 020737039

Peso de la semilla (g) -0.309385817 0.56166147
Numero de semilla 016142856  0.44709526
Grados Brix (%) -0.38045298 0248828417
Acidez (%) 00169639 017186875
Relacion G/A (%) -0.01343808 009915063
Peso de la pulpa (g) -0.34958916  0.33236265

Tabla 6. Correlaciones entre los primers o cebadores v los descriptores morfologicos
cuantitativos del grupo 2 de las accesiones de Psidium guajava

Descriptor CA TG CGA
Longitud del frute (cm) 02373342 00743736 03783851
Peso del frute (g) -0.278326 00162388 (020632338

Peso de la cavidad seminal (g) -0.290882 01889008 0.3044340

Grosor del mesocarpio (cm) -S0.216689 0.07363957  -0.0661212
Peso de la semilla (g) -0.066225  0.16484756 03001454
Numero de semilla 0375204 01324234 0.0048802
Grados Brix (%) 0.4063345  0.4809771 0.5440171
Acidez (%) -0.253922 02609209  0.08248327
Relacion G/A (%) 03046071  0.18721628 028001868

Peso de la pulpa (g) -0.30041 00720550 014113163




Andlisis de componentes principales (ACP) para vates morfolégicos y moleculares

El nuevo ACP proveyo valores mas confiables queskgsiestos en la caracterizacion
morfologica cuantitativa. Los primeros cinco comg@ates explicaron una variacion
acumulada del 77.58% de la variabilidad total dedescriptores evaluad¢¥abla 7), y
comunalidades (R2) desde un 57.223 a un 95.99%aui&cion total de cada variable que
es explicada por los cinco CP, indicando que esssimbles sintéticas que resumen la
caracterizacion tanto morfolégica como moleculamigistran suficiente informacién para
resumir los diferentes descriptores y valores mudges en forma precisa y de esta manera
hacer una buena clasificacion de las accesiones.

Tabla. 7. Aportes de los componentes principales

Componentes Valores Variacion  Variacién
principales propios absoluta  acumulada

1 6.46243418 0.3801 0.3801

2 222101214 0.1308 0.5108

3 2.08318533 0.1225 0.6333

4 1.26619444 0.0745 0.7078

5 1.15570151 0.068 0.7758

Andlisis de clasificaciéon de las accesiones a mai los datos de la caracterizaciéon
molecular y morfoldgica.

La misma matriz considerada para el ACP, que cdmtém informacién de la
caracterizacion morfolégica y molecular, se utilpdra el analisis de clasificacion. Las
diferentes accesiones se clasificaron en 4 gr(fasa 8 y Figura 4).

Tabla 8§ Agrupamiento de las accesiones a partic de La infor-
macion de las cnatro dimensiones moleculares y morfolagicas
cualitativas v valores morfolégicos cuantitativos.

No. de

Grupos
grupos

G1.G2.G3.G4. G5.G6. G7.
B1.B2, B4, BS,

R1.R2, R3, R4 R5 R6 R7.
CA2, CA3.

U3 y Ud.

CO4y CO35.

B3, B6.

CAl, CA4, CAS. CAG.

Ul y U2

(]

3 CO1, Co2, CO3, CO6, COT v CO3.

J1.J2, J3. J4. I5.
4 CATIl. CAI2 CAT3 CAI4. CAIS ROLI1.
ROL2. ROL3, ROL4, v ROLS.
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Fig. 4 Agrupamiento de las accesiones colectadas de Pridinm gugjave a
partir de la informacion morfologica v molecular.

Analisis discriminante (AD)

Para confirmar el agrupamiento brindado por elisisatle clasificacion, se llevo a
cabo un AD. El andlisis discriminante determiné @u88.11 % de las accesiones estaban
debidamente clasificadas. El 1.89 %, es decir satéen 1l accesion (CA4) debia ser
reordenada del grupo 4 al 2.

El andlisis conjunto de los datos morfologicos yenolares permitio una clasificacion
de las accesiones con una precision casi del 1@@#firmando las relaciones entre
accesiones que se dieron independientemente pdsasehd de datos. En este analisis la
clasificacion de las accesiones fue congruentdaobtenida en forma individual para los
datos morfolégicos cuantitativos y moleculares @n duales se podia agrupar el mayor
namero de accesiones casi por su zona geografioajontos de transectos independientes
del origen; de tal forma que la mayoria de accesiate Corpoica formaron siempre un
mismo grupo, como también los transectos de JamuRadldanillo y Caicedonia se
mostraron muy similares en conjunto, e igualmenteel@a, Restrepo y algunas accesiones
de Bolo lItalia. No ocurrié lo mismo para el an&lisiorfologico cualitativo en el cual las
accesiones si bien se agruparon principalmentéadorma del fruto, no hubo clasificacion
clara por origen, Sin embargo, una de las dimeesianorfolégicas cualitativas mostré
correlaciones moderadas con la mayoria de lasblesianorfoldgicas cuantitativas, lo cual
indica que los valores cualitativos pudieron temerefecto sobre el analisis conjunto que
dio lugar al agrupamiento final (Tabla 8)

También se observé que las accesiones de los ¢taas&NAL y Candelaria no
llegaron a formar un grupo definido sino que séribisyeron dentro de diferentes grupos
tanto en el analisis morfolégico como en el molacul



CONCLUSIONES

Valores de FST y He obtenidos en el andlisis médedadicaron que existen grandes
niveles de diferenciacion genética entre la maydeidos transectos o zonas de colecta de
Psidium guajava en el Valle del Cauca, asi como también alta didads genética,
respectivamente.

Los datos moleculares diferenciaron dos gruposcdesiones, que de acuerdo con los
valores morfologicos cuantitativos difieren en rieménto y calidad del fruto.

El andlisis conjunto de los datos morfoldgicos yenolares permitié una clasificacion
de las accesiones con una precision casi del 1008b @ual se formaron 4 grupos de mas
de un transecto conteniendo casi todas sus acession
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