 Microsatélites de guayabo para evaluar diversidad en Myrtaceae


Microsatélites desarrollados en guayabo (Psidium guajava L.) y su utilidad para evaluar diversidad en la familia Myrtaceae 
Microsatellites developed in guava (Psidium guajava L.) and its utility to evaluate diversity in Myrtaceae family 

Juliette Valdés-Infante Herrero(, Narciso Nerdo Rodríguez Medina(*, Martin Bautista Alor(**, Matilde Margarita Ortíz García***, Adriana Quiroz Moreno***, Lorenzo Felipe Sánchez Teyer(***, Angi Marie Risterucci(****, Wolfgang Rohde(***** 

Resumen

La familia Myrtaceae ha evolucionado desde las formas más primitivas en los bosques húmedos y lluviosos hasta formas especializadas en regiones semiáridas, muy secas y altamente influenciadas por los cambios estacionales. Aunque los botánicos han estado describiendo estas especies desde hace 200 años, la clasificación de las mismas no está completamente esclarecida. Las Secuencias Simples Repetidas (SSR), conocidas comúnmente como microsatélites, representan una porción significativa del genoma eucariótico y pueden ser de gran utilidad para estos fines. El objetivo del presente trabajo fue utilizar cebadores SSR, diseñados previamente para guayabo, en la identificación de accesiones y en el estudio de diversidad en Myrtaceae. Para este propósito se emplearon cuatro combinaciones de cebadores SSR siguiendo los protocolos establecidos en la literatura. Se realizó el análisis de los resultados atendiendo a la potencialidad de amplificación cruzada, la detección de diferentes alelos, la utilidad para la identificación de accesiones y el estudio de la diversidad y la determinación de las relaciones existentes entre las especies y cultivares en estudio. El alto nivel de polimorfismo detectado por los microsatélites evaluados, el cual se refleja en los valores de los índices relacionados con el nivel de polimorfismo y la capacidad de discriminación calculados, indica las potencialidades de los SSR para la identificación de accesiones en otros representantes de la familia Myrtaceae. Además, representan una herramienta de gran utilidad para estudios de diversidad en esta familia; así como para la estimación de las relaciones de parentesco entre los genotipos analizados, análisis taxonómico y de filogenia. 

Palabras clave: amplificación cruzada, identificación de accesiones, parentesco. 
Abstract
Myrtaceae family has evolved from primitive forms in rainy and humid forest to specialized forms in semiarid and very dry regions, highly influenced by seasonal changes. Although botanist have been describing Myrtaceae family species over 200 years, classification is far from be completely clarify. Simple Sequences Repeats (SSR), usually known as microsatellites, represent a significant portion of eukaryotic genome and can be of great utility for these purposes. The objective of the present work was to utilize SSR primers, previously designed in guava, for accessions identification and diversity studies of other Myrtaceae members. For this purpose, four SSR primer combinations were utilized following the protocols established in the literature. The results were analyzed attending to cross amplification potentiality, detection of different alleles, utility for accessions identification and diversity studies and relationships determination between the studied species and cultivars. The high level of polymorphism detected by the evaluated microsatellites, which is reflected in the values of each index related with polymorphism and calculated discriminating capacity, indicates the potentials of SSR for accessions identification in other Myrtaceae family members. Also, represents a great utility tool for diversity studies in this family, as well as for the estimation of parentage relationship between the genotypes investigated and the taxonomic and phylogenetic analysis. 
Key words: Cross amplification, accessions identification, relatedness. 
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Introducción 
La familia Myrtaceae es muy antigua y se ha diversificado grandemente con el transcurso de los siglos (Pizo, 1999; Ladiges et al., 2003). Ha evolucionado desde las formas más primitivas en los bosques húmedos y lluviosos hasta formas especializadas en regiones semiáridas, muy secas y altamente influenciadas por los cambios estacionales (Wilson, 1999). Aunque los botánicos han descrito estas especies desde hace 200 años, la clasificación de las mismas no está completamente esclarecida (Landrum et al., 1995).
Comprende alrededor de 80 géneros y 3000 especies, las cuales prosperan en la mayor parte de las áreas tropicales y subtropicales del mundo, principalmente en las Américas, Asia y Australia (Carnaveli, 1976; Nakasone y Paull, 1998). El guayabo constituye, dentro del género Psidium, uno de sus representantes más importantes desde un punto de vista comercial, por el valor nutricional de su fruto y lo rentable de su cultivo (Coelho de Lima et al., 2002; Vasco et al., 2003; Sanabria et al., 2005). 
Las Secuencias Simples Repetidas (SSR), conocidas comúnmente como microsatélites, constituyen repeticiones en tandem de unidades que pueden contener de dos a cinco nucléotidos. Representan una porción significativa del genoma eucariótico (Persson, 2001). Dentro de sus ventajas más importantes se encuentran su naturaleza multialélica y codominante, abundancia relativa, fácil detección por la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), cobertura extensiva del genoma, entre otras (Powell et al., 1996; Ramírez et al., 2004). 
Risterucci et al. (2005) diseñaron cebadores SSR a partir de diferentes genotipos de guayabo. Estos han sido de gran utilidad para el desarrollo de estudios de diversidad y la identificación de accesiones en el cultivo (Rodríguez et al., 2005; Valdés-Infante et al., 2007; Valdés-Infante et al., 2008). Teniendo en cuenta lo anterior, y la referencia en la literatura de su potencialidad de transferencia a otros representantes de igual género o familia (Marques et al., 2002; Zucci et al., 2003; dos Santos et al., 2007; Ochieng et al., 2007), se planteó como objetivo del presente trabajo utilizar cebadores SSR diseñados previamente para guayabo, en la identificación de accesiones y en el estudio de diversidad de otros representantes de Myrtaceae. 
Materiales y métodos 
Material vegetal 
El material vegetal utilizado para la caracterización molecular (tabla 1) forma parte de la colección (confeccionada siguiendo un diseño completamente aleatorizado, que incluye dos réplicas por accesión) de la familia Myrtaceae de la Unidad Científico-Tecnológica de Base (UCTB) de Alquízar, provincia La Habana, perteneciente al Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical (IIFT) de Cuba; la cual se encuentra ubicada en los 22° 47’ de latitud norte y los 82° 31’ de longitud oeste a 11 m sobre el nivel del mar y con una topografía llana de pendiente 0. Los suelos sobre los que se asienta corresponden al tipo Ferralítico Rojo Compactado y Ferralítico Rojo Hidratado, y tienen un pH entre 5,5 y 6,5 (Rodríguez et al., 1999). 

Tabla 1. Especies de la familia Myrtaceae utilizadas en el estudio de diversidad por microsatélites
	No.
	Especie
	Origen

	1
	Psidium guajava L. cv. Enana Roja Cubana
	Cuba

	2
	Psidium guajava L. cv. Seychelles
	Islas Seychelles

	3
	Psidium guajava L. cv. Microguayaba*
	Occidente de Cuba

	4
	Zyzygium malaccense Merr. & L.M.Perry
	Asia

	5
	Psidium cattleianum Sab.
	Brasil

	6
	Psidium salutare (Kunth) Berg.
	Occidente de Cuba

	7
	Híbrido Psidium guajava/Psidium friedrichsthalianum
	Provincia Habana, Cuba

	8
	Psidium araca Raddi
	Brasil

	9
	Psidium spp.
	Islas Seychelles

	10
	Psidium friedrichsthalianum (Berg.) Nied.
	América central

	11
	Psidium spp.
	Oriente de Cuba 

	12
	Psidium molle Bertol.
	América central

	13
	Psidium guineense Sw.
	Brasil

	14
	Eugenia uniflora L.
	Brasil


* Considerada como la subespecie Pumila de P. guajava L. (Valdés-Infante et al., 2003).
Aislamiento y purificación del ADN genómico

Se extrajo el ADN genómico, procedente de 5,0 g de material foliar, a través de una modificación (Ramírez et al., 2004) del protocolo del CTAB descrito por Doyle y Doyle (1990). Posteriormente, se purificaron con columnas NucleoSpin (Machery y Nagel, 2002) para ADN de alto peso molecular. La concentración y calidad del ADN precipitado fue determinada por electroforesis en gel de agarosa al 0,7% y comparada con el marcador de concentración 1kb (GIBCO-BRL, Netherlands). 

Análisis con el marcador molecular SSR

Para el análisis con el marcador molecular SSR se evaluaron cuatro combinaciones de cebadores (tabla 2). 
Tabla 2. Secuencias de los cebadores, tipo de fluorocromo utilizado en el marcaje y tamaño de los fragmentos esperados
	Cebador
	Secuencias
	Tipo de Flourocromo
	Tamaño de los fragmentos

	mPg99
	F: TCAAGGTCCAAAACTCATGC
	FAM (azul)
	70-120pb

	
	B: GGGATGGAGTAAAGTAGAAA
	
	

	mPg137
	F: GGGGAATGCAGAGATTGT
	NED (amarillo)
	170-245pb

	
	B: AGATGATGGTCTCGCTTTT
	
	

	mPg 30
	F: CTCAAAGCACTATCATGTCG
	FAM (azul)
	140-180pb

	
	B: CCTTGTGGGTTCTCTTTTG
	
	

	mPg 176
	F: TCCTCAATGATAGGTTACGG
	NED (amarillo)
	95-165pb

	
	B: ATGACTATTCTCCACCAGAT
	
	


 F: cebador directo; B: cebador reverso; pb: pares de bases

En la amplificación de la PCR se utilizó un volumen final de 20 µL que contenía: 50 ng  de ADN genómico, tampón de PCR 1X, 10 mM de dNTP, 10pM de cada cebador, uno de ellos marcado con un fluorocromo (FAN o NED), de acuerdo con la combinación empleada (tabla 2), y 1U de Taq polimerasa. El programa incluye los siguientes pasos: 1) 94ºC, 3 min; (2) 94º C, 45 s; (3) 58ºC, 60 s; (4) 72ºC, 60 s; (5) 94ºC, 45 s; (6) 53ºC, 60 s; (7) 72ºC, 60 s; (8) 72ºC, 10 min; (9) 10º C (infinito) enfriamiento; con 10 repeticiones del paso 2 al 4, descendiendo la temperatura de acoplamiento en 0,5ºC en cada ciclo hasta 53ºC. Una vez concluida la PCR, se tomó 1 µL de cada muestra y se le añadió 0,4 µL de rox, 10 µL de formamida y 5 µL de aceite mineral. Esta mezcla se desnaturalizó por 5 min a 96ºC. Los fragmentos amplificados fueron separados usando electroforesis capilar en un secuenciador automático tipo ABI 310, donde fueron analizados por un período de 24 horas. 
Análisis de los datos 
Para el análisis de los datos se tuvo en cuenta una intensidad mínima de 100 unidades de fluorescencia en un rango de fragmentos establecido para cada cebador (tabla 2). A causa de su naturaleza codominante, los perfiles SSR se analizaron como homocigóticos (presencia de un solo alelo) o heterocigóticos (presencia de dos o más alelos). A partir de los resultados obtenidos se realizó la clasificación de los alelos detectados atendiendo a los principios sugeridos por Perera et al. (2001) y Maguire et al. (2002): un alelo común fue definido como un alelo que está presente en al menos una accesión en una frecuencia mayor del 1%; un alelo raro como un alelo que nunca está presente en una frecuencia mayor del 1%; un alelo ampliamente distribuido como un alelo que está presente en más del 40% de las accesiones; un alelo esporádico como un alelo que está presente entre el 6% y el 36% de las accesiones, y un alelo localizado como un alelo que está presente en una sola accesión. 

Por otra parte, para determinar los niveles de polimorfismo y la capacidad de discriminación, se estimaron los siguientes indicadores para cada unidad de ensayo (U: variable morfológica o el producto de la amplificación de la PCR obtenida con una pareja de cebadores), según lo sugerido por Belaj et al. (2003):
1. Número de bandas polimórficas (o estados): (Np).
2. Número promedio de bandas polimórficas por unidad de ensayo (o estados): (Np/U).
3. Número de patrones de bandas (o estados): (Tp).
4. Número de patrones de bandas (o estados) únicos: (Tup).
5. Número promedio de patrones de banda (o estados) por unidad de ensayo: (I).
6. Número promedio de patrones de bandas (o estados) únicos por unidad de ensayo: (Iu).
7. Probabilidad de confusión (Cj) de la jmo unidad de ensayo (Tessier et al., 1999): 
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 es la frecuencia del imo patrón (o estado); N, tamaño de la muestra; I, número total de patrones (o estados) generados por la jmo unidad de ensayo.

8. Poder de discriminación (Dj) de la jmo unidad de ensayo (Tessier et al., 1999): Dj = 1- Cj 
9.  Límite de Dj cuando N tiende a infinito (DL): 
[image: image3.wmf](

)

å

=

-

=

=

I

i

i

j

L

p

D

D

1

2

1

lim


10. Número promedio de patrones (o estados) efectivos por unidad de ensayo (P): 
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A partir de estos mismos datos se generó una matriz binaria de presencia (1) o ausencia (0) de los alelos detectados. Con los resultados de las mejores combinaciones de cebadores respecto a los índices evaluados se desarrolló un análisis de agrupamiento, en el cual se tuvo en cuenta el valor cofenético más alto para la selección del coeficiente y del algoritmo de agrupamiento por emplear. Para el cálculo de la matriz de disimilitud se utilizó el coeficiente de Jacard (1908) entre cada par de accesiones. A su vez, para la construcción del dendrograma se seleccionó el método de las Medias Aritméticas por Grupo no Ponderadas (UPGMA, Unweighted Pair-group Method Arithmetic Averages). Para el criterio de corte se consideró un valor superior al 50% de similitud entre posibles grupos. Todos los datos fueron estandarizados previamente, y se empleó el paquete estadístico NTSYS-pc (versión 2.1; Rohlf, 2001) para su realización.

Resultados y discusión 
Las cuatro combinaciones de cebadores utilizadas para el análisis de los datos revelaron de 8 a 19 alelos por locus para un total de 52, con un promedio de 13 alelos por microsatélite. Autores como Dos Santos et al. (2007) han obtenido un número similar de alelos totales utilizando 10 cebadores SSR procedentes de Eucalyptus spp en 119 accesiones de Feijoa sellowiana, ambos pertenecientes a la familia Myrtaceae. El número promedio de alelos observado supera al de 10,4 encontrado por Zucchi et al. (2003) en la transferencia de 10 cebadores SSR de Eucalyptus spp en 116 genotipos de Eugenia dysenterica, también pertenecientes a la familia del guayabo. De forma general, los valores detectados en el presente estudio son superiores a los referidos por Barros et al. (2002) y Okun et al. (2008) y por Stover et al. (2008) en la caracterización de accesiones de Eucalyptus spp y de Psidium guajava L., respectivamente. A su vez, son inferiores a los encontrados por Crawford et al. (2008) durante el desarrollo de microsatélites en Metrosideros polymorpha (Myrtaceae) y por Kirst et al. (2005) en el análisis de parentesco entre genotipos de Eucalyptus grandis (Hill ex Maiden). 
La amplificación cruzada con otras especies de Myrtaceae reveló patrones SSR confiables, aunque para el caso de Eugenia uniflora, Psidium spp., procedente de la región Montesano del oriente cubano, Psidium araca y P. salutare, sólo se observó producto de PCR para una de las combinaciones evaluadas. Se registraron de uno a dos alelos por locus para Zyzygium malaccense, Psidium friedrichsthalianum, Psidium araca, Psidium spp., introducido de Islas Seychelles, Psidium salutare, Psidium spp., procedente de la región Montesano del oriente cubano y Eugenia uniflora. Por otra parte, Psidium cattleianum, Psidium molle, Psidium guineense, y el posible híbrido de Psidium guajava con Psidium friedrichsthalianum, mostraron desde tres hasta seis alelos por locus. Risterucci et al. (2005) obtuvieron resultados similares para el caso de Psidium cattleianum, lo que coincide con lo referido en la literatura relacionado con el estatus poliploide de esta especie y de Psidium guineense (Nakasone y Paull, 1998). No obstante, se hace necesario corroborar estos resultados por hibridación con sondas de estos microsatélites. Steane et al. (2005) detectaron un 98% de transferibilidad de secuencias de SSR cloroplástico de Eucalyptus globulus en cuatro representantes de este género y en otros de la familia Myrtaceae. En contraste, sólo el 26% y el 2% de las combinaciones analizadas mostraron producto de PCR en la amplificación cruzada de cebadores de Eucalyptus spp. con Feijoa sellowiana (dos Santos et al., 2007) y con Eugenia dysenteria (Zucchi et al., 2003), respectivamente.
En la tabla 3 se muestra el número de alelos y su clasificación atendiendo a su frecuencia y distribución. 
Tabla 3. Clasificación de los alelos atendiendo a su frecuencia y distribución 
	Cebadores
	No. A
	Alelos comunes
	Alelos raros

	
	
	ACAD
	ACE
	Total
	ARE
	ARL
	Total

	mPgCIR99
	8
	2
	0
	2
	0
	6
	6

	mPgCIR137
	15
	1
	4
	5
	0
	10
	10

	mPgCIR30
	10
	2
	2
	4
	0
	6
	6

	mPgCIR176
	19
	0
	4
	4
	0
	15
	15

	Total

	52
	5
	10
	15
	0
	37
	37


No. A: número de alelos; ACAD: alelos comunes ampliamente distribuidos; ACE: alelos comunes esporádicos; ARE: alelos raros esporádicos; ARL: alelos raros localizados.

Se detectó un total de 15 alelos clasificados como comunes, de los cuales 5 son ampliamente distribuidos y 10 esporádicos. Además, se clasificaron 37 alelos como raros localizados. La utilización de cebadores diseñados para Eucalyptus spp en el estudio de accesiones de Feijoa sellowiana también permitió la identificación de alelos de baja frecuencia, los cuales se distribuyeron en genotipos de orígenes diferentes (Dos Santos et al., 2007).

La distribución de los diferentes tipos de alelos detectados para cada una de las especies evaluadas se muestra en la tabla 4. 
Tabla 4. Alelos detectados para cada una de las especies de Myrtaceae evaluadas
	Especies
	ACAD
	ACE
	ARL
	Total

	Psidium guajava L. cv. Enana Roja Cubana
	2
	4
	1
	6

	Psidium guajava L. cv. Seychelles
	3
	2
	3
	8

	Psidium guajava L. cv. Microguayaba
	3
	0
	1
	4

	Zyzygium malaccense Merr. & Perr.
	2
	0
	1
	3

	Psidium cattleianum Sab.
	0
	2
	6
	8

	Psidium salutare (Kunth) Berg.
	0
	0
	2
	2

	Híbrido Psidium guajava/Psidium friedrichsthalianum
	5
	2
	1
	8

	Psidium araca Raddi
	0
	0
	1
	1

	Psidium spp.
	1
	3
	0
	4

	Psidium friedrichsthalianum (Berg.) Niedenzu
	2
	1
	1
	4

	Psidium spp.
	0
	0
	2
	2

	Psidium molle Bertol
	3
	1
	10
	14

	Psidium guineense Sw. c
	1
	4
	4
	9

	Eugenia uniflora L.
	0
	0
	1
	1


ACAD: alelos comunes ampliamente distribuidos; ACE: alelos comunes esporádicos; ARL: alelos raros localizados.

La combinación de alelo raro localizado se considera como una de las más difíciles de encontrar en cualquier estrategia de muestreo de diversidad (Perera et al., 2001). Todos los genotipos analizados mostraron este tipo de alelo, excepto Psidium spp. (introducido de Islas seychelles). La presencia de estos alelos únicos realza el valor de estas especies como una fuente peculiar de variación genética en el germoplasma analizado, sugiriendo que son materiales importantes dentro de la colección para propósitos de conservación por portar información distintiva. 
En la tabla 5 se muestran los resultados relacionados con el nivel de polimorfismo y el poder de discriminación para cada cebador evaluado y para el marcador SSR. Los niveles de polimorfismo generados detectaron un número de patrones de bandas totales que varió de cinco para mPg99 hasta 11 para mPg137 y mPg176. Los únicos estuvieron entre tres para mPg99 y 10 para mPg176, siendo esta última combinación y la mPg137 las que más patrones de este tipo detectaron. Para el caso de SSR, de los 33 totales detectados, 25 son únicos, lo que pudiera estar indicando la capacidad discriminativa de este marcador molecular en otros representantes de Myrtaceae, referida también para el guayabo por Valdés-Infante et al. (2008). El número promedio de patrones de bandas totales fue de 8,25 y el de los únicos fue de 6,25 para el marcador (tabla 5). 
El parámetro Cj (Probabilidad de confusión) representa la probabilidad de que dos individuos escogidos al azar muestren patrones de bandas idénticos, por tanto Dj (Poder de discriminación) se refiere a la probabilidad de que dos individuos escogidos al azar tengan patrones de bandas diferentes, lo que indica que pueden ser distinguidos uno del otro. Estos índices son utilizados para evaluar la eficiencia de un marcador genético determinado en la identificación de genotipos y constituyen una extensión del Contenido de Información Polimórfica (PIC) calculado a partir de las frecuencias de los diferentes patrones generados (Tessier et al., 1999). 
Tabla 5. Nivel de polimorfismo y poder de discriminación del marcador molecular SSR en representantes de Myrtaceae

	Índices y sus abreviaturas
	
	Cebadores
	SSR

	
	
	mPg137
	mPg99
	mPg30
	mPg176
	

	Número de unidades de ensayo
	U
	1
	1
	1
	1
	4

	Número de bandas polimórficas 
	np
	15
	8
	10
	19
	52

	Número de bandas monomórficas 
	nnp
	0
	0
	0
	0
	0

	Número total de bandas 
	n
	15
	8
	10
	19
	52

	Número promedio de bandas polimórficas por unidad de ensayo
	np/U
	15
	8
	10
	19
	13

	Número total de patrones de bandas 
	Tp
	11
	5
	6
	11
	33

	Número de patrones de bandas únicos 
	Tup
	8
	3
	4
	10
	25

	Número promedio de patrones de banda por unidad de ensayo
	I
	11
	5
	6
	11
	8,25

	Número promedio de patrones de bandas únicos por unidad de ensayo
	Iu
	8
	3
	4
	10
	6,25

	Probabilidad de confusión promedio
	Cj
	0,03
	0,30
	0,32
	0,07
	0,18

	Poder de discriminación promedio
	Dj
	0,97
	0,70
	0,68
	0,93
	0,82

	Límite del Poder de discriminación promedio
	DL
	0,90
	0,65
	0,63
	0,88
	0,76

	Número promedio de patrones efectivos por unidad de ensayo
	P
	9,8
	2,9
	2,72
	7,5
	4,21


Se observó un alto Poder de discriminación (Dj) para las combinaciones mPg137 y mPg176 como consecuencia de los bajos valores de Probabilidad de confusión (Cj) detectados, los cuales variaron de 0,68 para mPg30 hasta 0,97 para mPg137, y un valor total del marcador de 0,82 (tabla 5). Este valor supera al referido por Valdés-Infante et al. (2010) en la comparación entre caracteres morfoagronómicos, AFLP y SSR en la caracterización de accesiones de guayabo (Psidium guajava L.). A su vez, es mayor que el PIC detectado para los diferentes cebadores de microsatélites empleados en la caracterización de accesiones de Metrosideros polymorpha (Crawford et al., 2008). 
Los valores de DL estimados estuvieron cercanos a los valores de Poder de discriminación (Dj) calculados (tabla 5), lo que sugiere que los resultados que se deriven del análisis con el número de genotipos evaluados pueden ser extrapolados a un tamaño mayor de muestras. 

El número promedio de patrones efectivos (P) indica el tamaño de una población ideal en la cual, dada la frecuencia de los patrones obtenidos con un sistema de marcadores, se pueden distinguir todos los individuos (Belaj et al., 2003). Teniendo en cuenta esto, pueden discriminarse como máximo 10 accesiones para el caso de mPg137 y como mínimo tres para mPg99; mientras que sólo cuatro accesiones pueden ser identificadas con el marcador SSR total (tabla 5). Este último valor supera al referido por Valdés-Infante et al. (2010) en la caracterización de accesiones de guayabo por SSR. 
El alto nivel de polimorfismo detectado por microsatélites, el cual está reflejado en los valores de cada uno de los índices comentados anteriormente, sobre todo para el caso de las combinaciones de cebadores mPg137 y mPg176, enfatiza la capacidad discriminatoria de este marcador molecular. Esto sugiere la potencialidad de los SSR para estudios de identificación y de diversidad en otros representantes de Myrtaceae, lo cual se corresponde con lo referido en la literatura para Psidium guajava L. (Valdés-Infante et al., 2010); Metrosideros boninensis (Kaneko et al., 2007); Cocos nucifera L. (Perera et al., 1998); Vitis vinifera L. (Regner et al., 2000); Mangifera spp. (Eiadthong et al., 2000); Anacardium occidentale L. (Archak et al., 2003); Olea europaea L. (Belaj et al., 2003); Bromus tectorum L. (Ramakrishnan et al., 2004) y Persea americana Mill. (Rodríguez et al., 2009).
Por otra parte, la figura 1 muestra las relaciones genéticas entre las especies de Myrtaceae estudiadas teniendo en cuenta los resultados relevantes obtenidos para las parejas de cebadores mPg137 y mPg176. En la misma se puede apreciar la formación de dos grupos y dos subgrupos bien definidos, así como la separación de las cinco accesiones externas Psidium cattleianum; Psidium araca; Psidium salutare; Psidium spp. (procedente de la región Montesano del oriente cubano) y Eugenia uniflora. Los valores de similitud entre grupos fueron del 2% y entre subgrupos del 11%, corroborando su existencia. Valores entre el 35% y el 100% han sido referidos por Dos Santos et al. (2007) en los grupos formados a partir del dendrograma generado por cebadores SSR de Eucalyptus spp. en accesiones de Feijoa sellowiana, estudio en el cual no fue posible diferenciar cuatro de los genotipos analizados, a diferencia de lo observado en el presente trabajo. 

Resulta interesante destacar la asociación de la accesión 'Enana Roja Cubana', de Psidium guajava L., con Psidium guineense y Psidium molle (figura 1). Esta constituye el cultivar más importante en explotación comercial actualmente en Cuba por sus características distintivas como porte bajo, buena productora y resistente. Existen referencias en la literatura acerca de la incompatibilidad que se puede presentar en cruzamientos interespecíficos en el género Psidium (Morton, 2000). No obstante, se ha planteado que es satisfactoria la hibridación entre P. guajava y P. guineense (Landrun et al., 1995), y que los híbridos muestran las mismas características por las que se destaca la 'Enana Roja Cubana' del resto de las accesiones presentes en el país. Se hace necesario la utilización de otras combinaciones de cebadores SSR para corroborar o no la hipótesis de que la 'Enana Roja Cubana' puede ser un híbrido entre estas dos especies. Por otra parte, se ha observado que también es factible el cruzamiento entre P. guajava y P. molle, aunque puede haber cierto grado de incompatibilidad en dependencia de cuál especie es utilizada como progenitor femenino y cuál como masculino (Subramanyam e Iyer, 1993). Por tanto, no resulta sorprendente su ubicación con la 'Enana Roja Cubana' y P. guineense, si se tiene en cuenta, además, que este último y P. molle son sinónimos y pertenecen a una única especie (Valdés-Infante et al., 2005). 
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Figura 1. Resultado del análisis de agrupamiento de las especies de Myrtaceae evaluadas, realizado mediante el coeficiente de Jacard, utilizando como método de agrupamiento el UPGMA, sobre la base de los 34 marcadores SSR generados con las combinaciones de cebadores mPg137 y mPg176.
De igual forma, se pudo corroborar el parentesco entre el posible híbrido natural de P. guajava con P. friedrichsthalianum y sus dos parentales, teniendo en cuenta la localización de este híbrido en un grupo que incluye ambas especies (figura 1, Grupo II). El mismo se ubicó más cercano a P. friedrichsthalianum, por lo que se recomienda evaluarlo frente a la infestación con memátodos  del género Meloydogine, dada la tolerancia a esta plaga referida para P. friedrichsthalianum en la literatura por diversos autores (González y Sourd, 1982; Pérez, 2000; Rossi et al., 2002). 
A su vez, las dos especies procedentes de Islas Seychelles (Psidum guajava L. var. Seychelles y Psidium spp.) se encuentran ubicadas en el mismo grupo, lo cual es de esperar dado su origen geográfico común (figura 1, Grupo II A). 
La accesión Microguayaba, catalogada como una posible subespecie de P. guajava por sus características morfológicas distintivas (Valdés-Infante et al., 2003, Valdés-Infante, 2005), se encontró asociada a una especie del género Zyzygium (figura 1), con la cual muestra un valor de similitud del 50%. Aún cuando desde un punto de vista morfológico son bien diferentes, se hace necesario ampliar el número de combinaciones de cebadores para evaluar, a fin de lograr una correcta clasificación de este genotipo y determinar si la asociación con este representante es casual o tiene una implicación taxonómica. 
Respecto a las accesiones externas, P. cattleianum sobresale por su naturaleza poliploide (Nakasone y Paull, 1998), lo que se corresponde con su ubicación más distante del resto de las especies. Por otra parte, P. araca, Psidium spp. (introducido de la región Montesano del oriente cubano) y P. salutare sólo mostraron patrones SSR para una de las cuatro combinaciones evaluadas (tabla I), y la presencia de alelos raros específicos (tabla III), al igual que ocurrió para el representante del género Eugenia. Estos elementos justifican su localización en el dendrograma (figura 1).

Las combinaciones de cebadores evaluadas constituyeron una herramienta de gran utilidad para estudios de diversidad en otros representantes de Myrtaceae; así como para la estimación de las relaciones de parentesco entre los genotipos analizados, lo que confirma lo obtenido para otros cultivos como Cucumis melo L. (Staub et al., 2000), Prunus persica (L.). Batsch (Kimura et al., 2002), y Musa balbisiana L. (Ge et al., 2005).

Conclusiones 
1. Los marcadores SSR evaluados tienen potencialidad de amplificación cruzada en representantes de los géneros Psidium, Zyzygium y Eugenia pertenecientes a la familia Myrtaceae. 
2. Las parejas de cebadores empleadas permitieron identificar una gran diversidad de alelos raros localizados, los cuales juegan un papel importante en las estrategias futuras de conservación en la colección de Myrtaceae. 

3. La utilización de diversos índices para evaluar el nivel de polimorfismo y la capacidad de discriminación indicó la potencialidad de los microsatélites para estudios de identificación de accesiones en otros representantes de Myrtaceae.
4. Los cebadores SSR desarrollados para guayabo son potencialmente útiles para realizar estudios de diversidad, determinar relaciones de parentesco, análisis taxonómico y filogenético en la familia Myrtaceae. 
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