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INTRODUCCION

Los arboles de guayabo (Psidium spp.) pertenecen a la familia Myrtaceae, son
provenientes de zonas tropicales y subtropicales, los frutos dependiendo de la variedad
de guayaba, tienen caracteristicas morfolégicas (forma, tamario, color de pulpa, nimero
de semilla, contenido de pulpa) y contenido nutricional diferente.

El cultivo del guayabo (Psidium guajava), constituye uno de los frutales tropicales de
mayor valor nutricional, presenta un alto contenido de Vitamina A y C, ademas de hierro,
fésforo, calcio, entre otros. También se le reconoce sus altos niveles de antioxidantes
(Fundacién produce, 2012). El mercado mundial de la guayaba en fresco es pequerio, en
comparacién a otros frutales, sin embargo el comercio de productos procesados de
guayaba estd en crecimiento, sobre todo en Europa y Estados Unidos (Fundacién
Produce de Guerrero, 2012). México ocupa el tercer lugar de exportacion de fruta fresca,
solo por debajo de India y Pakistan; para el 2012 dentro del pais este cultivo se
encontraba dentro de los primeros 21 lugares de los frutales con importancia econdmica.
Por lo anterior la posibilidad de exportar guayabas de calidad y con las caracteristicas
ideales, es una gran oportunidad de mercado que permitird generar mayores ingresos
para los agricultores, aprovechando la variedad de frutos de guayaba. Dentro de las
principales caracteristicas que busca la industria para la seleccién de guayabas destacan:
altos contenidos de sélidos solubles (°Brx), altos contenidos de vitamina C, bajo nimero
de semillas, mayor grosor de pulpa, el color de la pulpa, entre otras. Es aqui donde las
herramientas biotecnolégicas toman mayor importancia para el mejoramiento de plantas,
mediante el mapeo de QTL (Loci de Caracter Cuantitativo) y por medio del uso de
marcadores moleculares microsatélites (SSR) y AFLP es que se desarrollé una estrategia
de seleccion del material vegetal a través de la seleccién asistida por marcadores ligados
a caracteristicas de interés, conocida como MAS (Seleccién asistida por marcadores);
esta estrategia permite seleccionar de forma temprana los individuos con las
caracteristicas deseadas y por medio de la seleccién especifica de la progenie permite
fijar las caracteristicas deseadas en un menor tiempo en comparacién con el
mejoramiento tradicional (Olmos, 2004). Para el caso especifico de guayaba existen
mapas de ligamiento, con la asociacién de algunos marcadores del tipo SSR y AFLP a
QTLs relacionados a caracteristicas de importancia agronémica para el fruto (Ritter ef al.,


































CAPITULO|

aplicacion de la biotecnologia en forma de marcadores de ADN mediante el
establecimiento de mapas de ligamiento para tres poblaciones de mapeo :“Enana Roja
Cubana” x “N6” (poblacién de mapeo 1=MP1), “Enana Roja Cubana” x “Suprema Roja”
(MP2), “Enana Roja Cubana” x “Belic L-207” (MP3) usando como parental femenino a la
“Enana Roja Cubana”(ANEXO 1); identificacién de QTL para los rasgos importantes para
la produccion (ANEXO II), y el desarrollo de marcadores moleculares para la seleccién
asistida por marcadores (Rohde, 2008).  germoplasma generado se conservé in situ'y
ex situ, se clasificé segln sus caracteres morfolég s y los descriptores establecidos, y
se complement6 con analisis molecular promedio de AFLP y SSR para su clasificacion.
Con base a estos dos tipos de marcadores se establecieron los mapas de ligamiento
individuales y de referencia para las tres poblaciones de mapeo, con esta informacién se
realiz6 el mapeo de QTL para caracteristicas de lerés y asi establecer las bases para
MAS (hitp://www.neiker.ne**~~i"-~~‘guavamap/). Ritter et al., (2010) evaluaron para cada
poblacién de mapeo cebadores de AFL. y SSR, en esta primera etapa se calculd el

porcentaje de polimorfismo de estos marcadores en [as tres poblaciones, se
seleccionaron los cebadores con mayor polimorfismo que después serian empleados;
construyeron los mapas de ligamiento con los marcadores mas polimoérficos; se logré
establecer en base a estos marcadores 11 grupos de ligamiento para cada poblacién, en
donde se sefalan las distancias en cM (centimorgans) entre los marcadores y su
agrupacion. Ritter et al., (2008a) analizaron los QTL usando las mismas poblaciones de
mapeo y los asociaron a marcadores moleculares, usando el método de mapeo por
intervalos empleando el software SAS (Statistical analysis software). Primero
caracte.._aron los parentales individualmente y las poblaciones de mapeo, cabe destacar
que las caracteristicas en estudio por su importancia en la industria fueron: el nidmero de
semillas, grosor de la pulpa, acidez, sélidos solubles, contenido en vitamina C y el indice
de maduracion. Todos los QTL en estudio fueron detectados, mas de 100 QTLs fueron
detectados en total en las tres poblaciones de mapeo, éstos varian entre 2y 13 QTLs por
caracteristica, dependiendo de la poblacién de mapeo. Los QTLs fueron integrados
primero en los mapas individuall de los parentales y posteriormente en un mapa de
referencia por poblacion de mapeo, algunos de los QTLs al integrar el mapa se
encontraron cercanos marcadores SSR, se obtuvo un mapa integrado para cada
poblacién en el cual se muestran los diferentes marcadores utilizados y se destacan los
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Se construyé un mapa de ligamiento de guayaba para cada poblacién de mapeo.
Adicionalmente se obtuvo un mapa general consenso de las tres poblaciones. Con esto
se extendid6 el mapa publicado antes por Valdés-Infante (2003) a un total de 220
marcadores que fueron ligados en 11 grupos de ligamiento que corresponde al nimero
haploide de cromosomas del guayabo. Se lograron identificar quince QTL relacionados
con caracteristicas vegetativas como la longitud de hoja, ancho de hoja, longitud de
peciolo, altura y las tasas de crecimiento del didmetro y altura, en cuanto a las
caracteristicas de la fruta solo se lograron identificar 5 loci, para el peso de las frutas,
acidez, sélidos solubles totales, .. contenido de vitamina C y el grosor de la pulpa. Estas
caracteristicas son importantes pues son las que tienen relevancia en la industria y seria
de interés para el desarrollo de nuevas variedades. En la figura 8 se muestra el mapa de
ligamiento de QTL obtenido por F..Jdriguez et al., (2007) donde se observan los 11 grupos
de ligamiento obtenidos y la ubicacién de los marcadores mencionados y los QTLs a los
que se les asocia.

Estas investigaciones sientan las bases para el mejoramiento genético del guayabo,
basado en la seleccion asistida por marcadores moleculares. Pues con los mapas de
ligamiento y los méas de 100 QTLs que fueron detectados (entre 2 y 13 QTLs por
caracteristica) obtenidos a partir de las poblaciones de mapeo y asociados a un marcador
AFLPs o SSR, puede ayudar a la seleccibn  1prana de individuos con las caracteristicas
agrondémicas de interés por medio de marcadores moleculares, con la aplicacion de esta
estrategia se puede reducir el nimero de individuos que avanzan en cada ciclo de
selecciéon y con ello el nimero de experimentos, lo que es de vital importancia para
especies frutales como el guayabo es presentan un largo periodo juvenil en el cual la
selecciéon por caracteres morfolégicos es dificil (Valdés-Infante et al,2012). Con la
aplicacién de estas técnicas (MAS) se podria obtener un proceso de seleccién mas
eficiente (Clegg et al., 2004).
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Estandarizacion de las técnicas de extraccion de ADN y las condiciones de PCR para los
cebadores microsatélites asociados a QTL de interés

modificaciones a estos protocolos como la adicién de PVP para disminuir la concentracién
de fenoles, la reduccién de los tiempos de incubacion para disminuir la oxidacién, entre
otras modificaciones para poder obtener ADN de calidad de plantas con abundancia de
estos compuestos (Haque et al., 2008; Michiels et al 2003; Porebski et al.,71997), la
obtencién de ADN de calidad permite almacenarlo por periodos largos de tiempo sin
riesgo de degradacion, asi como evitar la inhibicién de Ia polimerasa por la presencia de
compuestos fendlicos y otros pigmentos (Valdés y Kahl, 2000), como se ha reportado la
presencia de estos compuestos tifie la extraccion de una coloracién rojiza (Schlink and
Reski, 2002; Fang et al., 1993), como sucede con guayaba, es de esperar que al afiadir el
PVPP, el cual presenta afinidad por los polifenoles, los adsorba y se eliminan al
precipitarse junto con el tejido vegetal durante el paso de centrifugacion, el mecanismo
accion de este reactivo se basa en la formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos
fendlicos y el oxigeno del grupo amida del anillo pirrolidona del PVPP, de esta forma, el
PVPP arrastra consigo los compuestos fenolicos que a &l se enlacen, eliminandolos del
medio. Dentro del grupo de polifenoles, . PVPP adsorbe preferentemente aquellos que
poseen un mayor grado de hidroxilacién, como los taninos, los cuales son abundantes en
los tejidos de guayaba, otro compuesto abundante en las hojas de guayaba, son los
polisacaridos, los cuales se han reportado que al entrar en contacto con la Silica, generan
una pasta pegajosa que impide continuar de manera normal el protocolo (Porebski, 1997),
este compuesto junto con los fenoles son de los principales en las hojas de guayaba, lo
cual indicaria porque el protocolo propuesto por Echeverria et al (2005), no pudo
emplearse de manera satisfactoria para guayaba. Se ha reportado para Anona (Annona
squamosa L.) que al igual que en guayaba, sus hojas presentan un alto contenido de
polisacaridos y fenoles, una de las principales modificaciones fue la adicion de PVP para
prevenir la oxidacion debido a los polifenoles (Rakhi et al., 2012), similar a la estrategia
seguida en este estudio, en el que la adicion de PVPP permitié Ia obtencion de ADN
optimo para realizar la reaccién de | polimerasa, esto se observa al obtener los extractos
sin la coloracidn rojiza que se observaba al realizar el protocolo sin el PVPP, lo cual indica
que se disminuy6 la presencia de estos ya que se sabe que esta coloracion esta
relacionada a la presencia de estos compuestos Fang et al., 1993; Schlink and Reski,
2002). Una de las principales ventajas del kit Chargeswitch sobre los protocolos
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Seleccién de los SRR asociados a QTLs de interés en Guayabo mexicano

CIRO r C 36 mPaClIR243
6 pb 121~k b

Figura 21. Seleccioén de los microsatélites asociados a Grosor externo de
pulpa. Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificado para
los cebadores mPgCIR020, 136 y 243, tefiido con EtBr. Se indican con flechas
el fragmento del tamafio esperado para cada cebador. Se enmarca el primer
que se seleccioné por ser polimérfico. Carril 1, 3 y 5: bulk5 para mayor; carril 2,
3 y 6: bulké para menor grosor de pulpa externa; M: marcador 1kb plus
(Invitrogen)

Para la caracteristica de numero de semillas se evaluaron tres cebadores (mPgCIR
034, 161, 208), de los cuales todos resultaron ser monomérficos, por lo que ninguno de
ellos se seleccioné para continuar con la validacién del empleo de estos para seleccién.
Aunqgue no se encuentre un marcador de seleccion para esta caracteristica, en campo se
ha visto que el numero de semillas esta relacionado con el grosor externo de pulpa, por lo
gue indirectamente al seleccionar individuos de pulpa externa delgada se puede suponer
que el numero de semillas es alto para estos individuos, sin embargo failtan estudio para

poder afirmar esta relacion.

Para el color de puipa se evaluaron tres cebadcres (mPgCIR 99, 137, 161), de estos
cebadores se seleccioné el mPgCIR 161, que tiene la caracteristica de amplificar
solamente para aquellos individuos de puipa crema o blanca, discriminando a los
individuos de pulpa rosa. Los otros dos cebadores no amplificaron para ningan individuo
como se muestra en la figura 22. Cabe destacar que para la seleccién de estos
marcadores se usaron tres bulks, el bulk 9 para pulpa rosa, el bulk 10 para pulpa blanca y

el bulk 11 para pulpa color crema.
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Validacion de los marcadores SSR comc erramienta de seleccién temprana para
guayaba mexicana

GROSOR EXTERNO DE PULPA
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Figura 28. Promedio de los grosores de pulpa externa para los distintos
tipos alélicos. a, b, ¢ corresponden a los tres tipos alélicos, 110, 120, 110/120
respectivamente. Indican a que tipo alélico son estadisticamente diferentes

4.3.3. Validacion del microsatélite mPgCIR161 para individuos de color de
pulpa blanca y menor contenido de °Brix

Este marcador resulto estar asociado a dos caracteristicas de interés agronémico, el
color de pulpa y el contenido de °Brix, la estrategia para validar su aplicacion como
herramienta de seleccién es similar a de los marcadores anteriores, primero se
clasificaron en tipos alélico de acuerdo a la presencia de alelos amplificados, para este
marcador se obtuvieron tres alelos, It cuales se agruparon en dos tipos alélicos
homéciga (250 y 263) y otros dos de forma heteréciga (246/263 y 250/263) segun se
observa en la figura 29, posteriormente se evalué el porcentaje de eficiencia de seleccion
para las dos caracteristicas asociadas a este marcador.
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Validacién de los marcadores SSR como herramienta de seleccién temprana para
guayaba mexicana

pues descartas del proceso aqu._..s lineas que sean heterécigas desde el inicio del
proceso de mejora, lo que por medio de la seleccién tradicional no se puede hacer (Zhou
et al., 2003).

Es muy probable que la variacién en la eficiencia de seleccién por cada alelo
asociado a las caracteristicas obtenidas con los distintos SSR, sea debido a las distintas
distancias del marcador con el QTL, que entre mas cercano esta del QTL, mayor es la
asociacion, lo que incrementaria la eficiencia, mientras que la variaciéon en las diferencias
de uno u otro tipo alélico para un mismo marcador, se puede explicar debido a que existe
un porcentaje del efecto del QTL, sobre la caracteristica, por lo que si este efecto es
menor, puede ser que no sea suficiente para diferenciar entre el efecto causado por un
alelo u otro (Maliepaard et al., 2001), para el caso del marcador mPgCIR131 el QTL al
que esté ligado explica el 46% de la varianza del caracter, este marcador en nuestro
estudio presenta una eficiencia de seleccion del 85%, la distancia al QTL es de 5.5 cM,
para el QTL asociado al marcador mPgCIR136 explica el 59% de la varianza de la
caracteristica, este marcador es el que presenta la mayor eficiencia de selecciéon (100%) y
concuerda con que es el marcador con la menor distancia con el QTL, con 5cM, sin
embargo el marcador mPgCIR161 no presenta el patrén esperado pues el efecto del QTL
al que esta ligado es del 81%, y la eficiencia de seleccién es del 75% para °Brix aunque
este resultado se puede explicar porque la distancia entre este y el QTL es la mayor
de13.2 cM (Ritter ef al., 2010), un caso ¢...iilar se presenta en trigo, en el que el marcador
del tipo microsatélite asociado a resistencia a scab presenta una baja eficiencia a pesar
de que el QTL explica el 50% de la variacién de la caracteristica (Bai et al., 1999), este
patrén se observa sobre todo en poblaciones fuera del mapeo genético (Zhou et al., 2003,
Waldron et al., 1999). Esta baja eficiencia con respecto a la asociacion puede ser
explicada por que estos porcentajes de efectos sobre la caracteristica estan reportados
para poblaciones de mapeo especificas, al estudiar genotipos diferentes aun que
compartan gran parte de fa informacién genética, los eventos de recombinacién pudieran
estar afectando la asociacién entre los marcadores y los QTL, aunado a esto ademas que
el rango del contenido de °Brix que en esas poblaciones (12°Brix) estan por encima del
promedio de nuestras accesiones (11°Brix) (Ritter et al, 2010, Lepitre et al., 2010)
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