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RESUMEN 

Las guayabas (Psidium spp.) son un género de la familia Myrtaceae, provenientes de 

zonas tropicales y subtropicales, los frutos dependiendo de la variedad y región donde se 

cultiven, pueden tener características morfológicas diferentes. El cultivo de guayaba es 

uno de los de mayor importancia económica en México. Los microsatélites (SSR) 

asociados a QTL de interés agronómico, los cuales fueron desarrollados para poblaciones 

cubanas (Ritter et a/, .2010; Risterucci et al., 2005;), podrían ser empleados para la 

selección asistida por marcadores (MAS) en variedades mexicanas. Por lo que el objetivo 

de esta investigación es la validación de la aplicación de estos marcadores SSR para la 

selección temprana por medio de MAS en variedades mexicanas. Para la investigación el 

material vegetal fue otorgado por el sitio experimental "Los cañones" del INIFAP en 

Huanusco, Zacatecas. El cual cuenta con una colección ex situ de cerca de 250 

accesiones colectadas de todo el país. Se evaluaron 16 microstélites asociados a 

características de interés agronómico como: número de semilla; grosor de pulpa; 

contenido de vitamina C; color de pulpa contenido de osrx. Se determinó el polimorfismo 

obtenido por cada microsatélites y se seleccionaron los más informativos en base a su 

polimorfismo, es decir, aquellos que solo amplificaron para una de las característica antes 

mencionadas, ya sea para alto o bajo número de semillas, alto o bajo contenido de 

Vitamina C y osrx, mayor o menor grosor de pulpa y color crema o rosa de pulpa. Para el 

análisis de fragmentos, el amplificado fue visualizado en un secuenciador automático 

ABIS 310 por electroforesis capilar. De los dieciséis microsatélites evaluados, cuatro 

fueron seleccionados por su carácter polimórfico. Para la selección de individuos con alto 

contenido osrx e individuos de color de pulpa crema el cebador mPgCIR 161, para grosor 

de pulpa delgada el mPgCIR136, el mPgCIR131 para individuos de grosor de pulpa 

interna gruesa y el mPgCIR007 para la selección de individuos con alto contenido de 

vitamina C. 





ABSTRACT 

Guavas (Psidium spp.) are a genus of Myrtaceae family, from tropical and subtropical 

areas. Fruits may have different morphological characteristics depending on variety and 

region they are grown. Economically, Guava crop is one of the most important in Mexico. 

Microsatellites (SSR) associated with QTL for agronomic interest, which were developed 

for Cuban populations (Ritter et al, 201 O; Risterucci et al , 2005), could be used for marker

assisted selection (MAS) in mexican varieties. The objective of this research is to validate 

the application of these SSR markers for early selection by MAS in Mexican varieties. The 

plant material was provided by experimental site "Cañones" of INIFAP at Huanusco, 

Zacatecas. Which has an ex situ collection of nearly 250 accessions collected from around 

the country. 16 microstélites partners were evaluated with agronomic characteristics of 

interest as number of seeds; pulp thickness; vitamin C; flesh color oBrx content. 

Polymorphism obtained by each microsatellite was determinad, and was selected the most 

informativa based on their polymorphism. lt means that only those who was amplified to 

one of the above characteristics, even if they have high or low number of seeds, high or 

low in Vitamin C and o Brx, varying thickness pulp and cream or pink pulp color. For 

analysis of fragments the amplified was visualizad on an automatic sequencer 310 ABIS 

by capillary electrophoresis. Of the sixteen microsatellite assessed, four were selected 

because of their polymorphic character, for individuals selecting with high o Brx and 

individuals with cream pulp the primer mPgCIR161, to thickness of thin pulp the 

mPgCIR136, the mPgCIR131 for individuals thickness inner thick pulp and mPgCIR007 for 

individuals with high vitamin C. 
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INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

Los árboles 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 características morfológicas (forma, tamaño, color de pulpa, número 

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, además de hierro, 

fósforo, calcio, entre otros. También se le reconoce sus altos niveles de antioxidantes 

(Fundación produce, 2012). El mercado mundial de la guayaba en fresco es pequeño, en 

comparación a otros frutales, sin embargo el comercio de productos procesados de 

guayaba está en crecimiento, sobre todo en Europa y Estados Unidos (Fundación 

Produce de Guerrero, 2012). México ocupa el tercer lugar de exportación de fruta fresca, 

solo por debajo de India y Pakistán; para el 2012 dentro del país este cultivo se 

encontraba dentro de los primeros 21 lugares de los frutales con importancia económica. 

Por lo anterior la posibilidad de exportar guayabas de calidad y con las características 

ideales, es una gran oportunidad de mercado que permitirá generar mayores ingresos 

para los agricultores, aprovechando la variedad de frutos de guayaba. Dentro de las 

principales características que busca la industria para la selección de guayabas destacan: 

altos contenidos de sólidos solubles (0 8rx), altos contenidos de vitamina C, bajo número 

de semillas, mayor grosor de pulpa, el color de la pulpa, entre otras. Es aquí donde las 

herramientas biotecnológicas toman mayor importancia para el mejoramiento de plantas, 

mediante el mapeo de QTL (Loci de Carácter Cuantitativo) y por medio del uso de 

marcadores moleculares microsatélites (SSR) y AFLP es que se desarrolló una estrategia 

de selección del material vegetal a través de la selección asistida por marcadores ligados 

a características de interés, conocida como MAS (Selección asistida por marcadores); 

esta estrategia permite seleccionar de forma temprana los individuos con las 

características deseadas y por medio de la selección especifica de la progenie permite 

fijar las características deseadas en un menor tiempo en comparación con el 

mejoramiento tradicional (Olmos, 2004). Para el caso específico de guayaba existen 

mapas de ligamiento, con la asociación de algunos marcadores del tipo SSR y AFLP a 

QTLs relacionados a características de importancia agronómica para el fruto (Ritter et al., 
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Distribución de las principales especies del género Psldlum en México 
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Figura 1. Distribución de las principales especies del género Psidium 

presentes en México. (CONABIO, 2013) 

1.1.1. Descripción del árbol. 

Los árboles pertenecientes a este género son perennifolio o caducifolio, de 3 a 1 O m 

de altura con un diámetro a la altura del pecho de hasta 60 cm; de copa irregular, hojas 

decusadas simples, láminas de 3 a 13.5 cm de largo por 1.5 a 6 cm de ancho, 

oblanceoladas, oblongas o elípticas, abundantes puntos granulosos transparentes en la 

lámina; hojas fragantes cuando se estrujan; el tronco generalmente es torcido y muy 

ramificado, de ramas gruesas, ascendentes y retorcidas; la corteza del árbol es 

escamosa, en piezas lisas, delgadas e irregulares, pardo rojiza, las escamas son 

grisáceas. La corteza interna es fibrosa , ligeramente amarga, de color crema a pardo 

oscuro; flores de hasta 8 cm, actinomórficas, tienen de 4 a 5 sépalos verdes en el 

exterior y blancos en el interior, de pétalos blancos; el sistema radical es superficial, de 

sexualidad hermafrodita y número cromosómico 2n= 2x= 22, aunque existen algunos 

cultivares 2n=3X=33 pero no producen semilla 

(http://wvvw.conabio.gob.mxlconocimiento/info especies/arboles/doctos/52-myrta3m.pdf) . 
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1.1.2. Descripción del Fruto 

El fruto del guayabo conocido como guayaba, dependiendo de la variedad y ubicación 

geográfica donde se cultive, el fruto presenta diferentes características fenotípicas y 

químicas. Se ha descrito que éste puede ser de forma esférica, globulosa, elipsoidal o 

periforme de tamaño variable, color crema amarillento a rosado, de olor fragante y sabor 

agridulce, contenido abundante en semillas, color de la pulpa variable. El peso se 

encuentra entre 60 y 500 g por pieza, un pH ácido entre 3.4 - 4.2, una concentración de 

sólidos solubles entre 5 y 15 °8rix y una resistencia a la compresión entre 9 y 16 lb/pulg2. 

La composición química de la guayaba varía según los cultivares y su grado de 

maduración en promedio se calcula que contiene 77% de agua, 0.95 % de proteína, 

0.45% de grasas, 8.85% de azúcares, 2.85% de carbohidratos y 8.15 % de fibras; al igual 

se calcula el contenido de Calcio de 9.5 a 10 mg, Fósforo de 17.8 a 30 mg, Hierro de 0.30 

a 0.70, vitamina A 200 a 400 I.U., Tiamina 0.046 mg, Riboflavina 0.03 a 0.04 mg, vitamina 

83 40 U.l., vitamina C de 200 a 500 mg por cada porción comestible de 100 g (Padilla et 

al., 2005). 

1.2. Producción de guayaba 

La cosecha del fruto se da una vez al año, y puede darse en 3 periodos, el temprano 

que se presenta entre los meses de julio- agosto; el periodo normal que es en los meses 

de septiembre - diciembre y el tardío que es de enero - marzo. En México la mayoría de 

las huertas o plantaciones se establecieron inicialmente con plantas provenientes de 

semilla, razón por la cual los frutos presentan una gran heterogeneidad. La propagación 

del frutal se puede hacer de forma sexual, mediante el uso de semillas; esta técnica de 

propagación es empleada principalmente para el material que será usado como porta 

injerto o bien para el establecimiento de los huertos. La propagación asexual se hace 

mediante distintas técnicas de las cuales destacan las siguientes: Propagación por acodo 

aéreo, el cual consiste en el uso de ramas aéreas para la producción de rafees por medio 

del amarre de sustrato en las ramas, una vez obtenida las raíces, se corta la rama y se 

trasplanta para que termine su desarrollo; propagación por estaca, la técnica consiste en 

la inserción de un fragmento de rama que, enterrado parcialmente es capaza de producir 

una planta igual a la planta madre; propagación por injerto, esta técnica consiste en unir 

dos partes de diferentes plantas, de tal forma que continúen su crecimiento como una sola 
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planta, en el caso de guayaba el porta injerto más usado es Psidium friedrichsthalianum; 

otra técnica de propagación asexual es la micropropagación, que consiste en la 

multiplicación in vitro de un organismo, usando tejido u órganos bajo condiciones 

contraladas. Los tejidos más usados para la propagación in vitro de guayaba son las 

yemas axilares en medio MS con BA (bencil-adenina) como regulador de crecimiento 

vegetal (Perales et al., 2005). 

1.3. Importancia económica del cultivo de Guayaba 

México se encuentra entre los principales países productores de Guayaba, solo por 

debajo de India y Brasil. En el país la producción de guayaba por su importancia 

económica se encuentra dentro de los 21 frutales económicamente importantes de México 

(cuadro 1). 

Cuadro 1. Cultivos de importancia económica en México (SAGARPA 2013) 

Cultivo Superficie Superficie Producción Rendimient 

sembrada cosechada (t) o (t.ha·1) 

(ha) (ha) 

Aguacat 142,146.10 126,597.89 1,264,141.46 9.98 

e 

Alfalfa 

verde 

6 

387,799.54 376,421 .64 28,247,520.4 75.04 

7 

Precio Valor de la 

medio producción 

rural (miles de 

($.t1) pesos) 

14,346.8 18,136,404.2 

2 

462.18 

5 

13,055,453.7 
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Limón 166,580.41 149,607.56 2,132,921 .78 14.26 2,956.35 6,305,658.73 

Plátano 77,303.66 74,284.16 2,138,686.85 28.79 2,881.71 6,163,079.29 

Nuez 96,277.27 68,008.91 96,476.35 1.42 62,475.2 6,027,379.78 

1 

Naranja 335,471.72 330,174.59 4,079,677.74 12.36 1,447.14 5,903,847.70 

Uva 27,830.86 27,209.75 281 ,144.98 10.33 16,848.3 4, 736,829.58 

5 

Guayaba 21,762.79 21,255.94 290,659.42 13.67 4,096.71 1,190,747.57 1 

Los últimos 5 años en México se observa la tendencia de incrementar la producción 

de este cultivo, aunque ha habido una disminución en la producción para el 2011 , el valor 

de esta siguió en aumento para el mismo año, el cultivo de guayaba representó un 

importe superior a los mil millones de pesos (Figura 2). 
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basan en caracteres fenotípicos que resultan de la expresión de genes, este tipo de 

marcador puede variar según las condiciones ambientales; los bioquímicos que se basan 

en la proteínas que resultan de la expresión génica o algún metabolito y los moleculares 

que se basan en variaciones a nivel secuencia de nucleótidos (Vodenicharova, 1989). Se 

puede considerar que cualquier molécula, orgánica o inorgánica, que sea característica de 

un organismos o proceso sea un marcador. Dentro de los marcadores moleculares 

destacan los marcadores de ADN, revelan sitios de variación en el ADN (Jones et al., 

1997), son los más usados en el análisis del germoplasma vegetal, son selectivamente 

neutros debido a que se pueden localizar en regiones no codificantes del ADN (Collard et 

al., 2005). 

Durante las dos últimas décadas, la investigación molecular se ha desarrollado en el 

campo de la Selección Asistida por Marcadores (MAS por sus siglas en inglés) para el 

mejoramiento de plantas. El reto a superar es encontrar los marcadores que estén 

relacionados con los genes de interés y que sea posible aplicarlos a una gran cantidad de 

muestras (Gupta et al. , 1999) y que este marcador sea coherente a través de múltiples 

poblaciones. 

Los marcadores moleculares se han empleado en el mejoramiento, caracterización 

de cultivares, la selección asistida para caracteres cualitativos y cuantitativos, inclusive el 

desarrollo e identificación de cultivares (Borém et al. , 2009). 

El desarrollo de marcadores moleculares de ADN permite el diseño de marcadores 

ligados a los propios genes de interés, los cuales han sido empleados para la 

construcción de mapas de ligamiento que ayudan a la selección de individuos con 

caracteres deseados en una especie, a este proceso se le conoce como MAS (Marker 

assisted Selection) (Foolad and Sharma, 2005). MAS está siendo de gran importancia en 

el mejoramiento de plantas, al incrementar la eficiencia de la mejora en plantas. Es en la 

década de los noventas que se desarrollan los primeros mapas genéticos y a explotarse 

el ligamiento genético entre marcadores de importancia para los cultivos (Paterson et al., 

1988). Algunas de las especies con las que se ha empleado la selección asistida por 

marcadores son: Phaseolus vulgaris (frijol común) para introducir resistencia a 

antracnosis, en el cual se logra acelerar el proceso de obtención de variedades por medio 
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de la selección dirigida evitando cruzas innecesarias (Garzón et al., 2007); especies de 

Solanum sp y Carica papaya también han sido mapeadas y se ha comenzado a 

desarrollar un programa de mejoramiento en base a estos mapas, más adelante se 

describe a detalle. 

1.6. QTL (Loci de características cuantitativas) 

Los Loci que controlan la expresión de características cuantitativas son llamados 

QTL. Empleando mapas genéticos se puede estudiar la conformación de los QTL 

logrando identificar, mapear y medir la magnitud del efecto de los principales factores 

genéticos involucrados en el control de esas características y por medio de selección y 

cruzas llegar a poder manipularlos (Ferreira, 1994 ). 

El mapeo de características cuantitativas a través de la identificación de QTL se 

considera una herramienta importante para el mejoramiento genético en plantas (Cerón y 

Sahagún, 2007; Martínez et al., 2005) y el mapeo de éstos es importante pues permite 

detectar regiones del genoma ligados a características de interés agronómico (Ferreira, 

1994). Estos loci son detectados mediante la asociación entre los marcadores 

moleculares polimórficos y el fenotipo de los individuos de una población de mapeo 

(Schuster y Cruz, 2004). Entre los procedimientos para la caracterización de QTLs 

destaca el mapeo por intervalos, el cual considera dos marcadores moleculares cercanos 

al QTLs (marcador- QTL-marcador) (Cerón y Sahagún, 2007), es importante considerar el 

número de marcadores empleados para el mapeo, pues entre mayor sea el número de 

marcadores que cubra el genoma mayor será la posibilidad de encontrar asociación entre 

estos y los QTLs, además que la distancia dentro del mapa de ligamiento entre marcador 

y marcador se reduce. La relación QTL marcador se encuentra mediante el análisis de la 

segregación de estos marcadores y la variación de las características cuantitativas, para 

establecer una relación de ligamiento entre ellos, asumiendo que si el marcador y la 

característica están presentes en la progenie, se debe a un efecto de cosegregación 

debido a la cercanía del marcador allocus de interés (Teran, 1999). 

La elección de los parentales así como el tamaño de la población es primordial para 

el estudio de QTL, debido a que la segregación de estas características puede verse 

afectada por el grado de diferencia que exista entre los parentales, por lo que es 
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necesario la selección de parentales con características contrastantes (Soller, 1983). El 

ligamiento entre los marcadores y QTLs depende de que haya un desequilibrio de 

ligamiento entre los alelos en el loci marcador y los ale los del QTL. Para detectar un QTL 

es necesario conocer la magnitud del efecto del QTL sobre la característica, la distancia 

entre marcadores, el tipo de población, el tamaño de la población segregante, la 

frecuencia de recombinación del marcador y el QTL, y la heredabilidad del carácter en 

estudio (Melchinguera, 1998; Ferreira, 1994). 

1.7. Estudios previos relacionados con MÁS en otras plantas 

Se han hecho diferentes estudios para el mejoramiento genético del frijol (Phaseo/us 

vulgaris L.) para mejorar la resistencia a enfermedades y estrés abiótico. En frijol se han 

desarrollado alrededor de 15 mapas de ligamiento en poblaciones generadas a partir de 

diferentes cruzas; se han etiquetado genes y QTL ligados a resistencia a enfermedades e 

insectos (Miklas, 2005) destacan el mapeo de genes con resistencia a el virus del 

mosaico y al tizón común; a pesar de que los mapas generados son de baja densidad han 

permitido a los mejoradores entender la herencia de la resistencia a las características 

mencionadas. 

Se ha mapeado y detectado QTLs de resistencia al frío en especies de So/anum spp. 

Valverde (2007) , describe la metodología para la generación de mapas construidos con 

diferentes marcadores genéticos (AFLP y RADP) para esta especie; se detectaron 12 

grupos de ligamiento que corresponden al número haploide de esta especie y se logró 

identificar la presencia de un QTL para aclimatación al frío el cual se ligó a dos 

marcadores moleculares. 

Bias et al., (2011) mapearon QTLs relacionados con el tamaño y forma de la papaya, 

emplearon una población F2 que provenía de la cruza de la variedad Thai de 1,2 kg de 

peso, pulpa color roja y la variedad 2H94 una variedad hawaiana de 0.2 kg, de pulpa 

amarilla. El mapeo se desarrolló mediante el empleo de 14 microsatélites descritos 

anteriormente por Chen et al. , (2007). Se identificaron seis grupos de ligamiento y 14 QTL 

con efectos fenotípicos agrupados en 4 grupos de ligamiento (GL: 02, 03, 07, y 09) estos 

loci contenían homólogos a QTL de tomate que también regulan el tamaño de la fruta. En 
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base a esto, estos autores proponen que a partir de estos QTL se podrá discernir las vías 

genéticas para obtener frutas de mayor tamaño y forma deseable, y brindar una 

herramienta para los cultivadores de esta fruta para poder desarrollar variedades de 

papaya para su consumo en mercados con necesidades específicas. 

1.7.1. Estudios en guayaba 

Algunos países latinoamericanos, como Cuba, iniciaron un programa de 

mejoramiento del guayabo; los estudios principalmente se centran en la conocer la 

variabilidad de la especie, la descripción morfológica del fruto y el desarrollo de mapas de 

ligamiento. El primer paso fue la recolección de especímenes con interés agronómico con 

características como el alto contenido de vitamina C y bajo número de semillas (interés 

para la industria); frutos de mayor tamaño además también se recolectaron las 

variedades que fueran contrastantes en sus características morfológicas, para tener 

enriquecido el banco de germoplasma que más adelante permitieran un programa de 

mejoramiento en base a las diferencias genéticas de los cultivos (Valdés-lnfante et al., 

2003b). Las principales variedades que se colectaron fueron provenientes de cultivares 

del país y otras fueron introducidas para enriquecer la colección, dentro de las principales 

variedades se mencionan: "cotorrera", "Perú roja", "microguayaba", "Seychelles", 

"indonesia blanca", N6 y "suprema roja". Lo que se buscaba en este primer paso era 

establecer, enriquecer, mantener y multiplicar una colección de guayabos y así garantizar 

una fuente de variabilidad para futuras aplicaciones (Valdés-lnfante, et a/., 2012). 

En busca de tener más herramientas para la selección de variedades de guayaba 

para el mejoramiento y homogenizar la caracterización de esta especie, Rodríguez et al., 

(201 0), desarrolló el primer descriptor ilustrado para el cultivo de guayaba, tomando en 

cuenta las recomendaciones de la UPOV (Internacional Union for the Proyección of new 

Varieties of plants), en este catálogo se incluyen las 20 accesiones más importantes del 

banco de germoplasma cubano. Los descriptores mínimos para la caracterización se 

en listan en el cuadro 3 (Rodríguez et al., 201 O). 

Cuadro 3. Descriptores mínimos a emplear para la caracterización de 

accesiones en el guayabo (Rodrfguez et al. , 2010) 
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Color del tallo joven 

Relación largo/ancho de la lámina foliar 

Ancho del fruto 

Dimensiones del fruto 

Forma del fruto a nivel peduncular 

Forma del ápice del fruto 

18 

Descriptores 

Diámetro de la cavidad del cáliz en relación con el del 

fruto 

Uniformidad del color de la pulpa 

Corteza externa arenosa 

Dulzor 

Contenido de vitamina C 

Número de semillas por fruto 
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Coloración externa el fruto 

En la parte molecular, Risterucci et al., en el 2005 desarrollaron una serie de 

microsatélites mediante el empleo del programa SAT (SSR Analysis Tool), esta 

herramienta facilita la integración, análisis de las secuencias provenientes de bibliotecas 

enriquecidas de SSR, las cuales fueron construidas según el protocolo de Billotte et al. 

(1999), empleando para la identificación y el diseño de los cebadores de los microsatélites 

el software SAT (disponible en http://sat.cirad.fr/sat), el cual está diseñado para llevar a 

cabo búsquedas sucesivas en diferentes bases de datos o bibliotecas, así como eliminar 

la secuencia del vector, adaptadores y secuencias de clonación de baja calidad, la 

búsqueda de motivos SSR y ensamblar las secuencias redundantes también realiza 

diseño pares de cebadores SSR, todos los cebadores diseñados por el software se 

amplificaron en P. guajava y evaluaron el polimorfismo obtenido por los cebadores, los 

resultados sugieren que los SSR desarrollados tienen una capacidad discriminativa alta, 

lo que permitiría distinguir entre individuos de cultivares diferentes (Risterucci et al., 2005). 

Los cebadores desarrollados fueron posteriormente probados en diversos genotipos 

de guayaba para evaluar su capacidad de discriminación entre individuos de diferentes 

especies y para estimar el nivel de diversidad en la colección de guayaba cubana; los 

cebadores que dieron mayor nivel de polimorfismo fueron: mPgCIR07, mPgCIR09, 

mPgCIR11, mPgCIR15. A pesar de que. el primer uso de estos marcadores fue el estudio 

de la variabilidad, otras potencialidades de los marcadores SSR es que permiten 

demostrar que existe una correlación con características morfoagronómicas de las 

variedades (Valdés- Infante, 2009; Valdés-lnfante et al. , 201 0). 

En el 2005, inicio un proyecto internacional conocido como Guavamap, financiado por 

la Comisión Europea. Este proyecto estuvo integrado por la colaboración del instituto Max 

Planck (Alemania}, Neiker (España}, CIRAD (Francia}, CICY e INIFAP (México}, la 

Universidad de Los Andes (Venezuela) y EMBRAPA (Brasil). El objetivo fue la mejora de 

la utilización de la fruta tropical guayaba (Psidium guajava L.) para lo cual fue necesario la 

identificación y caracterización de nuevos genotipos de guayaba y su utilización en 

programas de mejoramiento de acuerdo a las necesidades individuales de los países, y la 
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aplicación de la biotecnología en forma de marcadores de ADN mediante el 

establecimiento de mapas de ligamiento para tres poblaciones de mapeo :"Enana Roja 

Cubana" x "N6" (población 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) ; identificación de QTL para los rasgos importantes para 

la producción (ANEXO 11), y el desarrollo de marcadores moleculares para la selección 

asistida por marcadores (Rohde, 2008). El germoplasma generado se conservó in situ y 

ex situ, se clasificó según sus caracteres morfológicos y los descriptores establecidos, y 

se complementó con análisis molecular promedio de AFLP y SSR para su clasificación. 

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 información se 

realizó el mapeo de QTL para características de interés y así establecer las bases para 

MAS (http://www.neiker.neUneiker/guavamapD. Ritter et al., (2010) evaluaron para cada 

población de mapeo cebadores de AFLP y SSR, en esta primera etapa se calculó el 

porcentaje de polimorfismo de estos marcadores en las tres poblaciones, se 

seleccionaron los cebadores con mayor polimorfismo que después serían empleados; 

construyeron los mapas de ligamiento con los marcadores más polimórficos; se logró 

establecer en base a estos marcadores 11 grupos de ligamiento para cada población, en 

donde se señalan las distancias en cM (centimorgans) entre los marcadores y su 

agrupación. 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 

caracterizaron los parentales individualmente y las poblaciones de mapeo, cabe destacar 

que las características en estudio por su importancia en la industria fueron: el número de 

semillas, grosor de la pulpa, acidez, sólidos solubles, contenido en vitamina C y el índice 

de maduración. Todos los QTL en estudio fueron detectados, más de 100 QTLs fueron 

detectados en total en las tres poblaciones de mapeo, éstos varían entre 2 y 13 QTLs por 

característica, dependiendo de la población de mapeo. Los QTLs fueron integrados 

primero en los mapas individuales de los parentales y posteriormente en un mapa de 

referencia por población de mapeo, algunos de los QTLs al integrar el mapa se 

encontraron cercanos marcadores SSR, se obtuvo un mapa integrado para cada 

población en el cual se muestran los diferentes marcadores utilizados y se destacan los 
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QTL que fueron mapeados (Figura 7), todos los QTL identificados son reportados junto 

con el marcador al que se le asocia, en el cuadro 4 se muestran los QTL asociados a 

marcadores SSR (Ritter et al., 2008b). El empleo de estos podrá permitir hacer una 

selección más eficiente para los programas de mejoramiento seleccionando desde etapas 

tempranas del desarrollo de las plantas por medio de estos marcadores asociados a 

caracterfsticas de interés sin tener que esperar que se desarrolle la planta y se obtenga el 

fruto. 

Cuadro 4. Asociación de QTL con SSR (Ritter et al., 2008b) 

Población de mapeo 1 

Caracterfstica Abreviatura del QTL 

Grosor interno de pulpa PI 243 

Sólidos solubles (0 Brix) TSS 254 

Número de semillas SN 316-193 

034-161 

208-163 

Contenido de vitamina C ve 334-007 

094 

208-163 
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Población de mapeo 2 

Grosor interno de pulpa PI 

Sólidos solubles (0 8rix) TSS 

Promedio del peso de las SW 

semillas 

Grosor externo de la pulpa PE 

22 

131 

161 

253 

256 
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Figura 7. Ejemplo de la asociación de QTL con marcadores SSR en un 

grupo de ligamiento de Guayaba (Ritter et al., 2008b). 

Rodríguez et al. (2007}, emplearon marcadores SSR y AFLP para establecer 

relaciones filogenéticas en la colección de germoplasma cubano y complementar el mapa 

de ligamiento publicado por Valdés-lnfante (2003). Las accesiones evaluadas provienen 

de diferentes lugares, se evaluaron accesiones locales, genotipos de diferentes países y 

otros de poblaciones de polinización abierta. El protocolo de AFLP se hizo según lo 

reportado por Vos et al. (1995}, para la amplificación de SSR, se emplearon 8 cebadores 

para el análisis de 40 accesiones. 
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Se construyó un mapa de ligamiento de guayaba para cada población de mapeo. 

Adicionalmente se obtuvo un mapa general consenso de las tres poblaciones. Con esto 

se extendió el mapa publicado antes por Valdés-lnfante (2003) a un total de 220 

marcadores que fueron ligados en 11 grupos de ligamiento que corresponde al número 

haploide de cromosomas del guayabo. Se lograron identificar quince QTL relacionados 

con características vegetativas como la longitud de hoja, ancho de hoja, longitud de 

peciolo, altura y las tasas de crecimiento del diámetro y altura, en cuanto a las 

características de la fruta solo se lograron identificar 5 loci , para el peso de las frutas, 

acidez, sólidos solubles totales, el contenido de vitamina C y el grosor de la pulpa. Estas 

características son importantes pues son las que tienen relevancia en la industria y sería 

de interés para el desarrollo de nuevas variedades. En la figura 8 se muestra el mapa de 

ligamiento de QTL obtenido por Rodríguez et al. , (2007) donde se observan los 11 grupos 

de ligamiento obtenidos y la ubicación 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 selección asistida por marcadores moleculares. Pues con los mapas de 

ligamiento y los más de 100 QTLs que fueron detectados (entre 2 y 13 QTLs por 

característica) obtenidos a partir de las poblaciones de mapeo y asociados a un marcador 

AFLPs o SSR, puede ayudar a la selección temprana de individuos con las características 

agronómicas de interés por medio de marcadores moleculares, con la aplicación de esta 

estrategia se puede reducir el número de individuos que avanzan en cada ciclo de 

selección y con ello el número de experimentos, lo que es de vital importancia para 

especies frutales como el guayabo pues presentan un largo periodo juvenil en el cual la 

selección por caracteres morfológicos es difícil (Valdés-lnfante et a/.,2012). Con la 

aplicación de estas técnicas (MAS) se podría obtener un proceso de selección más 

eficiente (Ciegg et al. , 2004). 
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Figura 8. Mapa de ligamiento para la población de mapeo MP1. Los grupos 

de ligamiento son indicados en número romanos, se aprecia las distancias en cM 

a la izquierda. Los marcadores AFLP mapeados son listados por sus origenes de 

sus parentales (P: parental 1, enana roja; F: Parental 2, N6; C: marcador común 

en ambos parentales) y la combinación de cebadores se enumeran en el 

recuadro superior (ejemplo: P17/3 es del parental 1, proveniente de la 

combinación de primer 17, con el fragmento especifico no. 3). El mapeo de QTL 

es indicado con letras en negritas y abreviado como sigue: 11 : longitud de hoja; h: 

altura (HB para 1/2003- 7/2004); lw: ancho de hoja; pi: longitud del peciolo; hg: 

tasa de crecimiento para altura; dg: tasa de crecimiento para el diámetro; FW: 

ancho de fruta; PE: espesor interno de la pulpa; AC: acidez; SW: total de sólidos 

solubles ("Brix); VC: contenido de Vitamina C; WS: peso de las semillas 
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(Rodriguez et al., 2007). 

HIPÓTESIS 

Sí las asociaciones QTL-SSR para características de interés agronómico encontradas 

para poblaciones cubanas también están presentes en guayabo mexicano, entonces 

éstos podrán ser empleados para la selección temprana de individuos con características 

agromoriológicas de interés. 

1.9. OBJETIVOS 

1.9.1. OBJETIVO GENERAL 

• Validar el empleo de los microsatélites asociados a QTL de interés en 

guayaba mexicana para la selección de individuos. 

1.9.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Estandarizar la técnica de extracción de ADN y las condiciones de PCR 

para los cebadores microsatélites asociados a características de interés en el 

germoplasma mexicano 

• Seleccionar los cebadores SSR, en base a la capacidad discriminativa en 

individuos provenientes del banco de germoplasma deiiNIFAP. 

• Validar los SSR, para la selección de características asociadas a estos, en 

diferentes genotipos de guayaba mexicana. 

1.10. JUSTIFICACIÓN 

El consumo de la guayaba y de productos derivados de fruta se ha incrementado 

durante los últimos años, para México el cultivo de guayaba representa más de un mil 

cien millones de pesos, lo que ubica a este cultivo dentro de los 21 frutales de mayor 

importancia económica en el país (SAGARPA, 2013). La capacidad de generar nuevas 

variedades de acuerdo a las necesidades del mercado es una oportunidad de generar 

mayores ingresos, ya que de acuerdo al producto final , el fruto debe tener ciertas 

características deseables. En el caso de jugos, el alto contenido de vitamina C (alrededor 

de 300 mg/1 OOg) hace que sea usada para mejorar el contenido de vitamina C de otros 

jugos; el color rosa de la pulpa, el alto contenido en azucares y un mayor rendimiento en 

la producción de derivados, así como frutas con poco contenido de semillas hacen a la 
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fruta deseable para la obtención de purés. 

En México, se podrá aprovechar la gran variedad del género Psidium para el 

desarrollo de variedades con características de interés comercial, mediante el empleo de 

marcadores moleculares para la selección asistida (MAS), que permitirán transferir ciertas 

características de interés de una variedad a otra para que satisfaga las necesidades del 

consumidor. Aunque el principal producto de exportación es la guayaba en fresco, el 

desarrollo herramientas moleculares podría abrir nuevos mercados, como el de 

mermeladas, jaleas, pastas, jugos, entre otros productos mediante la aplicación de la 

selección asistida por marcadores para acelerar el proceso de obtención de nuevas 

variedades óptimas para este tipo de productos. 

De forma general entre los países productores se observa una tendencia de la 

aplicación de MAS para la obtención de nuevas variedad con mayor producción y con 

característica deseables en el mercado. Por lo que comprobar que los QTL asociados a 

marcadores microsatélites desarrollados por Risterucci et al., (2005) , son aptos para la 

selección asistida por marcadores moleculares. Así esto, permitirá hacer más eficiente los 

programas de mejoramiento genético de guayaba en el país aprovechando la variedad de 

frutos de guayaba del país. 

1.11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental que se utilizó en este trabajo se ilustra en la figura 9; en 

general , la estrategia se divide en tres apartados que incluye: 1) la estandarización de las 

técnicas a emplear, 2) el escrutinio y selección de los cebadores asociados a QTLs y 3) la 

validación del uso de estos cebadores microsatélites para la selección asistida por 

marcadores. 

28 



Estandarización 

Extracción de ADN 
genómico 

Condiciones de 
amplificación (PCR} 

l 
Análisis de resultados 

Selección de los 
SRR asociados a 

QTLs. 

Colecta del material 
vegetal 

Extracción del ADN 

genómico 
..._ 

l 
Selección de los SRR 
asociados a QTLs (en 

individuos con 
características 
específicas) 

CAPÍTULO 1 

Validación de la 
aplicación de SSR 

oara MAS 
1 

Caracterización con los 
cebadores seleccionados 

1 

Análisis del perfil de 
amplificación de los 
marcadores en los 

diferentes genotipos 

l 
Validación de MAS en 
Guayaba Mexicana 

Figura 9. Estrategia experimental general del proyecto. 
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CAPÍTULO 11 

ESTANDARIZACIÓN DE LAS TÉCNICAS DE EXTRACCIÓN DE ADN Y LAS 
CONDICIONES DE PCR PARA LOS CEBADORES MICROSATÉLITES 
ASOCIADOS A QTL DE INTERÉS 

2.1. INTRODUCCIÓN 

Unos de los principales problemas para aislar el ADN de plantas, es la presencia de 

macromoléculas como los compuestos fenólicos, proteínas, carbohidratos y enzimas, 

principalmente, que se encuentran asociadas a él y dificultan su extracción ya que se 

aíslan de manera simultánea durante el proceso de purificación (Cázares-Sánchez, 2009). 

En las hojas de guayabo, se ha detectado la presencia de compuestos fenólicos (ácidos 

gálico, ferúlico, procatecuico, clorogénico, psidiólico y cafeíco), flavonoides (quercetina, 

avaculatina, guaijaverina y kampferol) , un alto contenido de taninos, entre otros 

compuestos (Gutiérrez et al., 2006). En el caso de las hojas de guayabo que tienen un 

alto contenido de estos compuestos es importante la eliminación de estos, pues de no 

hacerlo interfieren de manera negativa con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

(Valdés y Kahl, 2000). Tomando en cuenta esto, este primer capítulo se enfocó en probar 

dos métodos de extracción de ADN que permitieran la eliminación de los productos de los 

procesos oxidativos y obtener ADN de buena calidad para llevar a cabo los análisis 

posteriores. Una vez que se estandarizó el método de extracción de ADN se evaluaron las 

condiciones de PCR reportadas por Rodríguez et al., 2007 para algunos cebadores 

microsatélites asociados a QTL para determinar las condiciones y las temperaturas de la 

PCR. 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. Material vegetal 

El tejido vegetal para el experimento fue colectado en el INIFAP, proveniente del 

banco de germoplasma del sitio experimental "Los cañones" en Huanusco Zacatecas, 

esta colección consta de cerca de 200 accesiones que han sido colectadas a lo largo de 

todo el país, las cuales en un periodo de cinco años consecutivos han sido caracterizadas 

morfológicamente para sus frutos. De esta colección se colectaron 90 individuos en total, 
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cinco colectados en una primera ocasión para la estandarización y los 85 restantes fueron 

colectados en una segunda colecta, tomando en cuenta para su selección, plantas de 

apariencia sana, que hayan producido fruto en un periodo mayor a 3 años, los cuales 

serán usados para la validación de los marcadores. Para el estudio se colectaron ramas 

jóvenes de entre 13 y 15 hojas por rama, las cuales fueron almacenadas para su 

transporte en cajas de cartón, y a la llegada al laboratorio se congelaron en nitrógeno 

líquido y se almacenaron en un ultra congelador a -80°C hasta el momento de la 

extracción del ADN, la estandarización se realizó primero con cinco individuos y 

posteriormente se extrajo el ADN del resto de la colecta, cabe mencionar que los cinco 

individuos usados en la extracción fueron colectados en una primera colecta y fueron 

almacenados a -80°C el mismo día de la colecta, mientras que el resto se colecto en una 

segunda ocasión, los cuales permanecieron a temperatura ambiente por tres días hasta la 

llegada al laboratorio. La información de las características de estos árboles y sus frutos 

se muestran en el cuadro 5. Estos datos serán empleados posteriormente para la 

validación de los SSR. 
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Cuadro 5. Características de las accesiones colectadas (INIFAP) 

No. Etiqueta Línea Árbol Estado Peso Diam. GEP GIP C. Pulpa •srix No. Sem Acidez IM vitamina 
Fruto E c. e 

1 59 L-1 A-1 339 8.7 1.37 7.33 B 10.9 652.5 INO INO INO 

2 67 L-1 A-4 SLP 29.3 3.68 0.53 3.14 B-e 13.38 164.5 INO INO INO 

3 31 L-1 A-6 Jal. 26 3.54 0.5 3.03 e 13.96 132.8 INO INO INO 

4 29 L-1 A-12 SLP 58.4 4.69 0.56 4.13 e 9.84 262 INO INO INO 

5 79 L-1 A-16 Ags 63.4 4.64 0.63 4.01 R 11.92 152 INO INO INO 

6 100 L-2 A-1 Pue. 17.8 3.07 0.43 2.63 R 10.2 118.2 IND INO INO 

7 57 L-2 A-6 33.29 3.86 0.56 3.3 e 12.03 153 INO INO INO 

8 58,-65 L-2 A-18 32.17 3.47 0.6 2.87 Sal-e 9.13 134.17 INO INO 

9 82 L-2 A-23 Pue. 41 4.18 0.64 3.54 e 12.12 138 INO INO 

10 93 L-3 A-1 Pue. 17.14 3.14 0.45 2.68 e 15.63 148 INO INO 

11 36 L-3 A-3 Mich 50.8 4.37 0.62 3.75 e 14.72 223.2 INO IND 

12 49 L-3 A-6 SLP 26 3.59 0.63 2.95 B 12.12 82.2 INO INO INO 

13 51,-77 L-3 A-7 35.29 3.86 0.56 3.31 Sal 14.06 144 IND INO INO 

14 50,-53 L-3 A-10 N ay 30.67 3.67 0.6 3.07 e 14.23 140 INO INO 

15 86 L-3 A-14 33.29 3.8 0.55 3.25 B 10.37 182.29 INO INO 

16 98 L-3 A-17 SLP 30.2 3.58 0.63 2.95 e 12.48 186 INO INO 

17 90 L-4 A-10 N ay 25.43 3.38 0.41 2.97 Sal 10.89 392.57 INO INO 

18 78 L-4 A-12 Mi eh 41 .2 4.04 0.6 3.44 S-e 10.4 154.8 INO INO 

19 89 L-4 A-14 Jal. 29 3.53 0.69 2.84 e 13.92 122.2 INO INO 

20 92 L-5 A-1 Zac 54.5 4.48 0.77 3.71 e 14.5 136.25 INO INO INO 

21 35,-62 L-5 A-3 Zac 40.4 4.05 0.53 3.52 e-N 13.64 242.6 INO IND ' INO 

22 80 L-5 A-4 Gto. 101 .43 5.46 0.82 4.64 B 10.51 321 IND IND 

23 84 L-5 A-5 Zac 39.4 3.93 0.57 3.36 e 14.24 ' 146.4 IND INO 

24 55 L-5 A-8 Jal. 83.5 5.05 1.2 3.85 R-B 15.4 85 IND INO 

25 96 L-5 A-11 Jal. 53.25 4.32 0.84 3.48 R 16.05 151.25 INO INO 
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26 85 L-5 A-21 36.8 3.97 0.83 3.14 e 12.8 113.4 IND IND IND 

27 61 L-5 A-23 SLP 40.29 4.21 0.52 3.7 e 11.09 195.43 IND IND INO 

28 27 L-6 A-1 26 3.55 0.49 3.06 e 14.52 142.2 IND IND IND 

29 76 L-6 A-5 117.5 5.73 0.92 4.81 B 11 .7 186.25 IND IND IND 

30 99 L-6 A-15 Mich 35.8 3.87 0.47 3.39 e 12.12 153 IND IND IND 

31 52 L-6 A-18 Jal. 67.8 4.74 0.71 4.03 R 11.32 185.2 0.84 13.76 IND 

32 25 L-6 A-24 Jal. 41 4.19 0.64 3.55 B-RC-R 12.28 260.4 IND 

33 40 L-7 A-1 Zac. 51.2 4.23 0.75 3.47 e 13.28 137.2 l filD 

34 L-7 A-11 55 4.58 0.88 3.7 R-B 14.56 99 .6 IND IND IND 

35 8 L-7 A-14 Jal. 93.57 5.01 0.85 4.16 R 10.57 133.57 IND IND IND 

36 33,91 L-8 A-2 Tab. 416.6 8.83 1.67 7.15 B-C 13.4 408 IND IND IND 

37 9 L-8 A-11 N ay 61 .2 4.64 0.58 4.06 N-Sal 11.24 371 .8 IND IND IND 

38 12 L-8 A-15 Ags 42.8 4.1 0.74 3.36 B 15.32 135.8 IND IND IND 

39 41 L-8 A-21 Gto 39.2 4.05 0.74 3.31 e 12.84 88.6 IND IND IND 

40 101 L-8 A-22 N ay. 24.83 3.51 0.55 2.96 B-C 12.37 86.5 IND IND IND 

41 23 L-8 A-23 SLP 47.6 4.11 0.69 3.42 C-Sal 12.64 150 IND IND IND 

42 72 L-9 A-1 Col 32.2 3.68 0.5 3.18 B 11 .56 188.8 IND IND IND 

43 75,-88 L-9 A-5 Col 33.4 3.83 0.57 3.27 e 10.24 61 IND IND IND 

44 38 L-9 A-11 N ay 55.43 4.48 0.62 3.86 R 9.66 305 IND IND IND 

45 13 L-9 A-17 N ay 46.43 4.35 0.6 3.75 N 9.57 199.71 IND IND 59.85 

46 19 L-9 A-19 Tam 60.2 4.71 0.65 4.06 e 10.12 253.2 IND IND IND 

47 46 L-10 A-1 India 84.67 5.34 0.79 4.55 R 13.33 303.33 1 14.41 384.83 

48 11 L-10 A-3 India 163 6.3 0.86 5.45 B 8.28 367.8 IND IND IND 

49 73,81 L-10 A-5 India 185.6 7.16 1.37 5.79 B-C 9.12 439 IND IND IND 

50 L-10 A-7 India 86 5.6 0.98 4.62 R 14.11 189.71 IND IND IND 

51 2 L-10 A-11 India 179.4 6.82 1.19 5.62 B 12.08 326.8 IND IND IND 

52 71 L-11 A-1 Mi eh 79 5.04 0.89 4.14 R 9.88 208.2 IND IND IND 
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53 28 L-11 A-5 Jal. 52.33 4.42 0.65 3.77 C-Sal 13.93 117 IND IND 

54 87 L-11 A-8 N ay 64.86 4.78 0.62 4.16 R 9.71 365.29 IND IND 

55 66 L-11 A-9 N ay 64.4 4.82 0.68 4.13 R 9.68 310.2 IND IND 

56 56 L-11 A-10 N ay 55.57 4.54 0.98 3.57 B 8.51 70.29 IND IND 

57 3 L-11 A-11 N ay 44 4.22 0.61 3.61 R 7.88 244.6 IND IND 

58 34 L-11 A-16 Col 21.6 3.35 0.53 2.82 e 6.96 127.2 IND IND 

59 42 L-12 A-1 Zac 55.6 4.45 0.55 3.9 R 12.16 267.8 IND IND 

60 39 L-12 A-2 Zac 92 5.3 0.66 4.64 A-N 11.64 411.6 IND IND 

61 15 L-12 A-6 Zac 76 5.11 0.71 4.4 C-A-N 10.2 216 IND IND 

62 6 L-12 A-9 Zac 98.83 5.44 0.85 4.59 R-B R- 9.97 240.67 IND IND IND 
e 

6-3--9-5--L-12-·-A-=-14- Zac 8-9-:-4--5~15--n9--3-:-96--R-B 9.92 140.8 IND IND IND 

64 94 L-12 A-16 Zac 74.2 4.9 0.76 4.15 S-N-S 11.08 136.2 IND IND IND 

65 68,-74 L-12 A-24 Zac IN D. IND IND o IND IND IND IND IND IND 

66 47 L-13 A-1 70.67 4.78 0.85 3.93 R 12.4 173.67 1.09 12.08 

67 5 L-13 A-4 Zac. 152.8 6.39 0.73 5.66 B 10.84 390.8 IND IND IND 

68 21 L-13 A-19 Colom 63 4.71 0.77 3.93 R 7.83 241.83 IND IND IND 
bia 

69--.14 L-13 A-21 Colo m 74-:-8 4]f6--o-:-8-_-4716 
bia 

70 17 L-13 A-24 Colo m 40 4.21 0.62 3.59 
bia 

71 10 L-14 A-1 Zac. 179 . 6.92 1.18 5.74 B 13.48 246.2 IND INO IND 

72 16,-63 L-14 A-9 Brasil 91.28 5.17 1.07 4.1 R 8.44 199.11 IND IND IND 

73 30 L-14 A-23 EdoM 97.83 5.21 0.85 4.36 R 10.33 230.17 INO IND IND 
ex 

74 97 L-14 A-24 EdoM 103.4 5.42 0.65 4.78 R-F 9.96 263 IND IND IND 
ex 

60 L-15 A-1 . Tabas 490 .. 9~17--,1~95-.. -. 7~22--B 
co 

L-15 A-9 76.2 4.99 0.76 4.23 C-Sal 
26. L-15 ·· A~14 E do. ; 41 . . : 4.08 . 0.68 : . ~·. 3.4 R 
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Méx. 

78 4,-22 L-16 A-9 94.67 5.27 1.19 4.09 R 11.47 67.67 INO INO INO 

79 1,-24 L-16 A-10 162.5 6.31 0.97 5.34 R 13.1 254.5 INO INO 201.78 

80 32 L-17 A-21 Na y. IN D. INO INO INO INO INO INO INO INO INO 

81 54 Se lec A-3 Zac 60 4.6 0.55 4.05 e 11.5 315 1.02 11.76 162.01 

82 43 Se lec A-20 Zac 65 4.9 0.6 4.3 C-Sal 11 315 INO INO INO 

83 18 Se lec A-24 Zac 90 5.5 1 4.5 R 10 320 1.25 13.22 188.48 

84 48 Se lec A-33 Zac 70 5 0.7 4.3 B 11 370 INO INO INO 

85 44 Se lec A-46 Zac 55 4.7 0.56 4.14 e 11.5 200 INO INO INO 

Peso Fruto (g); DE: Diam. Ecuatorial (cm); GEP: Grosor Externo de Pulpa (cm); GIP: Grosor Interno de Pulpa (cm); Color de Pulpa; 
No. de Semillas: Acidez (mg/100g de pulpa): Vitamina C (mg/100g de pulpa) 
Color de Pulpa: B:Bianca; C:Crema; R:Rosa; Sai:Salmon; 
N:Naranja; A:Amarilla 
Los datos de las características del fruto se obtuvieron en el ciclo 2008, 2009, 2010, 2012 y 
corresponden al promedio de 3 a 5 frutos por árbol. 
Selec: Selección 
IND; INFORMACION 
NO DISPONIBLE 
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2.2.2. Aislamiento y purificación del ADN 

Para la extracción del ADN genómico se probaron dos métodos, i) El propuesto por 

Echeverría et al. (2005) y ii) El kit de purificación ehargesSwitch de invitrogen (no. eat: 

eS18000). Posteriormente se realizaron modificaciones al kit de purificación 

ehargesSwitch , con el fin de eliminar compuestos fenólicos, proteínas y carbohidratos que 

pudieran interferir en pasos posteriores. Para este fin se añadió, al momento de la 

maceración del tejido congelado, una pizca de PVPP y adicionando inmediatamente 

después nitrógeno líquido para conservar congelado el tejido durante la maceración. 

La integridad del ADN se observó por medio de electroforesis en geles de agarosa al 

1.5 % en TBE 1 x, corridos durante 15 minutos a 85 volts teñido con EtBr. El ADN total 

extraído se cuantifico por medio de espectrofotometrfa con el equipo NanoDrop 1000 

(Thermo scientific). Para corroborar que el ADN extraído permitiera la reacción de la 

polimerasa se realizó una PeR usando cebadores universales para la región del ADNr 

18s. Las condiciones de la PeR fueron: volumen final de la reacción 20 IJI, que contenía 

buffer de PeR 1X, 10 mM de dNTP, 10 pM de cada cebadores (Foward y Reverse) y 1U 

de Taq polimerasa y 25ng de ADN blanco. El programa incluye la desnaturalización inicial 

a 94oe por 5 min, 25 ciclos de desnaturalización a 94oe por 1 min, temperatura de 

alineamiento 64oe por 1 minuto y 30 segundos, extensión a 72oe por 1 min y una 

extensión final de noe por 5 min. 

2.2.3. Amplificación de las regiones Microsatélites 

Para las amplificaciones de los microsatélites, se utilizó el protocolo de Rodríguez et 

al. (2007), el cual consta de las siguientes condiciones de reacción: para la amplificación 

se utilizó un volumen final de 20 IJI que contenía: 2 ng de ADN genómico, Buffer de PeR 

1X, 10 mM de dNTP, 10 pM de cada cebadores (Foward y Reverse) y 1U de Taq 

polimerasa. El programa incluye los siguientes pasos: Desnaturalización inicial a 94° e por 

3 min; seguido de una desnaturalización a 94°e por 45 segundos; alineamiento a 55° e 

por 60 s; y la extensión final a 72° e por 30 esto por 35 ciclos, por ultimo una extensión 

final a 72oe por 20 min y un hold a 1 ooe. Para la visualización del producto de amplificado 

se realizó una electroforesis en agarosa al 3%, con TBE 1X, el amplificado fue teñido con 

EtBr. 
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2.3. RESULTADOS 

En las técnicas de biología molecular es importante la obtención de ADNg de calidad, 

por lo cual se probaron dos métodos de extracción, para identificar que protocolo permita 

la purificación del ADN de hojas de guayaba que como se mencionó anteriormente, tiene 

altos contenido de compuestos fenólicos que reducen la calidad del ADN y un alto 

contenido de polisacáridos. Con el protocolo propuesto por Echeverría et al. (2005), no se 

logró la extracción de ADN, debido a que centrifugar para precipitar la silica, se formaba 

una pasta que se adhería a las paredes internas del tubo, lo cual impedía la formación de 

la pastilla que generalmente precipita hacia el fondo del tubo y no se podía continuar con 

el protocolo, lo cual es probable que sea causado por los polisacáridos presentes en las 

hojas que tienden a formar un aglomerado pegajoso con el ADN dificultando su manejo 

(Porebski et al., 1997; Cázares-Sánchez et al. , 2009). 

Para el caso del kit de purificación de ADNg ChargeSwitch, al realizarlo como se 

recomienda por el fabricante , si se lograba extraer ADN; sin embargo había casos en los 

que al añadir las perlas y mezclar por pipeteo, estas perlas se aglomeraban y no se 

resuspendían homogéneamente en la solución buffer (DI al 1 0%) , en otros casos, el ADN 

tomaba una coloración rojiza al ser resuspendido, posiblemente por la presencia de 

fenoles en el ADN que impiden las amplificaciones de fragmentos en la PCR. En este 

sentido se procedió a realizar una modificación al inicio, durante la maceración se le 

añadió polivinilpirrolidona (PVPP). Al realizar la modificación se logra eliminar estos 

compuestos, esto se observa en la figura 1 O, donde se muestra dos tubos, el primer tubo 

(lzq) el extracto realizado por ChargeSwitch añadiendo la pisca de PVPP al momento de 

macerar y en la figura de la derecha se muestra el resultado de la extracción por el 

protocolo sin modificación, donde se aprecia que el extracto de ADN se torna de color 

pardo. 
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A B 

Figura 10. Coloración de las extracciones obtenidas por medio del Kit 

Chargeswitch. A) ADN purificado añadiendo PVPP durante la maceración; B) 

ADN purificado siguiendo el protocolo del kit sin modificación. 

Se extrajo el ADN de las 5 muestras que se utilizaron para la estandarización, 

añadiendo PVPP durante la maceración, se estimó la concentración de ADN y la calidad 

de las muestras por espectrofotometría con el equipo NanoDrop 1000 (Thermo scientific). 

Las muestras con mayor pureza se obtuvieron mediante la segunda elusión del ADN 

(260/280=1 .6), con una concentración en promedio de 60 ng/¡..rl, mientras que para la 

primera elusión la calidad fue menor (260/280=1 .2) y una concentración mayor 80 ng/¡..rl, 

por lo que se decidió continuar con las muestras de la segunda elusión, probablemente el 

aumento en la calidad, sea debido a que durante la primera elusión la mayoría de los 

contaminantes se hallan purificado junto con el ADN y para la segunda elusión la 

concentración de estos en el extracto haya sido mucho menor, esto se aprecia en los 

geles de integridad del ADN (figura 11 ). 
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A) M 1 2 3 4 5 B) M 1 2 3 4 5 

Figura 11. ADNg extraído con el kit Chargeswicht modificado. Primera y 

segunda elusión. Electroforesis en agarosa al 1.5% del ADNg extraído con el 

kit de ChargeSwitch. M: marcador de 1 kb plus (lnvitrogen) , teñido con EtBr. 

Carriles del 1 al 5 extracciones de ADNg para las muestras de guayaba 

empleadas para la estandarización (L2A3, L 1A20, L 1A34, L 1A45, 854). (La 

figura A, muestra el ADN obtenido en la primera elusión para cinco individuos 

de la colección ex situ ; la figura B) muestra el ADN obtenido en la segunda 

elusión para los mismos cinco individuos. 

Con la finalidad de determinar si el ADN extraído es óptimo para la PCR, se utilizaron 

los cebadores para amplificar la región 188. Se observó la amplificación esperada 

(alrededor de 200 pb) para cada una de las muestras, indicando con esto que el ADN, es 

de buena calidad y que permite la amplificación del ADN (figura 12). 
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Figura 12. Amplificación de fragmentos de ADNr 18s a partir de hojas 

guayaba extraídas por el kit de ChargeSwitch modificado. Electroforesis en 

agarosa al 1.5%, teñ ido con EtBr. M: marcador de 1 kb plus (lnvitrogen), carriles 

del 1 al 5 extracciones de ADNg para las muestras de guayaba empleadas para 
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la estandarización (L2A3, L 1A20, L 1A34, L 1A45, S54); carril6: control positivo. 

Una vez que se estandarizó la técnica de extracción de ADN, se procedió a probar 

las condiciones de PCR para los microsatélites que reporta Rodríguez et al. (2007). 

Empleando este protocolo se seleccionaron 3 cebadores (mPgCIR 163, mPgCIR 161 y 

mPgCIR 243), los cuales fueron probados solo en 5 individuos, logrando amplificar los 

fragmentos del tamaño esperado 168, 246 y 174 pb respectivamente (Figura 13). 

M 

Figura 13. Estandarización de las condiciones de PCR para los cebadores 

asociados a QTLs. Electroforesis en agarosa al 3% del producto de 

amplificación, teñido con EtBr. M: marcador Hyperladder 11 (Bioline), carriles del 

1 al 5 extracciones de ADNg para las muestras de guayaba empleadas para la 

estandarización (L2A3, L 1A20, L 1A34, L 1A45, S54); carril 6: control negativo; 

carril 7 y 8 corresponden a individuos de las variedades Belic y Enana como 

control de amplificación . En la figura se muestra los productos de amplificación 

para el cebador mPgCIR 161 , aproximadamente en el tamaño esperado de 

amplificación (246 pb). 

2.4. DISCUSIÓN 

Obtener ADN de calidad es necesario para cualquier estudio molecular que se quiera 

llevar acabo (Arbi et al., 2009) , unos de los principales problemas para aislar el ADN de 

plantas, es la presencia de macromoléculas como los compuestos fenólicos, proteínas, 

carbohidratos y enzimas, principalmente, que dificultan su extracción ya que se aíslan de 

manera simultánea durante el proceso de purificación (Cázares-Sánchez, 2009), para 

plantas superiores los protocolos que emplean CTAB y tiempos largos de incubación para 

la extracción del ADN, generalmente se obtiene un ADN de baja calidad , con presencia de 

polifenoles y polisacáridos que impiden continuar con los estudios moleculares de manera 

normal (Manning , 1991 ; Murray and Thompson , 1980), se han descrito varias 
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modificaciones a estos protocolos como la adición de PVP para disminuir la concentración 

de fenoles, la reducción de los tiempos de incubación para disminuir la oxidación, 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., 1997), la 

obtención de ADN de calidad permite almacenarlo por periodos largos de tiempo sin 

riesgo de degradación, así como evitar la inhibición de la polimerasa por la presencia de 

compuestos fenólicos y otros pigmentos (Valdés y Kahl , 2000) , como se ha reportado la 

presencia de estos compuestos tiñe la extracción de una coloración rojiza (Schlink and 

Reski , 2002; Fang et al., 1993), como sucede con guayaba, es de esperar que al añadir 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 centrifugación, el mecanismo 

acción de este reactivo se basa en la formación de puentes de hidrógeno entre los grupos 

fenólicos y el oxígeno del grupo amida del anillo pirrolidona del PVPP, de esta forma, el 

PVPP arrastra consigo los compuestos fenólicos que a él se enlacen, eliminándolos del 

medio. Dentro del grupo de polifenoles, el PVPP adsorbe preferentemente aquellos que 

poseen un mayor grado de hidroxilación, como los taninos, los cuales son abundantes en 

los tejidos de guayaba, otro compuesto abundante en las hojas de guayaba, son los 

polisacáridos, 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 indicaría porque el protocolo propuesto por Echeverría 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 

polisacáridos y fenoles, una de las principales modificaciones fue la adición de PVP para 

prevenir la oxidación debido a los polifenoles (Rakhi et al., 2012), similar a la estrategia 

seguida en este estudio, en el que la adición de PVPP permitió la obtención de ADN 

óptimo para realizar la reacción de la polimerasa, esto se observa al obtener los extractos 

sin la coloración rojiza que se observaba al realizar el protocolo sin el PVPP, lo cual indica 

que se disminuyó la presencia de estos ya que se sabe que esta coloración está 

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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convencionales de extracción de ADN, son los tiempos cortos de incubación que como 

reporta Rakhi et a/.(2012), es fundamental reducir estos tiempos para evitar el daño por 

oxidación y disminuir la concentración de fenoles, además que la tecnología del uso de 

perlas cargadas eléctricamente para la recuperación de ADN, permite separar de manera 

más eficiente a los compuestos como los polisacáridos que pudieran asociarse al ADN, 

sobre todo por el doble lavado que se le realiza a la pastilla con el ADN, lo que permite 

tener una extracción más pura, otra característica de este Kit, es que permite hacer una 

segunda elusión, la cual por lo general permite obtener ADN en menor concentración (50-

1 00 ng/IJI) con respecto a la primera elusión, pero de mucho mayor calidad (1.6 de 

relación 260/280). 

Con base en estos resultados se concluye que para tejidos de hoja de guayaba el 

protocolo de ChargeSwitch modificado permite la obtención de ADN de buena calidad , se 

recomienda el uso del PVPP durante el macerado para evitar la oxidación del tejido, 

además de trabajar con las segundas elusiones, que si bien tienen una menor 

concentración de ADN, la calidad es mucho mayor. Para las condiciones de PCR para los 

cebadores microsatélites, las cuales han sido previamente establecidas por Rodríguez et 

al. (2007) son las adecuadas para la obtención de producto de amplificación, lo que 

permitirá realizar los estudios posteriores. 
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CAPITULO 111 

CAPÍTULO 111 

SELECCIÓN DE LOS SRR ASOCIADOS A QTLS DE INTERÉS EN GUAYABO 
MEXICANO 

3.1. INTRODUCCION 

Se considera que la selección asistida por marcadores moleculares (MAS) es una 

herramienta importante en los programas de mejoramiento vegetal, pues ayuda a hacerla 

más eficiente. Una manera de ver esta herramienta es como un complemento a la 

selección fenotípica tradicional, combinando la información genotípica con la fenotípica, 

esta selección se realiza empleando marcadores moleculares los cuales están ligados a 

alguna característica de interés (Ferreira, 1994), estas asociaciones se basan en el 

análisis de la segregación de estos marcadores junto con la característica de importancia 

en una población segregante, en las cuales se relaciona la presencia del marcador al QTL 

en un mapa de ligamiento en el cual se muestran las distancias del QTL al marcador, 

siendo así que entre más cercano este el marcador del QTL es mayor la probabilidad de 

asociación entre ellos (Cerón y Sahagún, 2007). Debido a que las asociaciones QTL

marcador se hacen para poblaciones segregantes específicas, al querer aplicarlos como 

marcadores de selección para otras poblaciones, es indispensable verificar que conserven 

las asociaciones, ya que hay factores que pueden provocar que estos pierdan la 

asociación. 

Este capítulo está dedicado al escrutinio y selección de los cebadores SRR, pues 

como se menciona en el capítulo 1, tanto los cebadores, como los mapas de ligamiento y 

la asociación de QTL a los marcadores moleculares, se realizaron para individuos de 

guayaba provenientes de un banco de germoplasma cubano (Enana Roja cubana, Belic, 

Suprema roja, N6), por lo que es importante determinar cuáles de estos marcadores 

asociados características de interés, pueden ser aplicados a variedades de guayabas 

mexicanas, debido a que existe la posibilidad que al ser variedades diferentes, estos no 

amplifiquen o no estén asociados a las características en las variedades mexicanas. Sin 

embargo existe una gran probabilidad de que estos cebadores puedan ser empleados con 

variedades mexicanas, se han reportado índices de similitud muy cercanos entre 

variedades de guayaba de diferentes países en comparación con guayabas colectadas de 

diferentes estados de México (Tapia y Legaría, 2007), otro estudio realizado por Sánchez 
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et a/.(2008), reporta un árbol filogenético construido en base a los SSR desarrollados 

durante el proyecto GUAVAMAP, en donde se agrupan variedades de guayabas 

colectadas de distintos estados y dos muestras provenientes del germoplasma cubano 

(Enana roja cubana y Belic) , si bien no se reportan los índices de similitud, reportan que 

enana y belic se agrupan junto con guayabas mexicanas provenientes de la región del 

centro del país. 

3.2. MATERIALES Y METODOS 

3.2.1. Material vegetal 

El material biológico utilizado, proviene del mismo sitio de colecta que se describe en 

el Capítulo 2, en el apartado 2.1, el material fue transportado en cajas de cartón y fueron 

almacenadas a temperatura ambiente durante tres días hasta el regreso al laboratorio, 

donde fueron congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -aooc hasta su uso. Para 

el escrutinio de los cebadores se agruparon a los individuos según sus características en 

grupos contrastantes (valores altos y otro de bajos) para cada grupo se seleccionaron 5 

individuos representativos con los cuales se realizó una mezcla equimolar de ADN 

(BULK). Los individuos seleccionados se muestran en el cuadro 6. 

Cuadro 6. Individuos seleccionados para el escrutinio de los cebadores 

asociados a características de interés. 

Individuos seleccionado para: contenido de sólidos solubles (0 Brix) 

Alto contenido (Bulk 1) Bajo contenido (Bulk 2) 

Individuo Valor Individuo Valor 

L3A1 15.63 L10A3 

L3A3 14.72 L11A10 7.88 

L5A8 15.40 L11A16 
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L5A11 16.05 L13A19 7.83 

L8A15 15.32 L14A9 

Individuos seleccionado para: Grosor interno de pulpa (cm) 

Mayor grosor (Bulk 3) Menor grosor (Bulk 4) 

Individuo Valor Individuo Valor 

7.23 L2A1 

L8A2 7.15 L2A18 2.87 

L10A5 5.79 L3A1 2.68 

L14A1 5.74 L4A14 2.84 

L15A1 7.22 L11A16 

Individuos seleccionado para: Grosor externo de pulpa (cm) 

Mayor grosor (Bulk 5) Menor grosor (Bulk 6) 

Individuo Valor Individuo Valor 

L1A4 

L8A2 1.67 L1A6 0.50 

L10A5 1.37 L2A1 

L15A1 1.05 L3A1 0.45 

L5A8 1.20 L4A10 

Individuos seleccionado para: Número de semillas 

Alto contenido (Bulk 7) Bajo contenido (Bulk 8) 

Individuo Valor Individuo Valor 
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L1A1 652.5 L11A10 70.2 
~ 

L8A2 408 L3A6 82 

L10A5 439 L5A8 85 

L14A1 411 .5 L9A5 61 

67.5 

Individuos seleccionado para: Color de pulpa 

Bulk9 Bulk 10 

Individuo Color Individuo Color Individuo 

L11A8 Rosa L9A1 Blanca L6A1 

L10A1 Rosa L6A5 Blanca L3A10 

L11A11 Rosa L5A4 Blanca L4A14 

L13A19 Rosa L3A14 Blanca L5A23 

824 Rosa L6A15 

Cuadro 6b. Individuos seleccionados para el escrutinio de los cebadores 

asociados a características de interés. 

Individuos seleccionado para: acidez, índice de madurez y vitamina e 

Individuo Caracterrstica Valor 

L6A18 Acidez 0.84 

L10A1 Acidez 1 

L13A1 Acidez 1.09 
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SELECCIÓN A3 Acidez 1.02 

SELECCIÓN A24 Acidez 1.25 

L6A18 lndice de madurez 13.76 

L10A1 indice de madurez 14.41 

L13A1 lndice de madurez 

SELECCIÓN A3 lndice de madurez 11 .76 

SELECCIÓN A24 lndice de madurez 13.22 

L9A17 Vitamina e 59.85 

L10A1 Vitamina e 284.83 

L12A2 Vitamina e 164.87 

L16A9 Vitamina e 

SELECCIÓN A3 Vitamina e 162.01 

SELECCIÓN A24 Vitamina e 188.48 

3.2.2. Extracción de ADN 

La extracción de ADN se realizó por la metodología antes descrita en el capítulo 2, 

apartado 2.3. Una vez obtenido el ADN, se realizaron mezclas de ADN (bulk), mezclando 

el ADN de la siguiente manera, se añadieron 1 Ong de ADN por cada individuo 

perteneciente a los bulks (cuadro 6). Para las características de acidez, índice de 

madurez y vitamina C, no se obtuvieron bulks, pues no se contaban con datos de 

suficientes individuos para agruparlos, para estas características se probaron los 

cebadores con todos los individuos (cuadro 6b). 

3.2.3. Escrutinio y selección de los cebadores SSR asociados a 
características de interés 

Una vez establecidas las condiciones de PCR descritas en el capítulo 2, apartado 2.4, 
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se procedió a hacer una selección de los cebadores asociados a características de interés 

(cuadro 7) para seleccionarlos y evaluar su uso como marcador de selección, empleando 

como criterio el polimorfismo que obtengan para las muestras seleccionadas, se empleó 

ADN genómico extraído anteriormente y se realizaron los bulks con dichos individuos, se 

amplificó el ADN de los bulks ( poco y alto número de semilla; grosor de pulpa delgada y 

gruesa; alto y bajo contenido de vitamina C, alto y bajo contenido de sólidos, color de 

pulpa) y se observó el polimorfismo obtenido por cada combinación de cebadores en los 

Bulks, este análisis se realizó para cada una de las características y sus cebadores 

asociados. 

Se seleccionaron los cebadores que son capaces de discriminar entre los individuos 

con características contrastantes de interés (Cuadro 8). Para la visualización de estos 

fragmentos de amplificación se realizó una electroforesis en geles de agarosa al 3%con 

TBE 1X, teñidos con EtBr. Los criterios de selección se ilustran en la figura 14, los 

cebadores que se seleccionaron son los que mostraron polimorfismo, es decir que solo 

amplificó para uno de los dos bulks por característica a los que se le llamo informativos. 

Los cebadores que no amplificaron para ningún bulk o para ambos (de la misma 

característica) no se tomaron en cuenta para la validación del empleo MAS. 

Cuadro 7. SSR asociados a QTLs (Ritteret al., 2008) 

Característica asociada al marcador. Primer. 

Grosor externo de la pulpa mPgCIR 020, mPgCIR 136, mPgCIR178, 

mPgCIR284 

Grosor interno de la pulpa mPgCIR 131 , mPgCIR243 

Número de semilla 

Sólidos solubles (0 8rix) mPgCIR 161, mPgCIR 254 

Vitamina C 

Color de pulpa mPgCIR 099, mPgCIR 137, mPgCIR 161 
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1 indice de madurez mPgCIR288 

mPGCIRR020 mPgCIR136 mPgCIR178 mPgCIR284 

1kb B+ B· B+ B· B+ B· B+ B· 
c:::Jc:::Jc:::Jc:::Jc:::Jc:::Jc:::Jc:::Jc:::J --- -- -- ----

GROSOR DE PULPA 

mPgC1R 020 + Si 

mPgCIR 136 + + No 

mPgC1Rl i8 No 

mPgCIR 2 84 + Si 

Figura 14. Criterios de selección de los cebadores asociados a 

características de interés. 8+: bulk con individuos de pulpa gruesa, 8-: bulk 

con individuos de pulpa delgada, D: Individuos de pulpa delgada, G: Individuo 

de pulpa gruesa, + indica la presencia del fragmento de amplificación. 

3.3. RESUL TACOS 

Se extrajo el ADN de las 85 muestras restantes con el protocolo antes descrito, el 

ADN obtenido se cuantificó y visualizó en geles de agarosa al 1.5%, tal y como se 

menciona en el capítulo anterior el ADN de mejor calidad se obtuvo durante la segunda 

elusión. Una vez se obtuvo el ADN se procedió a realizar los Bulks para las características 

antes mencionadas, seguido de la preparación de los bulks, los cuales fueron 
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cuantificados por espectrofotometría y se visualizaron en geles de agarosa al 3%(figura 

15). 

M 2 3 5 6 7 8 9 

Figura 15. ADN de Bulks en concentraciones de 10ng/J,JI. Electroforesis en 

agarosa al 1.5% de los Bulks de ADNg extraído kit de Chargeswitch para cada 

una de las características, teñido con EtBr. M: marcador de 1 kb plus 

(lnvitrogen); carriles del 1 al 9 corresponden a los bulks 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 

respectivamente. 

Posteriormente se procedió realizar la selección de los cebadores SSR. Se 

evaluaron los cebadores mPgCIR 161 , 254 (0 Brx) en los bulks 1 y 2, los cebadores 

mPgCIR 131, 243, 208 (grosor interno de pulpa) en los bulks 3 y 4, los cebadores mPCIR 

020, 136, 243, 284 (Grosor externo de pulpa) en los bulks 5 y 6, los cebadores mPgCIR 

034, 161 , 208, (número de semillas) en los bulks 7 y 8 , los cebadores mPgCIR 99, 137, 

161 en los bulks 9, 1 O, 11. Para las características de índice de madurez (el cebador 208) 

y contenido en vitamina C (cebadores 007, 094, 208) seleccionaron los individuos del 

cuadro 6b. 

A pesar de tener estandarizada la extracción de ADN y las condiciones de PCR, no 

se obtuvo amplificación con ninguno de los juego de cebadores, para descartar que algún 

compuesto de la extracción del ADN, así como algún componente de la reacción no 

estuviera inhibiendo la reacción de PCR, se realizó una amplificación con el cebador 

universal para la región de ADNr 18s, sin embargo tampoco se obtuvo amplificación 

(Figura 16). 
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200pb--+ 

100pb--+ 

Figura 16. Amplificación de dos 8ulks (81 y 82) y del ADN de dos 

individuos con cebadores 18s. Electroforesis en agarosa al 1.5%, teñido con 

EtBr. M: marcador Hyperladder 11 (Bioline), carril 1: Bulk 1; carril 2 y 3: individuos 

que forman parte del bulk1 ; carril 4: bulk 2; carril 5 y 6: individuos que forman 

parte del bulk2; carril 7: control positivo. No se obtiene amplificación, mientras 

que para el control , si se obtiene amplificado. 

Se sospechó que algún compuesto estaba inhibiendo la reacción de la polimerasa, 

posiblemente Fenoles, que no hayan sido eliminados del todo con el PVPP, para tratar de 

eliminar las impurezas de ADN, se realizó una purificación utilizando 3 tratamientos. El 

primer tratamiento se basa en la purificación de ADN usando cloroformo: alcohol 

isoamílico (24: 1) y la presentación con etanol absoluto, otro tratamiento que se probó fue 

el kit de purificación de ADN Wizzard (Promega) , por último se probó el tratamiento de 

purificación por gel de agarosa de bajo punto de fusión , empleando la enzima agarasa y 

precipitando con etanol absoluto. Con el ADN purificado, se realizando una PCR con los 

cebadores 18s y a pesar del tratamiento al que fueron sometidas las muestras no se 

obtuvo amplificado. En base a resultados anteriores se decidió evaluar la estrategia de 

realizar diluciones seriadas partiendo de ADN a una concentración de 1 O ng/1 .. 11 , para 

obtener ADN a concentraciones de 1 y 0.1 ng/IJI (1 :10 y 1:100 respectivamente).Una vez 
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obtenidas las diluciones se realizó una PCR con los cebadores 18s (Figura 17), los 

resultados indican que haciendo las diluciones seriadas, se logra obtener amplificación 

con las mismas muestras que antes no habían amplificado, de acuerdo a estos 

resultados, se seleccionó la segunda dilución (1 ng/IJI), que es la dilución que presenta un 

amplificado de mayor intensidad. 
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Figura 17. Amplificación de fragmentos de ADRr 18s, con la muestra 

L 10A3, a diferentes diluciones. Electroforesis en agarosa al 1.5%, teñido con 

EtBr. M: marcador de 1 kb plus (lnvitrogen), Agave, Enana y Belic fueron 

usados como control positivo. Se observa amplificado en la muestra diluida 1:1 O 

y en la 1:1 00 con menor intensidad. 

Una vez que se observó que la dilución 1:10 se obtenía amplificación se procedió a 

hacer un experimento con los individuos de los bulks, se diluyó el ADN de todos los 

individuos por separado y se realizó una PCR con el cebador mPgCIR 161 (figura 18). 
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Figura 18. Amplificación de los individuos de los bulks 1 y 2 a una 

concentración de 1 ng/1.11 con el cebador mPgCIR 254 (205 pb). 

Electroforesis en agarosa al 3%, teñido con EtBr. M: marcador Hyperladder 11 
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(Bioline); carril 1 al 5: individuos del bulk 1 (L8A 15, L5A 11 , L5A8, L3A3, L3A 1 ), 

carril 6:bulk1 ; carril 7 al 11 : individuos del bulk 2 (L10A3, L11A10, L11A16, 

L 13A19, 14A19) carril12: bulk 2; carrill13: control positivo. 

Mediante esta estrategia se logra obtener amplificado para los bulks que 

anteriormente no habían amplificado, quizá se deba a que al realizar las diluciones 

seriadas, la concentración de los contaminantes como fenoles, polisacáridos y taninos 

todos ellos presentes en altas concentraciones en las hojas de guayabo no se hayan 

eliminado del todo con el tratamiento del PVPP, pero que al hacer las diluciones la 

concentración de éstos disminuya hasta un punto en el que no inhiban la reacción de 

PCR. Porebski et al. (1997), menciona que la presencia de estos compuestos inhiben la 

actividad de la polimerasa, ocasionado por el aumento del proceso de fenolización al 

cortar el tejido por lo cual es fundamental el almacenamiento de los tejido para evitar la 

formación de mayor cantidad estos. Se sospecha la presencia de estos compuestos 

cuando el extracto toma una coloración rojiza (Schlink and Reski, 2002; Fang et al., 1993), 

tal y como pasó durante la estrategia, que si bien se disminuyó la coloración, pueden 

haber quedado Fenoles en concentraciones suficientes para inhibir la reacción de la 

polimerasa. Cabe mencionar que a diferencia del primer material que se colecto, este fue 

almacenado en una caja de cartón a temperatura ambiente por varios días, Bhattarcharjee 

et al.(2004) menciona que, sobre todo en plantas perenes y tropicales que tienen altos 

contenido en fenoles y taninos, si las muestras no son congeladas de manera casi 

inmediata se dificulta la extracción de ADN de buena calidad, provocando el aumento de 

Fenoles en las extracciones e imposibilitando la reacción de PCR, por lo que el traslado 

de las plantas al laboratorio y su inmediata congelación es un paso fundamental para la 

obtención de buen material. 

Para el caso de guayaba, es recomendable que las muestras sean congeladas en el 

mismo sitio de colecta y que sean trasladadas de inmediato al laboratorio para su 

tratamiento y utilización y así no permitir que el proceso de fenolización avance y permita 

la extracción de ADN de buena calidad. Si esto es difícil debido a que los sitios de colecta 

están en lugares retirados, es recomendable utilizar la estrategia de diluciones aunado a 

añadir PVPP durante la maceración para disminuir la concentración de estos 

contaminantes, para que la reacción no sea inhibida. Se ha repetido esta estrategia y se 

ha amplificado después de 6 meses almacenamiento y sigue siendo viable el ADN para 
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PCR, Resultados similares se han obtenido con la misma estrategia para cocotero y 

cicadas (resultados no reportados) . 

Una vez que se logró obtener el amplificado con el ADN, se procedió a hacer la 

selección de los cebadores polimórficos (informativos) asociados a las características. 

3.3.1. Selección de cebadores informativos 

Se analizó el polimorfismo obtenido con dos cebadores asociados a contenido de 

oBRX (161 , 254), estos se amplificaron para los bulks uno y dos (tabla 8). De los dos 

cebadores evaluados solo uno resulto informativo (mPgCIR161) pues solo amplificó para 

aquellos bulks de individuos con menor concentración de 0 8RX, mientras que el primer 

254 se descartó pues amplifica para ambos bulks, por lo que no es capaz de discriminar 

entre individuos de una característica u otra (Figura 19). 

62 

200pb~ 

100pb~ 

M 

mPgCIR161 
246 pb 

2 

mPgCIR254 
205 pb 

3 4 

Figura 19. Selección de los microsatélites asociados a 0 8RIX. 

Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificado para los 

cebadores mPgCIR161 y 254, teñido con EtBr. Se indican con flechas el 

fragmento del tamaño esperado para cada cebador. Se enmarca el primer que 

se seleccionó por ser polimórfico. Carril 1 y 3: bulk 1 para mayor 0 8RX; carril 2 y 

4: bulk 2 para menor 0 8RX. ; M: marcador 1 kb plus (lnvitrogen) . 

Para la característica de grosor interno de pulpa se evaluaron tres cebadores 
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(mPgCIR 131 , 243, 208), de los cuales solo uno fue seleccionado (mPgCIR 131) por ser 

polimórfico para individuos de pulpa gruesa (figura 20). El cebador 243 se descarta para 

selección por ser monomórfico para los bulks y el 208 por no amplificar para ningún bulk. 

M 
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100pb~ t 

2 

• 

Figura 20. Selección de los microsatélites asociados al grosor interno de 

pulpa. Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificado para 

los cebadores mPgCIR131 en Bulks 3 y 4. Se indican con flechas los 

fragmentos del tamaño esperado para cada cebador. Carril 1: bulk 3 para 

individuos menor grosor interno de pulpa; carril 2: bulk 4 para mayor grosor de 

pulpa; M: marcador 1 kb plus (lnvitrogen) . 

De la misma manera se procedió a elegir los cebadores asociados a grosor de pulpa 

externo, se evaluaron cuatro cebadores (mPgCIR 020, 136, 243 y 284}, de los cuales los 

cebadores 020 y 284 no mostraron amplificación, el cebador 243 resulto ser monomórfico 

para los bulks y solo se escogió por ser polimórfico el cebador 136, que podría permitir la 

selección de individuos de pulpa externa delgada (figura21). 
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Figura 21. Selección 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, teñido con EtBr. Se indican con flechas 

el fragmento del tamaño esperado para cada cebador. Se enmarca el primer 

que se seleccionó por ser polimórfico. Carril 1, 3 y 5: bulk5 para mayor; carril 2, 

3 y 6: bulk6 para menor grosor de pulpa externa; M: marcador 1 kb plus 

(lnvitrogen) 

Para la característica de número de semillas se evaluaron tres cebadores (mPgCIR 

034, 161 , 208), de los cuales todos resultaron ser monomórficos, por lo que ninguno de 

ellos se seleccionó para continuar con la validación del empleo de estos para selección. 

Aunque no se encuentre un marcador de selección para esta característica, en campo se 

ha visto que el número de semillas está relacionado con el grosor externo de pulpa, por lo 

que indirectamente al seleccionar individuos de pulpa externa delgada se puede suponer 

que el número de semillas es alto para estos individuos, sin embargo faltan estudio para 

poder afirmar esta relación. 

Para el color de pulpa se evaluaron tres cebadores (mPgCIR 99, 137, 161 ), de estos 

cebadores se seleccionó el mPgCIR 161 , que tiene la característica de amplificar 

solamente para aquellos individuos de pulpa crema o blanca, discriminando a los 

individuos de pulpa rosa. Los otros dos cebadores no amplificaron para ningún individuo 

como se muestra en la figura 22. Cabe destacar que para la selección de estos 

marcadores se usaron tres bulks, el bulk 9 para pulpa rosa, el bulk 1 O para pulpa blanca y 

el bulk 11 para pulpa color crema. 
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Figura 22. Selección de los microsatélites asociados al color de pulpa. 

Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificado para el 

cebador mPgCIR161 . Se indican con flechas los fragmentos del tamaño 

esperado para cada cebador. Carril 1: bulk 1 O para individuos pulpa blanca; 

carril 2: bulk 11 para de pulpa crema; carril 3: bulk 11 para pulpa rosa ; M: 

marcador 1 kb plus (lnvitrogen) , teñido con EtBr. 

El cebador mPgeiR 161 , también fue seleccionado para la selección de individuos 

con alto contenido de 0 8RX, que se ha visto que aquellos individuos de pulpa blanca 

tienden a tener un mayor contenido de azucares, por lo que este mismo cebador podrá 

ser empleado para la selección de ambas características. 

Para las el índice de madurez y el contenido de vitamina e , no se pudo realizar los 

bulks, pues el número de individuos que se tienen caracterizados son muy pocos, por lo 

que se procedió a tomar a los individuos y evaluar los cebadores en todos los individuos. 

Para el índice de madurez el cebador mPgeiR 288, muestra polimorfismo en la 

amplificación, pero no discrimina entre los individuos de mayor o menor índice de 

madurez (figura 23), sin embargo el número de individuos que se usaron para la selección 

son muy pocos, es recomendable aumentar el número de individuos para llegar a una 

conclusión sobre este marcador, Además que los valores del índice de madurez entre 

ellos son muy cercanos (cuadro 6b). Sucede algo similar para los cebadores asociados al 

contenido de vitamina e (mPgeiR 007, 094 y 208), donde son pocos los individuos 

caracterizados, sin embargo posiblemente el cebador mPgeiR007 y 094 puedan ser 

empleado para la selección de individuos con alto contenido de vitamina e y se descarta 
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el 208 por amplificar en todos los individuos (monomórfico), aunque de nuevo los valores 

están muy cercanos entre sí, se aprecia que este cebador solo amplifica para aquellos 

individuos que tengan contenidos de vitamina C mayores a 150 mg/ 1 OOg de pulpa (figura 

24). Aun que hace falta hacer el análisis con un mayor número de individuos para poder 

concluir si está asociado a individuos con mayor o menor contenido de vitamina C. 
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Figura 23. Amplificación con el cebador asociado a índice de madurez. 

Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificado para el 

cebador mPgCIR288, teñido con EtBr. Se señalan con flechas el fragmento de 

amplificación para los individuos de menor y mayor índice de madurez. Valor de 

índice de madurez (0 8rx/ acidez): carril 1 al 8 ind ividuos seleccionados para 

índice de madurez: SA3: 11.76; L13A1: 12.8; SA24:13.22; L6A18: 13.76; 

L 1 OA1 : 14.31 , respectivamente. M: marcador 1 kb plus (lnvitrogen) 
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Figura 24. Amplificación con los cebadores asociado a contenido de 

vitamina C. Electroforesis en gel de agarosa al 3% del producto de amplificado 

para los cebadores mPgCIR 007 y 094, teñido con EtBr. Se señalan con flechas 

el fragmento de amplificación para los individuos de menor y mayor contenido 

de vitamina C. carriles 1 y 6: L 19A 17: 59.8 m g/ 1 OOg de pulpa; 2 y 7: SA3: 162 

mg/ 100g de pulpa; 3 y 8: L 12A2:164.8 mg/100g de pulpa; 4 y 9: SA24:188 

mg/100g de pulpa; 5 y 10: L 16A9: 201 mg/ 100g de pulpa. M: marcador 1kb 

plus (lnvitrogen) 

Hasta el momento se han seleccionado 4 cebadores asociados a 5 características 

morfoagronómicas de interés (cuadro 8) , se puede decir que para las características de 

mayor interés comercial , como lo es el contenido de 0 8RX, el grosor externo de la pula, 

grosor interno de pulpa, el color de la pulpa, contenido de vitamina C. Como se 

mencionaba anteriormente el cebador mPgCI R 161 , puede ser empleado para la selección 

de dos características a la vez, tanto para individuos con alto contenido de oBRX como, 

para la selección de individuos de color de pulpa crema-blanca; el cebador mPgCIR136 

para selección de individuos de pulpa externa delgada y el cebador mPgCIR131 para la 

selección de individuos de pulpa interna gruesa. Estos resultados aún son preliminares, 

falta validar el uso de estos cebadores en un número mayor de individuos para poder 

sugerir su uso como marcadores de selección. 
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Cuadro 8. Características y asociaciones de Jos cebadores evaluados 

Característica 

asociada 

Color de pulpa 

Grosor interno de pulpa 

1 

' 

Nombre del 

cebador 

mPgCIR 254 

mPgCIR 137 

mPgCIR 020 

mPgCIR 243 

mPgCIR 178 

mPgCIR 243 

mPgCIR 034 

mPgCIR 316 

Asociado a: 

1 

No asociado (monomórfico) 

No asociado (no amplificó) 

No asociado (no amplificó) 

No asociado (monomórfico) 

No asociado (no amplificó) 

No asociado (monomórfico) 

No asociado (monomórfico) 

No asociado (no amplificó) 
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lndice de madurez 

Acidez 

3.4. DISCUSIÓN 

Como se menciona anteriormente, uno de los objetivos de este capítulo es 

determinar cuáles de estos marcadores pueden ser empleados para la selección asistida 

por marcadores en guayabas mexicanas, debido a que existía la probabilidad de que 

éstos no amplificaran o la asociación al QTL se perdiera a estos ser desarrollados para 

otras poblaciones. Sin embargo ya había habido reportes de la capacidad de los 

marcadores microsatélites de ser transferidos entre especies relacionadas y para 

diferentes géneros, debido a que hay una conservación de las secuencias en estas 

regiones repetidas en las plantas (Dos santos et al. , 2007; Ochieng et al., 2007; Marqués 

et al. , 2002) lo que indicaba que no debería de existir inconveniente en cuanto al empleo 

de estos microsatélites desarrollados para poblaciones cubanas en el germoplasma 
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mexicano, existen varios estudios realizados en guayaba que usan estos mismos 

microsatélites en diferentes individuos de guayaba provenientes de distintos países e 

inclusive de diferentes géneros de la familia Myrtaceae, para estudios de diversidad y en 

todos los casos estos microsatélites fueron útiles para el objetivo (Valdés-lnfante et al., 

2010; Sánchez et al., 2008; Tapia y Legaria. , 2007), además cabe destacar que en 

algunos estudios anteriores se han construido dendogramas en base a estos 

microsatélites y se reporta que las guayabas provenientes de otros países (Estados 

Unidos de América) se llegan a agrupar con guayabas originarias de Cuba, hasta con un 

coeficiente de identidad de Nei de 0.89 (Valdés-lnfante et a/., 2007), esto puede dar 

indicios de que si es factible el uso de estos marcadores microsatélites en individuos de la 

misma especie provenientes de regiones distintas, además de que como menciona Tapia 

y Legaria. , 2007, existen relaciones genéticas entre las poblaciones de guayabas, ya sea 

debido al flujo genético causado por las aves migratorias o bien por otros factores como 

puede ser el hombre. Estos autores reportan índices identidad de Nei entre poblaciones 

mexicanas y brasileñas del 0.88, lo que podría estar indicando no solo el parentesco 

genético entre las poblaciones si no también , la posibilidad de que los microsatélites 

puedan ser empleados para distintas poblaciones de guayaba. A la vez era importante 

verificar si los marcadores seguían ligados a los QTL, pues como se menciona 

anteriormente existía la posibilidad de que éstos no se asocien cuando las poblaciones 

están expuestas a recombinación genética por efectos de la reproducción sexual , debido 

al incremento en la frecuencia de recombinación es posible que poco a poco el marcador 

se vaya separando del locus. (Longhi et al., 2013), tal y como es el caso para la mayoría 

de las huertas mexicanas las cuales fueron establecidas a partir de semillas (Martínez et 

al., 2004), sin embargo con los resultados obtenidos hasta el momento, los microsatélites 

parecieran conservar su ligamiento al QTL al menos para los individuos en estudio, en 

total cuatro características conservaron su asociación al marcador, la característica de 

color de pulpa no ha sido mapeada ni ligada aun, sin embargo con este trabajo se sugiere 

que el marcador 161 asociado al menor contenido de grados Brix, también este asociado 

al color de pulpa blanca. Las características que se corroboro su asociación al marcador 

destacan por su importancia para la selección de individuos y frutos, como son el 

contenido de oBrix, color de pulpa, grosor externo e interno de la pulpa, probablemente 

también contenido de Vitamina C. 
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CAPITULO IV 

CAPÍTULO IV 

VALIDACIÓN DE LOS MARCADORES SSR COMO HERRAMIENTA DE 
SELECCIÓN TEMPRANA PARA GUAYABA MEXICANA 

4.1. INTRODUCCIÓN 

Los diferentes cultivos de importancia económica están siempre bajo continua 

mejora, adaptándolas de acuerdo a las necesidades del hombre. La generación de 

nuevas variedades se ha realizado para mejorar las características de interés agronómico, 

lo cual se realiza por medio de cruzas de los mejores parentales que satisfagan las 

características de interés, seguido de la selección de los mejores individuos de la 

progenie (Moose and Mumm, 2008; Asins, 2002). Para frutales con ciclos de vida largo 

este proceso puede ser caro y muy lento, debido a que se tienen largos periodos juveniles 

antes de obtener los frutos y poder seleccionar los individuos, además que se tiene que 

mantener toda la progenie durante todo el proceso hasta la selección. La biotecnología ha 

avanzado en este tema, se han desarrollado estrategias que pueden hacer más eficiente 

el proceso de obtención de variedades mejoradas. Una de estas estrategias es la 

selección temprana de individuos por medio de marcadores moleculares asociados a las 

características de interés. Esta estrategia se puede llevar a cabo para la selección de los 

parentales con las características de interés (Marker Assisted Parend Seletions, MAPS) o 

para la selección de las segregantes (Marker Assisted Seedling Selection, MASS), lo que 

permite eficientar el proceso de selección y también la reducción de individuos que se 

mantienen durante el proceso (Delannay et al. , 2011; Collard and Mackill, 2008). 

Durante este capítulo se describirá la validación de los marcadores SSR asociados a tres 

características de importancia en guayaba: grosor externo e interno de pulpa, color de 

pulpa y contenido de oBrix, que son de interés para la obtención de variedades mejoradas. 

Hasta ahora no se contaba con marcadores tipo SSR validados e integrados a un 

programa de mejora para guayaba mexicana, existen antecedentes en lo que se describe 

marcadores SSR asociados a QTL para características del fruto en poblaciones cubanas, 

de los cuales al menos cuatro fueron seleccionados por conservar su asociación a los 

QTLs en accesiones mexicanas. El objetivo de este capítulo es validar el empleo de los 
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marcadores tipo SSR asociados a tres características agronómicas de interés, el grosor 

externo e interno de pulpa, el color de pulpa y el contenido de oBrix, los cuales en el 

capítulo anterior se corroboro su asociación y se le asignó una característica cualitativa a 

cada uno de ellos. 

4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1 . Material vegetal 

Se colectaron hojas de accesiones de guayaba pertenecientes a la colección ex situ 

del INIFAP colectadas en todo el país, este material se describe en el Capítulo 2, en el 

apartado 2.1 (cuadro 5). 

4.2.2. Alelotipificación con Jos marcadores mPgCJR161, 136 y 131 

La extracción de ADN se realizó mediante el kit Chargeswitch® (invitrogen) con la 

metodología antes descrita en el capítulo 2, apartado 2.3.Se amplificó el ADN de todos los 

individuos colectados con los tres cebadores SSR por separado (mPgCIR161 para color 

de pulpa blanca y menor contenido de grados brix, mPgCIR136 para individuos de menor 

grosor de pulpa externa y el mPgCIR131 para individuos con mayor grosor de pulpa 

interna), con el programa de PCR y las concentraciones descritas en el capítulo 2, 

apartado 2.2. Los fragmentos de amplificación se separaron usando una electroforesis 

capilar en el equipo ABI PRISM 31 O Genetic Analyzer (Aplied Biosistem®) y la 

visualización y clasificación por tamaño de los fragmentos de amplificación se realizó por 

medio del software GENEMARKER®. 

4.2.3. Análisis de datos 

El análisis de los datos obtenidos del software GENEMARKER® se llevó a cabo por 

medio de una matriz binaria con el software Microsoft Excel®, donde la ausencia del 

fragmento está indicada por O y la presencia por 1.Los fragmentos que no 

correspondieran al tamaño esperado o bien que la intensidad del pico fuera menor a los 

250 fueron eliminados de la matriz. Los individuos se agruparon de acuerdo a los aleles 

que presentaran a lo que se le llamo tipo alélico. El análisis para la validación se realizó 
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calculando el porcentaje de eficiencia de selección por tipo alélico obtenido, es decir para 

cada tipo alélíco obtenido qué porcentaje de individuos tienen la característica esperada 

(formula 1). 

Formula 1 

numero individuos con la característica esperada 
Eficiencia de seleccion = ( . . . ) x 100 

total de individuos con el mrsmo trpo alehco 

Este análisis se hizo para cada uno de los marcadores SSR antes mencionados. 

4.3. RESULTADOS 

4.3.1. Validación del microsatélite mPgCIR131 para individuos de menor 
grosor de pulpa interna 

Para validar la eficiencia del marcador microsatélite mPgCIR131 como herramienta 

de selección en programas de mejora en guayaba, se analizó los diferentes alelos 

amplificados y se clasificaron en tipos alélicos de acuerdo con el tamaño de los alelos que 

correspondieran al tamaño esperado (144 pb). Se identificaron tres tipos alélícos para 

este marcador, los individuos de forma homóciga para el alelo 148, los individuos en 

forma heteróiga con los alelos 141 y 148 y 146 y 151 (figura 25). 
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Figura 25. Formas alélicas obtenidas con el marcador mPgCIR131. A) 

Homócigo para el alelo 148, B) Heterócigo para los alelas 141 y 146 y C) 

Heterócigo para los alelas 148 y 151 . Electroferograma obtenido a partir de una 

electroforesis capilar en el equipo ABI PRISM 31 O Genetic Analyzer (Aplied 

Biosistem®) 

El tipo alélico que presento la mayor eficiencia de selección fue el que presenta los 

alelos 146 y 151 con un 100% de eficiencia y un grosor de pulpa promedio de 5 mm, sin 

embargo estos alelos solo están presentes en dos individuos ambos provenientes de 

Cuba, por lo que no se considera útil para selección de germoplasma mexicano, aunque 

probablemente estos alelos sean útiles para seleccionar individuos de origen cubano. El 

tipo alélico que presenta los alelos 141 y 148 tiene una eficiencia de 85%, es decir que 8 

individuos de cada 1 O que presentan este tipo alélico, corresponden a la característica 

esperada de menor grosor de pulpa interna, con un promedio de 3.84 mm, mientras que 

para el tipo alélico homocigoto 148 no se encontró ninguna relación puesto que pocos 

individuos presentan este alelo de los cuales algunos corresponden a mayor grosor y 
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otros a menor grosor de pulpa. Para corroborar si existe diferencias con respecto al grosor 

de pulpa interna entre los individuos de un tipo alélico y otro, se realizó un análisis de 

diferencias mínimas significativas, los resultados indican que no existe diferencia 

significativa entre las formas alélicas 141/146 y 148/151 pero si entre ellas dos con la 

forma alélica 148 (figura 26). Descartando el alelo 151 presente en solo en dos individuos, 

en germoplasma mexicano se podría decir que el alelo que predice la característica de 

menor grosor de pulpa es el tipo alélico 141/146. Para la selección temprana de guayaba 

mexicana se recomienda seleccionar aquellos individuos que presenten este alelo, pues 

es el que probablemente esté más asociado a esta característica, en comparación con lo 

reportado por Ritter et al (2008) que reporta que el tamaño del alelo esperado para el 

grosor de pulpa interna es de 144 pb, esta diferencia puede ser explicada debido a que 

para la elaboración del mapa de ligamiento solo se tomaron en cuenta poblaciones 

cubanas, pero a pesar de eso, la asociación al QTL que controla esta característica en 

guayaba mexicana está muy cerca del alelo esperado. 

GROSOR INTERNO DE PULPA 
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141/146 148 148/151 

Figura 26. Promedio de los grosores de pulpa interna para los distintos 

tipos alélicos. a, b, e corresponden a los tres tipos alélicos, 141/146, 148, 

148/151 respectivamente. Indican a que tipo alélico son estadísticamente 

diferentes. 

4.3.2. Validación del microsatélite mPgCIR136 para individuos de menor 
grosor de pulpa externa 

77 



Validación de los marcadores SSR como herramienta de selección temprana para 

guayaba mexicana 

Para el marcador mPgCIR136, se amplificaron dos aleles (110 y 120), los cuales se 

clasificaron en tres tipos alélicos de acuerdo con el tamaño de los aleles y la combinación 

entre ellos. Los individuos de forma homóciga para el alelo 11 O y 120 y los individuos de 

la forma heteróciga con los a lelos 110/120 (figura 27) forman los tres tipos alélico para 

este microsatélite. 
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Figura 27. Formas alélicas obtenidas con el marcador mPgCJR136. 

Electroferograma obtenido a partir de una electroforesis capilar en el equipo ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer (Aplied Biosistem®) A) Homócigo para el alelo 

11 O, 8) Homócigo para los alelas 120 y C) Heterócigo para los a lelos 11 O y 

120. 

El tipo alélico que presento la mayor eficiencia de selección fue el grupo homócigo 

para el alelo 11 O con un 1 00% de eficiencia es decir todos los individuos que presentan 

este tipo alélico, corresponden a la característica esperada de menor grosor de pulpa 

externa, de la misma manera la forma alélica heteróciga (11 O y 120) presenta el 100% de 
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eficiencia sin embargo este tipo alélico solo está presente en tres individuos, por lo que no 

es representativo para el análisis, para el tipo alélico homocigoto 120 no se encontró 

ninguna relación puesto que estos alelas no están bien representados, solo están 

presentes en 4 individuos y entre ellos no comparten ninguna característica. 

Se calculó el promedio del grosor de pulpa para cada uno de los tipos alélicos, se 

observó que para el tipo alélico 110 el promedio del grosor de pulpa es de 0.72 mm, para 

el tipo alélico 120 el promedio es de 1.3 y para la forma alélica 110/120 es de 0.90 mm. 

Para corroborar si existe diferencia entre el grosor de pulpa externa de los individuos de 

un tipo alélico y otro, se realizó un análisis de diferencias mínimas significativas, los 

resultados indican que entre las dos forma homócigas con la forma heteróciga existe una 

diferencia mínima significativa pero que no existe entre las formas alélicas 110 y 110/120, 

(figura 28) , al parecer el alelo que está prediciendo la característica de menor grosor de 

pulpa externa es el alelo 11 O, pues este tipo alélico es estadísticamente diferente con 

individuos que no presentan este alelo, mientras que cuando se compara con los 

individuos heterocigotos que comparten este alelo, no existe una diferencia significativa 

con respecto al grosor externo de pulpa, sin embargo parece haber una relación del alelo 

120 con individuos de mayor grosor de pulpa, pero habría que hacer más estudios con 

respecto a eso. Se sugiere que para la selección temprana se utilice como criterio de 

selección la presencia del alelo 11 O, que resulto estar asociado a esta característica en 

guayaba mexicana. A diferencia de lo reportado por Ritter et al. , (2008) que reporta que 

el tamaño del alelo esperado para el grosor de pulpa externo es de 120, nosotros 

encontramos que el alelo 110 es el que presenta mayor asociación, al igual que en el 

caso anterior esta diferencia puede ser explicada debido a que el mapa de ligamiento solo 

se tomaron en cuenta poblaciones cubanas que fueron cruzadas de manera controlada, 

mientras que en el caso de la mayoría las poblaciones mexicanas, estas fueron 

establecidas por semilla y no se tiene control de las cruzas, lo que incrementa la 

recombinación genética, que puede reducir la asociación del marcador separando a este 

del QTL (Longhi et al. , 2013). Sin embargo, se ha validado el uso como herramienta de 

selección el alelo 11 O para individuos de menor grosor de pulpa empleando el marcador 

tipo SSR mPgCIR136. 
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Figura 28. Promedio de los grosores de pulpa externa para los distintos 

tipos alélicos. a, b, e corresponden a los tres tipos alélicos, 11 O, 120, 110/120 

respectivamente. Indican a que tipo alélico son estadísticamente diferentes 

4.3.3. Validación del microsatélite mPgCIR161 para individuos de color de 
pulpa blanca y menor contenido de 0 8rix 

Este marcador resulto estar asociado a dos características de interés agronómico, el 

color de pulpa y el contenido de oBrix, la estrategia para validar su aplicación como 

herramienta de selección es similar a la 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, los cuales se agruparon en dos tipos alélicos 

homóciga (250 y 263) y otros dos de forma heteróciga (246/263 y 250/263) según se 

observa en la figura 29, posteriormente se evaluó el porcentaje de eficiencia de selección 

para las dos características asociadas a este marcador. 

80 



Validación de los marcadores SSR como herramienta de selección temprana para 

guayaba mexicana 

236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 

A} 

:~ 
~ ~ 

236 238 240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 260 262 264 

B} 

] 

Figura 29. Formas alélicas obtenidas con el marcador mPgCIR161. 

Electroferograma obtenido a partir de una electroforesis capilar en el equipo ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer (Apl ied Biosistem®)A) Homócigo para el alelo 

250, 8) Heterócigo para los 246 y 263, C) Heterócigo para los alelos 250 y 

263, D) Homócigo para el alelo 263. 

El análisis de eficiencia de selección por cada tipo alélico indica que el tipo alélico 

250/263, es la que presenta una mayor eficiencia para ambas características, del 69% 

para color de pulpa blanca y del 75% para individuos de menor contenido de oBrix. Para el 

resto de las formas alélicas, son pocos los individuos que presentan esos alelo y entre 

ellos no comparten el color de pulpa ni el porcentaje de oBrix, por lo que no se evaluó su 

eficiencia de selección. 

Para el color de pulpa blanca, se contabilizo el número de individuos que presentaran esta 

característica, en cada uno de los tipos alélicos y se observó que, a pesar de que la 

eficiencia de selección es relativamente baja 70%, se observa una tendencia en cuanto a 

la proporción de individuos de pulpa blanca, cuando el alelo 263 está presente, cuando no 
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está el alelo 263, la proporción de individuos de pulpa blanca es del 1-1 , para la formas 

heterócigas 246/263 y 250/263 la proporción de individuos de pulpa blanca incrementa, 

por cada individuo de pulpa rosa hay dos 2 de pulpa blanca y para la forma homóciga el 

100% de los individuos son de pulpa blanca, lo cual indica que el color de pulpa puede 

estar en función del alelo 263 (Figura 30). 
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Figura 30. Proporcion de individuos de pulpa blanca y de pulpa rosa por 

cada tipo alélico. 

Para este mismo marcador se evaluó su eficiencia de selección para menor 

contenido de 0 8rix, si bien se observó que no existe una diferencia significativa entre los 

promedios de los 0 8rix entre los diferentes tipos alélicos, al igual que para color de pulpa, 

la proporción de individuos con menor contenido de oBrix parece aumentar con la 

presencia del alelo 263 (figura 31), este alelo puede ser empleado como marcador de 

selección temprana para predecir las características de menor 0 8rix y color de pulpa 

blanca, las cuales parecen estar relacionadas, cabe mencionar que la característica de 

color de pulpa blanca no está reportada en el mapa de ligamiento de guayaba, por lo que 

se aporta una nueva característica de interés agronómico ligada al marcador mPgCIR161 . 

La diferencia en el tamaño obtenido de 263 pb con el reportado por Ritter et al. , (2008) de 

246 pb, puede ser debido al igual que en los casos anteriores a que para la elaboración 
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del mapa de ligamiento realizo en base a poblaciones cubanas, sin embargo a pesar de 

eso, el marcador conserva su asociación al QTL de grados Brix, la cual parece estar 

relacionado con el color de la pulpa. 
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Figura 31. Proporcion de individuos de menor y mayor contenido de o Brix 

por cada tipo alélico 

4.4. DISCUSIÓN 

Una estrategia para validar la eficiencia en la predicción de la característica de los 

SSR empleados, es comparar el promedio del valor de cada una de las características 

para cada uno de los tipos alélicos y así saber si existe una diferencia significativa entre 

ellos (Longhi et al. , 2013), en base a esto, se identificar aquellos alelas que estuvieran 

confiriendo la característica y con esto sugerir que alelo seria el ideal para realizar la 

selección. Al igual que lo reportado por Longhi et al., 2013, esta estrategia permitió 

descartar más del 50% de los individuos de la colección ex situ de guayaba que no 

tienen el perfil genético deseado para las tres características evaluadas, lo que para el 

productor implica un ahorro de dinero pues la población que se mantiene durante el 

proceso de mejora es menor, además, por la naturaleza codominante de los 

microsatélites, estos facilitan identificación de individuos homocigotos y heterocigotos en 

generaciones tempranas, lo que permite la obtención de líneas puras en menor tiempo, 
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pues descartas del proceso aquellas líneas que sean heterócigas desde el inicio del 

proceso de mejora, lo que por medio de la selección tradicional no se puede hacer (Zhou 

et al., 2003). 

Es muy probable que la variación en la eficiencia de selección por cada alelo 

asociado a las características obtenidas con los distintos SSR, sea debido a las distintas 

distancias del marcador con el QTL, que entre más cercano esta del QTL, mayor es la 

asociación, lo que incrementaría la eficiencia, mientras que la variación 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 característica, 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 está ligado explica el 46% de la varianza del carácter, este marcador en nuestro 

estudio presenta una eficiencia de selección 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 

característica, este marcador es el que presenta la mayor eficiencia de selección (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 patrón esperado pues el efecto del QTL 

al que está ligado es del 81%, y la eficiencia de selección es del 75% para oBrix aunque 

este resultado se puede explicar porque la distancia entre este y el QTL es la mayor 

de13.2 cM (Ritter et al., 2010), un caso similar 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 variación de la característica (Bai et al., 1999), este 

patrón 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 asociación puede ser 

explicada por que estos porcentajes de efectos sobre la característica están reportados 

para poblaciones de mapeo específicas, al estudiar genotipos diferentes aun que 

compartan gran parte de la información genética, los eventos de recombinación pudieran 

estar afectando la asociación entre los marcadores y los QTL, aunado a esto además que 

el rango del contenido de oBrix que en esas poblaciones (12°Brix) están por encima del 

promedio de nuestras accesiones (11 °Brix) (Ritter et al., 2010, Lepitre et al. , 2010) 
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entonces el rango de máximos y mínimos no es el mismo, por lo que la discriminación 

entre un individuo de alto contenido con uno de bajo contenido, depende de la población 

de estudio. Por otra parte la característica de color de pulpa no está reportada dentro de 

los QTL asociados a microsatélites del GUAVAMAP, sin embargo en investigaciones 

anteriores a esta del grupo de investigación (no publicado) se ha visto que este marcador 

es capaz de discriminar entre individuos de pulpa blanca y pulpa rosa, en base a estos 

resultados se valida el uso de este marcador para ambas características. Esta 

discrepancia entre la eficiencia de uno y otro marcador y el posible efecto del QTL en las 

poblaciones ajenas a las de mapeo, se explica debido a que en México la mayoría de los 

cultivos en sus inicios fueron obtenido por medio de cruzas no controladas (Perales et 

a/. ,2005 ), lo que esta incrementado la probabilidad de que por eventos de recombinación 

las asociaciones del marcador y el QTL se disminuyan, a causa de una probable 

separación entre el QTL de interés y el marcador, siendo que entre más cercano este el 

marcador del QTL, parece tener una mayor eficiencia de la selección (Zhou et al. , 2003), 

se espera que al tener las líneas puras, la eficiencia del marcador aumente, sucede lo 

contrario con la presencia de individuos heterócigos, la cual disminuye la eficiencia de 

selección así como la predicción de la característica (Anderson et al., 2001 ). 

Son varios los programas con avances en la obtención de mapas de ligamiento, 

algunos de ellos en melon (Cucumis me/o L) (Olivar et al., 2001); kiwi (Actinidia chinensis) 

(Testolin et al. , 2001); manzana (Malus pumila Mili (Davey et al. , 2006), pero son pocos 

los que han validado con éxito el empleo de estos marcadores en poblaciones ajenas a la 

de ligamiento, y la mayoría de estos son con respecto a resistencia por ejemplo en frijol 

para resistencia a Phaeoisaripsis griseo/a y Colletotrichum /indemuthianum (Namayanja et 

al., 2006; Nayibe et a/2007), en papa para resistencia al virus PVY (Ottoman et al. , 2009). 

Son pocos en los que se ha validado el empleo de marcadores para características 

cuantitativas como tamaño y forma, suavidad, textura, contenido de azucares del fruto, 

destacan papaya (Bias et al., 2011 ), papa (Lili et al., 2013) y manzana (Longhi et al. , 

2013), que ha permitido establecer con éxito programas de mejora. La importancia de 

esta estrategia es que por medio de la selección temprana permitirá la obtención de líneas 

puras en menos tiempo, además de reducir los costos de mantener elevado número de 

individuos durante el experimento, la aplicación de esta estrategia además se puede usar, 

para obtener frutos de características deseadas y satisfacer las necesidades del 
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productor, industria y consumidor, que a pesar de que esto se ha realizado tiempo atrás, 

el proceso tradicional por lo general lleva de entre 1 O y 15 años (Lili et al., 2013; Darwin et 

al.,2009; Milbourne et al. , 2007; Barr et al. , 2000) mientras que empleando esta estrategia 

se pueden observar los resultados en el tercer o cuarto año (Masuelli, 1999), lo que en el 

caso de guayaba significa poder obtener fenotipos deseables en cuanto a las 

características de pulpa blanca, menor grosor interno y externo de pulpa y contenido de 

grados brix, para las cuales se validó el empleo de 4 marcadores para la selección 

temprana de individuos con estas características, aunado a esto la posibilidad de usar 

más de un marcador al mismo tiempo permite mejorar varias características en un solo 

proceso de mejora. 
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La selección fenotípica en algunas especies frutales como en guayabo se ha 

desarrollado por mucho tiempo, tanto que agricultores experimentados conocen la 

relación entre un carácter fenotípico como por ejemplo el tamaño de la hoja con el tamaño 

del fruto, en base a este conocimiento seleccionan a los individuos de acuerdo al tamaño 

de hoja, esperando que tenga la característica relacionada deseada, sin embargo este 

tipo de marcador varía según la población, lugar de cultivo e incluso con el clima por lo 

que no es aplicable para todos los casos (Kephart, 1990). Se ha investigado sobre nuevas 

estrategias para mejorar el proceso de selección, con el advenimiento de marcadores de 

ADN que en su mayoría son secuencias que no se expresan, se ha podido "marcar'' 

genes, con base en la asociación del marcador al gen de interés, la cual está 

determinada por la cercanía del marcador con este (Tuvesson et al., 2009; Collard, 2005; 

Salas et al., 2014). La aplicación de marcadores moleculares como herramienta de 

selección (MAS) se considera una herramienta adicional muy útil para programas de 

mejora, una de las ventajas de aplicar MAS, es que permite conocer previamente el pool

genético, además que al realizar la selección de individuos con el genotipo deseado, 

existe la posibilidad de poder piramidar varios genes y se disminuye el número de 

individuos que avanza en cada ciclo de mejora, reduciendo así el tamaño del 

experimento, lo cual hace que el proceso de mejora sea más eficiente (Lammert et al, 

201 O; Dwivedi et al. , 2007; Clegg et al., 2004). Una de las principales limitantes de la 

selección por marcadores moleculares es la extracción de ADN en grandes número de 

individuos, sin embargo el desarrollo de nuevas técnicas de extracción de ADN de alta 

eficiencia y rapidez ha permitido el empleo de marcadores moleculares en programas de 

mejora, los cuales han tenido resultados satisfactorios, lo que ha convencido a 

mejorado res en emplear MAS para sus plantaciones (Lammerts et al. , 201 0) 

Las características morfoagronomicas de interés para el mejoramiento como: tamaño 

de fruto, color del fruto, textura del fruto, contenido de solidos solubles, etc. Son 

generalmente controladas por más de un gen, los cuales cada uno de ellos tiene una 

contribución al valor fenotípico final , lo que se conoce como QTL (Ochieng et al., 2007; 

Valdés-lnfante, 2012), la asociación de un marcador a estos QTL puede llegar a tener un 
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gran impacto en especies frutales, pues al aplicar estos marcadores como criterio de 

selección temprana se evita esperar la obtención y maduración del fruto para realizar la 

selección (Sánchez-Pérez et al. , 2004). 

El guayabo (Psidium guajava L.) , es una de las especies de las Myrtaceae más 

cultivadas en el mundo (Nakasone y Paull, 1998), el interés general de mejoramiento es 

sobre la fruta, la que tiene una gran importancia económica para países como India, 

China, Estados Unidos de América, Cuba y México (Tate, 2000). La guayaba es popular 

debido a su aroma, sabor y propiedades nutricionales (Varmundy, 2013), algunas de las 

características de interés de mejora son: el tamaño del fruto , el grosor de la pulpa, el 

número de solidos solubles, el contenido de vitamina C y el color de la pulpa. Para estas 

características se identificaron 50QTL en estudios previos, los cuales fueron asociados a 

marcadores del tipo SSR y AFLPs (Valdés-lnfante, 2009; Rodríguez, 2005; Valdés-lnfante 

et al., 2003). 

Los marcadores microsatélites (SSR), se definen como secuencias simples repetidas 

de di o tri nucleótidos, son de los más empleados como marcadores de selección, 

principalmente por su característica de ser codominante, lo que permite la identificación 

de individuos homócigos y heterócigos. Estos marcadores han tenido un fuerte impacto en 

los programas de mejoramiento por MAS, posiblemente a que la aplicación y visualización 

de estos es de las más sencillas con respecto al resto de los marcadores empleados para 

el mapeo de ligamiento a QTL (Abdei-Mawood , 2012; Ribaut et al., 2010; Bernardo, 

2008), en base a esto, se decidió seleccionar los microsatélites asociados a QTL para 

características de fruto previamente descritos (Valdés- Infante et al. , 2012; Risterucci et 

al., 201 O; Valdés-lnfante, 2009;Valdés-lnfante et al., 2007; Risterucci et al. , 2005) y 

evaluar su aplicación en el germoplasma mexicano. Los microsatélites que se 

seleccionaron son los siguientes: para oBrix mPgCIR161 y mPgCIR254; para color de 

pulpa mPgCIR199, mPgCIR137, mPgCIR161; para grosor externo de pulpa mPgCIR020, 

mPgCIR136, mPgCIR243, mPgCIR284; para grosor interno de pulpa mPgCIR131 y 

mPgCIR243; para el número de semillas mPgCIR243, mPgCIR034, mPgCIR161 , 

mPgCIR208; para vitamina e mPgCIR007, mPgCIR094, mPgCIR208 y por ultimo para el 

índice de madurez el mPgCIR288. De los cuales 4 marcadores resultaron ser útiles como 

criterio de selección temprana en guayaba mexicana, el mPgCIR161 para las 
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características de menor contenido de oBrix e individuos de color de pulpa blanca, el 

mPgCIR136 para menor grosor de pulpa externa, el mPgCIR131 para individuos con 

menor grosor de pulpa interna y posiblemente también el mPgCIR007 para individuos con 

mayor contenido de vitamina C. 

En general un programa de mejora consiste en un proceso cíclico, en el cual en cada 

ciclo se evalúan los individuos de una población determinada y como resultado de esta 

evaluación se descartan aquellos que no sean deseables y se seleccionan los que tengan 

las características de interés para luego ser cruzados entre sí y dar inicio a un nuevo ciclo 

(Sala et al., 2001 ). La aplicación de los marcadores SSR, seleccionados para 

características de fruto en guayaba mexicana, al ser empleados como criterio de 

selección en un programa de mejora permite ofrecer una herramienta capaz de 

seleccionar individuos de manera temprana, lo que ayudaría a reducir el número de 

individuos que se mantiene en cada ciclo y obtener los genotipos deseados con mayor 

rapidez, se ha reportado que empleando esta estrategia se ha reducido en un 50% el 

número de generaciones necesarias para obtener las nuevas variedades mejoradas (Sala 

et al., 2001 ). Una de las posibles estrategias para aplicar en guayaba, puede ser la 

retrocruzas asistidas por marcadores moleculares, en la cual la selección en una primera 

etapa de los parentales con características fenotípicas deseables se complementa con 

una caracterización genotípica con los marcadores SSR, seguido de la selección por 

marcadores de la progenie con el genotipo esperado para la cruza con el padre 

recurrente, ya sea haciendo este proceso para una sola característica empleando solo un 

marcador o para varias características usando diferentes marcadores asociados a cada 

una de ellas. 

Se reporta que MAS tiene mayor eficiencia que la selección fenotípica tradicional 

(Edwards y Page 1994; Lande y Thompson, 1990), sin embargo existe una discrepancia 

con respecto a esto, puesto que hay estudios en los que tomando en cuenta criterios 

como el tiempo, costo, y beneficio, la eficiencia de la selección fenotípica es mayor que la 

selección asistida (Davies et al. , 2006; Hoeck et al., 2004) en otros casos, no hay 

diferencia de emplear una u otra estrategia (Moreau et al. , 2004; Stromberg et al., 1994), 

aun que es importante destacar que la mayoría de estos casos son para especies de ciclo 

corto y ninguno para frutales. En los pocos casos que se han reportado la aplicación de la 
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selección asistida por marcadores en especies frutales se recomienda el uso de estos 

marcadores para la selección y no las características fenotípicas, aunque no se han 

realizado estudios de comparación con respecto al tiempo de respuesta o costo beneficio 

entre un tipo de selección y otra (Longhi et al., 2013; Ge et al. , 2012; Bias et al 2011; 

Oliveira et al. , 2010; Darwin et al. , 2009). Cabe mencionar que además del tipo de cultivo, 

es de vital importancia seleccionar marcadores que estén estrechamente ligados a los 

QTL, pues se sabe que esto incrementa la eficiencia de selección, para el caso de 

frutales, esto permitirá realizar una selección temprana, lo que por selección fenotípica no 

se puede. Aunque aplicando en conjunto ambas estrategias se puede obtener mejores 

resultados (Luttikholt, 2009), al menos en etapas tempranas del proceso de mejora, 

cuando es necesario tener bien caracterizados fenotípicamente y correlacionar la 

información fenotípica y genotípica, una vez que el programa ya esté bien establecido, las 

futuras selecciones ya se pueden llevar acabo por marcadores moleculares, por lo que 

para un programa futuro de mejoramiento en guayaba mexicana se sugiere: 
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• Disponibilidad de germoplasma con amplia base genética (colectas, 

introducciones, segregantes de polinización abierta) en una colección ex sítu. 

• Caracterización físico-química del germoplasma. 

• Selección de individuos que tengan las características fenotípicas deseadas 

(menor grosor interno de pulpa, mayor grosor externo de pulpa, color de pulpa 

blanca, contenido de 0 8rix) 

• Caracterización molecular de estos individuos con los microsatélites asociados 

a dichas características (mPgCIR131, mPgCIR136, mPgCIR162) 

• Programa de cruzamientos y obtención de la progenie (F1) y selección del 

genotipo deseable por SSR. 

• Realizar las retrocruzas con los individuos seleccionados y obtención de la 

poblacion F2, selección de genotipo deseable por SSR. 

• Al final del proceso de mejora realizar una validación comparando el genotipo 
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deseado con el fenotipo esperado, para comprobar la eficacia de MAS. 

En la figura 32 se muestra un esquema sugerido para la aplicación de MAS 

para la obtención de nuevas variedades para un programa de mejoramiento 

dentro de la colección ex situ deiiNIFAP. 

5.1. CONCLUSIONES 

• Cuatro marcadores SSR asociados a QTLS, fueron seleccionados por conservar 

su asociación a las características de 0 8rix, grosor externo e interno de pulpa y 

color de pulpa, aun en poblaciones fuera de las de mapeo. 

• La eficiencia de selección para el marcador mPgCIR161 asociado a menor 

contenido de grados Brix y color de pulpa blanca es de 75% y 69% 

respectivamente; para el marcador mPgCIR136 asociado a menor grosor externo 

de pulpa la eficiencia fue de 100%; en el caso del mPfCIR131 asociado a menor 

grosor interno de pulpa es de 85%. Lo que indica que pueden ser empleados 

como criterios de selección en programas de mejora para guayaba mexicana. 

5.2. PERSPECTIVAS 

La validación de la aplicación de los SSR asociados a características de interés en 

Guayaba Mexicana como marcadores de selección, podría permitir el desarrollo de 

un programa de mejoramiento basado en MAS. 

Reducción del número de generaciones para la estabilización de los genotipos 

generados. 

Aprovechamiento de la variabilidad genotípica de la Guayaba Mexicana. 

93 



CAP[TULO V 

94 

Colecta e introducción de gerrnoplasma 

¡ 
Establecimiento de colecciones de ex 

situ 
(Amplia base genética) 

Caracterización fisico • qulmica 

! 

Selecélón de progenitores 00t1 el 
fenotipo deseado 

Progenttor 1 

X 
Progenttor 2 

Atto 'Brix • Mayor grosor Bajo 'Brix • Menor grosor 
Interno • Mayor COtltenido de interno • Menor contenido de 

semülas semillas 

¡ ! 

Caracterización genotípica SSR Caracterización genotípica SSR 
mPgCIR131, mPgCIR136, mPgCIR131, mPgCIR136, 

mPgCtR161 mPgCIR161 

¡ ! 
Seleccióo por presencia u ausencia de Selección por presencia u ausencia de 

los aletos esperados los aletos esperados 
mPgCIR161:-263 rnPgCIR161: +263 
mPgCIR136: +120 mPgCIR136: +110 
mPgCIR131: -141 mPgCIR131 : +141 

1 R 
1 e Progerje {F1) 
1 t 
1 r 
1 o MA'l 
1 
1 e 

+ 1 r 
1 u Selección de genotipos con el fenotipo 1 

\ 
z deseado 
a L____ mPgCIR161; -263 

1 
1 mPgCIR136: +110 
1 mPgCIR131 : +141 
1 
1 
1 

~- - ------------{ Progerje (F2) 

! 
MA'l 

Selección de genotipos con el fenotipo 
deseado (Alto 'Bríx • Menor grosor 

interno y menor COtltenido de semillas) 

~de las vaiedadescoo las Vailad6n de kls ~ fenálpl::as 1 

~deseOOas esperadlasde~al~ 
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ANEXOS 

ANEXO l. Mapas de ligamiento para las tres poblaciones de mapeo. 

Lg:1 

99.4-

11/W 
104.3 

106 •. 9 
114..9 
119.3 
120.4 
124.4 
128.1 
128.9 
132.2) 
134.4 
13ó.6 

:~:: 7 

mPgCJR018 
mPgC/R316 

16314 
3316 
mPgCIRH9 
511 ' 

~ 

3'21!? 
1s412 
16811 

mPgO/R209 
15617 
1731!5 
16613 
18917 
43fl 
11/o · 
2515 
46/5 
188/1 
47113 
19211 
1011 
2911 
29>2. 

312 

16tÍ2 

1~ 
1812 

il4616 
,lmPgCJR111 

183/14 
.J(l/16 
mPgCIR031 
2(111 
172112 
14818 
2115 
16912 
37/12 
mPgCIR242 
mPgCIR192 
mPgCIR326 
16~ 
16M/ 
13/t't 
33/9 
4218 
.39/6 
mPgCIR005 
mPgCJR419 

Lg:2 

0.0 

11,? 

10.9 

15.9 
20.2 
21.8 

22.1 
25.1 

28.9 

1~ 

3312 
mPg!:;IR1~· 
~ 
17/10 . 
mP!/CJR212 

· mPiiJCIR233 
148112 
17715 ' 

~~ 4418 ' 
18415 
6f7.,. 
~ 
mPgCJR245 
1(114 • ' 
mPiiJCIRD!ÍB·. 
118 
183110 
1916 
27113 
2213 
mPgCIR032' 
15815 
fW; 
189/14 
mPgCIR247' 

mPgCIR034 

3518 

~gCIR251 
35111 

mPgC1f!161 

1919 
37/8 
mPgCIR334-

mPgCJR1T1 
mPgCIROOT 
4212 

· mPgCIR420 

14,415~ 

Lg:3 

1113 

15718 
• ' 300 

51!5 
'J§l!L. 

16QI2 

' 161111 
16BIS 

177110 
189/13 
441& 
15112 
~5813 
~ 
2413 
2!J(f 
2Mi 

51,8. · 
!J/4 
2111 

53.8 ':H/14 
_56.8 28.13 

2& 

5.8-.2 
mPgCIR046 
mPgCIR200 
,13.8120 

62.1 
2518 
mPgCIR13T 

66.2 ·mPgCIR406 
68;6 4012 
71 .2 15016 
76.2 mPgCJR448 
92.2 mPgCIR422 
94..4' 1~711 
97.7 mPgCJR188 
99.1 2012 

100.8 47n 
105.7 23/1 
108.0 ·164Í3 
110.7 13.;'5 
1'12.2 17114 
116.4 , 15913 
123.4 mPgC/R186 
125.8 16416 

1 3ó.2 
mPgCIR150 
mPgCJR277 

144.2 4'7112 

15~.8 18314 
.lm. 
31111 

159.1 119 
162.2 mPgCJR18:i ' 
165.1 '.;'¡-kctR_1fl9 
165.7 

CAPITULO V 

Lg:4 

148114 

mPgCIR139 
4318 

13:1 
18318 ' 
mPgCIR03!¡· 

24.0 2414 
26.5 47/8 
31.4 1551'9 
36.6 1~518 

718 
43.3 4016 
51.1 141/12 
52.9 15919 

55;~ 
37113 
18414-

59.8 16318 
6.3.0 1312_ 

·· 65.3 26/T 
07.6 34/8 
71 .8 14916 
73.6 7¡2 
75.5 1015 
79;4. mPgC/R042 

2W10, 
2613 
2712 
27~ 
3818 
(Jrf 
1212 
146110 
174110 
16116 
mPgC/R437 
178/3 
172J7 
mPgCIR426 
1013 
mPgCJR341 · 

1 .3213 

105, 6 . 
1319 
167/3 

107.5 ~ 
108.4 167115 
110.3 17612 
112.3 ·18812 · 
122.6 mPgCIR255 

~ 
14516 
1~ 

131.7 18315 
140.2 1~916 
146.1 1918 } 

147.2 3ft10 
149.7 8/10 
150.7 18716 

160.7 ~ 4BJ6 > 
164.9 1713 
166.8 ·17/!S' 
169.1 mPgCIR378 
178.6 mPgCIR094 
181 .6 11/9 
189.8 mPgCIR237 
190.9 17818 
200.1 17918 

99 



CAPITULO V 

Lg:5 Lg:6 Lg:7 Lg:8 

.44/1 0 .0 mPgC/R216 11/1 
0 .0 mPgCIR284 

2812 
2914 8 . 1 38111 7 .7 13/6 
.42& 
mPgCIR01.5 10.8 

17615 9 .9 mPgCIR020 
mPgCIR39~ 

'20 .1 1'1917 19.3 4311 
16.9 mPg<;IR208 
20. 1 mPgCIR163 

167114 
23A mPgCIR201 

716 !:1§. 
167112 33.0 17912 
18717 33.9 !i§. 
1912 36/2 
~ 34.4 169/1 

411 

18012· 3.7.4 180/1 W2. 
17212 41 .1 168/6 45.0 

27/6 

179/5 27112 
3313 

141/4 
44.1 4419 !12. 

17717 ~3. 1 mPgCIR377 
51.3' m~g!;JB!!:M 

34111 5,9.8 18311 
mPgCIR176 

f 15/.S 
.56.8 15314 

mPgCIR105 67 .9 mPgCIR298 58.6 161i 4 

mPgCIR350 73.7 15315 59.0 186/2 

18~4 74.0 mPgC/R153 67.7 172111 

189r1 77,0 34112 69. 2 14816 

mPgCIR099 78 .. 7 912 69.8 17815 

42/:j 2614 1718 

188/13 

615 J 
217 80. 1 

1§lZ 

rB/6 
3!511'0 mll 

30r14: 41/8 3317 

33/1 
4119 

311 129/6 9.5.7 31112 
93.7 17413 

1817 65.2 314 97.2 48/10 
96.2 176/4 

mPgCIR414 87 .5 19/4 99.4 22/:j 
99.3 mPgCIR198 

.lllL 88 .6 17/2 1 02.9 16711 
99 .4 186/10 

m. 93.3 mPgCIR243 105.9 mPgCIR249-A 

35/6 101.6 
§(.;! 111 .3 

mPgCJR089 170/7 
35(7 111.2 17916 

mPgCJR166 108.3 mPgCfR160 1 14.9 '148115 

U1 
119.9 ~ 12 1.0 18817 

3111 125.2 16011 12 4 :7 1!18 
mPgCIR256 
1415 

130.4 161/!S '12 9 .4 1'4418 

18512 
134.2 mPgCIR446 
139.8 45114 

16813 

j~ 147.0 
14/4 

-144.9 mPgC/R101 118 37/4 

147.2 mPgCIR339 !V:! 
mPgCIR041 17411 

•151.4 mPgCIR285 153:..? .H!I 151 .8 :ll1L 2118 

153.5 ~ 
20/4 152.5 1913 3114 

mPgCIR28B 155.9 149/ 10 154.3 192/2 3318 

162.8 mPgCIR404 161.0 218 

2015 1 62.8 
3416 

163.9 2SH.L 
165.4 16213 

2117 
167.& 

160/6 

170.3 4!5113 

4413 

171.7 2016 175.4 
512 

.lllll 176.8 

2.!12 

HLB 167/10 

§& 

16/4 1!!2.1 
mPgCIR405 

177.4 .!§§_ 169.1 
186.2 11/10 
1&7.8 mPgCIR030 
194.1 mPgC/R17B 195.6 198.6 

200.1 
205.6 167/1 
207.1 7/4 2or.2 

213.1 

2p. s 26/9 
16617 224 .. 3 

232.5 mPgCIR235 

100 



CAPITULO V 

Lg:9 

6] 
9.8 

17 . .5' 

~,:1 
'\158 .7" 
72'o 

/ 'f''T9fl 
triPgCJR:140 

114 
mPgCJR165 
mPgCI'R250 
47/9 
115 
3016 
8/6 

30113 

l. ~~:~1' 
·17018 
3014 

1
20/9 
mPg.CIR025 
mPgCJR274' 
mPg.CIR220 ' 

l•f /7 
mPgCJR228 

1
mPgCIR107 
mPgCIR409, 

' .J:Ql1Q 1:)4/:5 
154.16 
16312 
190/4 
171/2 
181:5 
81!1 
mPgG,JR265· 

l~g~ ~-

1169/1 

\~~'Jn 
17~ 

Lg:10 

40.8 
, 4~7~ 
44.1 
5 •1.1 ' . 
552;1 
59.0 
66.7 
68.0 
68..2 

· 70.8. 

73.0 
79.6 
81.6 . 
83.8 
85.0 . 
87.3 
91.2 , 
94.5 
96.2 
98.9 

-100.6 

1 6918 
17416 
817 
186/12 
2/4 
14:)11 
1W,11 Jf 

'mPgCIR1'46 
' 15812 

16817 
-(6/1 

,,26/1 
r.z~ 

27111 
16/.3 
40/4 

13413 , 
1 mPgCIFi257 
mPgCIR2~4 
mPgCIR3S3 
mPgCIR143;, 
31/-(5 
35/f}-
1714 
mPgCIR019 
3211 
mPgCIR352 
30/ 1 
161113 
39/7 
17117 

mPgCIR093 
170/9 
37111 
171/9 
148r.3 
1 6013 
15911 
172/4 
177/3 

1'87/4 
4617 
43/fO 
~:;gciR141 

1416 
'•3/:J 
13/1 
mPgCIR177 
32/B 
mPgCIR110 
mPgCIR:fl5 
4512 
14.319 
3011i5 
188i9 

'. mPgCIR022 
mPgCIR236 
146/1 
34/10 

1 38/4 
183/t2 

Lg:11 

143.0 
146..2 
148.2 -

16817 
~ 
mPgCIR146 
2/4 
~ 

~:~1 
817 
169/8 
17416 
m 
mPgCIR139; 
2l2 
4I/1 

,. 4:5/11 
14914 

1:813 

18311~ 

,37/6 

913 

Mapa de ligamiento integrado para la cruza Enana Roja X N6 

(MP1 ). Los SSR se muestran en negritas. Fragmentos en común se 

muestran subrayados. Los Fragmentos de AFLP son indicados con 

números (http://www.neiker.net/neiker/guavamap/). 
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Mapa de ligamiento de la cruza: Enana X Suprema Roja (MP2). Los 

fragmentos en común se muestran subrayados. Los fragmentos de AFLP son 

indicados por números, SSR son indicados con su nombre seguido del 

correspondiente tamaño de fragmento. Los QTL detectados son integrados al 

mapa. Son indicados por el prefijo "q" y están indicados en negritas y 

subrayados (http://www. neiker. net/neiker/guavamap/}. 
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59/2 105,6 41.9 108,4 w 102,7 24'5 103,4 ~ 

110,7 2513 111 ,9 108,5 87/12 106 ,4 56/1 
113,1 1M 113,6 giiCc ~ 107 ¡3 65/25 

1314 114,7 ~ 117,3 100/4 5.41:!! 
235 122,1 ~ 

7214 

iñPg Cl R91_1 122,2 54125 mPgCIR104_Z 125,1 

3116 127 ,4 45121 128,4 23'2 
132,1 

~ 
134,9 1&'1 

lllf3l mPgCRJO_Z 133,9 1B/12 137,7 140,5 
141 p 141,9 4511 ñ~ Jlillil 1420 

2411 
3714 

112 
154,7 mPgCIR99_2 

157,9 7313 158,7 
162,7 10Í/6 

1311 1212 170,8 23'3 

16110 

Mapa de ligamiento de la cruza: Enana x Belic L-207 (MP3). Se subrayan 

los fragmentos en común, los fragmentos de AFLP y SSR son indicados por su 

nombre seguido por el tamaño de fragmento esperado. Los QTL detectados son 

integrados al mapa. Son indicados por el prefijo "q" y están indicados en 

negritas y subrayados (http://www.neiker.net/neiker/guavamap/) . 
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ANEXO 11. 

Características identificadas en las poblaciones de mapeo MP1, MP2 y MP3 y los 

parentales (http://www.neiker.net/neiker/guavamap/). 

MP: población de mapeo 

lnd: Individuos 

ERC: Enana Roja Cubana 

SR: Suprema Roja 

ve TS 
LL LW FL FW PE PI ws 

AC WF (m g/ S MI HP PR CP 
(m (m (m (m (m (m SN (mg 

(%) (g) 100 •a (%) (m) (kg) (kg) 
m) m) m) m) m) m) ) 

g) X 

MP1 

Mea 139. 0.2 173. 12 45. 284. 0.01 202. 
65.8 69.3 67.4 13.4 39.1 99.3 3.7 79.3 

n 7 8 7 7 7 2 2 8 

110. 0.1 115. 25. 101 . 0.00 
M in 52.2 58.8 59.6 0.7 33.5 41 .7 8.3 2.2 7.7 73.7 

6 4 3 6 7 

254. 0.4 245. 200. 18. 73. 486. 0.02 268. 446. 
Max 81.7 85.4 76.7 17.9 47.5 4.8 

5 7 o 6 3 8 2 4 

22. 14. 21. 13. 
cv 13.2 10.2 9.7 6.3 16.9 6.6 19.8 30.1 26.5 20.2 51 .8 32.1 

1 4 4 9 

MP2 
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Mea 133. 0.3 183. 169. 11 . 40. 236. 0.01 172. 
61 .3 72.9 67.7 14.0 38.0 3.7 68.5 

n 6 6 5 4 7 3 3 2 

103. 0.1 115. 0.00 
M in 44.7 57.5 55.6 10.8 28.3 43.7 7.8 6.4 57.5 2.3 10.7 42.0 o 8 5 8 

163. 0.9 255. 687. 16. 68. 385. 0.02 186. 324. 
Max 76.0 95.0 77.9 17.9 43.2 4.7 

9 3 o 4 1 7 o 8 

33. 15. 24. 10. 
cv 837 13.3 11.0 7.1 12.6 10.1 20.0 53.9 27.1 22.1 44.2 30.4 

7 o 6 3 

MP3 

Mea 133. 0.3 162. 173. 12. 37. 225. 0.01 130. 
58.5 74.2 63.3 12.9 36.1 3.6 65.3 

n 4 6 9 o o 5 9 2 4 

113. 0.1 15. 104. 0.00 
M in 45.4 54.4 52.4 8.6 26.1 82.9 38.5 8.1 2.5 16.7 48.4 

4 9 7 4 1 

167. 0.7 249. 423. 16. 69. 367. 0.01 146. 247. 
Max 96.3 92 .5 76.8 17.2 46.3 4.3 

8 2 8 3 6 6 o 7 o 2 

33. 15. 24. 10. 
cv 8.7 13.3 11 .0 7.1 12.6 10.1 20.0 53.9 27.1 22.1 44.2 30.4 

7 o 6 3 

lnd. 

111 . 0.1 226. 11 . 68. 286. 0.02 194. 
ERC 50.2 84.5 72.1 14.9 42.6 78.5 2.8 97.3 

o 5 4 9 3 o 6 1 

N6 59.0 58.1 63.7 11 .6 38.8 66.7 4.0 91 .7 
180. 119. 0.1 126. 12. 56. 254. 0.01 
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o 

137. 
SR 

1 

Beli 132. 

e 6 

Ll = leaf reíigiti 
LW = leal width 

59.4 

64.3 

o 

0.2 
73.0 67.2 

1 

60. 
73.2 60.2 

2 

FL = fruit length 
FW = fruit width 

14.5 

0.17 

SN = seed number WF = average fruit weight 
WS =average seed weight HP = Plant height 

108 

3 4 

185. 171 . 12. 70. 
38.2 

o 1 9 1 

173. 61 . 
12.5 35.3 8.9 

o 8 

PE =externa! pulp.thickness 
PI = interna! pulp thickness 
Ae = acidity 
TSS =total soluble solids IBrix) 

2 

219. 

2 

154. 

9 

7 o 

0.03 194. 
3.8 99.0 

4 8 

0.01 138. 240. 
3.5 

5 o o 

ve-= Vitarñirí" e eontents 
MI = maturity index 
PR = yield 2007per tree 
CP = cumulative yield per 
tree 


