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RESUMEN

RESUMEN.

Introduccion. ElI gran numero de habitantes en el mundo que utilizan a las plantas
medicinales como recurso para solucionar sus problemas de salud, atrae la atencion
de instancias gubernamentales e internacionales que establecen métodos de control
de calidad para garantizar su seguridad y eficacia. Los documentos oficiales
reconocen como pruebas de autenticidad, a las de identificacion taxonomica y de
compuestos quimicos que son caracteristicos de la especie; sin embargo, en afnos
recientes se estan empleando marcadores de ADN para la identificacion de la
especie y discriminacion de adulterantes. Entre los marcadores de ADN se
encuentran los del tipo RAPD, RFLP, AFLP, secuencia especifica y microsatelital. La
hoja de guayaba (Psidium guajava L.) ampliamente cultivada en México, se utiliza
popularmente en el tratamiento de trastornos estomacales y estudios clinicos
recientes demuestran su eficacia en el tratamiento del sindrome de colon irritable.

Planteamiento del problema. Debido a la escasa informacion genética existente de P.

guajava, el presente trabajo se enfoco en la obtencion de marcadores genéticos que
se relacionen con la acumulacién de quercetina y permitan la autentificacion de la
especie, como una herramienta en el control de calidad en el desarrollo de
fitofarmacos. Hipotesis. Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de
P. guajava cultivados en diferentes estados de la Republica Mexicana estan
asociadas a la acumulacion de flavonoides mientras que las regiones conservadas lo
estan con la identificacion de la especie. Obijetivos. a) Caracterizar las variaciones u
homologias de secuencia en segmentos tipo RAPD provenientes del ADN gendmico

de P. guajava L.; b) Obtener la distribucién de la frecuencia alélica de diferentes
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muestras de P. guajava L. a partir de la construccion de una biblioteca gendmica de

loci microsatélite de la clase dinucledtida. Materiales y Métodos. Retofios limpios se

colectaron en 40 arboles en cuatro estados de la Republica Mexicana. ElI material
vegetal se proceso para obtener por un lado un extracto metandlico hidrolizado para
la cuantificacion de quercetina por HPLC usando columnas RP-18 y un detector
PDA, y por otro lado se obtuvo ADN gendmico. En éste se amplificaron regiones
aleatorias tipo RAPD con seis oligonucleétidos de 10-mer (Amersham Bioscience,
UK), y por otra parte se fraccion6 con enzimas de restriccion de acuerdo a lo
informado previamente. Los amplificados aleatorios RAPD se analizaron vy
correlacionaron con la acumulacion de quercetina total, mientras que los fragmentos
RFLP se hibridaron con sondas (GT)+s biotiniladas, para capturar fragmentos con
secuencias dinucledtidas repetidas. Las bibliotecas tipo RAPD y microsatelitales, se
clonaron, secuenciaron, analizaron y de acuerdo con esto se disefiaron
oligonucledtidos especificos. Los marcadores de ADN seleccionados se utilizaron en
la autentificacion de la especie y discriminacion con otras plantas morfolégicamente
semejantes. Resultados. Los estados seleccionados producen el 84% de la guayaba
que se cultiva en México. Las muestras de Aguascalientes mostraron la mayor
acumulacion de quercetina total en primavera, pero en el estado de México se
encontrd un arbol con la mayor acumulacion de quercetina total. Las otras muestras
de los estados de Querétaro y Michoacan tuvieron valores inferiores. En el
amplificado aleatorio RAPD se usaron seis oligonucleétidos para generar 91
amplificados con una homologia entre 74 y 100% entre los individuos. El

oligonucledtido 1 generd dos amplificados polimérficos de 560 y 610pb diferenciando
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los patrones de bandeo 1a, 1b y 1c; el 2 mostré un amplificado polimorfico de 370pb
con lo que se diferenciaron los patrones 2a y 2b; el 3 di6 un amplificado polimorfico
de 690pb que distingue los patrones 3a y 3b; el 4 gener6 dos amplificados
polimorficos de 460 y 480pb diferenciando los patrones de bandeo 4a, 4b y 4c, y los
oligonucledtidos 5 y 6 mostraron un solo patrén de bandeo cada uno. El aumento en
la acumulacidn de quercetina se correlaciona con la presencia de los patrones de
bandeo 1a y 2a con 4c. De las bibliotecas se obtuvieron 36 secuencias; 5 de ellas
con microsatélites dinucledtidos; una similar en un 91% a Arabidopsis thaliana y se
logré disenar oligonucledtidos especificos para 22 secuencias de P. guajava. Se
establecieron las condiciones de amplificacion para 11 secuencias usando 10 ng de
ADN gendmico y 1 mM MgCl; o para 12 secuencias usando 5 ng de ADN genémico y
1.5 mM MgCl,. Cinco de las secuencias seleccionadas fueron exclusivas para P.

guajava. Conclusiones. ElI marcador quimico de quercetina, permitié identificar a los

individuos del estado de Aguascalientes en primavera como los de mayor
acumulacion de quercetina. Los marcadores genéticos tipo RAPD 1a y 2a con 4c se
correlacionan con un aumento de quercetina con un valor LoD de 9.498 (p<0.05). En
la autentificacion de la especie los marcadores 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 y 5.5 fueron
especificos para P. guajava, permitiendo discriminar la guayaba de otros individuos

taxondmicamente similares de la familia Mirtacea.



ABSTRACT

ABSTRACT.

Introduction. People around the world use medicinal plants to attend their health
problems so government and international institutions are now taking attention in
quality control methods to guarantee the security and efficiency of plant drug material,
avoiding the incorporation of related species that lack the active compound or
intrinsically have inhibitory compounds. Official guidelines recognize taxonomic
identification and chemical fingerprinting with authenticity tests; however RAPD,
RFLP, AFLP, specific-sequence and microsatellital DNA markers are used on species
identification and adulterant discrimination in basic preparative research projects.
Guava (Psidium guajava L.) leaf is an extensive crop in México and it is used in
abdominal disorders, and recently in the treatment of irritable bowel syndrome.
Justification. Due to limited genetic information of P. guajava, the purpose of this work
was to identify genetic markers related to quercetin accumulation and that allow the
authentication of this species to be used in the development of phytodrugs, as a tool
of quality control. Hypothesis. Some genetic variations between individuals of P.
guajava cultivated in different states from Mexico are associated with a variation in
the accumulation of flavonoids while conserved regions are associated with the
identification of the species. Objectives. a) To characterize varieties or homologies in

RAPD fragments sequences from P. guajava DNA; b) To obtain a dinucleotide

microsatellite genomic library from P. guajava L. Material and methods. Young clean
leaves of 40 trees where collected from four Mexican states and processed for DNA
genomic and quercetin extraction. The raw material was used to obtain a methanolic

hydrolyzed extract for quercetin quantification by the HPLC technique using RP-18
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columns and a PDA detector. On the other hand, it was used for DNA extraction,
amplification of random DNA regions by the RAPD technique using 10-mer primers,
and to obtain DNA fragments with restriction enzymes. RAPD analysis was correlated
with high quercetin accumulation. RFLP fragments were hybridized with biotilinated
tandem sequences. RAPD and microsatellites library were cloned, sequenced,
analyzed and specific primers were designed. DNA markers were used in
authentication and discrimination from other morphologically alike species. Results.
Selected states account for 84% of the guava fruit production in Mexico. Spring
samples collected from Aguascalientes showed a high quercetin accumulation, but
one individual sample from the state of Mexico had the highest. Six decamer
commercial RAPD primers generated a total of 91 fragments, sharing 74 — 100% of
bands among collected trees. The oligonucleotide 1 amplified two polymorphic
segments of 560 and 610 bp to recognize the 1a, 1b and 1c banding patterns,
oligonucleotide 2 amplified one polymorphic segment of 370 bp to recognize the 2a,
and 2b banding patterns, oligonucleotide 3 amplified one polymorphic segment of 690
bp to recognize the 3a and 3b banding patterns, oligonucleotide 4 amplified two
polymorphic segments of 460 and 480 bp to recognize the 4a, 4b and 4c banding
patterns, oligonucleotides 5 and 6 amplified a pattern band each. Quercetin
accumulation increase was correlated between 1a and 2a with 4c pattern bands.
Thirty-six sequences were obtained from genomic libraries, five of them with tandem
regions, one with a similarity of 91% with Arabidopsis thaliana, and only 22
sequences were viable for specific primer design. Amplified conditions were

developed for 11 sequences using 10 ng of genomic DNA and 1 mM MgCl, or 12
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sequences using 5 ng of genomic DNA and 1.5 mM MgCl,. Five fragments were
specific for P. guajava. Conclusions. The chemical marker quercetin allowed the
identification of individuals from Aguascalientes state in spring with the highest
accumulation of quercetin among selected regions. The banding patterns 1a and 2a
with 4c are correlated with an increase of quercetin with a LoD value of 9.498
(p<0.05). In the authentication of species markers 1.A, 4.1, 4.3, 5.8 and 5.5 amplified
for P. guajava, allowing to discriminate against guava from others individuals

morphologically similar.

11
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.

I.1. Control de calidad de las plantas medicinales.

Actualmente las plantas medicinales tienen gran importancia por su aplicacién en la
medicina alternativa, captando la atencion de instancias internacionales como la
Organizacién Mundial de la Salud que sefala que el 80% de la poblacion de paises
en desarrollo resuelve sus problemas de salud por esta via (Romero-Cerecero y
cols., 2004); con ello, se ha incrementado de igual forma el numero de remedios
herbolarios y medicamentos elaborados a partir del material vegetal o sus extractos.
La demanda del material vegetal ha inducido el cultivo de especies con importancia
terapéutica en diferentes zonas geograficas, propiciando una alteracion en la
acumulacion de los principios activos relacionados con el entorno ambiental en el
que crecen. En otros casos, la explotacion comercial y necesidad econdmica ha
favorecido la confusién, sustitucion y adulteracién de las plantas de interés (Barnes,
2002).

Debido a lo anterior, los paises y sus estancias gubernamentales han elaborado
documentos oficiales o farmacopeas herbolarias donde se recopila toda la
informacion reglamentaria, los métodos de control de calidad y las monografias de la
parte de la planta con uso medicinal (SSA, 2001). Particularmente, las monografias
descritas por la farmacopea mexicana se enfocan en la descripcion de la parte de la
planta con interés medicinal, ensayos de identidad, analisis quimicos y conservacion;
variando su contenido de acuerdo al conocimiento que se tenga de la misma (SSA,

2001).

17



INTRODUCCION

Por otro lado, tanto la Organizacion Mundial de la Salud como diversas asociaciones
cientificas alrededor del mundo, relacionadas con la farmacognosia de las plantas
medicinales y fitoterapia, han publicado monografias no oficiales con informacion
técnica y cientifica.

Entre los aspectos sobresalientes en el control de calidad del material vegetal se
encuentran los aspectos botanicos, morfolégicos y quimicos que en conjunto
proporcionan los caracteres de autentificacion de la materia prima (WHO, 1999;
Vanaclocha y cols., 2003).

1.1.1 Aspectos botanicos y morfolégicos.

En una primera instancia, la informacion botanica y morfolégica se obtiene de la
identificacion taxondmica proporcionada por el ejemplar de interés colectado en
campo. Una vez corroborada la especie, se realizan una serie de descripciones
macro y microscopicas de la parte de la planta con propiedades terapéuticas. El nivel
de la descripcion dependera de su integridad como material vegetal y la similitud con
sus adulterantes; entendiendo como adulterante al reemplazo o mezcla con otra
especie que no posee propiedades terapéuticas, pero que es morfolégicamente
similar, generalmente tiene un costo menor y puede ser la misma parte de la planta
que se esta reemplazando (Harkey y cols., 2002). La informacion microscépica es
mas completa y detallada en comparacion con la macroscopica, sobre todo en
aquellas muestras incompletas. Los especialistas en esta técnica hacen uso de
herramientas histologicas con la finalidad de describir las estructuras celulares
propias de la especie (Ruzin, 1999). Esta informacién puede ser utilizada en un

primer contacto con el material vegetal adquirido por terceros, que es lo comun
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cuando los laboratorios carecen de la opcion de una sola agroindustria abastecedora.
Sin embargo la autentificacion de la especie presenta ciertas limitaciones cuando el
material vegetal se encuentra adulterado con especies filogenéticamente muy
cercanas.
1.1.2 Aspectos quimicos.

La identificacion de adulterantes desde el punto de vista quimico se realiza a través
de técnicas de caracterizacion de los compuestos en el extracto de la planta o
identificacion por perfil cromatografico. Las técnicas de analisis desarrolladas son la
cromatografia en capa fina (TLC, Thin layer chromatography), cromatografia de
liquidos de alta resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography),
cromatografia de gases y diversas técnicas espectroscépicas (Drasar y Moravcova,
2004). La informacion colectada se considera confiable debido a que los individuos
de la misma especie y cultivados en la misma zona geografica presentan un perfil
cromatografico muy similar, como consecuencia del medio ambiente que favorece la
acumulacion de principios activos. Las huellas quimicas identificadas permiten
determinar la autenticidad, calidad, seguridad y eficacia de la materia prima antes de
convertirse en un medicamento de origen vegetal o fitomedicamento (Huang y Song,
2001). Por lo anterior, la deteccidon de adulterantes se presenta cuando existe alguna
alteracion importante en las huellas quimicas, siendo el aspecto mas relevante la
ausencia del principio activo. Estos compuestos también son utilizados en el control
de calidad del extracto durante el desarrollo del fitomedicamento; cobrando

relevancia al momento de cuantificar al principio activo o en su defecto, al compuesto
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con mayor abundancia, que se relaciona indirectamente con éste (Schaneberg y
cols., 2003).

A pesar de los avances tecnoldgicos en la identificacion quimica del material vegetal,
al igual que en la identificacibn macro y microscopica, esta técnica presenta
limitaciones cuando el extracto a analizar se compone de individuos de diferentes
especies con una estrecha cercania filogenética. En estos casos, el extracto
presenta perfiles cromatograficos muy similares, sobre todo si el adulterante se

encuentra en cantidades inferiores.

1.2. Aplicacion de la biologia molecular en la identificacion del material vegetal.

La domesticacion y explotacién de plantas con interés econdmico impulsa a los
agricultores a seleccionar y mejorar lineas o cultivos con caracteristicas deseadas.
Los individuos de un cultivo pueden presentar heterogeneidad en sus caracteres
debido a que provienen de diferentes semillas (origen policlonal), por la acumulacion
de mutaciones somaticas presentes en la semilla (origen monoclonal) y/o por las
alteraciones provocadas por una infeccion (origen patologico) (Pecetti y cols., 2004;
Hoffmann-Sommergruber y cols., 1997).

El ADN se encuentra en el nucleo y en algunos organelos de las células (mitocondria
y cloroplasto en los organismos vegetales), siendo similar en cualquier célula de la
planta, lo que permite su identificacion independientemente si se tiene el ejemplar de
herbario completo o solo una parte (Singer y Berg, 1993). Esta molécula de doble
cadena, super enrollada y gran estabilidad contiene la informacion genética capaz de

identificar la especie de un individuo. En ella se encuentra almacenada la informacion
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necesaria para la expresion de las caracteristicas fisicas o morfologicas (fenotipo)
que los botanicos utilizan para poder diferenciar entre los organismos, utilizando las
claves de identificacion taxonomica.

En la actualidad se ha recurrido a técnicas de biologia molecular con el fin de obtener
marcadores genéticos especie especificos, encontrar diferencias polimorficas vy
proporcionar la informacion necesaria para la identificacion de variedades. Los
marcadores moleculares permiten estimar la distancia genética, la identificacion y
discriminacion de poblaciones, variedades, lineas puras e hibridos; ademas
establecen relaciones de parentesco y localizan e identifican regiones del ADN
cualitativos que afectan caracteres cuantitativos. El analisis de los marcadores
genéticos es util por el polimorfismo, herencia mendeliana sin epistaxis (o sea, sin
interaccion entre los genes), insensibilidad a los factores ambientales o al desarrollo
de la planta y su facil identificacion y co-dominancia (Heckenberger y cols., 2005).
Estos conocimientos son aplicados antes del desarrollo y elaboracion de
fitomedicamentos con la finalidad de autentificar la especie e identificar adulterantes.
La corroboracién de la especie se logra mediante la comparacion de marcadores
genéticos entre la especie identificada en campo y la muestra problema.

1.2.1 Extraccion del material genético.

El primer paso en la identificacion de la especie es la extraccion del material
geneético, el cual debe estar lo suficientemente puro para su manipulacion,
fraccionamiento, amplificacion y secuenciacion. Actualmente existen diferentes
sistemas comerciales que permiten la extraccién del ADN a partir del material

vegetal, sin embargo no hay que descartar el uso de técnicas especiales que se han
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desarrollado con el fin de disminuir la interferencia que pudiera presentarse por un
alto contenido de polifenoles, polisacaridos o mucopolisacaridos en la muestra que
disminuyen su pureza y rendimiento (Friar, 2005; Wulff y cols., 2002; Tel-Zur y cols.,
1999). El método de purificacion ademas, debe contemplar la integridad del material
genético a fin de garantizar la reproducibilidad de los resultados, ya que un
fraccionamiento parcial o total del ADN modifica la forma en que se distribuyen
algunos marcadores genéticos al momento de someterlos a una separacion
electroforética, obteniéndose patrones diferentes a los que se presentan cuando las
condiciones son 6ptimas.
I.2.2 Marcadores genéticos de tipo RFLP, RAPD y AFLP.

En un primer acercamiento de la especie a nivel de material genético, varios grupos
de investigacién han optado por la segmentacion controlada del ADN con la finalidad
de obtener un patrén conservado a partir de dichos segmentos. De la misma manera,
también se considera un grupo de marcadores genéticos, un gen, un sitio de
restriccidbn, una secuencia o una regidon del genoma que permita identificar su
caracterizacion y/o ubicacion en un cromosoma.

La particion del ADN se puede realizar mediante el fraccionamiento con enzimas de
restriccion (endonucleasas que cortan la doble cadena de ADN) y/o la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) (Becerra y Paredes,
2000), y dependiendo de la técnica empleada se nombran marcadores tipo RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms o Polimorfismo en los Fragmentos de

Restriccion), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o Fragmentos polimorficos
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de ADN Amplificados al Azar) o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms o
Polimorfismo en los Fragmentos Amplificados de ADN).

La técnica RAPD ampliamente utilizada en plantas medicinales, fue propuesta por
Williams y cols en 1990 como una alternativa a la técnica RFLP en la identificacion
de individuos de diferente especie y al igual que en la amplificacién por PCR se
compone de ciclos de desnaturalizacion del ADN, hibridacién pero a temperaturas
bajas (36°C) y amplificacion usando oligonucledétidos cortos (10 nucledétidos), que se
disenaron inicialmente en ausencia de cualquier informacion de secuencia de las
especies Glycine max variedad Bonus, Glycine soja, Zea mays lineas CM37 y T232,
Neurospora crassa, Homo sapiens lineas Hu2 y Hu3, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, una composicion
G+C entre un 50 — 80% y que no fueran palindromes (Williams y cols., 1990). Al
término de la reaccion, el numero de amplificados aleatorios separados
electroforéticamente se ve modificado en funcion del tamafo y la secuencia del
oligonucledtido utilizado (Abdel-Ghany y Zaki 2003), dando lugar a amplificados
polimorficos que representan diferentes loci (varios locus) que en plantas indican su
herencia dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN altamente variables
(5-10 loci por fragmento cebador), su potencialidad en la localizacion de genes,
identificacion de variedades, estudios de hibridacion inter e intraespecifica y el
estudio de la variacion genética en poblaciones emparentadas (Gan y cols., 2003;
Amarger y Mercier, 1995). Los marcadores tipo RAPD con una poca cantidad de
ADN permiten obtener resultados con rapidez, a un bajo costo e inversion de

equipos; sin embargo, presenta la desventaja en la inconsistencia de datos, ya que la
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reproducibilidad se afecta con pequefas variaciones en las condiciones de
amplificacion (Williams y cols., 1990). Esta desventaja se puede reducir con un alto
grado de estandarizacion de las condiciones de reaccion y de amplificacion, usando
un control interno para asegurar la reproducibilidad de los productos de la
amplificacion, y llevando un registro de las bandas nitidas y consistentes (Antoni,
1997)

La aplicacion de esta técnica en la identificacion de especies de plantas, con uso
medicinal y sus adulterantes, ha sido informada por Cheng y cols. (1997) para la
diferenciacion de ocho rizomas del género Coptis, utilizadas en la medicina
tradicional china para el tratamiento de la fiebre. Hosokawa y cols. (2000) lograron
diferenciar entre tres especies del género Scutellaria muy similares
morfolégicamente, empleando partes aéreas secas de las plantas; que son utilizadas
en Europa, Estados Unidos y Asia para combatir la fiebre causada por el paludismo.
Cheng y cols. (2000) identificaron a la especie Astragalus membranaceus de su
adulterante Hedysarum polybotrys en un grupo de 20 muestras con presentacion
comercial y adquiridas en diferentes establecimientos; ambas especies presentan el
principio activo astragaloside IV con actividad diurética. Cheng y cols (2001)
identificaron tres especies del género Afractylodes con una relacién filogenética muy
cercana a partir de muestras adquiridas en el mercado de plantas y que son
utilizadas en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

1.2.3 Marcadores genéticos de secuencia especifica.
El conocimiento cada vez mas extenso sobre las proteinas y los genes involucrados

en el funcionamiento de las plantas ha permitido identificar con mayor facilidad tanto
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secuencias codificables (exones) como no codificables (intrones y regiones
intergénicas) en un mayor numero de especies (Lewin, 2000). Las regiones
codificables son muy apreciadas en el campo de la biologia, quimica, bioquimica y
medicina ya que permiten dilucidar vias metabdlicas y enfermedades relacionadas
con la presencia o ausencia de una sustancia o proteina especifica. En el caso de las
regiones no codificables se desconocia o ignoraba su funcion, ahora se sabe que
muchas de estas regiones permiten el ordenamiento de exones, como sucede con
los intrones, y logran una distribucion adecuada de los genes en el cromosoma,
como es el caso de las regiones intergénicas. En la practica, la amplificacion de
regiones no codificables ha permitido la identificacion de especies cuando el ADN
esta fraccionado, como sucede en muestras secas de plantas. Esto se debe a tres
razones principales: 1) el tamafio del producto amplificado no se ve afectado por la
degradacion parcial del ADN, 2) los oligonucledtidos flanqueantes son altamente
conservados y 3) las regiones amplificadas presentan una variacion franca entre
secuencias de diferentes especies.

En el campo de las plantas medicinales la caracterizacion de la region intergénica
ARNr-5S (acido ribonucleico 5S) nuclear, la region ribosomal ITS1-5.8S-ITS2 que se
encuentra en el plastido y la region trnL/trnF del cloroplasto se han empleado en la
identificacion de especies; sin embargo, la mayoria de los trabajos publicados
estudian a la region intergénica ARNr-5S nuclear (Buchanan, 2000). En los
eucariontes superiores, se compone de una region codificable de unidades repetidas
(cistrén), de aproximadamente 120 pares de bases (pb), separadas por un espacio

cercano a 300 pb. Este gen es considerado altamente conservado, pero el espacio
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que separa las regiones es muy variable entre las diferentes especies; lo que permite
utilizarlo como un método de identificacién. La técnica consiste principalmente en la
utilizacion de cebadores conservados que delimiten la region intergénica ARNr-5S de
la planta de estudio, para llevar a cabo su amplificacion y secuenciacion.
Posteriormente se pueden utilizar enzimas de restriccion que relacionen al producto
digerido con la identificacion de la especie. En un estudio realizado a 25 individuos,
en donde se incluian especies y variedades del genero Fritillaria, la amplificacion
especifica de la regién intergénica ARNr-5S y su digestién con la enzima EcoR |,
permitié identificar a Fritillaria cirrosa de F. puqiensis, F. anhuiensis y F. thunbergii,
una vez que el fragmento de interés fue secuenciado en cada una de las especies. F.
cirrosa es muy apreciada por sus propiedades antitusivas y expectorantes por lo que
su bulbo llega a ser hasta 100 veces mas caro que el de F. thunbergii, aunque la
toxicidad de esta sea mucho mayor, de ahi la importancia en la identificacion del
material vegetal (Cai y cols., 1999).
1.2.4 Marcadores genéticos microsatelitales.

Los microsatélites son secuencias simples repetidas en tandem de ADN con
unidades mono, di, tri, tetra, penta y hexanucleotidas, que se encuentran de forma
abundante en genomas eucariontes, son altamente polimoérficas debido al
mecanismo mutacional conocido como deslizamiento de una hebra durante la
replicacion del ADN (slippage de la ADN polimerasa), y estan presentes como
regiones codificables y no codificables en todo el genoma (Toth y cols, 2000). Los
loci microsatélites, desde el punto de vista de herencia Mendeliana, son

codominantes y su identificacion alélica es reproducible, lo que ha permitido
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utilizarlos como marcadores genéticos altamente informativos en pruebas de
paternidad, identificacion de individuos, desarrollo de mapas genéticos, relacion con
enfermedades, estudios filogenéticos y en genética en poblaciones (Weissenbach y
cols., 1992; Goldstein y Pollock, 1997; Hakki y cols., 2002). En platas, la mayor
frecuencia dinucledtida se presenta como (AT), y (GT). (Rakoczy-Trojanowska,
2004), la Tabla 1 muestra las unidades mono y dinuclotidas en Caenorhabditis
elegans, embriofitas, Saccharomyces cerevisiae y hongos de diferentes regiones del
ADN. La aplicacion de estas secuencias en especies tropicales y agrondmicas se
extiende a la identificacibn y caracterizacion de los genotipos y especies;
conservacion del germoplasma y generacion de colecciones; analisis de la variacion
genética de la poblacion; seleccion de variedades resistentes a enfermedades;
identificacion de especies de facil o dificil propagacion; construccion de arboles
filogenéticos que permitan identificar relaciones de parentesco, cercania evolutiva y
formacion de hibridos, asi como la ventaja de identificar genes o regiones
cromosomicas que estan relacionadas con caracteristicas poligénicas como la

resistencia a enfermedades o el color de la fruta.
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Tabla 1 Distribucion de la frecuencia de microsatélites de las clases mono, di y

tetranucleotidos C. elegans, embriofitas, levadura y otros hongos (T6th y cols, 2000)

Grupo Regiones Unidad repetida
taxondmico del ADN A C AC AG AT CG

.. Intergénicas 252 321 249 353 219 1
Caegggﬁ;d’t’s Intrones 335 177 151 173 224 1
Exones 23 20 16 29 9 -
Intergénicas 1975 37 115 521 1077 2
Embriofita Intrones 1341 39 168 444 710 -
Exones 17 1 4 39 7 -
Saccharomyces Intergénicas 3121 19 266 57 1552 -
cerevisiae Intrones 2994 18 26 26 1385 -
Exones 36 - 5 - 14 -
Intergénicas 2024 56 140 136 279 -
Fungi Intrones 1868 207 511 140 362 -
Exones 9 - 2 - 2 -
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El éxito en el aislamiento y seleccién de microsatélites, obtenidos principalmente en
especies de plantas de interés agronomico, se ha logrado gracias a la construccion y
escrutinio de bibliotecas enriquecidas de secuencias simples repetidas. Este
enriquecimiento se logra fraccionando el ADN y empleando sondas marcadas
disefiadas de acuerdo a la region repetida tandem que se desea capturar. Una vez
identificados, secuenciados y clonados, los marcadores microsatelitales pueden ser
comparados intra e interespecificamente, identificando la homologia y variacion en la
secuencia dentro de las variedades o especies cercanas taxonémicamente (Rafalski
y Tingey, 1993). En variedades de cebada, se ha descrito la frecuencia de
microsatélites de la clase dinucledtida (AC)o y (AG)1o cada 220 Kb (Lui y cols.,
1996), similar a lo reportado en Arabidopsis (Bell y Ecker, 1994), arroz (Wu y

Tanksley, 1993) y trigo (Roder y cols., 1995).

1.3. Psidium guajava Linn.
1.3.1 Descripcidén taxonémica.

Psidium guajava (guayaba) pertenece al reino vegetal, subreino Faner6gamas, clase
Angiospermas, subclase Dicotileddnea, subdivision Lignosae, orden Myrtales, familia
Myrtaceae, género Psidium, especie guajava. Dentro del género Psidium se
encuentran aproximadamente 140 especies cuyos frutos son comestibles. P. guajava
es un arbusto arborescente, su corteza es lisa, de color café rojizo oscuro, tersa
escamosa. Las hojas son simples, opuestas, de forma ovaladas, tienen de 10 a 25
pares de nervaduras laterales. Las flores de color blanco se encuentran en grupos

dos a tres. Los frutos son de color amarillo verdoso en su exterior o de color amairillo
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claro en su plena madurez, rugosos o lisos, punteados densamente, brillantes y
fragantes. La pulpa es jugosa, de color blanco amarillento, rosado o rojo subido, con
sabor dulce notoriamente almizclado y aromatico. Las semillas son numerosas,
pequefnas, de color amarillo claro o café amarillento. Debido al alto contenido en
vitamina C y azucar, los frutos son consumidos en forma directa o utilizados en la
fabricacion de dulces y jugos (Gonzalez y cols., 2002). El origen de esta planta es
incierto pero se le ubica en Mesoamérica para ser propagada por los espafioles y
portugueses a todos los trépicos del mundo donde se ha naturalizado con la ayuda
de los pajaros.

1.3.2 Estudios realizados en P. guajava.
El guayabo es explotado comercialmente por sus frutos, también es utilizado en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento de la diarrea y el malestar que
ocasiona, empleando la infusion de sus hojas (Lozoya X, 1994). Debido a su interés
comercial y aplicacion terapéutica, grupos de investigacion alrededor del mundo han
estudiado su identidad anatomica y morfoldégica, composicion quimica, efecto
farmacéutico, estudios biotecnolégicos y de biologia molecular.
Los estudios realizados de identidad anatdmica y morfologica, describen las
caracteristicas macro y microscopicas de la hoja de guayaba con la finalidad de
obtener un parametro de control de calidad que permita identificar a la droga vegetal
utilizada con fines terapéuticos (Rivera-Arce y cols., 2003).
Con respecto a la composicidn quimica, ldstein y cols. (1985) identificaron en el fruto
los aceites esenciales acido cinamoico y acido hexandico; Lozoya y cols. (1994)

identificaron en el extracto metandlico de la hoja de guayaba, un grupo de glicosidos
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de quercetina con actividad espasmolitica; Mercadante y cols. (1999) identificaron 14
tipos de carotenoides de la pulpa rosada de una variedad Brasilefia; Begum y cols.
(2002) identificaron triterpenos caracteristicos de la hoja. En relacion al efecto
farmacéutico, Cheng y cols. (1983) observan un efecto hipoglucemiante en ratones y
humanos al consumir jugo de guayaba; Lozoya y cols. (1990) observaron el efecto
antidiarreico del extracto metandlico de la hoja de guayaba, al emplear un modelo in
vitro de ileon de cobayo estimulado eléctricamente; Jaiarj y cols (1999) observaron
actividad anti tusigena con los extractos acuosos de la hoja de guayaba, al inducir la
irritacion con acido capsaicinico en cobayos y ratas, paralelamente también
observaron la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus al emplear
extractos acuosos, metabdlicos y cloroformicos de la hoja; Arima y cols (2002)
aislaron flavonoides de la hoja de guayaba con actividad antimicrobiana a Salmonella
enteritidis y Bacillus cereus; Conde-Garcia y cols (2003) detectaron un efecto
inotropico negativo (relajacion del musculo cardiaco) producido por un extracto
acuoso-etandlico de la hoja de guayaba en un modelo in vitro del atrio izquierdo de
cobayo estimulado eléctricamente para su contraccion. En referencia a los estudios
biotecnolégicos, en P. guajava se han empleado técnicas biotecnologicas para la
micropropagacion y cultivo de plantulas provenientes de callos generados a partir de
tejido frutal (Madhavi y cols., 1992) y de anteras (Babbar y Gupta, 1986).

Con respecto a estudios de genética poblacional, Prakash y cols (2002) utilizaron 36
genotipos diferentes de P. guajava y 5 individuos del genero Psidium, cultivados en
India, para determinar la distancia genética. El trabajo emplea la técnica de

amplificacion aleatoria con 8 oligonucledétidos diferentes. Los resultados, analizados
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por el método de Distancia Cuadrada Euclidiana, presentaron un intervalo entre el
54% al 11%, donde la mayor diferencia se obtuvo en individuos de las especies P.
guajava y P. quadrangularis, y su contraparte entre individuos de diferentes
selecciones de guayaba.

En relacion a la identificacion de secuencias funcionales en P. guajava L. se
identificd la secuencia de una enzima abundante en fruto, 13-hidroxiperoxidasa liasa,
empleando oligonucleotidos cebadores homologos en otras especies (Tijet y cols.,
2000). También esta planta se ha utilizado como modelo para la identificacion de
secuencias funcionales en sistemas bioinformaticos QSAR (Quantitative structure-
activity relationship o Relacion cuantitativa estructura-actividad) para la identificacion
de miembros de la familia ACC oxidasa, estudiando estructuras secundarias de RNA
(Gonzalez-Diaz y cols., 2005).

Al inicio del presente estudio, el Servicio de Informacidon y Estadistica
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la SAGARPA, inform6 que los 3 estados de la
Republica Mexicana con mayor produccion de P. guajava en el 2002 fueron:
Michoacan (106,854 Ton), Aguascalientes (46,168 Ton) y Zacatecas (31,620 Ton)

(http://www.siea.sagarpa.gob.mx).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta el momento los estudios a nivel genético de P. guajava se limitan a la
identificacion de enzimas relacionadas al metabolismo de los azucares y acidos
grasos, la obtencion de marcadores tipo RAPD en variedades hindues, asi como la
comparacién morfologica del fruto con estos marcadores en arboles mexicanos. Sin
embargo, esta informacioén no se relaciona con el control de calidad o la acumulacion
de quercetina en la hoja del guayabo para la elaboracion de fitomedicamentos. El
presente trabajo propone utilizar las herramientas de la biologia molecular para la
obtencidn de marcadores genéticos polimorficos informativos, del tipo RAPD y loci
microsatélite, que se relacionen con la acumulacion de flavonoides, autentifiquen a la
especie y/o variedades, y permitan la discriminacion con otras especies utilizadas

como posibles adulterantes.
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il HIPOTESIS
Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de P. guajava cultivados
en diferentes estados de la Republica Mexicana estan asociadas con la acumulacion
de flavonoides mientras que las regiones conservadas con la identificacion de la
especie.
IV OBJETIVOS
IV.1 Objetivos Generales.
IV.1.1 Caracterizar las variaciones u homologias de secuencia en los
amplificados aleatorios tipo RAPD provenientes del ADN gendémico de
P. guajava L.
IV.1.2 Construccién de una biblioteca gendmica de loci microsatélite de la
clase dinucledtida para P. guajava L.
IV.2.0bjetivos Particulares.
IV.2.1 Obtencion del ADN genomico de P. guajava para la amplificacion
aleatoria de segmentos y su secuenciacion.
IV.2.2 Obtencion de una biblioteca microsatelital rica en secuencias
dinucledtidas repetidas.
IV.2.3 Identificar variaciones genéticas de las muestras colectadas de P.
guajava.
IV.2.4 |dentificar marcadores genéticos que correlacionen con la acumulacion
de quercetina.
IV.2.5 Emplear la base de datos NCBI para genomas de plantas en la

identificacion de secuencias homologas.

34



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

IV.2.6 Disenar oligonucledtidos especificos para la identificacion genética de

P. guajava.
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V DISENO EXPERIMENTAL

La caracterizacion y analisis en las homologias y variaciones de las secuencias de P.
guajava L. se realiz6 mediante la construccion de las bibliotecas gendmicas tipo
RAPD vy loci microsatélite, empleando el ADN gendmico de retofios provenientes de
40 arboles seleccionados al azar de los estados de Aguascalientes, estado de
México, Querétaro y Michoacan.

Los amplificados aleatorios tipo RAPD fueron obtenidos del ADN gendmico con
oligonucledtidos comerciales (Amersham Biosciences, England), separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.8%, capturados y analizados por un
documentador de geles. Aquellos individuos que mostraron diferencias en los perfiles
de bandeo fueron analizados en la acumulacion de quercetina, ya que este
flavonoide es utilizado como huella quimica en la seleccidn de hoja de guayaba para
la elaboracién de fitomedicamentos. Este compuesto se extrae de las hojas secas
con metanol de forma exhaustiva, se hidrolizan sus derivados glucosilados y se
cuantifica por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Los fragmentos tipo loci microsatélites se obtuvieron con la digestion del ADN
genomico empleando las enzimas de restriccion Rsa |, Alu I y Sau 3A y la hibridacion
con oligonucledtidos biotilinados que contienen secuencias repetidas deseadas.

Los segmentos de ADN con un tamaro entre 200 a 1200 pb fueron clonados en el
vector pCR-TOPO y propagados en ceélulas E. coli (TOP10), quimicamente
competentes. Las colonias transformadas seleccionadas por el tamafio del inserto,
se propagaron, los plasmidos se purificaron, se secuenciaron los insertos y las

secuencias obtenidas se compararon con las descritas por el GenBank NCBI para
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encontrar regiones homologas. Las secuencias que no presentaron alguna
homologia se disefiaron sus cebadores de amplificacibn para comprobar su

presencia en las muestras colectadas y especies similares a P. guajava, Figura 1.
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VI MATERIALES Y METODOS
VI.1. Obtencion de muestras de P. guajava.

Para este estudio se seleccionaron 4 huertos de diferentes estados de la Republica
Mexicana con diferente importancia en la produccion de guayaba, y diferentes
condiciones geograficas, climaticas y agrondémicas: La Labor (Calvillo, Ags), Rancho
Arizmendi (Cuatepec Harinas, Edo. Mexico), Los Pinzanes (Zitacuaro, Mich) y El
Exilio (Jalpan, Qro). El criterio de inclusion mas sobresaliente fue el agronémico,
debido a que los 4 estados representaron el 80% de la produccion nacional total
entre 1998 — 2002 segun reportes estadisticos de la secretaria de agricultura,
ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion (SAGARPA).

El contacto con los agricultores se establecio a través de las delegaciones estatales
de la SAGARPA, quienes a su vez refirieron a los principales productores de
guayaba de cada estado. Cada productor fue contactado telefénicamente, se les
explico el proyecto y pidié una autorizacion para visitar sus cultivos. Los productores,
una vez informados y con disponibilidad de su participacidén, se concerté una primera
cita donde se realiz6 el muestreo aleatorio de 10 arboles. En esta visita, se
seleccionaron cultivos al final de la floracion inicio de fructificacidon, con el fin de
homogenizar el estado fenologico de los arboles en la toma de muestra. Los arboles
fueron localizados en un mapa del terreno y por estacas clavadas a un lado del arbol
sefalando su numero correspondiente, esto permitié facilitar su localizacion en
visitas posteriores (ANEXO 1).

En cada huerta se seleccioné6 de manera aleatoria 10 arboles de P. guajava L.,

obteniendo tanto ejemplares de herbario como retofios de hoja para su
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procesamiento. Los ejemplares de herbario, fueron depositados en el Herbario de
Plantas Medicinales del I.M.S.S. del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSSM) para
su determinacion botanica.

VI1.2. Cuantificacion de quercetina por cromatografia de liquidos de alta

resoluciéon (HPLC).
V1.2.1 Preparaciéon de la muestra.

Un gramo de hoja limpia y seca con aire caliente (40 °C), se pulverizd, empaqueto en
cartucho y colocé en el aparato Soxhlet para su extraccion exhaustiva con 25 ml de
metanol por 3 hr. El extracto evaporado al vacio se resuspendié en 20 ml de solucién
metandlica HCI 0.5 N y se sometio a reflujo por 1 hr. La solucién resultante se aforo
con metanol en un matraz volumétrico de 25 ml. Posteriormente un mililitro de la
solucion se diluyé 10 veces con el mismo solvente y se filtr6 en una membrana de

0.45 um para su analisis cromatrografico.

VI1.2.2 Cuantificacién y analisis cromatografico

El equipo utilizado fue el sistema Waters 2796 (Milford, USA), conformado de un
inyector automatico simple, una bomba binaria, un desgasificador continuo con vacio,
una columna con sistema de calentamiento y un detector PDA Waters 996.

La separacién cromatografica se llevé a cabo en una columna de 4.6 mm X 150 mm,
RP-18, 5 um (Metachem Technologies, USA) a 35 °C en una fase movil compuesta
de acido fosférico 0.01 M (A) y acetonitrilo (B). La velocidad del flujo fue constante, a
0.6 ml/min durante los 35 min que duré el corrimiento de la muestra y con la siguiente

proporcion en el gradiente: 0-2 min una relacién 80%-20% B, 2-30 min una relacion
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40-60% B, 30-32 min una relacion 40-60% B, 32-35 min una relacion 80-20% B. La
muestra se filtré6 con GHF Acrodisc (Pall Gelman, USA) de 0.45 um antes de su uso y
el volumen de inyeccion fue de 10ul. La concentracion de los cinco glicésidos de
quercetina se determind como la concentracion final de su aglicona quercetina,
interpolando del area del pico correspondiente en la curva de referencia. El pico de
quercetina en los cromatogramas fue asignado en base a su tiempo de retencién en
el rango UV de 200 a 450 nm.
V1.3 Extraccién y purificacién del ADN genémico.

Para la obtencién del ADN, se emplearon 150 mg de hoja colectada en campo,
limpia, congelada con nitrégeno liquido y pulverizada en un mortero estéril.

La hoja pulverizada se calent6 a 60°C por 1 hr con 1 ml de amortiguador de
extraccion (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM EDTA pH 8.0, 1.5 M NaCl, 0.2 % B-
Mercaptoetanol, 0.1% PVP 40). Al término de la incubacién, se agregdé un volumen
igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se extrajo la mezcla por 15 min.
Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd a 8,000 rpm por 10 min. La fase
acuosa se transfirio a un tubo limpio, se agreg6 0.5 vol de 5M NaCl, se mezclo, se
agregaron 0.6 vol de isopropanol y se mezclé nuevamente. La solucion se dejoé toda
la noche a 4°C. La purificacion se complementé al utilizar el sistema DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Alemania), segun las recomendaciones del proveedor. La
cuantificacion del ADN se realiz6 mediante la lectura de la absorbancia
espectrofotométrica a 260 nm y su integridad se verifico en un gel de agarosa al

0.8%. El material extraido se guard6 a -70°C hasta su uso.
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V1.4 Obtencion de amplificados aleatorios tipo RAPD.
El ADN individual de las 40 muestras colectadas en campo se amplificaron
aleatoriamente usando la técnica RAPD. Para ello, se emplearon 15 ng de ADN
genomico, una esfera del sistema RAPD Analysis Bead (Amersham Biosciences,
England) y 25 pmoles de uno de los seis cebadores 10-mer, en un volumen total de
25 ul. Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados fueron: 1 5'-
d[GGTGCGGGAA]-3; 2 5-d[GTTTCGCTCC]-3’; 3 5-d[GTAGACCCGT]-3; 4 5-
d[AAGAGCCCGT]-3; 5 5-d[AACGCGCAAC]-3; 6 5-d[CCCGTCAGCA]-3
(Amersham Biosciences, England) . El perfil de temperaturas que se programo en el
termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania) para la amplificacion fue: 1 ciclo a
95°C por 5 min y 45 ciclos a 95°C por 1 min, 36°C por 1 min y 72°C por 2 min. Los
amplificados aleatorios se separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al
1.8% junto con 1ug del marcador molecular de 100 bp (Invitrogen Life Technologies,
USA). La imagen del gel se capturé con el sistema de documentacion Biolmaging
(UVP, UK) y las bandas se analizaron con el programa de computo LabWorks
v1.1.27 (UVP, UK).
VL5 Digestion del ADN genémico.

La digestion del ADN gendmico se realizoé con las enzimas de restriccion Rsa I, Alu |
y Sau 3A, donde se obtuvieron extremos rasurados y pegajosos (New England
Biolabs, USA). Las condiciones de digestién y el numero de unidades de actividad

empleadas fueron las recomendadas por el fabricante.
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V1.6 Hibridacion con oligonucleétidos biotinilados y captura con
estreptavidina.
La hibridacién se realizé en una mezcla de reaccion compuesta por ADN genémico
desnaturalizado, un amortiguador (NaPO4 0.5M y SDS 0.5%) y el oligonucleotido
marcado con biotina en el extremo 5' (GT)4s, incubando toda la noche.
Después de la hibridacion, la mezcla se incub6 con esferas magnéticas (Fe™™ vy
estreptavidina) y el amortiguador 1 (Tris 100 mM, pH 7.5 y NaCl 150 mM), por 45
minutos a temperatura ambiente. Los hibridos biotilinados se capturaron con un
magneto y el sobrenadante se removié por centrifugacion. El precipitado se lavo dos
veces con el amortiguador 1y una vez con TE (Tris-EDTA, pH 7.5).

VL7 Clonacién y transformacién de los amplificados aleatorios tipo
RAPD y fragmentos con regiones repetidas.
Se tomaron de 1 a 4 ul de la reaccién de amplificacién aleatoria tipo RAPD, obtenida
de la muestra del arbol 8 del estado de México (muestra con mayor acumulacion de
quercetina), se mezclaron con 1 ul de solucion salina y 1ul del vector pCR-TOPO (3.9
kb. Invitrogen Life Technologies, USA), obteniéndose un volumen final de 6 pl. La
reaccion se incubo por 30 min a temperatura ambiente. Se tomaron 2 ul de la mezcla
de clonacion, se colocaron en un tubo de células E. coli quimicamente competentes
cepa TOP10 y se incubaron en hielo por 5 min. Posteriormente se dié un choque

térmico de 45 seg a 42°C, se agregaron 250 ml de medio liquido SOC y se incubo

por 1 hr a 37°C sin agitacion. Se tomaron 50, 100 o 150 ul de la mezcla con las
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células transformadas y se esparcieron en placas con medio agar Luria-Bertani (LB),
40 ul de X-Gal (40 mg de X-Gal/ml en dimetilformamida) y kanamicina (50 ug de
kanamicina/ ml de medio).
Los hibridos biotinilados se adenilaron antes de su clonacion, para ello, en 10 ul de
volumen de reaccion compuesta por 6 ul de la solucion de elusion con los hibridos
biotinilados, 1 pl de solucion amortiguadora PCR 10x, 0.2 ul de MgCl, 50mM, 0.2 nl
de dATP 10 mM y 0.2 ul de Taq ADN polimerasa 5 U/ul (Invitrogen Life Technologies,
USA); se incubaron a 72°C por 30 min. Posteriormente se realizo el procedimiento de
clonacion y transformacién descrito anteriormente.

V1.8 Escrutinio de las bibliotecas de amplificados aleatorios RAPD vy
fragmentos con regiones repetidas.
La seleccion de las clonas transformadas se hizo en base al tamafio del inserto
identificado por PCR (200 a 1200 pb). Las colonias blancas se picaron con una punta
de 200 pul y resuspendieron en 10 ul de la mezcla de reaccién compuesta por 1 ul de
solucién amortiguadora PCR 10x, 0.2 ul de MgCl, 50mM, 0.2 ul de dNTPs 10 mM
(Promega, USA), 0.2 ul de cebadores M13 sentido y contrasentido 10 mM y 0.2 ul de
la enzima de amplificacion Taq ADN polimerasa 5 U/ul (Invitrogen Life Technologies,
USA). El perfil de temperaturas que se programé en el termociclador T-Gradient
(Biometra, Alemania) para la amplificacién fue: 1 ciclo a 95°C por 5 min y 30 ciclos a
95°C por 1 min, 53°C por 1 min y 72°C por 2 min. Posteriormente, se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se determind su longitud cuando se

comparé con el marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA). Antes de
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ser resuspendidas en la mezcla de reaccidn, se hizo un respaldo de cada colonia en
una placa con agar LB tratada con kanamicina, cuadriculada y enumerada para su
identificacion. Las colonias seleccionadas se propagaron en 10 ml de medio liquido
LB/Kanamicina a 37°C con agitacidon toda la noche. La purificacion de los plasmidos
se hizo con el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Alemania) segun las
indicaciones del proveedor.

VL9 Secuenciacién de los amplificados aleatorios RAPD y fragmentos
con regiones repetidas.
Los plasmidos purificados con los insertos de tamafo requerido se secuenciaron en
ambas direcciones con los oligonucledtidos flanqueantes. La solucion de
secuenciacion se llevd a cabo con 500 ng del plasmido, 1 ul del amortiguador de
secuenciacion 5X, 1 ul del reactivo BigDye V 3.0 y 1 ul de los cebadores
flanqueantes 10 mM, en un volumen total de 5 ul. El perfil de temperaturas que se
programé en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania) para la amplificacion
fue: 25 ciclos de 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg y 60°C por 4 min. Después de la
amplificacion, las reacciones fueron purificadas con el sistema DyeEx 2.0 (Qiagen,
Alemania) segun las indicaciones del proveedor y se analizaron con el secuenciador
ABI 3700 (ABI; USA). Los nucledtidos adenina, citosina, guanina y timina del sistema
BigDye, estan marcados con dR6G, dROX, dR110 y dTAMRA para su identificacion.
Las secuencias se compararon con los genomas de las plantas Aegilops tauschii,
Aegilops umbellulata, Allium cepa, Arabidopsis thaliana, Avena sativa Beta vulgaris,

Brassica juncea, Brassica napus, Brassica nigra, Brassica oleracea, Brassica rapa,
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Capsicum annuum, Eragrostis tef, Glycine max, Hordeum vulgare, Lotus japonicus,
Manihot esculenta, Medicago sativa, Oryza sativa, Phaseolus vulgaris, Populus
trichocarpa, Prunus dulcis, Secale cereale, Setaria italica, Solanum lycopersicoides,
Solanum lycopersicum, Solanum melongena, Solanum peruvianum, Sorghum bicolor,
Theobroma cacao, Triticum aestivum, Triticum turgidum, Vigna radiata y Zea mays
subspecies mays empleando el programa de computo BLAST Gene Bank (Benson y
cols., 2004) disponible en la direccion de Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/index.html.

V1.10 Disenio de oligonucleétidos especificos.
Las secuencias seleccionadas de las bibliotecas RAPD vy loci microsatélite, se
utilizaron en el disefio de cebadores especificos, utilizando el programa de computo
Web Primer DNA disponible en la direccion de Internet:

http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer. Los oligonucleétidos resultantes,

fueron seleccionados por su temperatura de hibridacion (55 °C), tamafo (18 — 22 pb)
y secuencia unica (ANEXO 7). Los cebadores fueron sintetizados por una casa
comercial (Invitrogen Life Technologies, USA) a una concentracion de 50nmoles,
desalados y desprotegidos.

VI1.11 Estandarizaciéon de la amplificacion por PCR de secuencias de P.
guajava empleando oligonucleétidos especificos.
Para establecer las condiciones de amplificacion se utilizaron 5 - 20 ng de ADN
plasmidico o 1 - 50 ng de ADN genomico proveniente de hoja fresca y seca de la

muestra del arbol 8 del estado de México. La amplificacion se realizé en 10 ul de la
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mezcla de reaccion compuesta por 1 ul de solucién amortiguadora PCR 10x, 0.2 pl
de MgCl, 50mM, 0.2 ul de la mezcla de dNTPs (Promega, USA), 0.2 ul de los
oligonucledtidos especificos sentido y contrasentido 10 mM, 0.2 ul de Taqg ADN
polimerasa (Invitrogen Life Technologies, USA) y el templado de ADN. El perfil de
temperaturas que se programoé en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania)
para la amplificacion fue: 1 ciclo a 95°C por 5 min y 35 ciclos de 95°C por 1 min,
56°C por 1 min 'y 72°C por 2 min. Los amplificados se separaron electroforéticamente
en un gel de agarosa al 2.0% y se determin6 su longitud por comparacion con el
marcador de ADN, 700 bp ADN ladder (Invitrogen Life Technologies, USA).

V112 Validacion de los fragmentos en muestras representativas y
diferentes a P. guajava.
La amplificacidon de las muestras de P. guajava y de las otras especies recolectadas
se hizo empleando la concentracion del ADN genomico, MgCl,, mezcla de reaccion y
programa de amplificacion, utilizadas durante la estandarizacion. Los fragmentos se
separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 2.0% y se determind su
longitud por comparacion con el marcador de 100 pb (Invitrogen Life Technologies,
USA).

V1.13 Analisis de los resultados.
El analisis estadistico en la acumulacion de quercetina total de las muestras
colectadas como el de la amplificacion de marcadores especificos para P. guajava,
se hicieron por ANOVA de una via empleando el programa de computo SPSS 10.0.

Los parametros de normalidad en la acumulacién de quercetina fueron evaluados

47



MATERIALES Y METODOS

estadisticamente con el programa de cémputo Sigma Stat y la prueba Kolmogorov-
Smirnov. Posteriormente las muestras se agruparon considerando su distribucion
Gaussiana en los rangos establecidos, y se identificaron a las muestras que salieran
de la normalidad, o sea, con mayor y menor acumulacion de flavonoides.

La evaluacion estadistica de los amplificados aleatorios RAPD y su correlacion con la
acumulacion de quercetina se obtuvo con el programa de cémputo SNP analyzer
(ISTECH, Corea) disponible en la direccién de Internet:

http://www.istech.info/istech/board/login_form.jsp. Para el analisis, los perfiles RAPD

se clasificaron segun las variaciones polimérficas que presentaron los segmentos en
al menos 2 muestras utilizando el mismo oligonucledtido. Las variaciones se
consideraron homocigotas, por la presencia o ausencia de una sola banda; o
heterocigotas en varias bandas. La estimacion de las frecuencias alélicas
dominantes se obtuvo usando la prueba estadistica Chi cuadrada y el analisis en el
desequilibrio de union de dichas frecuencias segun lo descrito por Lewontin (1964,
1995). El analisis de asociacion se realizé entre todos los perfiles RAPD obtenidos en
cada muestra y su mayor acumulacion de quercetina en primavera, para calcular el

algoritmo de maxima expectacion segun lo descrito Excoffier y Slatkin (1995).
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VII RESULTADOS

VIl.1 Seleccion de la materia prima
En el presente estudio, se seleccionaron 4 estados de la Republica Mexicana por sus
caracteristicas agronémicas. Datos estadisticos recientes de la SAGARPA de 1980 a
2005 reportan que los estados de Aguascalientes y Michoacan son los principales
productores de guayaba en el pais, mientras que el estado de México y Querétaro
son productores pequenos. Los 4 estados producen mas del 70% de la fruta desde
1980, alcanzando un 86% de la produccion total en septiembre del 2006. Al margen
de estos datos, también se midi6 la altitud y condiciones climaticas (temperatura y
precipitacion pluvial) al momento de la recolecta. En cada estado se presentaron
condiciones geograficas y climaticas diferentes, presentes en el ANEXO 2.
Los ejemplares representativos de cada regiéon que fueron depositados en el
Herbario de plantas medicinales del IMSS (IMSSM) se clasificaron como P. guajava
Linn, Myrtaceae con los numeros de registro: 15,155; 15,158; 15,156 y 15,157
correspondientes a los estados de Aguascalientes, México, Querétaro y Michoacan,
respectivamente.

VII.2 Cuantificacion del principio activo
A los extractos de etanol hidrolizados, obtenidos a partir de hojas limpias y secas se
les determind la concentracidn de quercetina (principio activo) por cromatografia
liquida de alta resolucion. Los datos obtenidos durante el afio presentan diferencias
significativas (p<0.001) en los promedios totales, entre los estados de Aguascalientes
y México en comparacion con Querétaro y Michoacan. La mayor concentracion de

qguercetina se encontrd en la estacion de primavera correspondiente a los estados de
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Aguascalientes y de Meéxico con valores de 9.34 y 8.51 mg/g de hoja seca, en
comparaciéon con Michoacan y Querétaro con valores de 2.48 y 5.90 respectivamente

(Figura 2).
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Figura 2. Acumulacién de quercetina total en hojas secas de P. guajava L. de los

estados de Aguacalientes, México, Michoacan y Querétaro, colectadas en Invierno

(Enero y Febrero), Primavera (Abril y Mayo), Verano (Julio y Agosto) y Otofio

(Octubre y Noviembre). ElI promedio + DS se obtuvo de los mismos 10 arboles

aleatorios muestreados en cada regién todo el afio.
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Al margen de las condiciones de cultivo y la etapa fisiologica de la planta, existen
individuos que presentan una elevada y baja acumulacion de quercetina.
Especificamente, un arbol del estado de México presenta la mayor acumulacion de
quercetina de 12.62 mg/g de hoja seca en primavera, observandose una variacion de
hasta 2.12 veces con respecto a otros individuos de la misma zona.

VIL.3 Seleccién de los individuos para el estudio genético en base a la
acumulacioén de flavonoides.
La caracteristica fenotipica a considerar en este estudio fue la acumulacion de
quercetina que presentaron en el afo de recolecta 2002.
Los arboles con mayor acumulacion de quercetina en primavera fueron A2, A3 y A9
de Aguascalientes, EM5 del estado de México, M2 y M3 de Michoacan, y Q2 y Q6 de
Querétaro, por otro lado, los arboles con menor acumulacién de quercetina fueron
A1, A7, EM1, EM7, M4 y Q9 de los respectivos estados (ANEXO 3). Por ultimo, se
seleccionaron muestras representativas con mayor y menor acumulacién de
quercetina en cada estado, adicionando a este grupo muestras con un polimorfismo
caracteristico por su amplificacion aleatoria RAPD con los oligonucleodtidos 1, 2 y 3.
En el ANEXO 4 se muestra la clave original de la muestra, el numero reasignado y la
mayor acumulacién de quercetina obtenida en el afio.
El arbol 5 del estado de México o muestra VIIl, se toma como referencia genética
para estudios posteriores por presentar la mayor acumulacion del principio activo
(12.62 mg/g hoja seca en primavera). Las muestras 1V, V y XVI se integraron a este
grupo, debido a que presentaron un polimorfismo evidente con los oligonucledtidos 1,

2 y 3 respectivamente.
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Una vez seleccionadas las muestras se purificaron, cuantificaron y se les verifico la
integridad del ADN total.

Vil.4 Identificacion de fragmentos polimérficos en las muestras
colectadas utilizando el fraccionamiento de amplificacién aleatoria RAPD.
La primera etapa del estudio genético de P. guajava se enfoca en la amplificacion
aleatoria tipo RAPD utilizando 6 oligonucléotidos comerciales nombrados del 1 al 6.
En el analisis de los segmentos se consideran a los que tienen un tamafo entre 200
a 1200 pares de bases (pb). Los seis cebadores generan un total de 91 segmentos,
dando lugar a diferentes perfiles genéticos. Las diferencias se encuentran tanto al
utilizar diferentes oligonucledtidos como al utilizar el mismo oligonucleétido en
diferentes muestras.
La Figura 3 muestra la separacion electroforética de los diferentes perfiles RAPD
obtenidos en las muestras colectadas, donde se observan claras diferencias
polimorficas (flechas) que se distinguen de las bandas conservadas o repetidas. De
los 91 segmentos RAPD que se generan con los oligonucledtidos utilizados, el 77%
se comparten con el oligonucleétido 1, 74% con el 2, 87% con el 3, 94% con el 4, con
los oligos 5 y 6 se comparten casi en su totalidad las bandas. La amplificacién
aleatoria con el oligonucledtido 1 se representa en A con muestras del estado de
Michoacan, donde se generan dos segmentos polimoérficos y por consiguiente tres
patrones de bandeo diferentes. La amplificacion aleatoria con el oligonucledtido 2 se
representa en B con muestras del estado de Aguascalientes, donde se genera un
segmento polimorfico y dos patrones de bandeo diferentes. La amplificacidon aleatoria

con el oligonucledtido 3 se representa en C con muestras del estado de Querétaro,

53



RESULTADOS

donde se genera un segmento polimérfico y dos patrones de bandas diferentes. La
amplificacion aleatoria con el oligonucleétido 4 se representa en D con muestras del
estado de Aguascalientes, donde se generan dos segmentos polimorficos y tres
patrones de bandeo diferentes. Las amplificaciones aleatorias con los
oligonucledtidos 5 y 6 se representan en E y F con muestras del estado de México y
Michoacan respectivamente, en ellos no se observan segmentos polimorficos

facilmente distinguibles.
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Figura 3 Patrones de bandas tipo RAPD de P. guajava provenientes de diferentes
estados.

Carril M: Marcador 100 bp. A Carriles 1a, 1b y 1c: representan perfiles polimorficos
RAPD usando el cebador 1 (muestras del estado de Michoacan). B Carriles 2a y 2b:
representan los perfiles polimérficos RAPD usando el cebador 2 (muestras del
estado de Aguascalientes). C Carriles 3a y 3b: representan los perfiles polimorficos
RAPD usando el cebador 3 (muestras del estado de Querétaro). D Carriles 4a, 4b y
4c: representan los perfiles polimorficos RAPD usando el cebador 4 (muestras del
estado de Aguascalientes). E: Carril 5 representa el perfil RAPD usando el cebador 5
(muestras del estado de México). F: Carril 6 representa el perfii RAPD usando el
cebador 6 (muestras del estado de Michoacan). Las flechas indican las variaciones

polimorficas con comportamiento alélico.
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La Figura 4 es la representacion esquematica de los segmentos polimorficos
identificados en la Figura 3. En el esquema se muestran unicamente las bandas
representativas obtenidas con los oligonucleétidos 1 al 4 que se localizan en los
diferentes estados muestreados. El esquema nos indica que el patron de bandeo 1a
se encuentra en arboles de todos los estados y se caracteriza por la presencia de
una banda de 590 pb; el patron 1b se localiza en un arbol de Michoacan,
presentando una banda de 610 pb y el patron 1c esta presente en arboles de
Aguascalientes y Michoacan, con las 2 bandas anteriores de 590 y 610 pb. Con la
amplificacion aleatoria del oligo 2, el patrén de bandeo 2a se encuentra en arboles de
todos los estados y el patron 2b se localiza en Aguascalientes y Michoacan, este
patron se caracteriza por una banda de 370 pb. Con el tercer oligonucledtido, el
patron de bandeo 3a se encuentra en arboles de todos los estados y el patron 3b
unicamente se localiza en 2 arboles, uno en Querétaro y otro en Michoacan, este
perfil se caracteriza por una banda de 690 pb. Por ultimo, el cuarto oligonucleotido
genera 4a presente en arboles de los estados de Aguascalientes, México y
Michoacan; el patron 4b que se caracteriza por una banda de 460 pb y el patron 4c
por 2 bandas de 460 y 480 pb, estos dos ultimos se encuentran en todos los estados.
En cada amplificacion aleatoria se determinaron los perfiles con mayor frecuencia,
resultando en cada caso los patrones 1a, 2a, 3a y 4b. El patrén representativo (PR) o
suma de los patrones con mayor frecuencia se identifica por la banda de 590 pb

proveniente de 1a y las 2 bandas de 460 y 480 pb provenientes de 4c.
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Figura 4 Esquema de los fragmentos polimorficos RAPD usando oligonucelotidos 1 —
4.

La escala superior indica la longitud relativa de los segmentos, tomando como
referencia un marcador de ADN (7100 bp ladder). Cada simbolo representa los
segmentos polimorficos con un comportamiento homocigoto o heterocigoto,
presentes en los patrones de bandeo (combinacion de los numeros y letras a la
izquierda), y las barras ( === ) sobre las lineas continuas ( — ) a la derecha
representan las regiones donde se encontraron. La linea inferior PR es la
representacion global de P. guajava resultado de los patrones de bandeo polimoéficos
con mayor frecuencia (1a, 2a, 3a y 4b). AGS: Aguascalientes, MEX: Estado de

México, QRO: Querétaro, MICH: Michoacan.
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RESULTADOS

En la Tabla 2 se resume el oligonucleétido utilizado, los segmentos polimorficos y
totales, los patrones con la banda o bandas caracteristicas y el patron con mayor
frecuencia en cada fraccionamiento, para correlacionar por ultimo con el desequilibrio
genético entre los patrones con mayor frecuencia. Estos resultados se obtienen
utilizando los datos del ANEXO 5 en combinacion con el programa de computo SNP

analyzer.
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Tabla 2 Secuencias de los oligonucleotidos 10-mer usados para el analisis RAPD,

numero de segmentos polimoficos y totales (pb), su frecuencia, patron de bandas

dominante y su desequilibrio genético en individuos de P. guajava L.

Nidmerode i

| Patrones de bandeo

i Namero de Firtn e
Cebador Secuenca segmentos : generados delos bandeo Desequilibiio
®'ald) polimorficos segnml T segmentos dominante genético
{pb) _p_olim(')rﬁcos {frecuendia) _
- L . 1a*(590) _
1 GGIGCGGGAA | 2(590, 610) 2 ib {(610) 082 4¢3
1c (590/610)
m‘l
2 GITICGCTCC 1{370) 16 % (370) 079
. e 3a* .
3 AGACCCGT | 1(690 15 098 4b
ol ) 3b (690)
4a
4 AAGAGCCCGT | 2(460, 480) 14 4b {460) 069
4c* (460/480)
5 AACGCGCAAC | 0 12 5
6 CCCGICAGCA | 0 12 6
5p <0.05

Los patrones de bandas con mayor frecuencia estan marcados con

correspondiente desequilibrio genético.
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Como se observa, los patrones de bandas 1a, 2a y 3a se encuentran en desequilibrio
genético con 4c y 4b.
Posteriormente, se exploré la posibilidad de usar a los perfles RAPD como
indicadores de la acumulacién de quercetina (caracteristica fenotipica). El analisis de
correlacién entre las combinaciones posibles de dos perfles RAPD con mayor
frecuencia y una alta acumulacion de quercetina, fue evaluado usando el programa
SNPanalyzer. Los resultados indicaron una relacion entre los perfiles 1a y 2a con 4c,
con valor F de 5.184 y 5.652, respectivamente y a una diferencia significativa de
p<0.05, con el aumento en la acumulacién del principio activo. Por ultimo, el valor
LoD que representa la caracteristica cuantitativa (QTL) arrojo un valor de 9.498,
afirmando como la presencia de 1a y 2a con 4c como marcadores genéticos, se
correlacionan con un aumento en la acumulacién de quercetina en los arboles
muestreados.

VIL5 Identificaciéon de secuencias similares y regiones repetidas.
En la construccion de las bibliotecas gendmicas se utilizaron los cuatro
oligonucledtidos que generan segmentos polimorficos, el oligonucledtido 5 que no
genera segmentos polimérficos y los fragmentos obtenidos por captura de hibridos.
En total se obtuvieron 350 colonias, de las cuales se seleccionaron 60 con un
tamafio de inserto diferente y de estos solo se obtuvieron 36 secuencias.
En el ANEXO 6 se presentan las secuencias con tamafios entre 200 a 1200 pb,
obtenidas con la amplificacion aleatoria RAPD; asi como la digestion con enzimas de
restriccion e hibridacion con las sondas (CA)is y GATA del grupo de muestras

seleccionadas del ANEXO 3. La nomenclatura de las secuencias en los segmentos
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RAPD a emplear es: el numero del oligonucledétido utilizado (a la izquierda del punto),
el numero asignado en la caja de respaldo y la letra A si proviene de la repeticion en
la construccion de la biblioteca. La nomenclatura de los fragmentos con repeticion en
tandem o microsatelitales a emplear es: las iniciales SK o CAG para indicar la
primera o segunda biblioteca y el numero que corresponde a su ubicacion en la caja
de respaldo.

En la seleccidn de las clonas a partir de una misma biblioteca gendmica se observa
que varias de ellas presentan un peso molecular muy cercano y en ocasiones la
misma secuencia con minimas diferencias. Tal es el caso de las clonas 1.33 y 1.2A
con un peso molecular de 315 y 316 pb respectivamente, que solo se diferencian por
una adenina en la posicién 13 de la clona 1.2A y que no se presenta en 1.33. En el
caso de las clonas CAG.37 y CAG.38, se observa una gran similitud entre sus
secuencias excepto por el cambio de una adenina en la posiciéon 60, una supresion
en la posicidn 62, un cambio de una citosina en la posicién 537 y el cambio de una
guanina en la posicién 550. La mayor diferencia entre clonas similares, se observa
en la region repetida de las clonas CAG.1 y SK2 con la ausencia de 14 nucleétidos
en las posiciones 186 a la 200 en SK2, y en las clonas 4.38 y 4.3 donde se observa
una region homologa de 166 pb al inicio y final de su secuencia respectivamente.
Como caso particular, se observa una region de 24 pb
(TCTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGCA) que se encuentra repetida al inicio y dentro
de las secuencias SK5, SK2, CAG.28, CAG.1, CAG.20, CAG.7, CAG.37 y CAG.38,

pero especialmente en CAG.4 ya que se repite hasta 5 veces.
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Entre las secuencias con una misma longitud pero diferente lectura, se encuentra la
clona 1.1 con un tamafo de 316 pb similar a las clonas 1.33 y 1.2A, asi como las
clonas 2.2A y 2.1 con tamarnos de 210 y 215 pb respectivamente. Las secuencias
con regiones repetidas no son exclusivas de las bibliotecas generadas por captura de
hibridos, ya que también se presenta la region (CT)2CC(CT)4 en la secuencia 1.5A.
Por otro lado, las secuencias capturadas con la sonda biotinilada (GT)s que
presentan un microsatélite claramente identificable son SK2, CAG1, SK3 y SK4,

corresponden a un 33% de las clonas secuenciadas (Tabla 3).
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Tabla 3 Secuencias obtenidas de las bibliotecas genomicas tipo RAPD vy
microsatelitales, numero de secuencias similares e identificacion de regiones tipo

tandem.

‘ Oligonuclest do Sgﬂgﬁﬁss ‘#iSecuendas Eﬁﬁiiﬁgsg Zlonas con regionas tipo tandem

1 RAPD g 1 154, (CT LS CIET),
2 RAPD 7 0
3 RAPD 2 ]
4 RAPD 4 1
5 RAPD 3 ]

SK2, (CAJAACA)L,

(=Tin Microsatelite 12 2 CAG;égﬁ%iisynm

Sk, (CA),

64



RESULTADOS

VIL.6 Identificacion de secuencias homodlogas utilizando la base de datos
Gene Bank de NCBI.
Las secuencias del ANEXO 6 analizadas con la base de datos Gene Bank de NCBI
para plantas, no mostraron una homologia significativa a excepcion del fragmento de
la clona 1.1A con 549 pb. Este inserto muestra una homologia del 91% en un
fragmento de 229 pb del cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana.

VIL.7 Diseino de oligonucleétidos especificos para la identificacion de las
clonas seleccionadas.
De las 36 secuencias presentes en el ANEXO 6, se descarto el inserto 1.1A por su
homologia con A. thaliana. De las 35 clonas restantes, solo es posible disefar
oligonucledtidos flanqueantes especificos (cebadores) para 24 secuencias.
Al comparar las 35 secuencias unicas y las regiones flanquentes disefiadas para su
amplificacion, observamos que se obtuvieron 6 pares de cebadores de las 8
secuencias obtenidas con la biblioteca gendmica RAPD 1, se obtuvo solo un par de
cebadores de las 7 secuencias obtenidas con la biblioteca genomica RAPD 2, se
obtuvieron 2 pares de cebadores de las 2 secuencias obtenidas con la biblioteca
genomica RAPD 3, se obtuvieron 4 pares de cebadores de las 4 secuencias
obtenidas con la biblioteca gendmica RAPD 4, se obtuvieron 3 pares de cebadores
de las 8 secuencias obtenidas con la biblioteca genomica RAPD 5 y se obtuvieron 6
pares de cebadores de las 12 secuencias obtenidas con la biblioteca gendmica
(GT)1s. La lista de los 22 pares de cebadores seleccionados por su tamanio,
temperatura de hibridacion, contenido de GC, minimo alineamiento entre cebadores

y secuencia unica tanto de la clona como del cebador, se presentan en el ANEXO 7.
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VIl.8 Estandarizacion en la amplificacion de secuencias usando ADN
genémico de P. guajava y oligonucleétidos especificos.
La concentracion de magnesio utilizada en futuros experimentos, se determiné
mediante el disefio de una matriz donde se probaron concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0
y 2.5 mM de MgCl,, 10 ng de ADN plasmidico proveniente de las diferentes clonas y
los oligonucleodtidos disefiados. En cada caso, se obtuvo el amplificado a la longitud
esperada entre 1.0 a 2.0mM MgCl..
La concentracion minima de ADN plasmidico y ADN gendmico proveniente de
material vegetal fresco y seco se determiné al emplear 1.0 mM MgCl,, con los
oligonucledtidos disefiados previamente. La muestra E5 nuevamente es utilizada en
esta etapa del trabajo.
Los resultados muestran que la amplificaciéon de los plasmidos seleccionados se
obtiene desde 10 pg y que la cantidad de ADN gendmico necesaria en la
amplificacion de estos mismos segmentos puede variar de 1 — 20 ng. Finalmente
observamos que son 13 las regiones de ADN gendmico que se amplifican a partir de
los 16 pares de cebadores obtenidos de las bibliotecas gendmicas tipo RAPD
(ANEXO 8).

VIL.9 Validaciéon de las secuencias en la identificacion genotipica de P.
guajava.
Los criterios y condiciones de amplificacion que se obtuvieron durante la
estandarizacion se utilizaron para validar la amplificacion de los segmentos
seleccionados de las bibliotecas gendmicas tipo RAPD. Los productos de

amplificacion se obtuvieron empleando 10 pg de ADN plasmidico, 10 ng de ADN
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genomico con 1.0 mM MgCl,. EI ADN utilizado corresponde de las muestras
seleccionadas del ANEXO 3, también se incluyo el plasmido control y un arbol
ancestral obtenido del primer huerto establecido en Calvillo, Aguascalientes (ANEXO
9).

Los productos de amplificacion obtenidos no fueron homogéneos en ninguno de los
casos, observandose ausencia o baja intensidad en las muestras. En el amplificado
1.2A fueron las muestras VIl y XVI; en 1.12A las muestras Ill - VI, X, XV y XVI; en
1.3A las muestras VIl y IX; en 3.15 las muestras V - VII, IX, X, Xlll y XVI; en 4.1 las
muestras Il y IX; en 4.3 las muestras Ill, IV y VII; en 4.9 las muestras IV, VIl y XII; en
5.8 las muestras G1, |, lll - IX, XI'y XIV; y en 5.39 las muestras Il - X'y XII.

Para el analisis estadistico, se emple6 ANOVA de una via para comparar los
marcadores contra la region geografica y la concentracién de quercetina. El analisis
se hizo cualitativamente (presencia o ausencia del amplificado) como
cuantitativamente (densitometria de la banda). Los resultados indican que
aparentemente el marcador 1.3A pudo ser empleado como un indicador diferencial
entre las regiones con una p< 0.02 en el nivel cuantitativo; el marcador 4.3 pudo
identificar a individuos con una alta produccion de quercetina puesto que a nivel
cualitativo muestra una diferencia superior del 330 al 340%, con una p< 0.007; el
alelo 5.39 no tiene una diferencia cuantitativa con respecto al estado y la cantidad de
quercetina cuantificable, sin embargo cualitativamente podria ser considerado como
potencial marcador; el alelo 5.5 a nivel cuantitativo es el mas representativo, ya que
esta relacionado tanto con la concentraciéon de quercetina, como las condiciones

ambientales (p< 0.05); el marcador 3.15 que identifica 2 alelos en el genoma, a pesar
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de tener una relacion del 100% con respecto a la regionalizacion y el 280% en la
concentracion de quercetina, lo debemos considerar solamente en el aspecto
cualitativo.

Posteriormente, a estas mismas muestras se modificaron las condiciones de
amplificacion a 5 ng de ADN gendmico y 1.5 mM de MgCl, (ANEXO 10).

Los resultados presentan una amplificacion no homogénea entre las muestras
aunque se presenten en un mayor numero de ellas. Los amplificados 1.12A, 5.8 y
5.39 se favorecen especialmente y en menor grado la region intergénica 5S rRNA y
la region de ADN 1.11A. Las muestras que no amplificaron o que presentan una bajo
producto en la region intergénica 5S rRNA fueron la G1, VI - IX, XV y XVI; en 1.12A
la muestra VIII, XV y XVI; en 1.11A el ADN plasmidico IlI- IX, XlI, XIV y XVI; en 3.15
las muestras G1, I, IV, VII, IX y XIV; y en 5.8 la muestra 5. La muestra XIV del
segmento 4.9, la muestra Xl de 5.5 y la muestra IX de 5.39 no se consideran porque
la solucion se evapord durante la reaccion.

El analisis estadistico ANOVA de una via realizado bajo estas nuevas condiciones de
amplificacion, mostraron que los marcadores 1.11A, 3.15a y 3.15b pueden ser
utilizados como indicadores diferenciales cualitativos y cuantitativos por la region y
concentracion de quercetina, sin embargo se ven afectados por la calidad del ADN
empleado.

El dato mas interesante obtenido en el analisis estadistico fue entre los valores
densitométricos de los marcadores y su relacion con la zona geografica, donde los
fragmentos 1.2A, 2.3, 4.3, 4.9, 5.5, 5.8 y 5.39 presentan una diferencia significativa

sin que interfiera la calidad de material genético. Debido a lo anterior se decidi6
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hacer una tabla comparativa para conocer que marcadores eran representativos de
la zona geografica.
VII.10 Identificaciéon genotipica de P. guajava.

Por ultimo, se determinaron los segmentos especificos para autentificar con
marcadores genéticos a la especie P. guajava L. y aquellos que puedan discriminar
especies con caracteristicas fisicas semejantes o nombres populares similares.

La Figura 5 muestra 11 de los 13 segmentos utilizados bajo diferentes
concentraciones de ADN y MgCl; durante la validacion, excluyendo a 1.11A y 3.15
por su baja especificidad. Las muestras A y B se colectaron en Querétaro con el
nombre popular de “guayabita” o “arrayan” e identificadas como Psidium sartorium, la
muestra C fue obtenida de un arbol cultivado en la ciudad de México con el nhombre
popular de “guayaba brasilefa” e identificada como F. sellowiana, la muestra D es
una variedad michoacana de guayaba que se caracteriza por su forma tipo pomo, las
muestras E - | fueron colectadas de diferentes arboles de guayabo silvestres del
estado de Oaxaca; la muestra J fue obtenida de un arbol de guayabo cultivado de la
ciudad de Meéxico y la muestra K se compro a la empresa (Hangzhou Singho

Co.,Ltd.) de origen chino.
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1.2A

1.12

1.3A

23

S27
4.1

4.3

449

58

25

5.39

Figura 5. Amplificacion de regiones especificas de ADN en P. guajava y su

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life

comparaciéon con otras especies.

Technologies, USA), P: Plasmido, A y B: P. sartorianum, C: F. sellowiana, D: P.

guajava (variedad), E - J: Psidium spp, K: P. guajava (origen Chino).
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Los resultados muestran que los amplificados 1.3A, 2.3, 3.27, 4.9 y 5.39 estan
presentes en P. sartorianum y F. sellowiana con bandas claras y definidas. De forma
particular, F. sellowiana presenta un amplificado de menor longitud (500 pb) en 4.9 e
inespecificidad en 5.39.

Los amplificados 1.2A, 4.1, 4.3 y 5.5 estan presentes en muestras de P. sarforianum
como una banda muy tenue, en comparacion a las muestras de P. guajava.

En las muestras D, E, F, G y K se amplificaron todos los segmentos de ADN; en la
muestra H no se aprecia 1.3A y en la muestra | el amplificado 4.3.

De manera interesante, la muestra J proveniente de un arbol cultivado en la ciudad

de México aparecen varias bandas en los amplificados 1.3A y 5.39.
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VIil DISCUSION.

VIIl.1 Seleccion de la materia prima.
En la obtencion de la materia prima fue necesario seleccionar los arboles y lugares
de recolecta para el desarrollo de este trabajo.
La decision de muestrear arboles en cultivos comerciales de guayabo se tomé por
dos factores principales. La primera fue la importancia agroindustrial que existe en
México en la explotacion del fruto de guayaba, lo que deja a la hoja como un
subproducto de desecho potencialmente aprovechable. La segunda fue establecer
las mejores condiciones de recolecta en cultivos controlados con el propdsito de
desarrollar un fitomedicamento a partir del extracto etandlico de hoja de guayaba,
para el tratamiento del sindrome del colon irritable.
La seleccion de los estados representativos fue a través de la SAGARPA vy su portal
en Internet, ya que actualmente existe la ventaja de utilizar este medio como fuente
de informacién. De esta forma se establecid que los arboles de los estados de
Aguascalientes, Michoacan, México y Querétaro representaron en promedio el 79%
de la produccion nacional de guayaba, cinco afios previos al muestreo. Cada estado
presenta condiciones ambientales y un manejo agrondmico diferente. Aguascalientes
y Querétaro tienen un manejo organico, no usan fertilizantes e insecticidas quimicos,
y generan estrés hidrico a sus arboles; Querétaro en menor grado que
Aguascalientes. Los estados de México y Michoacan, por su parte utilizan

fertilizantes e insecticidas quimicos en sus cultivos, y cuentan con sistema de riego.
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VIIl.2 Cuantificacion del principio activo

Los flavonoides ademas de su funcion en la planta (regulan el metabolismo de las
vitaminas liposolubles y hormonas, favorecen la polinizacion, etc.), tienen
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que se ven reflejadas en el tratamiento
de diversos padecimientos (hipertensién, diabetes, problemas cardiovasculares, etc.)
(Havsteen, 2002). Lo anterior justifica el interés de estos metabolitos secundarios en
el campo de la farmacéutica y su aplicacion en la medicina.

Tomando en cuenta las funciones fisiologicas de los flavonoides en la planta, se
realizo el muestreo durante los meses con mayor incidencia de rayos solares, debido
a su poder antioxidante y captura de radicales libres; durante el proceso de floracion
y fructificacion, debido a su papel durante la polinizacion y desarrollo del fruto; y post
cosecha, como un proceso inherente de acumulacion. Al término del ano, se observo
que la mayor acumulacién de quercetina se obtuvo en la etapa pos-cosecha y en los
meses con una alta incidencia de rayos solares. En la comparacion de resultados,
obtuvimos el mismo comportamiento que Vargas-Alvarez y cols. (2006). Ellos
reportan que la mayor acumulacion de flavonoides (miricetina, quercetina, luteolina,
kaempferol) en hojas maduras de guayaba y en arboles del estado de México, se
presenta en Mayo y Julio del 2000 o para nosotros primavera y verano.

El siguiente dato interesante fue la seleccion de la zona geografica. Los agricultores
compran arboles propagados por estacas al municipio de Calvillo en Aguascalientes,
por lo que se considera un origen comun y relativamente homogéneo entre los

cultivos.
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Michoacan no presentd diferencias significativas a lo largo del afo. Querétaro,
aunque presentd el doble de acumulacion de quercetina con respecto a Michoacan
durante el afo, la acumulaciéon de quercetina se mostro lineal y poco atractiva.
Aguascalientes y estado de México mostraron una cinética de acumulacion esperada
y altas concentraciones quercetina, Vargas-Alvarez y cols. (2006) reportan 2.9 mg/g
de hoja seca como la mayor acumulacion de quercetina total, mientras que nosotros
obtuvimos valores 3 veces mas de lo reportado, probablemente por el método de
extraccion exhaustiva y la hidrdlisis total de flavonoides que se emple6 en este
trabajo para la cuantificacion de quercetina. Sin embargo, para los intereses
posteriores de este trabajo, entre los 2 estados se considera como mejor opcion
Aguascalientes por el manejo organico de sus cultivos, y para evitar agentes
quimicos toxicos en el extracto y el fitomedicamento.
Por ultimo, a pesar de la gran influencia que presentan condiciones ambientales en la
acumulacion de flavonoides; el analisis individual de las hojas dentro de los mismos
cultivares, nos permitid indagar sobre la influencia de factores genéticos propiciados
por los mismos agricultores.

VIIL.3 Seleccién de los individuos para el estudio genético en base a la
acumulacién de flavonoides.
Durante la primera visita, se observé que los agricultores de Aguascalientes trabajan
continuamente en el mejoramiento de sus arboles, ademas de la explotacién
comercial de dos tipos de guayaba (media china y pulpa blanca) en la misma zona
de cultivo. En referencia a la seleccion de cultivos por parte de los agricultores y las

diferencias entre los frutos, Padilla-Ramirez y cols. (2002) hacen una comparacion
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genética de 12 arboles de guayaba. Estos ejemplares, fueron seleccionados por la
calidad y rendimiento de sus frutos (caracteristica fenotipica), para obtener un banco
con 45 accesiones de la region Calvillo, Aguascalientes — Cafones, Zacatecas y
realizar un agrupamiento por homologia genética.
En el presente trabajo, la caracteristica fenotipica fue la acumulacion de quercetina
presente en las hojas, seleccionandose 13 arboles de un grupo de 40. El analisis
estadistico de normalidad, permitio identificar a los individuos con valores minimos y
maximos que posteriormente fueron correlacionadas con las diferencias genéticas.
VIll.4 Identificacion de segmentos polimérficos en las muestras
colectadas usando amplificacion aleatoria RAPD.
La amplificacion aleatoria y controlada por la técnica RAPD nos permite tener un
primer acercamiento con las diferencias genotipicas presentes entre los individuos.
En el anadlisis de todas las muestras con esta técnica y solo 6 oligonucledtidos
decameros, nos permitio identificar regiones polimoérficas y monomoérficas con un
rango de homogeneidad entre el 74 al 94%, mas amplio que el reportado por Padilla-
Ramirez y cols (2002) de 88 al 96%. Los resultados muestran que el estado de
México presenta la mayor homogeneidad genética entre sus individuos, a diferencia
de los estados de Michoacan y Aguascalientes que presentan una mayor
heterogeneidad por estar presentes todos o la mayoria de los patrones genéticos.
Este fenomeno se puede deducir por el continuo mejoramiento de la especie, que los
agricultores propician para lograr un fruto con caracteristicas atractivas para el
consumidor y al mismo tiempo obtener una mejor adaptacion al medio ambiente que

se ve reflejado en diferencias genotipicas.
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En el analisis directo entre los individuos con mayor y menor acumulacion de
quercetina total, observamos que en Aguascalientes el arbol A1 con una baja
concentracion de quercetina, presentd un patron genético diferente a A9; lo mismo se
presentd en los demas estados. Esta observacion preliminar, nos motivd a buscar
alguna estrategia que permitiera correlacionar a los segmentos de ADN polimérficos
con la propiedad fenotipica deseada. El analisis de resultados obtenido con el
programa de cémputo SNPanalyzer, permitid obtener numéricamente la relacion
entre el patrén de bandeo o variacion polimoérfica y la acumulacion de quercetina
total.
VIIL5 Identificacidon de secuencias similares y regiones repetidas.

En el analisis individual de las secuencias se observan diferencias en la lectura que
van desde el cambio de una base y corrimiento por eliminacién o insercion de una
base, principalmente. Sin embargo, no hay que descartar la posibilidad de errores de
lectura durante el corrimiento de la muestra en el secuenciador. Es asi como, la
secuencia 1.5A que presenta la region (CT)oCC(CT)s, se puede pensar en un
microsatélite (CT)zs. Sin embargo en el caso de las clonas SK2 y CAG.1, la region
(CA)n se ve interrumpida por una adenina en el mismo lugar, lo que sugiere
fuertemente que la lectura de la secuencia es correcta. El disefio adecuado de esta
region nos permitira utilizarlo como un marcador que diferencie formas polimorficas y
presencia o ausencia de heterocigotos, debido a que las regiones flanqueantes de
los microsatélites son altamente conservadas y altamente polimérficos con
repeticiones mayores de 12.

Como caso particular, se observé que una regidon de 24 pb (TCTAAGGCCTTGCT
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AGCAGAAGCA) que se encuentra repetida al inicio y dentro de las secuencias SK5,
SK2, CAG.28, CAG.1, CAG.20, CAG.7, CAG.37 y CAG.38 y especialmente en
CAG.4 hasta 5 veces. Debido a la recurrencia de esta region, se buscd su homologia
en Gene Bank NCBI y se encontr6 una relacidon directa con secuencias
microsatelitales. De manera particular esta region se encuentra flanqueando un
microsatélite (GA)e presente en Magnifera indica (mango). Aunque esta region es
importante para la identificacion de microsatélites, no se puede utilizar como
oligonucledtido especifico en la identificacion de la frecuencia alélica debido a su
recurrencia en diferentes regiones del ADN gendmico, sin embargo al realizar mapeo
fisico de comparaciéon con mango, el disefio de primers permitira si hay o no
amplificacion y por consiguiente determinar distribucion en especies, géneros e
incluso hasta familias en la escala taxondmica.

VIII.6 Identificacién de secuencias homélogas utilizando la base de datos
Gene Bank de NCBI.
La obtencidn de secuencias unicas de la especie, nos permite garantizar su
autentificacion y la discriminacidon con otras especies similares fisicamente sin la
intervencion de un taxbnomo o morfélogo profesional. Esta forma de identificacion
genética también cobra importancia cuando el material vegetal no cuenta con los
requisitos de un ejemplar de herbario, porque solo se presenta una parte de la planta
o porque ha sufrido algun procesamiento post cosecha para su comercializacion.
En un primer analisis, se empled la base de datos nucleotidica de SWBIC y NCBI
para el alineamiento de las secuencias, por el interés de identificar regiones

codificantes en bibliotecas de ADNc. En todos los casos se encontré una homologia
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en los segmentos entre 10 a 50 pb; sin embargo la relacion entre el segmento
homodlogo con el segmento obtenido no se considera significativamente similar,
descartando la posibilidad de haber obtenido secuencias codificantes.
Por otro lado, el alineamiento de las secuencias contra las bibliotecas gendmicas de
33 plantas diferentes, nos proporcioné6 una informacibn mas completa para
determinar su autenticidad como secuencias unicas de P. guajava.
De esta forma se pudo excluir a la clona 1.1A, por su homologia en 229 pb con el
cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana en un 91% de sus secuencia y por otro lado,
incluir a las demas secuencias en el disefio de oligonucleotidos flanqueantes para el
disefo de marcadores especificos.

VIIl.7 Diseio de oligonucleétidos especificos para la identificacion de las
clonas seleccionadas.
El disefio de cebadores se considera el paso mas importante en la obtencion de
marcadores, ya que de ellos depende la identificacion y amplificacion de las
secuencias. Para su disefo, es importante tomar en cuenta un tamano entre 18 a 22
pb para garantizar la especificidad en la amplificacidén; permitir una temperatura de
hibridacién menor a la de amplificacidon (72°C) o sea entre 50 a 55°C, para evitar una
amplificacion prematura; un contenido de GC de mas del 50% para facilitar la
hibridacion; evitar un alineamiento entre ellos, para que no formen dimeros durante la
amplificacion y por supuesto que tengan secuencia unica (Rychlik y Rhoads, 1989).
El programa de computo Web Primer DNA se utilizé en su disefio, ya que permite

tomar en cuenta todos estos aspectos.
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En este paso también se hizo una seleccién de secuencias, ya que solo 24 de las 35
clonas restantes cumplieron satisfactoriamente con los parametros descritos
anteriormente para el disefio de oligonucledtidos flanqueantes. Si consideramos
ademas, que dos de las secuencias estan repetidas, solo quedan 22 pares de
oligonucledtidos para establecer las condiciones de amplificacion y utilizarlos en
estudios posteriores.
En el caso particular de las secuencias 4.38 y 4.3, se presenta una region homologa
de 166 pb, es por ello que el disefio de uno de los oligonucledétidos es el mismo.
VII.8 Estandarizacion en la amplificacion por PCR de P. guajava
empleando oligonucleétidos especificos.
Las secuencias que se utilizaron provienen de las bibliotecas tipo RAPD, con
caracter conservado en la muestra de origen (E5). Es asi como, la informacion que
se generdo nos permitié determinar las diferentes regiones conservadas a las
obtenidas entre el arbol del estado de México y las demas muestras; lo que permite
establecer marcadores unicos de especie; y discriminar posibles adulterantes.
En el establecimiento de las condiciones 6ptimas para la amplificacion por PCR, es
comun probar diferentes concentraciones de cloruro de magnesio, debido a la
propiedad del magnesio como coenzima. La abundancia o escasez de este
compuesto, facilita o limita la actividad enzimatica de la Tag DNA polimerasa
(Rychlik, 1995). En un primer paso, se obtuvo el amplificado entre concentraciones
de 1.0 a 2.0mM MgCl, (datos no mostrados), por lo que se selecciond la menor

concentracion para permitir una amplificacion mas dirigida.
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El siguiente aspecto que se considera en la PCR, es la temperatura de hibridacion.
Los oligonucleotidos disefiados a una temperatura de hibridacion de 50°C, no
presentaron problemas de multiple bandeo o ausencia de amplificado a esta
temperatura, por lo que se continud con esta temperatura.
Por ultimo fue importante establecer los rangos de concentracion de ADN plasmidico
y genomico para la amplificacion, debido a que no se lleva a cabo la reaccion con
altas concentraciones de material genético. Por otro lado, también se considera el
estado de la hoja (fresca o seca); debido a que en la practica la adquisicion de este
tipo de material vegetal es seca y en trozos muy pequefios porque la concentracion
del principio activo no se modifica bajo estas condiciones. Aunque las
concentraciones variaron dependiendo del fragmento, en general se logré una buena
amplificacion con 10 pg de ADN plasmidico y 10 ng de ADN gendmico.
De forma complementaria, se disefiaron los cebadores de la region intergénica ARNr
5S, ya que ha sido utilizado en la identificacidn genotipica de diferentes especies
(Cheng y cols 1997, 2000 y 2001), y que al mismo tiempo fuera un control interno en
la identificacion de las muestras de guayaba. Sin embargo el diseio de este
fragmento mostro una inespecificidad no deseada para los propoésitos del trabajo.
VIIL.9 Validacién de las secuencias en la identificacion genotipica de P.
guajava.
Para la validacién de un marcador cuya aplicacion sera la identificacién de especie,
se requiere su presencia en un numero considerable de individuos. Los arboles que
se emplearon en este experimento es una muestra representativa de diferentes

regiones de la Republica Mexicana con variaciones considerables en su propiedad
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fenotipica (ANEXO 2). En este trabajo no todas las secuencias con disefio de
cebadores, amplificaron en todos los individuos, razon por la cual se excluyeron
desde el inicio como regiones especie-especificas. Estas diferencias se pueden
explicar desde un punto de vista polimorfico, ya que al no tener una referencia previa
del fragmento seleccionado, esto puede repercutir en el disefio de cebadores; o
también que las condiciones de amplificacion no sean las mas adecuadas.

VII.10 Identificaciéon genotipica de P. guajava.
La escasa informacion genética que existe sobre otras plantas, nos conduce a aplicar
la amplificacidn de fragmentos en especies que pueden confundirse con guayaba.
En este experimento, se pudo corroborar la presencia de algunas de las regiones de
ADN seleccionadas en otras dos especies diferentes a P. guajava, pero con
caracteristicas similares. Sin embargo, es clara la diferencia entre los patrones de
bandeo obtenidos entre las 3 especies.
Adicionalmente, también observamos como estos amplificados no fueron capaces de
diferenciar claramente entre variedades de guayaba, sin embargo podemos dudar de
la especie de las muestras H, | y J por presentarse una alteracion evidente en los
amplificados.
Por ultimo, estos resultados nos permitieron confirmar que la muestra de origen
Chino si se comporta como P. guajava por lo que se decidi6 emplear la técnica de

cuantificacion de quercetina total para apoyar este resultado.
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IX CONCLUSIONES

Las hojas de P. guajava que fueron evaluadas como materia prima para la
elaboracién del fitomedicamento, se les determin6 el contenido de quercetina total.
De las cuatro regiones seleccionadas, se identifico a Calvillo Aguascalientes como
una region geografica, econdmicamente viable y con un manejo bioldgico, durante la
primavera y una etapa pos cosecha con las condiciones ambientales adecuadas para
la acumulacion del principio activo, lo que la hace susceptible a ser seleccionada
para la produccion del fitomedicamento.

Como complemento a las técnicas de control de calidad, la amplificacién aleatoria
tipo RAPD nos permitio identificar patrones conservados de las regiones polimérficas
y posteriormente correlacionarlo con la acumulacién de quercetina. Por lo anterior, la
presencia de los segmentos polimérficos 1a y 2a con 4c que se correlacionaron con
un aumento del principio activo al obtener un valor LoD de 9.498 (p<0.05), permiten
identificar genéticamente individuos con una materia prima de buena calidad.

En el andlisis de las 36 secuencias obtenidas se encontraron dos repetidas, otra fue
descartada por su similitud con A. thaliana y solo 16 fragmentos cumplieron las
condiciones necesarias para el disefio de oligonucledtidos especificos. Una
informacion util para determinar cercania filogenética usando regiones homologas
con otras especies o la autentificacién de especie al amplificar secuencias diferentes.
Se observo que una alta concentracion de MgCl; (1.5 mM) con una baja cantidad de
ADN genomico (5 ng) favorece la amplificacion a excepcion de los fragmentos 1.11A

y 3.15.
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La biblioteca rica en regiones dinucleotidas tandem construida por el fraccionamiento
e hibridacién con sondas especificas, permitié la obtencién de 12 secuencias de las
cuales 2 fueron repetidas; 5 secuencias presentaron el microsatélite (CA)n; 9
secuencias presentaron una region de 24 pb (5-
TCTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGCA-3’) flanqueando o dentro de la secuencia que
también es caracteristica de microsatélites (GA)n de mango (Magnifera indica); se
disefiaron marcadores especificos para 6 secuencias, sin lograr establecer las
condiciones de amplificacion de estas.

La caracterizacion, secuenciacion y diseio de los 5 pares de oligonucledtidos
especificos 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 y 5.5, permitieron discriminar a la especie P. guajava

de las especies P. sartorium y F. sellowiana, morfolégicamente similares a guayaba.
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ANEXO 1

ANEXO 1
Mapas de los cultivos de guayaba con el numero de arbol y coordenadas en los

estados y municipios seleccionados.
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Coatepec harinas, Estado de México
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Zitacuaro, Michoacan
Huerta Los Finzanes

15
7
2513 M
152
10
3,4
; i °
6,7 g <L
] 13,6 Ef
L &
1 I
3233 2325 382
= : — 3
f1 o
H N
- 0

33 30 2724 21 18 15 12 g 5 3 ]
COLUNNAS
Mandarino

il



27
24
21
18
15

=T PR = B =

Jalpan, Querétaro

Huerta El Exilio

10
23.24

COLUMNAS

Caminode Temacerna o

v

ANEXO 1

FILAS



ANEXO 1

El anexo representa graficamente los cuatro cultivares de guayaba que se
seleccionaron para la recolectar hojas de guayaba durante de forma estacional
durante el ciclo 2002. El huerto “La Labor” en Calvillo, Aguascalientes se compone
de 2 zonas de cultivo separadas por terraseria y una pequefia bodega, con
aproximadamente 600 arboles de seleccidn media china (izquierda), pulpa blanca
(derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por la familia y jornaleros,
podan una vez al afo los arboles y usan practicas de cultivo organicas en la
fertilizacion y control de infecciones. El rancho “Arizmendi” en Coatepec harinas,
estado de Meéxico se compone de 4 zonas de cultivo (A, B, C y D) con
aproximadamente 1,000 arboles guayaba sin especificacion en la seleccidn por parte
del agricultor. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los arboles una o dos
veces al aino y no usan practicas de cultivo organicas. El huerto “Los Pinzanes” en
Zitacuaro, Michoacan con aproximadamente 400 arboles guayaba media china,
forma parte de un grupo de huertos dentro de un ejido que perteneces a un mismo
duefio. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los arboles varias veces al afio y
no usan practicas de cultivo organicas. El huerto “El Exilio” en Jalpan, Querétaro
tiene aproximadamente 400 arboles de seleccion media china (izquierda), pulpa
banca (derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por el duefio que
poda una vez al afio los arboles y usa practicas de cultivo organicas.

La identificacion de los arboles se hizo con estacas etiquetadas clavadas a un
costado del arbol. La localizacion (cuadros grises) se hizo numerando las lineas de
arboles (filas) y contando el numero de arboles en cada linea (columnas) en cada

cultivo.
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ANEXO 2

Parametros climaticos en las regiones muestreadas durante el ciclo 2002.

F':'recip':litat':i'én

*Metros sobre el nivel del mar

Estado de la Altitig | TeMperaturs pluvial
Republica (m.s.n.m*) g;ﬁgﬁga promedio anual

()

Aguascalientes 2,700 193 GO0

Estado de Mexico 90 24 1,600

fichoacan 1,100 21 813

(luerétaro 830 239 965

La tabla resume las diferencias altitudinarias entre las regiones geograficas donde se

encuentran los cultivares de guayaba seleccionados en el estudio y las condiciones

climaticas (temperatura) y pluviales que se presentaron en promedio durante el 2002.
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ANEXO 3. Individuos con una mayor o menor acumulacion de quercetina evaluados

por la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

Quercetina (mg/qQ)
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12 . AQ
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AQ
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8 . + A10
A
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2 4 AT
0 .
Inv Prim Ver Oto

AGUASCALIENTES
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Quercetina mg/g
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Quercetina (mg/g)
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Quercetina (mg/g)
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ANEXO 3

El anexo muestra a los individuos que salen de la normalidad en la acumulacién de
quercetina o que estan fuera del rango promedio £ DS segun la prueba estadistica
de Kolmogorov-Smirnov, en las regiones geograficas seleccionadas y en las
diferentes estaciones del afio. En Aguascalientes los individuos con mayor
acumulacion son A2, A3, A8, A9 y A10, predominando A9 en el ano; los individuos
con menor acumulacion son A1, A3, A5y A7, predominando A1y A7 en el afio. En el
estado de Meéxico los individuos con mayor acumulacion son EM2, EM3, EM5 y
EM10; los individuos con menor acumulacién son EM1, EM4, EM6, EM7 y EM9,
sobresaliendo EM1 en invierno y primavera. En Michoacan los individuos con mayor
acumulacion son M2, M3, M9 y M10, sobresaliendo M2 y M3 en 2 épocas del afo
diferentes; los individuos con menor acumulacion son M2, M3, M4 y M6. En
Querétaro los individuos con mayor acumulacion son Q2, Q3, Q6, Q9 y Q10,
predominando Q2 en el afo; los individuos con menor acumulacion son Q4, Q6, Q8 y

Q9, predominando Q6 y Q8 en verano y otofio.
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ANEXO 4. Evaluacion y seleccion de las muestras en base a su concentracion de

ANEXO 4

Quercetina
Concentracion de Quercetina mg Ig hoja ‘
Estado Clave (Mo :
Observaciones® | Invierno ‘ Primawvera | Yerano | COtafio ‘
A1l Eaja Acum, 746 7.8 659 e
ATN Baja Acum. 5.2 750 £ .44 200
EGUASCALEMNTES Agiln Alta Acurm. 903 1067 7.84 258
AS (V) B 5.21 582 511 535
AB (V) i 3,09 979 933 598
E1{V) Baja Acum. 5.95 585 579 585
E3 (VI Alta Acurm, 914 900 823 263
EDOD. MEXICO
ES [WII Alta Acum. 945 1262 663 416
E 10 (1) Alta Acum, 974 962 251 .00
W2 () Alta Acum. 212 328 316 156
y ; W3 (1) Alta Aclm, 245 305 1.84 2.05
MICHOACARMN :
o (1) EBaja Acum. 200 148 218 236
A TO Alta Acum, 280 2249 249 273
22 O Alta Acum, 1161 T.00 546 E16
CQUERETARO 5 (2 Baja Acum, 5492 £.03 443 3.
Q3 (M) Z 5.61 504 652 591

Clave: Primera letra del estado y numero de arbol. No: Numero asignado a la muestra

* Alta acumulacion (+) = > Promedio + SD; Baja Acumulacion (-) = < Promedio — SD; X, Y, Z:

que presentaron polimorfismo con los oligonucleétidos 1, 2 y 3.

Xii
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ANEXO 5

ANEXO 5. Diferencias polimorficas en los patrones de bandeo tipo RAPD y su

correlacion con la mayor acumulacion de quercetina obtenida a lo largo del afio

‘ # muestra arbol ‘ RAPD 1 ‘ RAPD 2 ‘ RARPD 3 ‘ RAPD 4 ‘ RAPD 4.1 | Querceting (mo'y)
1 Al cc GG i cec A 7.81
2 A2 cc GG TH Ad 10.50
3 A3 AT GT il TC AC 1063
4 Ad cc GT fiAH TC AC 9.47
S A5 AC GT i TC A 8.82
B AR cc GT Th TC AC 9.70
7 AT AC BT TT TE AL 7.60
g A3 AC GT Tk TC AC 9.79
9 AJ AC BT i TC AT 1067
10 A0 cc GT i, TC AC 8.75
11 ER1 cC GG TT TG AC B.95
12 Em2 cc GG sk TC AC 9.19
13 EM3 e GG T T AT 9.14
14 Ehid4 cec GG il TC AC 9.3
15 EMS e GG T A 1262
16 EME cc GG 5 cC AT 8.22
17 EM7 cc GG TT cc AC 8.91
18 EmB cc GG T cC AC 7.80
19 Em3 cc GG M TC AL 8.27
20 EmM10 cc GG i, TC AT 9.74
21 h1 AC =T 1T cc AT 27
2 12 AC GT il Ad, 3.28
23 13 A GT g cC AT 3.05
24 M4 AC GT TF cc AC 2.36
25 ] AT T il TC A 267
s ] AC GT T TC AC 2.66
27 7 AC GT AT TC AL 2,48
28 [zl AC GT i, cC AC 239
29 ] cC GG AT cc AT 3.07
30 W10 AC GT T cC AC 273
3 a1 GC GG A cC AC 5.64
32 Q2 cc GG AT cc AT 11.61
a3 23 cc GG TT cc AC .51
34 24 cc GG T cc AC 5.44
55 a5 ce GG il cc AT S
36 Q5 cc GG i, cC AC 7.54
37 Q7 cC GG TT cc AT 5.20
38 Q3 cc GG T cc AC £.03
39 29 e GG T L AT 5.36
40 @10 cc GG il TC AC 5.93
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ANEXO 5

La tabla muestra las diferencias polimorficas encontradas en los perfiles de bandeo
tipo RAPD y la maxima acumulacion de quercetina cuantificada en el afio de las 40
muestras recolectadas. Las bases nucleotidicas sustituyen el comportamiento alélico

homocigoto o heterocigoto de las bandas que comparten una region especifica en el

gel.
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ANEXO 6

Secuencias de los amplificados aleatorios generados en Psidium guajava por la

técnica RAPD con el oligonucledtido 1, en dos escrutinios independientes.

‘ CLONA ‘ SECUENCIA ‘ pb ‘
1.33 GGTGCGGGAA | AA-GGGGAAA | ATTCAGACTA | GGCAAAATCA | ATAAGATTIC | 49
124 FrEraEwEas | wn pEasaews | wenreseses | sessereses FrE T EE s Ew 50
133 CGTATTGTTC | TTAAGATTTA | CAGTTTCCGA | GCAATGGATA | CAATTCTGGA | 99
19A | #rrrsrnans Frra s A EEE . . T BErasrEaE 100
133 | TTGATGTCAA | TTTTCTCTTG | AATCCATGGT | CTTAATCCCC | TTCTAAGCTC | 149
127 | srrrrrannn FawwaEEEE R wEEaEEEEE 150
1.33 CTTGTTGTGG | GTACCTGATA | TTGTCAGACG | ACAATGGGCC | AAATTATGAC | 199
12A | revsrsnnes Arm A EE AR e . srrwwrarrs | 500
133 | TTGTGCTTTC | ATTGCGGCTT | TGCAGACTCA | AAAATAGTGA, CAAAATGCAC | 249
127 |#sssrsssas BawE T E R s e saEEEs | trssrsssas xxrsrnraas | 350
1.33 ATCTTGCATT | GCAGTGACAG | TGCGACTGAA | GATTGGGTAA | GGCGGTTCTC | 299
12A | #ersrranns T srsE s EAEs | sEsassseaw srrrsrsass | 300
133 | TTATGTTCCC | GCACCA 315
127 | #ersrrnnns wrww 16

1.1 GGTGCGGGAA | CATAAGAGGA | CCGCCTTACC | CAATCTTCAG | TCGCACTGTC | 50
ACTGCAATGC | AAGATGTGCA | TTTTGTCACT | ATTTTTGAGT CTGCAAAGCC | 100
GCAATGAAAG | CACAAGTCAT | AATTTGGCCC | ATTGTCGTTT GACAATATCA | 150
GGTACCCACA | ACAAGGAGCT | TAGAAGGGGA | TTAAGACCAT | GGATTCAAGA | 200
GAAAATTGAC | ATCAATCCAG | AATIGTATCC | ATTGCTCGGA | AACTGTAAAT | 250
CTTAAGAACA | ATACGGAAAT | CTTATTGATT | TTGCCTAGTC | TGAATTTTCC | 300
CCTTTTTCCC | GCACCA 316

1.12A | GGTGCGGGAA | GGGCAACTIC | TCCGAGCTCT | TCAAGTCCAT | CCAGGAGTAC | S0
GAGAAGACGC | TCGAATACGG | GCGAGTCGCA | GGGLCCGGLCT | CCGCCTGAAC | 100
TGGTATGCCC | TTTGGCCATT | TGTTTCCTIC | AAGCGCGTTT | TCTAATGGAA | 190
GGATGGTATG | TCCGCTGTGT | ATTTGAGTEC | TGAGTATGAA | GGGATAAGCA | 200
CTCTTCGCCG | ATAARAGTTGG | ATGCAATICG | TGCTICTCTG | ATGAACAATA | 250
ATGGARAGTC | CCCTGGTTCA | CCCCCATGAA | CCAGCAAAGA | AGGATGAACT | 300
TTGTGAACAA | ACCGATAATG | ACGGTTCCTT | CGTTACTGAC | TGCGTCTTAG | 350
TTATGCGGTT | GGGCTTAACG | TCACAATTCC | ATGAGCATCA | ATAATCGCTC | 400
AARGTAACTCA | GCAGATTICCC | GCACC 425
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ANEXO 6

11A | coTecoGoas | cacaacAACA | cocasacace | coaccaaceT | ccocaceseT | 50
CGAGGGCGAG | CTTTATTGTT | GAGAGAATGG | GGAGTGAATC | GAAAGGCTTC | 100
CGTTTTCGTT | CTTGGTTTGG | GGGCTTTCGE | GCTCCTCTCG | ATCTTATTCG | 150
TAGTTGGGAL | GEGGGAAGGA | GTOTARATCA | ATGGACATTA | ATGAACCATC | 200
ATTGATGGAC | GTTGCACATG | ACACGATCAA | TTCGACTCAA | GGTCTGGCGC | 250
TAATAGAAGT | GECTTACTCT | CCTAGTAGCG | AAGGABAGGS | GCAGGGCTTT | 300
TTTCGTAGTA | ATAGTGGACG | GGTCTCATGA | GATCTATGCC | GACCGTCGGA | 350
ATCARATGAA | GOTCGAAGGA | CCATTCGATT | CATTAAGAGG | CATAGATCTA | 400
GGCCTCTTTG | TTTGGTCAAT | CACCAAAGGC | GGGGGGAACT | ACTATGGACG | 450
AGACCGCCCG | GCCTCGATTC | TTTTGCATAG | TCCGGGGGEC | GGCCGCAGCA | 500
GACCANCGGG | GCATAGCGGE | GCCCTCEGET | GGCGTCATTT | CCOGCACCA | 549

1BA | GOTCCGGEAL | TGTTCCTTGA | TECGTATEGA | GCTCECTTTT | GGGTTCTTGE | 50
TGTCTTCTTC | AAATGGCGTA | AAGTTTTTGT | TTTAACTGAG | TGCTTTTTAT | 100
TTCACAATGC | AGAGTAGATG | TCTCTGGGGG | ACCTCCTCTT | COCAATGCGT | 150
TCCATGGTGT | AGTCACCTTS | CAGGTTGCET | TTCACTGCTC | CTTGACATTC | 200
ATAGTAGCTT | TCCTTGAGGG | TTTCTAATTT | TTATTTGTGA | CCGATGCTAA | 250
TGGAATTTAC | AAGAATTCTT | COTGTGGGCE | TAGTCTTAAC | GGGTGTGATA | 300
AATTATGCTA | GTAACTCCGT | TCTCTAGATC | AAGTTAAGTG | GTGAACAATT | 350
GAATAATTCC | GGTTTACCTT | TTTAGGATGT | GCAAGAAAAC | CTGCCTAGTA | 400
CCTGTACCAG | CCATCTGGAT | CCAACCTCGG | TACTCCTCTC | TTTATTTCTG | 450
TACTTACTAT | GGAAAATITC | ATCCTCTTTG | CAGATTAACC | CTACCTCTET | 500
CTCTCTCTE] CICTCTCTC] CITCTCTOCTE] CTCTCCCTCT CTCTCAGTGC 550
TTCTTECEEE. | ACCh 564

13A | GOTGCGGEAA | GAACAAAGAA | AGCATAGACA | TGCTAGATAG | GCAACAGTCT | 50
TGTAAAAGGC | ATATGAARAG | GAAAAAGGAA | TCAGATCATT | CTATGTGTTA | 100
ATGTATCCCA | CATAAGTCTA | CAGGGTTTAT | ATGCTCTTCA | AATACAGTCT | 150
CCCTCCACCG | ATTATTTTAA | GCATTTGAAT | CCTTATTCGG | CTTGCACGTG | 200
AGATGGTGTG | TCAACATATG | GCTTCCACCA | ATTACCATGT | ATTGATAATT | 250
TCTCCACCTT | TATACGTCAA | TGAAATGCAG | ACTCCTAGAA | GCCAraGAAA | 300
TATGGAACGA | GTAGCTTTTA | CACAGACAAG | TCARABAACA | AAGTAAATCC | 350
CACTTTCTTG | CTTATAAGAT | AGTTGAAACA | AGATAAAAAT | TTACTTTCTA | 400
TTACAAATAC | CTCACCTATA | CAATCTATGA | TCTGTATATT | TACATAATTG | 450
ATTTATTTTT | TTACATCAAG | CAGCCTCAAG | GTABATCCCA | ATGCACCATT | 500
GACTGAGCCA | GCTTCCCGAA | TTACTTTTCC | CATTGCCCGT | CTACGAGCAC | 550
AATTCCACAA | GACTACCACA | AAATCACCAA | GTCAAAGGCA | GCGAGAATTA | 600
GCCAACTGGA | TTTAAGCAGC | GGTTTCAGCS | CTCAACAGAT | TAGGTTTAAC | 650
ACTCAAGAGC | CCCGTCGCGA | GCAATTTTCT | TGCGATCTGA | CACTACCAAA | 700
TCACATCACA | TTTTCCCTTC | cCGCACCA 728
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111A | GGTGCGGEAR | GAGAGATCCG | TTATCCAATT | GACAAAGGAG | TATATATATT 50
ACTATAGCAA | AAGCAGGGTA | TTTTCCTCAG | TTGTTCATGE | AATGGGTATT 100
CCCTTTAGTT | GTTCATCCAA | TCAAACARAC | TGAAATACAA | AGGCTGCATT 150
CAGCAGGCTA | ATATTCAAGA | ATGGTCTTAA | ATTGGAAAGA | GAAAGTTCAA 200
CCAAATATAT CTAAATGAAT | ARATACTTGG | ATTTCCTAAC | ATGATGCCAG 250
ATCCAAAAAC | CAGCAGAGAT | TGCATTCAAT | TCAGGAATCG | AGAATGCGCA | 300
TAATAGGTGE | AGACACCAGC | AGAGAAAGCA | GAAAAATCAG | CAATGCTCAA 350
TTTCAATCTT TTACAGGATT | TTCTTTTAAC | TCATTTTATT TCATGTCTCC 400
CCTGATACAA | ATGCCTTCCT | GTATTGCCAT | ATAACCCACC | ACCGTCCAAT 450
GAACATTGTG | AGAAAGGGAG | ATTGATGCAA | CAAATGCCTC | CTCATATTGT 500
TTACATTTGC ATACCAACAT | GCTTCTCTAT | TCATGGAGAC | ACAGAGTGALC | 550
CATCCTTTAT GCATGTTAAC | CTCATGAAAA | ATARACAGGT | TTGGTTATTC 600
TITTCTACAC CCATGCTAGG | CCATGCCCAC | TAACATATCC | AACTCAATTT 650
CATTCCTTAT CAGGCCAACH | ATCCAAATTC | GAGAAAAAGS | GGGAAAGEGE | 700
ATGTTTAGCT | CTTGCAARAG | ACATGGAAGG | ACCCATAAAT | AGTCAGAAGC | 750
AACTCTTGCA | ACAAAARATC | AGTATTARGA | GGCCTTGATG | GGAGTATTGE 800
AGAACAAGAA | AMATAGTTCA | ATGAARACACA | CGAAAACAAL | GACTTACTTA 850
GGTAGTTTCT | ATGTGCATAT | TAGGGAGACT | ATTCAAATCA | CAGAAAAAGA 900
TTTACAATAC AAAGAACCAA | GTACAAATGG | ACGAGTATCC | AAATTTTGAA 950
GITTCAAGTG | TAAAGGTARA | CATGGAAAAC | ATCTATCACC | TCTGAATTAT 1000
TATAAGCACGE | AAGAACAGTG | AAAGGTTGAZ | GCTTTGCCCG | GATATCATAA 1050
ARAACTATCT | GACCGTTGET | GGTTCCCGCA | CCA 1083

2.2A GTTTCGCTCC | ARAGCCCGCC | CAAAACCCAA | AACTAAATCA | GAACCACATT 50
AAATTAAGAT | CCTGAATCTA | GAAGCTTTTA | ATTTTCCTCT | GACATTTTCT 100
GCTCCTTCTT | TGTTTTACTT ATTTATTTAT TTATTTTTAA ATCCGCCTTC 150
TACGTGGGTT | CTCAAATGCA | AAAATAATTC | TGCAGTCTTA | ACCTATGAAG 200
GAGCGAAACA 210

21 GITTCGCTCC | TTCATAGGTT | AAGACTGCAG | AATTATTTTT GCATTTGAGA 50
ACCCACGTAG | AAGGCGGATT | TAAAAATAAA | TAAATAAATA AGTAAAACAL 100
GGGAGCAGAA | GAATGTCAGA | GGAAAATTAA | AAGCTCCTAG | AATCCAGGAT 150
CTACAATGGGE | ATGTGAGAAT | GCGAAAAAAA | TTTGGGAGTT | GGGCCCTCTG | 200
AAGGACCGAA | CAGGC 215

22 GTTTCGCTCC | ATTAAACTAA | ATTTAAATTC AACTATATCT | TCCAGTAATG 50
TCARAAAGAT | AATTGCACGT | AATAATAATG CCCTAATAAC | AACTACACALC 100
MMNMMNGTACAT | CTGATAATAA | ATACCTTTTC CTTGTGTAGC | TCAGGATGAA 150
AATAAATCTA | GCTTTTTGTT | CAGTTGAAAG | TAATGCGGTT | GGCTCTAGTG 200
TAAAGTGTTC | AAAGAARTGA | GAAAAGTATA AAGGGAAAAC | ACATCTAAAT 250
GATTAATTGG | TAGGCCTGTA | CTTATTTTCT ATTACTTTGG | AGCGAAAC 298
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23A | GTTTCGCTCC | AACTGTTTAA | GAGCTTATAC | AACCCATTAT | CAAGCTAGGC | 50
TTAGGACTGG | CGCATGGAAT | TTGATTAGCGE | GAGAGGGTAC | ACGTITGTGG | 100
AGCCACTTTT | GACTAATATA | AAAGTTTGAG | CTGTTGTTAG | GTGGAAGGAG | 130
ACCGCACGTG | TATAAAAAGT | ACATAAGACT | CATTATCAAG | CGACATGAGA | 200
TATTTCAACA | ACACGAGCAA | TGGAGAGTAA | TTATAGCTCA | GGACTCAGAC | 250
ATTGAGARAC | AAGGAGGAGA | CTCTTATGGC | TCGATATAGT | TGAATGCGAT | 300
ACCGAATCAC | TGCCGTICCG | AGGAGGAGCG | AAACA 335

234A | GTTTCGCTCC | TGGTACTACT | GGAGAAGGTT | GATCATGGAA | CTTCTGGTGA | 50

AATTATTGCT | GTGAATGAGA | TCAGGTATTT | CAGGGGGGTA | CTGGTACGTC | 100
GGCCACTGGE | AACGAATATC | TGCGGTAGTG | TACCACTAAT | GTAGTTGACC | 150
TGGTGGTAGT | CGCGAATAAT | TTCTCTTTAC | GAACATGTTG | ACGGTTTCTT | 200
GCTTGGGACG | GGAGAAATGA | TCTGCTAGGA | CATTGGATTT | TCCTGGGAGA | 250
TACTTTACAT | CGAAAGAGTA | TCGTGAAAAC | CATTICGGCCC | AGCGCATGGG | 300
CTAAGGATGA | GGGATTTGCT | TCTGTTGAAC | TTGAACATTT | GGGAAAAGGA | 350
GGACATGTCC | ATTTCGACGA | GAAAGGTTAC | GCCGATGAGA | TGGAATTCAA | 400

ACTTTTTGAT | GCCATACTTG | ACTGCCAGAA | TTTCCTTGAA | CGTGGAATGG | 450
TAGTGGAGTT | CAGCTGGAGA | AAATCGTCCA | CTTGTATATC | CACATATGGA | 500
GCGAAACA 508

245A | GTTTCGCTCC | GACCAGATCA | AGTAGCAGAG | AGCCGCAAAG | GAGAATCTTA a0
TGATGCATTG | GTGGAATTTC | TTACCACCAA | ATTTCGTGGT | GGCCCAACGE | 100
AGATTTTCCT | GCCAGGTCCT | GTTGCGCCAA | GAGAGACCAC | ACTTATCCGC | 150
CCAAAARACC | GCAAGGGAAC | CCGTGACTTG | ACATTCAAAA | AACAAGTGGT | 200
CCACCGAGTC | GGGTCTGCAA | COGCAARAGG | AGCATAGTCC | GTTTGCGATT | 250
CCGTGATAGT | TCAAAAGACG | CACCTGAGTC | GGCAGCCGAT | TAAGGGTTGC | 300
AAGCCATAGA | AGGAAGGAGT | GGCGTGGAAT | AATGTGGCAG | TCCTAGATAA | 350
AGTGATGCCA | AAARAACCGTG | CTGCCCTIGC | GCCTAATATC | GTCCCAAGCA | 400
GAAGCCACCG | AGAAGGAGCT | AGATGGGTGE | CAAAGCTAAR | TCAGACAATC | 450
CCTCCTAGCC | GGGGCAATAA | TCGGAGGGAA | ATCGGACCAC | GTGTGAAGCC | 500
GATCCAGAAC | AGAATTGGCC | AGAAACTGAC | CATCAATGAA | GTCTCGAACC | 550
GAAGCCATCC | GAAAGACACT | CGAGAGATAG | ATCTCCCTAT | CCGAAAAGGC | 600
CTTATACAGA | GGGCCATTTG | CATGCCAAGG | GTCAAACCAA | AAGGAAGTTT | B5O
CGCTCCAAMAG | CCCGCCCAAA | ACCCAAAACT | AAATCAGAAC | CACATTAAAT | 700
TAAGATCCTG | AATCTAGAAG | CTTTTAATTT TCCTCTGACA | TTTTCTGCTC 750
CTTCTTTGTT | TTACTTATTT ATTTATTTAT TTTTAAATCC | GCCTTCTACG | 800
TGGGETTCTCA | AATGCARAAA | TAATTCTGCA | GTCTTAACCT | ATGAAGGAGC | 830
GAAACA 856
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21A GTTTCGCTCC | TGCTTGATTC | GCCGTGAAGC | TGTCCCTCCT | CCCCAAGAGC | 50
ACATTCCAAT | CTGGACCTCC | TGACTGCAAT | TTCAGTAGCA ATTGTGATTC | 100
GTGGAGGCAG | CTAAGTATTG | GAGACGGACC | CTACTGATAC TTTGAATTGA | 150
TTCTCAATGC | TTCTTAGGCC | ACAACTATGT | ATACCAGGAA | GACGGAAGCT | 200
TCAGCAGCGA | GGGCGAGAAT | GTCGGCGCAC | GATACAGTCC | CAGGACAAGA | 250
GCTCTCAATA | GCCGCTTTGA | TGTTGTCCAC | CACATCGAAA | CCCCTCGCGE | 300
AATTTGCATT | CGGACCCGCG | TCTTTCTCGEC | TCTTAATGGT | GGCGCTGTTG | 350
TCCAGCAATA | GCGATCCATC | GCACCCCTTG | TAACAAATGG | TAAGCACAAC | 400
CTTTAGGTCA | CGTGACTAAA | GCTACCCGAA | AGTCGGATTG | AAAGTACGAT | 450
AAGAAACGAA | GTGATTATTT | AGGACTCGCT | TTTAATGGAA | AGATGACCTA | 500
GCTTAGGGAC | TCACGTCGAC | GAAGCAATCG | TGGARATGGA | GACGGACGAG | 550
GCTGGCGETG | ATGCGCGEET | CGGATTGAAG | GGCCCGETGE | ATCACGGATT | 600
GGGTAATCCT | GGAAACATTC | GGGCATGTCG | TGGIGTAAAA | GCTTGCGCTC | 650
AACTGAGCGC | TCGATGGACG | GAGGAGAAAC | CACAATGCGG | CGAAAATGAT | 700
CATCGCTATC | AGCGAGAAGT | GAGCTGGAAA | ACGGACCATG | ACATGTAAAT | 750
TAACCCCGTT | CGGACCGATT | GAATCCCTCT | CAGAAACAGT | GGAATTTGAA | 800
TCCTAAAGCA | CAGTGTTGGT | CCTATACGTA | TATATAGTAA | GGGTACGTCG | 850
AAGCTCCTAG | GGCTCAAAGT | CATCATGAGC | GCGTAAAATC ATTGAAAAAT | 900
TACTCTTCCT | TACTCCATCG | TCTCAAGGCG | GAATTATTAA TETTGAATTA | 950
GATGCAGAGG | ATCGAACATA | TATAAAACTT | TGGAGCGAAA | CA 992
3.27 GTAGACCCGT | CATGARCGTC | ATGAARAACGA | GTTCCTAAAA GCTARARATG 50
ARAGACTCGG | AGCAGAGAAT | ACAAGGTATG | GAGAAGCTTT TGACACTGCC | 100
ACNTGCTCTA | ACTGTAGTGA | CCTCTICACC | CTCAACGAAA TGCAGCATCT | 150
ARAGATALAA | AAAAATGCCC | GTTTGAAAGE | TGAGTTAGGT TAATTCCCAG | 200
CAGAATCAAG | TTCTATTARMA GGAATATACG | AGAAGACCAA TCTTATGGGGE | 250
TCAGTATTAA | TATCTTTCGA GAAAAGGAAG | ATGTATCACT ACCAGTCAAG | 300
TAACGTTGAC | GACGAGCTTA | TTGCCATGAT | CAACTAGTTT GACGTTGATE | 350
AAGCTHMTAAA | GCTGTAATGT | TCATACAAAG | TTTGTHTTTT AAAGCCAGTG | 400
ATCACGGGTC | TAC 413
3.15A | GTAGACCCGT | TCTTGACTTT | TGCCCCTGCA | CCGGGAGAAA TGCGTGTGAA | 50
ATAAATCAGG | TAAGGACTCG | AGATATTCTA | GCTATCTATT GGAGACAACT | 100
GTCATGTCTG | TCATATGCCC | CATAAGAAGA | AARATTGAGC ATCATCTTGA | 150
AATTGGTATG | AAACAARAAT | GATATACTCA | TTTTCCCAAG TTTGTGTTCA | 200
TTGTTATTTT | GCCCCATCTG | CTATCAGAGT | AGACTGCATT AGGTGGCCAA | 250
AGCTTTACAG | AGATCTAGGG | TTGCCTCCCA | AGTATGATAA ATTGCAAGAA | 300
TITGGTTTCA | GGCTTTGGCA | ATGTTCTATC | CAACACTTGC CCCTGCAAGA | 350
AGGAAAATAA | AATGTCATTT | TCAGAATTGG | TGAAACTTGA ATGGGGATAT | 400
TGCCCTTTAG | ATTGAGTAGC | CTTTGCTACA | CTTTCCATCA ACTGATATGG | 450
TATGATCGAG | GTTARAGTAT | GAATTAATCT | TCCATTGACC GATAACCTGA | 500
TTTATAAGCT | CGTACGGGGA | TCAGCCAGGT | CTTCTAGCCT AACTATGAGC | 550
TACGGGTCTA | CA 562
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41 AAGAGCCCGET GGATACATCA | GTAAGTTACC | AACAACTTCG | TGAAAGCATC | &0
TGAAGATCAT TCTGATTGTT | TTGAATCACA | GGCCATTAGT | ATTTATITGC | 100
GTTAGAATGA ACATGTGAGT | TGGETTGGAA | ARGTTCTAAA | TTTGGAGAAT | 150
TAATGTGATG COATGCAAARG | CAGTTAATAT | ATCTAAATTG | GTGTATAAAT | 200
TATTGGCTTA AGTTTTTGAG | TGAATGTGGA | TTCAATTGGA | TATGCTGACG | 250
GGCTCTTA 258

438 | AAGAGCCCGT | GGGGTTICTGG | GCGTGACAAG | TGATGAAAAG | GAGCATTGGC | &0
GAAGAAGCAC | AGCGGTTCTC | AACGGAAATT | GGTGGCTCAC | GAAGGAGGCG | 100
ATGGTCCCTC | AGCTGAGCAT | GGGTGATTGG | GGTGGTCCAA | AGTATCTTCT | 150
ATACCTAGGA | AAGACAAGAG | CCCGTCTCGT | CGAAGTTCCA | AARACCCGTTC | 200
GTCGTTTTAA | GGGGTCGATC | GTCCATGGAT | GCTAAATCAG | GTACGCCGTT | 250
TCAAAATCTT GGCTAATAGG | TTGTTAGAAC | ATGACTACGG | AGGTCCTAGG | 300
GTGCCGGAAT | COCCGGCCAR | CAGTTGGTAT | CAGAGCCACT | ATAGCTCGGT | 350
TTTAGCACAT | ACGGGCTCTT | A 371

43 AAGAGCCCGT | CTTCTCAGAT | TTTAGCGCGT | ATCCAACTTG | ARATTGCTAG | 50
TTAGAGCTCA | TCCGGAGTCC | ARATCGATCT | CCATTTTCTC | TATGCGACCG | 100
TAAGACCTTG | GGTTTCAATG | TRAGTTGGCT | AGAAATTTCC | TAAATTITTICGE | 150
TAGATTAATG CTGAAACGAG | GCTGGTCATG | GGGAGTTAAG | CTCGACTGCT | 200
ACCGTTCGCC | ATCCGCCGAT | GCTCCGGCAC | CTCTGTACCC | CTCATTCACC | 250
TTGTTCTCAG | TCTTTCCTAG | GTATAGAAGA | TACTTTGGAC | CACCCCAATC | 300
ACCCATGCTT | AGCCGAGGGA | CCATCGCCTC | CTTCGTGAGC | CGGCAGTTTC | 350
CGTTGAGAAC | CGCTGTGCTT | CTTCGCCAAT | GCTCCTTTTC | ATCACTTGTC | 400
ACGCCCAGAA | CCCCACGGGC | TCTTA 425

4.9 AAGAGCCCGT | GCGACGTAGT | GAAATGCTAA | TGACAATTGA | CTGATGGGTC | &0
CTCAACACAG | CCTACCGTCG | TGTTCGTGTC | GTGTCACATC | ACTGCTAATG | 100
TTAGCAGCTG | GCCACTTAAA | AACCAAGGTT | TGAAAGATCC | AAAGAATATC | 150
AGCZCTAGTCT | ACATAGAAAA | GTCAAGATAC | GCTAGCAATC | AATTTAGTCT | 200
TCACTTAGCG | TTCATATCTG | GATTTCACAT | GAACCTAATT | ATGGCAGAGT | 250
TCCACCCAGT | TTGCCAGCTT | AGAAACCTAC | TCGAGCTTAC | AAAACATCCA | 300
TCTAATCAGG | CATGCTCAAC | AGAAATTTGA | TGTTTCGCAA | ACGACACAAC | 350
AGTTCGATAG | GAATACGAAA | AATCATATGT | GGCACGTAAA | CACGAAGCAG | 400
TCGGCCATTT | TCAATTTACC | TACAAAGGGG | ARCCCGGCAA | GAATCGGGCT | 450
GGTCACAGAT | CGAAGAGTGC | AATCTGAGAA | GCTGCCACAT | CCGCTIGCAT | 500
CGCGAGCAAC | CTCCACCGAC | CCGCTTCTCG | CAGGTCGCGA | AATGCTTGAT | 550
CGAGAGCTGEG | ATGCCGTAGC | AGATGGCGAA | CTTGCCGCAC | GGCTCCTTGET | 600
TCCTCACGGG | CTCTTA 616
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58 AACGCGCAAT | GAAATTATCT | GCCCCATCCA | ACTAGTTCCA | AGCATCTCGC | 50
TAAATTAGAA | CTAATCTARA | TCTAGCTTAA | AAAMAGTGCCT | TATCCTCATT | 100
TATTCTATCT | CTATTCTTGT | CTTCAAGGCA | AATAGACAAG | AGTAGATTTC | 130
CTTTGGAAAT | CTCGAATGGA | CCAATTAAGC | ATGGGCTAGG | AAAGGTGTCT | 200
ATGTGCTCCA | CACATAGACT | AAGAAACAAT | TAATGACTAA | TGGGTTGCGC | 250
GTTA 254

55 AACGCGCAAC | TGAGCCTAAA | GTCTAGCACC | AAAGCCCAAA | TTTGTTTGCT | 50
GAGCCAAACT | GACTAARACCC | GTTTGAGCCT | ACCATGCCTG | GATCTAACAA | 100
GTCCATCCCA | GCCCTARAGTA | ACCAATTCAA | ATATGATTAG | AATTAARACCT | 150
ATCTAAGCGA | TAACCAACAT | ACGTCAATGA | CACAAGCATC | AAGAAAACTT | 200
TTTCCAACTT TCAATCAATT | CAGAACCAGT | TATGCACCAT | AGGCTAGTAT | 250
TCTGACACTA | CCGCATCAAC | AAGAGGAAAG | GAAACACACA | ATTGATAAAC | 300
AARACCGTGA | ACTGTATCTA | AAATAGGAAL | AATGCAACGA | CATAACACCC | 350
ACGTACCTCT | ATTTGCCCTG | GTTGCGCGTT | A 381

5.39 AACGCGCAAT | AACAGAATGE | TCAAGGGTTG | TGAAGAATGT | GGCCTCATGT 50
CCATGAGCGG | TAGTTGTTTA AACAGCAGCA | GTGAATTAGC | TAAGACGAAA 100
AGGCAGGAAT | GGGCTCGAGA | TGAAACTTCT | CTTATGGTCA GGGGCGGACG | 150
GCTAGTCCTT | GGCTTCEAGG | ATTTCCACCC | AGAATATCGG | AGGGAGGATC | 200
GGAGAAGAGE | GEGGAGAGTC | CCAGGGGTCG | GTGAAGAAGT | AGAGGTACGE | 250
AAGATTGCTT | TTAAAGTTCC | CAATAATGGA | TTGTTGGCCG | AGGAGTTGGT | 300
TTTGGTAGCT | CGTGAAGTAT | ATGACTCCAG | GTCTCGCCTA | TTCACTTATG 350
TGTCAAGAGT | TGCCAAAARAA | TACGCCTGTT | TATACACGTA GCTTGTGTGG | 400
AGGAGTTCAT | GTTAGTAATC | CACCATGTTG | GGGGAAGCCG | TGTGAAGAGC | 450
ATAGCTAGAA | ATGTGGAGTC | ATTGAGGGAG | CTTATAAAGT TTTCAGCGAG 500
ATACCCGTGA | AGGATCTTGG | CATGTGGAGT | GCGATTATGA | TTGCTTGCGT 550
TCAGCATGCA | CACATGGAGA | AGACATTCGA | GCTGTTTAAA | TAGATGGGGE | 60O
GTCACGAGAT | GAAGCCAAAT | TTCATTACTT TCCGGAGTAT | CCTTTACGCT 550
TGCAGTTGCE | CGETT 664
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CAG.28 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACTTCTG | TTTTCTAAGG | CCTTGCTAGC | 50
AGAAGCAGCA | GGAGCTTTTC | TAAGGCCTTG | CTAGCAGAAG | CAACTGTACA | 100
TTAGAATCGG | ACAAGAGTGA | TGGTCATAGC | TGTTTCA 137

SK5 ATTCGATTCT | AAGGCCTTGC | TAGCAGAAGC | AGCAGAAGCT | TTTCTAAGGC 50
CTTGCTAGCA | GAAGCACTTC | TGTTTTCTAA | GGCCTTGCTA | GCAGAAGCAA | 100
CTGTACATTA | GAATCGGACA | AGAGTGATGG | TCATAGCTGT | TTCCAATCAC | 150
TAGTGAATTC 160

CAG4 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACAACTT | ARAAAAGAATC | TTTTCTAAGG a0
CCTTGCTAGC | AGAAGCATTT | CTGTTTTCTA | AGGCCTTGCT | AGCAGAAGCA | 100
CTTCTGTTIT | CTAAGGCCTT | GCTAGCAGAA | GCACAACTTA | AAAAGAATCT | 130
TTTCTAAGGC | CTTGCTAGCA | GAAGCAACTG | TACATTAGAA | TCGGACAATT | 200
MNTGATGGTC | ATAGCTGTTT | CCA 223
CAG1 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACAGTGG | CTCATGCCTG | TAATCTCAGC 50
SK2 | rrrrrrnana srrraTaaas | wEsasrsasw rrwaaEEEE rrraaTaEaw 50
CAG1 | ATTTTGGGAG | GCTGTGGCNN | AAMGCATCACT | TGAAGCCAGA | AGTTTGNTGA | 100
SK2 | rrrrraanea T sammaE A Ew srxann g ww 100
CAG1 | CCAGCCTGGG | CAACATAGCA | AGACCCCATC | CCTCCACACA | CAAACACACA | 150
SK2 mrmmEmatar | GEtEEcaaTs | wewaasanaw wrwr oww wwww rrrmrmanaE 150
CAG.1 | CACACACACA | CACACACACA | CACACACACA | CACACACACA | CACACAAACA | 200
SK2 [ wEmmmmanaE | wanasawaww wawwws | 200
CAG1 | AGCTCTTGCC | AGAATTAGAG | CTACAAATTG CCCTCAGGTT | CCTAGAAGAT | 250
GK2 | rrrrrrmana Frrraraass | wEsasrsasw srwraEEa rrraaTEEaw 350
CAG1 | CAGTCCTTCA | ATTAGATTCA | GATTGAGATG | CTTCCTCTTT TAAACAATGA | 300
SK2 | rrrrrraana mrrrsTaaas | wEsasarsasw rrraaEEEE rrraaTEEaw 300
CAG1 | TTCCCTTTCT ATCATGCCCA | ATAAGAAAAC | ARATARARAT TAAACAATAC | 350
SK2 |rrrrrrrana FrrEaTaaas | wEsasEsanw rrrEEEEEE rrraaTEEaw 350
CAG1 | TGCCTGTAAT | CTCAGCTACC | CAGGAGGCAG | AAGCAGAACT | GCTTCTGCTA | 400
SK2 | rrrrrraana mrrrsTaaas | wEsasarsasw rrraaEEEE rrraaTEEaw 400
CAG1 | GCAAGGCCTT | AGA 413
SK2 |rrrrrrrana waw 393
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CAG.38 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCATTTCAG | AGAGAACAGS | GGTCAAAGTC | 50
CAG3T | trrrrssans |sannnnnnan rrnEwmEEEw rrnEwmEEEw T 50
CAG.38 | CTCCCCAAGT | AAGGAACACA | GGCACAGCCA | CACTGCATAC | ACACACGTGC | 100
CAGS3T | #rersnsnsp | #_sssnnnas rrnranE AT w rrnranE AT w T
CAG.38 | ACACACACAG | GCGCACACAC | CCACTCACAC | ATGTGCACAC | TCACACCCCC | 150
CAG3T | trrrrssans |sssnsnnnas sEmEwmEEEw sEmEwmEEEw srmEwnEEEn 150
CAG.38 | CACACGTGTG | CACACCCACG | CACACACGCA | CACACCCACA | GTGCACACTC | 200
CAGS37 | *rtnannsns |sssananans rrmramEaEw rrmramEaEw T 200
CAG.38 | ACACCCACTC | ACACACGTGC | ACTCACACCC | ACGCACACAC | GTGTGTGCAC | 250
CAG37 | rrrrssans |sannnnnnen rrnEwmEEEw rrnEwmEEEw T 250
CAG.38 | ACCCATACAC | ACCCACACAC | GCGTGCACAC | ACCCACTCAC | ACACGTGCCA | 300
CAGS37 | rrnanntns |sssasnnans rrrrwmEEEw rrrrwmEEEw srmrwmEaE g 300
CAG.38 | AACACATGCG | TGCACACCCA | TGCACACACA | CTTGCACACT | CCCAGGTGCA | 350
CAG3T | rrrrssans |sannnnnnan rrnEwmEEEw rrnEwmEEEw T 350
CAG.38 | CACACACCCC | CTTACACGTG | CACACTCAAA | CCCCCACACT | CACATGCATG | 400
CAGS37 | *rtnannsns |sssananans rrmramEaEw rrmramEaEw T 400
CAG.38 | CACACCCATG | TGCACACACC | CACACACAAC | CCACACGGTG | CACTCACACC | 450
CAG3T | *rrrrssans |sssnsnnnes sEmEwmEEEw sEmEwmEEEw srmEwnEEEn 450
CAG38 | CTCACACACG | TGCAATTCAC | ACGCATTCTA | CACACATGCA | CACACCCATG | 500
CAGS37 | *rtnannsns |sssananans rrmramEaEw rrmramEaEw T 500
CAG.38 | CATGTGCACT | CGCACCCATG | CACACTCACG | TGTGCTTTIG | CTAGCAAGGC | 550
CAG3T | rrrrssans |sansnnnnan rrnEwmEEEw samnan e onn tarxsrann o | 55O
CAG.38 | CTTAGA 256
CAG37 |*rrrwe 555
CAG.20 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACTICTG | TTTTCTAAGG | CCTTGCTAGC | S0
AGAAGCACAC | GTGAGTGTGC | ATGGGTGCGA | GTGCACATGC | ATGGGTGTGT | 100
GCATGTGTGT | AGAATGCGTG | TGAATTGCAC | GTGTGTGAGG | GTGTGAGTGC | 150
ACCGTGTGGG | TTGTGTGTGG | GTGTGTGCGC | ATGGGTGTGC | ATGCATGTGA | 200
GTGTGGGEGEET | TTGAGTGTGC | ACGTGTGAGG | GGGTGTGTGT | GCACCTGGGA | 250
CGTGTGCAAGT | GTGTGTGCAT | GGGTGTGCAC | GCATGTGTTT | GGCACGTGTG | 300
TGAGTGGGTG | TGTGCACGCG | TGTGTGGGTG | TGTATGGGTG | TGCACACACG | 350
TEGTGTGCGTG | GGTGTGAGTG | CACGTGTGTS | AGTGGGTGTG | AGTGTGCZACT | 400
CGTGEGTGTGT | GCETGTGTGC | GTGEGTGTGC | ACACGTGTGE | GGGGTGTGAG | 450
TGTGCACATG | TGTGAGTGGEG | TGTGTGCGCC | TGTGTGTGTS | CACGTGTGTG | 500
TATMNCAGTGT | GAGCTGTGCC | TGTGTTCCTT | CTTGGGMAGG | ACTTTGACCC | 550
CTGTTCTMCT | ACTGAAATGC | TTACTGCTAG | CAAGGCCTTA | GA 592

xxiii




ANEXO 6

CAG.7 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACTCTGC | CTCAGTGCTT | CTCTTCCTAC | 50
ACACTTCACC | TCCCCTTGCC | TCTCTGAATG | TAAGTGTCTC | TTCCACAGCA | 100
ATCTGTGCAA | AGACTAACAC | CAGAGTAACT | ATCTTACAGT | ATTGTAACAC | 150
TTAGCTAATT | TTTCTGCCTC | CAACAATAAA | TTCTGATCTA | TTTGAGGAAG | 200
TCAACTCCAA | TACCATTCTC | AAGGAAGTCC | TTTTTTAGAA | ATATAGACTG | 250
AAACCTGACA | GAAAAGGGAT | TCAGTGTATA | TCCTAAAGGA | TGGCATAGGA | 300
GAGCTGAGAC | TTAGCAGGGT | ATACACTAGA | GTGGTCTCAT | GCTCTTCTTG | 350
CCAGCACACC | ACTAGGTTAG | CAGTTCTCAA | CTTTGGCTGT | AGTTGGTATA | 400
ACCTGGAAGCT | TTTAAGATAT | TTTTGATGTC | TAGGTCTCAG | TTCTAGAAAT | 450
TTTGAATTCA | CTGGAATGGA | GTAGATTTGG | GTCATTAAGG | TTTTTAACTG | 500
TTCCCAGGTG | ATACTGGGGA | TGATGAGAAC | TTAAGGATGA | GAATCAATGC | 550
ACAGCAAGAC | ACTGTGAAAT | GGGAATAGAT | GTTAGAAGCC | ACCATTIGGCA | 500
CTAGGGGTCA | CAAATGGATT | GCCAATTTAA | GAATACCTTA | TTTTTCACAA | 650
TTCTCTTAAG | GAATAAGTTT | TCTTCCACCT | GAACTGCTTC | TGCTAGCAAG | 700
GCCTTAGA 708

SK1 ATTTCCATGG | AGTGCZCTGAG | TGTTTGAGTT | GACGAGTAGC | AATACCTAGG | 50
ATTGGACACA | GCCTAATTTAT | ATCTCCTAAT | AGTTGNTGGA | AATCACTGAA | 100
GGTTTGTAAT | CTGTCCCTAT | GGAGGACTGC | TTTCTGAGGT | CGAACATITG | 150
TTTCAGTAAC | AATAGTGCCT | AAGTATTGGT | ATGGGGAGGT | TGCTTCTACC | 200
TTITTGTTGAA | CTATTTITGAG | ATGTCCCCCT | GTTTTGCTTC | TCTCAACAAT | 250
TGETGTAATA | GCTCTTCCAT | TGGAGZAGCC | AAAAGAATTT | CATCCATATA | 300
ATGAATGATG | TAGGCAGTAG | GAAATATATT ATGAGGCTCC | TTTAAGGACT | 350
GGCCTACAAA | ACGCTGAAAT | AGCGTAGGAC | CGGTGAGCAT | GCTTTGGGGET | 400
GAAACTTTGC | TTATCCTTCT | CATGTAAGGG | TATAGTAAGG | AAATAATCTT | 450
TGAGATCTAC | TACTGTAGGA | GGTGAGTCAC | TTGGAATGGC | TGCCAGGAAT | 500
GGCAGACCTT | GCTGTAATGC | ACCCATTGAT | TAAATCTGTG | CATCTAATCG | 550
CTCTCAAATC | ATGTAACAAC | TTGCTGGCAA | ATCGGTCTGT | TTTTATAGTA | 600
AAATTTTGCT | GAAACCTTAC | ACTTIGTGTTG | ATACATATGT | ATATGTATAT | 650
GTGTGTATAT | ATCTCTATAT | GTGTGTATAT | ATATACATAT ACACATGCAC | 700
ACACATATGT | ATGTGTGTGC | TTCTGCTAGC | AAGGCCTTAG | AATCACTAGT | 750
GAATTC 756
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SK3 GCAATTCACTA | GTGATTCTAA | GGCCTTGCTA | GCAGAAGCGG | TTCCTGGGAT | 50
CAGCCGCTTA | CCTTGGAATG | CTGCAGCAGA | AGTATCTGCT | CGTCAAGCTG | 100
TTGTCGCTTG | CCTTCTATTT CAGTCTGCCT | CTTTCTTTTT TTCTTGAAAA 150
TAAAGAGACA | GAGGCTGTAA | GAGTGGGETEG | GTGTTGGCTC | CAGAAATITT | 200
RAGGCAGARA | GCAGCAGCAG | CAGCAGCACA | CATCTGTATA | GACACTTCCA | 250
GAGACACCGEG | GCACACACGEC | AGTGTCACCT | GCCCCACCGT | CTCTGGGETGT | 300
GTTGCAAGCA | GCAGCATICT | CCTAACATGT | CTGCTGTAGG | CTCGAAGAGT | 350
GGGAGARATT | CTCCTCACTC | AGCCAGGCTG | CAAGAATITA | ATCCAAAAGA | 400
AAAGACGGTT | TCTACACACA | CACACAGACA | CACACACACA | CACACACACA | 450
CACACACACA | CACACAGAGA | GAACCATGCT | CTGTGCAGTGE | TTAATTTGGA 500
CACAAAGAAT | ARAAATGTCT | CAATCCAAAL | GACAGAGGTT | CTTACAAACT | 550
GCAAATACCA | TAGAATAAGA | CAGTGGGAAA | TTCTGEGTGA | GATTTATTTG g00
ATCAARATCA | CAGACATAAA | TAAGCAGACG | TTGTTTCAAA | TTTTGTAGGA | 650
CAAATCACCT | AGTTGGACAT | ACCAAACAAT | GCAAATGAAR | TGGGTTATAT | 700
TTGCTGCCAC | TAGCCTTGGET | GTAGCATTTIC | ATGTGGGTGE | GGCAGCTGAG | 750
TTACGATAAA | TATGAAATCT | GGAATCTGTC | TGTCCGGGTT | CACTCCCAGC | 800
CCTACCACTC | ACTACCTGTC | TGACTTCTGA | CAAG 834

Sk4 GCTTCAGCGGE | CACGAACAGC | TGAAGCGCCA | ACAGGACCCA | AAGCAGAGGG | 50
ATCGTATGCA | ACAAGAGCGA | AATTGTGAAC | AGGGTGGAGA | AAAACCACCT 100
GTAATGAAAG | GTAARAAGTG | GCACAAATCA | GACTATAAAG | GAAGAGAATT 150
CATCATAACT | AACATCCACG | AATTTTTACC | TCCCCCGGAA | TTTCAATTGG 200
AAAAGCAGCA | AATGAAAGCA | TCACATCAGA | GACAGATATA | GCGACTGTGT | 250
TTTTATCAAC | TGCAACCAAT | CCCAAGCCTT | GAGAATGGTA | TACAATGACG | 300
CCAGTCCCAA | AGAAGTGCTG | AGAATGGACG | CCATCTACCA | TACATGATGG 350
TGGCACGTGA | ACCTGZAAGT | ABAAGCATGA | TAACTCTGAA | TTTAAGAGCC | 400
ACCACAAGCA | ATGGCTAAAC | ATCTCCTGAA | ACTACAAAAR | TTAAGACTTG 450
CTACTGGAGC | CCCTAAGACE | AGGATAAGAA | CTTATCCAAA | ATCAGATGGT | 500
CAAMAGTCTGT | CTTCATCAAA | TGGAGATAAA | TCCACACACA | CACACACACA | 550
CACACACACA | TTTGAAGAAG | CACCGCCACA | GTGTTGTCZAC | CACTAGTTTA £00
CTGATACAGT | TARAGGTAGC | ACAATCAAAC | ACAACTGGAA | GCAAGGAGAC | 650
GGTGATATCC | CAAAAGCACA | TAAATCAAGG | TAGGGTTAAA | TTATTAAAGG 700
ACGCAGTAGE | GTGACCTAATT | AATCAATAAA | CTTGGAAAAT | AATACCAATA 750
AAATTTTTTG AAATTACTTA | CCTCARACAT | TACAAGAGTA | GGCTCTATCA | 800
CATGTTCAGT | GTATGAAGCA | TTGGCTGATA | ATGCTGGCGE | ACTTTGATAA 850
TCTGTCACAA | CTGTACTGTC | CCCATTTCTG | GTATCTTTCA GCTCCAGTTC | 900
CCTATTATCA | AGCAATGAAT | AGTCGGAAGCT | TGCCCCATCA | GCTGATAAAT 950
CTTCTTCCAC | ACGTCGTTTZ | TTCTTTCCAA | TATCTGATTC ATCTTGAGCA | 1000
TCGGACCCTT | CAGAAGAATG | TCCATCATTT | GTTTCCATGC | TAGCAACACZC | 1050
ATCAATCAAC | TCTTGTCTCC | TTTCCTGATC | TACTTGTTCC | ATTGTGACCT | 1100
CAGCAGTACA | ACCTGCTTGC | TTGGCTAGCA | CTGGATCACCT | ATCGAGCGCT | 1180
TCTGCTAGCA | AGGCCTTAGA | ATCACTAGTG | AATTC 1184
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ANEXO 7. Disefio de oligonucledtidos empleando el programa Web Primer DNA para

la amplificacidn de regiones de ADN especificas para P. guajava L.

‘ CLOMA SENTIDO CONTRA SENTIDO ‘ Tamafio ‘
13511 24 CEE GAR AAG GGG AAA ATT CA | TGG TGC GGG AAT ATA AGA GAA 311 pb
1.1 GGAACATAA GAG GAC CGC CTT | CGG GAA AAA GGG GAA AAT TC 305 pb
1124 CHACTT CTC CGA GCT CTT CAA | TCT GCT GAG TTA CTT GAG CGA 402 pb
1.5A TGTTCCTTG ATG CGT ATG GA GGG AAG ARG CACTGA GAG AGA | 543pb
1.34 TG CGG GAR GAA CTAA AGA AR | GGG AAG GGA ARA TGT GAT GTG 721 pb
TA1A GGA AGA GAG ATC CGT TAT CCA AGC AAC GGT CGG ATAGTTTT 1084 pb

234 CECTCC AAC TGT TTA AGA GCT GGACCG CAS TGATIC GGT A ‘ 314 pb ‘
dr CCGTCATGA ACG TCA TGA AA ACC CGT GAT CACTGG CTT TAA 403 ph
3.15A AGACCCGTT CTT GACTIT TGC ACC CGT AGC TCATAG TTA GGC 555 pb
4.1 AGC CCGTGE ATA CAT CAG TAA CCGTCA GCATAT CCA ATT GA 248 pb
4.38 TTCTGG GCG TGA CAA GTG AT TGC TAA AAC CGA GCT ATG GTG 343 pb
43 AGE CCG TCT TCT CAGATT TT TTC TGE GEG TGA CAA GTG AT 407 pb
4.9 TGC GAC GTAGTG AAA TGC TAA AAG AGC CCG TGA GGA ACA A 506 pb
0.8 CAA CGA AAT TAT CTG CCC CA ARC GCG CAA CCC ATT AGT CAT 247 pb
55 ARC GCG CAA CTG AGC CTA AA CAA CCA GGG CAA ATA GAG GTA 374 pb
534 CGC AAC AAC AGA ATG CTC AA CAACTG CAAGTG TAA AGG AT B854 pb
Sk TGE CTC ATG CCT GTAATC TCA TAC CCA GGA GGT AGA AGC A 243 pb
CAG. TGG CTC ATG CCT GTA ATC TCA TGCTTC TGCCTC CTG GGT A 358 pb
CAG 38/ CAG.3T TTT CAG AGA GAA CAG GGG TCA ACA CGT GAG TGT GCA TGG GT 508 pb
CAG.20 TCT AAG GCC TTG CTA GCA GAA GGT CAR AGT CCT CCC AAG AA 433 pb
SK3 TTTGETATGTCCAACTGEGTG GETGTTGECTCCAGAAATTT 497 pb
Sk4 AGAATGGACGCCATCTACCAT CGTATGAAGCATTGGCTGAT 508 pb
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ANEXO 8

ANEXO 8. Evaluacion de la concentracion de ADN plasmidico y gendémico como

parametro en la amplificacion de segmentos especificos tipo RAPD de P. guajava.

a C b
I | I |
12/071.33 Pl gnyg  10ng Z20ng  10ng 25ng 5S0ng 10ng 25ng  S0ng P
[S{uu ) p— I . _
MM1pbh— s i ‘. A —— -
a C b
I I I |
1124 P Spy  10pg 15pg 100py  Tnyg  10ng 25ng  Tng  10ng  25ng
BO0ph —
402F|j:lh— - e e —, | — —
a C b
I I I |
134 FWM Bng 10ng 20ng  10ng 25ng S0ng 10ng  25ng SOng  PM
721 pb — - - - - - .
600 phy —
a & b
I I I | I I
1TA1A PM  10py 100pg 1ng 100pg 1ng 10ng 25ng 1ng 10ng 25ng PM
resgpp — . —— -
a b C
2348 I I I I I I
P 10pg 100pg Tng 100pg Thng 10ng 25ng 1ng 10ng 25ng PM
G00ph — :
a b C
327 ] !

: Pkt 10 pg 100 pg 1ng 1 D_pg 1ng_ 10ngy 25ng_ Ing_ IDng_ 25ng PM
BODph - B B = -
4u3I|j:h— — e A ‘» — w—

a b C
I I I I I
315 Pt 10pg 100pg ing  100pg ing 10ng 25ng  Tng  10ng  25ng  PM
§§§§E: e —
a b C
I I I I I I
4.1 PM 10pg 100pg Ing  100pg Tng 10ng 25ng Ing 10ng  25ng  PM
BO0ph
245 pb — i M —— —

XXvil



ANEXO 8

a b C
I I I I
43 PR 10py  100pg ing  100pg 1ng 10ng 25ng  1ng  10ng  25ng  PM
GO0 b —— — —
407 pb — — —— - — — —
a h c
I I I I I I
49 PM 10pg 100pg 1ng  100pg Ing 10ng 25ng 1Ing 10ng  25ng  PM
B0 pb ————e — - e S T =a— _—
400 ph — . .
a 1] C
I I I I I I
58 PM  10pg 100pg 1ng  100pg ing 10ng 25ng 1ng  10ng 25ng  PM
E00 bk — —
247 pb — A — —
a b C
I I
2.5 P 10pg 100pg ing  100pg ing  10ng 25ng  1ng 10ng  25ng
BO0pbh —
Jrdpbh — T —
a b C
539 I I I |
: P 10pg 100pg 1ng 100pyg Ing 10ng 26ng 1Tng  10ng  Z5ng
654 ph
BOOph — — s

Amplificacion de los segmentos 1.2A, 1.3A, 1.12A, 1.11A, 2.3, 3.27, 3.15,4.1, 4.3,
4.9, 5.8, 5.5y 5.39 empleando diferentes concentraciones de ADN plasmidico (a),
ADN gendmico de hoja fresca (b) y ADN gendémico de hoja seca (c), empleando 1.0

mM de MgCl,. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA).
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ANEXO 9

ANEXO 9. Amplificados de segmentos especificos tipo RAPD de P. guajava, usando

10 ng de ADN gendémico y 1.0 mM MgCly.

1.2A

11247

1.3A

23

327
3.15

4.1

4.3

4.9

58

55

839

P

A N | |1 " " | O - - | A L A

— — —— — — — — — — —— — — — — —

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA); P: ADN plasmidico; I -

XVI: Muestras seleccionadas (ANEXO 4); G1: Arbol ancestral de guayaba.
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ANEXO 10

ANEXO 10. Amplificados de segmentos especificos tipo RAPD de P. guajava,

usando 5 ng de ADN genomico y 1.5 mM MgCl,.

FM P 10| I ] ¥ | N1 O A S O B 1 | I W S AT AW
T | e e o i
TAZA: | - e —— -
1,30, | ——————— B TV e
1114 ~ A
75 | 2 g - o
297 | — et —
A5 - -— -_—— — - T — _—
S R S ——— .
Ga | T R o o
49 | ——— e ——————— | —
5.8 e TR T — e
5.5 e i SR e e i A Y g
5.39 Ty —— RNV e

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA), P: ADN plasmidico;

XVI: Muestras seleccionadas (ANEXO 4), G1: Arbol ancestral de guayaba.
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