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RESUMEN.

Introducción. El gran número de habitantes en el mundo que utilizan a las plantas

medicinales como recurso para solucionar sus problemas de salud, atrae la atención

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 identificación taxonómica y de

compuestos químicos que son característicos de la especie; sin embargo, en años

recientes se están empleando marcadores de ADN para la identificación de la

especie y discriminación de adulterantes. Entre los marcadores de ADN se

encuentran los del tipo RAPD, RFLP, AFLP, secuencia específica y microsatelital. La

hoja de guayaba (Psidium guajava L.) ampliamente cultivada en México, se utiliza

popularmente en el tratamiento de trastornos estomacales y estudios clínicos

recientes demuestran su eficacia en el tratamiento del síndrome de colon irritable.

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

guajava, el presente trabajo se enfocó en la obtención de marcadores genéticos que

se relacionen con la acumulación de quercetina y permitan la autentificación de la

especie, como una herramienta en el control de calidad en el desarrollo de

fitofármacos. Hipótesis. Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de

P. guajava cultivados en diferentes estados de la República Mexicana están

asociadas a la acumulación de flavonoides mientras que las regiones conservadas lo

están con la identificación de la especie. Objetivos. a) Caracterizar las variaciones u

homologías de secuencia en segmentos tipo RAPD provenientes del ADN genómico

de P. guajava L.; b) Obtener la distribución de la frecuencia alélica de diferentes
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muestras de P. guajava L. a partir de la construcción de una biblioteca genómica de

loci microsatélite de la clase dinucleótida. Materiales y Métodos. Retoños limpios se

colectaron en 40 árboles en cuatro estados de la República Mexicana. El material

vegetal se procesó para obtener por un lado un extracto metanólico hidrolizado para

la cuantificación de quercetina por HPLC usando columnas RP-18 y un detector

PDA, y por otro lado se obtuvo ADN genómico. En éste se amplificaron regiones

aleatorias tipo RAPD con seis oligonucleótidos de 10-mer (Amersham Bioscience,

UK), y por otra parte se fraccionó con enzimas de restricción de acuerdo a lo

informado previamente. Los amplificados aleatorios RAPD se analizaron y

correlacionaron con la acumulación de quercetina total, mientras que los fragmentos

RFLP se hibridaron con sondas (GT)15 biotiniladas, para capturar fragmentos con

secuencias dinucleótidas repetidas. Las bibliotecas tipo RAPD y microsatelitales, se

clonaron, secuenciaron, analizaron y de acuerdo con esto se diseñaron

oligonucleótidos específicos. Los marcadores de ADN seleccionados se utilizaron en

la autentificación de la especie y discriminación con otras plantas morfológicamente

semejantes. Resultados. Los estados seleccionados producen el 84% de la guayaba

que se cultiva en México. Las muestras de Aguascalientes mostraron la mayor

acumulación de quercetina total en primavera, pero en el estado de México se

encontró un árbol con la mayor acumulación de quercetina total. Las otras muestras

de los estados de Querétaro y Michoacán tuvieron valores inferiores. En el

amplificado aleatorio RAPD se usaron seis oligonucleótidos para generar 91

amplificados con una homología entre 74 y 100% entre los individuos. El

oligonucleótido 1 generó dos amplificados polimórficos de 560 y 610pb diferenciando
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los patrones de bandeo 1a, 1b y 1c; el 2 mostró un amplificado polimórfico de 370pb

con lo que se diferenciaron los patrones 2a y 2b; el 3 dió un amplificado polimórfico

de 690pb que distingue los patrones 3a y 3b; el 4 generó dos amplificados

polimórficos de 460 y 480pb diferenciando los patrones de bandeo 4a, 4b y 4c, y los

oligonucleótidos 5 y 6 mostraron un solo patrón de bandeo cada uno. El aumento en

la acumulación 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 dinucleótidos; una similar en un 91% a Arabidopsis thaliana y se

logró diseñar oligonucleótidos específicos para 22 secuencias de P. guajava. Se

establecieron las condiciones de amplificación para 11 secuencias usando 10 ng de

ADN genómico y 1 mM MgCl2 o para 12 secuencias usando 5 ng de ADN genómico y

1.5 mM MgCl2. Cinco de las secuencias seleccionadas fueron exclusivas para P.

guajava. Conclusiones. El marcador químico de quercetina, permitió identificar a los

individuos del estado de Aguascalientes en primavera como los de mayor

acumulación 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 autentificación de la especie los marcadores 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 y 5.5 fueron

específicos para P. guajava, permitiendo discriminar la guayaba de otros individuos

taxonómicamente similares de la familia Mirtacea.
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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 MgCl2 or 12
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sequences using 5 ng of genomic DNA and 1.5 mM MgCl2. 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.
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I. INTRODUCCIÓN.

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

Actualmente las plantas medicinales tienen gran importancia por su aplicación en la

medicina alternativa, captando la atención de instancias internacionales como la

Organización Mundial de la Salud que señala que el 80% de la población de países

en desarrollo resuelve sus problemas de salud por esta vía (Romero-Cerecero y

cols., 2004); con ello, se ha incrementado de igual forma el número 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 geográficas, propiciando una alteración en la

acumulación de los principios activos relacionados con el entorno ambiental en el

que crecen. En otros casos, la explotación comercial y necesidad económica ha

favorecido la confusión, sustitución y adulteración de las plantas de interés (Barnes,

2002).

Debido a lo anterior, los países y sus estancias gubernamentales han elaborado

documentos oficiales o farmacopeas herbolarias donde se recopila toda la

información reglamentaria, los métodos de control de calidad y las monografías de la

parte de la planta con uso medicinal (SSA, 2001). Particularmente, las monografías

descritas por la farmacopea mexicana se enfocan en la descripción de la parte de la

planta con interés medicinal, ensayos de identidad, análisis químicos y conservación;

variando su contenido de acuerdo al conocimiento que se tenga de la misma (SSA,

2001).



INTRODUCCIÓN

18

Por otro lado, tanto la Organización Mundial de la Salud como diversas asociaciones

científicas alrededor del mundo, relacionadas con la farmacognosia de las plantas

medicinales y fitoterapia, han publicado monografías no oficiales con información

técnica y científica.

Entre los aspectos sobresalientes en el control de calidad del material vegetal se

encuentran los aspectos botánicos, morfológicos y químicos que en conjunto

proporcionan los caracteres de autentificación de la materia prima (WHO, 1999;

Vanaclocha y cols., 2003).

I.1.1 Aspectos botánicos y morfológicos.

En una primera instancia, la información botánica y morfológica se obtiene de la

identificación taxonómica proporcionada por el ejemplar de interés colectado en

campo. Una vez corroborada la especie, se realizan una serie de descripciones

macro y microscópicas de la parte de la planta con propiedades terapéuticas. El nivel

de la descripción dependerá 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 morfológicamente

similar, generalmente tiene un costo menor y puede ser la misma parte de la planta

que se está reemplazando (Harkey y cols., 2002). La información microscópica es

más completa y detallada en comparación con la macroscópica, sobre todo en

aquellas muestras incompletas. Los especialistas en esta técnica hacen uso de

herramientas histológicas con la finalidad de describir las estructuras celulares

propias de la especie (Ruzin, 1999). Esta información puede ser utilizada en un

primer contacto con el material vegetal adquirido por terceros, que es lo común
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cuando los laboratorios carecen de la opción de una sola agroindustria abastecedora.

Sin embargo la autentificación de la especie presenta ciertas limitaciones cuando el

material vegetal se encuentra adulterado con especies filogenéticamente muy

cercanas.

 I.1.2 Aspectos químicos.

La identificación de adulterantes desde el punto de vista químico se realiza a través

de técnicas de caracterización de los compuestos en el extracto de la planta o

identificación por perfil cromatográfico. Las técnicas de análisis desarrolladas son la

cromatografía en capa fina (TLC, Thin layer chromatography), cromatografía de

líquidos de alta resolución (HPLC, High Performance Liquid Chromatography),

cromatografía de gases y diversas técnicas espectroscópicas (Drasar y Moravcova,

2004). La información colectada se considera confiable debido a que los individuos

de la misma especie y cultivados en la misma zona geográfica presentan un perfil

cromatográfico muy similar, como consecuencia del medio ambiente que favorece la

acumulación de principios activos. Las huellas químicas 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 detección de adulterantes se presenta cuando existe alguna

alteración importante en las huellas químicas, siendo el aspecto más 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 tecnológicos en la identificación química del material vegetal,

al igual que en la identificación macro y microscópica, esta técnica presenta

limitaciones cuando el extracto a analizar se compone de individuos de diferentes

especies con una estrecha cercanía filogenética. En estos casos, el extracto

presenta perfiles cromatográficos muy similares, sobre todo si el adulterante se

encuentra en cantidades inferiores.

I.2. Aplicación de la biología molecular en la identificación del material vegetal.

La domesticación y explotación de plantas con interés económico impulsa a los

agricultores a seleccionar y mejorar líneas o cultivos con características deseadas.

Los individuos de un cultivo pueden presentar heterogeneidad en sus caracteres

debido a que provienen de diferentes semillas (origen policlonal), por la acumulación

de mutaciones somáticas presentes en la semilla (origen monoclonal) y/o por las

alteraciones provocadas por una infección (origen patológico) (Pecetti y cols., 2004;

Hoffmann-Sommergruber y cols., 1997).

El ADN se encuentra en el núcleo 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 identificación independientemente si se tiene el ejemplar de

herbario completo o solo una parte (Singer y Berg, 1993). Esta molécula de doble

cadena, súper enrollada y gran estabilidad contiene la información genética capaz de

identificar la especie de un individuo. En ella se encuentra almacenada la información
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necesaria para la expresión de las características físicas o morfológicas (fenotipo)

que los botánicos utilizan para poder diferenciar entre los organismos, utilizando las

claves de identificación taxonómica.

En la actualidad se ha recurrido a técnicas de biología molecular con el fin de obtener

marcadores genéticos especie específicos, encontrar diferencias polimórficas y

proporcionar la información necesaria para la identificación de variedades. Los

marcadores moleculares permiten estimar la distancia genética, la identificación y

discriminación de poblaciones, variedades, líneas puras e híbridos; además

establecen relaciones de parentesco y localizan e identifican regiones del ADN

cualitativos que afectan caracteres cuantitativos. El análisis de los marcadores

genéticos es útil por el polimorfismo, herencia mendeliana sin epistaxis (o sea, sin

interacción entre los genes), insensibilidad a los factores ambientales o al desarrollo

de la planta y su fácil identificación y co-dominancia (Heckenberger y cols., 2005).

Estos conocimientos son aplicados antes del desarrollo y elaboración de

fitomedicamentos con la finalidad de autentificar la especie e identificar adulterantes.

La corroboración de la especie se logra mediante la comparación de marcadores

genéticos entre la especie identificada en campo y la muestra problema.

I.2.1 Extracción del material genético.

El primer paso en la identificación de la especie es la extracción del material

genético, el cual debe estar lo suficientemente puro para su manipulación,

fraccionamiento, amplificación y secuenciación. Actualmente existen diferentes

sistemas comerciales que permiten la extracción 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, polisacáridos o mucopolisacáridos en la muestra que

disminuyen su pureza y rendimiento (Friar, 2005; Wulff y cols., 2002; Tel-Zur y cols.,

1999). El método de purificación además, 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 separación

electroforética, obteniéndose patrones diferentes a los que se presentan cuando las

condiciones son óptimas.

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 investigación han optado por la segmentación controlada del ADN con la finalidad

de obtener un patrón conservado a partir de dichos segmentos. De la misma manera,

también se considera un grupo de marcadores genéticos, un gen, un sitio de

restricción, una secuencia o una región del genoma que permita identificar su

caracterización y/o ubicación en un cromosoma.

La partición del ADN se puede realizar mediante el fraccionamiento con enzimas de

restricción (endonucleasas que cortan la doble cadena de ADN) y/o la reacción 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

Restricción), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o Fragmentos polimórficos
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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 identificación

de individuos de diferente especie y al igual que en la amplificación por PCR se

compone de ciclos de desnaturalización del ADN, hibridación pero a temperaturas

bajas (36°C) y amplificación usando oligonucleótidos cortos (10 nucleótidos), que se

diseñaron inicialmente en ausencia de cualquier información de secuencia de las

especies Glycine max variedad Bonus, Glycine soja, Zea mays líneas CM37 y T232,

Neurospora crassa, Homo sapiens líneas Hu2 y Hu3, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, una composición

G+C entre un 50  80% y que no fueran palíndromes (Williams y cols., 1990). Al

término de la reacción, el numero de amplificados aleatorios separados

electroforéticamente se ve modificado en función del tamaño y la secuencia del

oligonucleótido utilizado (Abdel-Ghany y Zaki 2003), dando lugar a amplificados

polimórficos 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 localización de genes,

identificación de variedades, estudios de hibridación inter e intraespecífica y el

estudio de la variación 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 inversión de

equipos; sin embargo, presenta la desventaja en la inconsistencia de datos, ya que la
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reproducibilidad se afecta con pequeñas variaciones en las condiciones de

amplificación (Williams y cols., 1990). Esta desventaja se puede reducir con un alto

grado de estandarización de las condiciones de reacción y de amplificación, usando

un control interno para asegurar la reproducibilidad de los productos de la

amplificación, y llevando un registro de las bandas nítidas y consistentes (Antoni,

1997)

La aplicación de esta técnica en la identificación de especies de plantas, con uso

medicinal y sus adulterantes, ha sido informada por Cheng y cols. (1997) para la

diferenciación 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

morfológicamente, 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 presentación

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 Atractylodes con una relación filogenética muy

cercana a partir de muestras adquiridas en el mercado de plantas y que son

utilizadas en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

I.2.3 Marcadores genéticos de secuencia específica.

El conocimiento cada vez más extenso sobre las proteínas 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 número de especies (Lewin, 2000). Las regiones

codificables son muy apreciadas en el campo de la biología, química, bioquímica y

medicina ya que permiten dilucidar vías metabólicas y enfermedades relacionadas

con la presencia o ausencia de una sustancia o proteína específica. En el caso de las

regiones no codificables se desconocía o ignoraba su función, ahora se sabe que

muchas de estas regiones permiten el ordenamiento de exones, como sucede con

los intrones, y logran una distribución adecuada de los genes en el cromosoma,

como es el caso de las regiones intergénicas. En la práctica, la amplificación de

regiones no codificables ha permitido la identificación de especies cuando el ADN

está fraccionado, como sucede en muestras secas de plantas. Esto se debe a tres

razones principales: 1) el tamaño del producto amplificado no se ve afectado por la

degradación parcial del ADN, 2) los oligonucleótidos flanqueantes son altamente

conservados y 3) las regiones amplificadas presentan una variación franca entre

secuencias de diferentes especies.

En el campo de las plantas medicinales la caracterización de la región intergénica

ARNr-5S (ácido ribonucleico 5S) nuclear, la región ribosomal ITS1-5.8S-ITS2 que se

encuentra en el plástido y la región trnL/trnF del cloroplasto se han empleado en la

identificación de especies; sin embargo, la mayoría de los trabajos publicados

estudian a la región intergénica ARNr-5S nuclear (Buchanan, 2000). En los

eucariontes superiores, se compone de una región codificable de unidades repetidas

(cistrón), 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 identificación. La técnica consiste principalmente en la

utilización de cebadores conservados que delimiten la región intergénica ARNr-5S de

la planta de estudio, para llevar a cabo su amplificación y secuenciación.

Posteriormente se pueden utilizar enzimas de restricción que relacionen al producto

digerido con la identificación de la especie. En un estudio realizado a 25 individuos,

en donde se incluían especies y variedades del genero Fritillaria, la amplificación

específica de la región intergénica ARNr-5S y su digestión con la enzima EcoR I,

permitió 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 más caro que el de F. thunbergii, aunque la

toxicidad de esta sea mucho mayor, de ahí la importancia en la identificación del

material vegetal (Cai y cols., 1999).

I.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 polimórficas debido al

mecanismo mutacional conocido como deslizamiento de una hebra durante la

replicación del ADN (slippage de la ADN polimerasa), y están 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 identificación alélica es reproducible, lo que ha permitido
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utilizarlos como marcadores genéticos altamente informativos en pruebas de

paternidad, identificación de individuos, desarrollo de mapas genéticos, relación 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 dinucleótida se presenta como (AT)n y (GT)n (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 aplicación de estas secuencias en especies tropicales y agronómicas se

extiende a la identificación y caracterización de los genotipos y especies;

conservación del germoplasma y generación de colecciones; análisis de la variación

genética de la población; selección de variedades resistentes a enfermedades;

identificación de especies de fácil o difícil propagación; construcción de árboles

filogenéticos que permitan identificar relaciones de parentesco, cercanía evolutiva y

formación de híbridos, así como la ventaja de identificar genes o regiones

cromosómicas que están relacionadas con características poligénicas como la

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

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

Unidad repetidaGrupo
taxonómico

Regiones
del ADN A C AC AG AT CG

Intergénicas 252 321 249 353 219 1
Intrones 335 177 151 173 224 1

Caenorhabditis
elegans

Exones 23 20 16 29 9 -
Intergénicas 1975 37 115 521 1077 2

Intrones 1341 39 168 444 710 -Embriofita
Exones 17 1 4 39 7 -

Intergénicas 3121 19 266 57 1552 -
Intrones 2994 18 26 26 1385 -Saccharomyces

cerevisiae
Exones 36 - 5 - 14 -

Intergénicas 2024 56 140 136 279 -
Intrones 1868 207 511 140 362 -Fungi
Exones 9 - 2 - 2 -
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El éxito en el aislamiento y selección de microsatélites, obtenidos principalmente en

especies de plantas de interés agronómico, se ha logrado gracias a la construcción y

escrutinio de bibliotecas enriquecidas de secuencias simples repetidas. Este

enriquecimiento se logra fraccionando el ADN y empleando sondas marcadas

diseñadas de acuerdo a la región repetida tandem que se desea capturar. Una vez

identificados, secuenciados y clonados, los marcadores microsatelitales pueden ser

comparados intra e interespecíficamente, identificando la homología y variación en la

secuencia dentro de las variedades o especies cercanas taxonómicamente (Rafalski

y Tingey, 1993). En variedades de cebada, se ha descrito la frecuencia de

microsatélites de la clase dinucleótida (AC)10 y (AG)10 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).

I.3. Psidium guajava Linn.

 I.3.1 Descripción taxonómica.

Psidium guajava (guayaba) pertenece al reino vegetal, subreino Fanerógamas, clase

Angiospermas, subclase Dicotiledónea, subdivisión 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 amarillo
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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 aromático. Las semillas son numerosas,

pequeñas, de color amarillo claro o café amarillento. Debido al alto contenido en

vitamina C y azúcar, los frutos son consumidos en forma directa o utilizados en la

fabricación de dulces y jugos (González y cols., 2002). El origen de esta planta es

incierto pero se le ubica en Mesoamérica para ser propagada por los españoles y

portugueses a todos los trópicos del mundo donde se ha naturalizado con la ayuda

de los pájaros.

 I.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 infusión de sus hojas (Lozoya X, 1994). Debido a su interés

comercial y aplicación terapéutica, grupos de investigación alrededor del mundo han

estudiado su identidad anatómica y morfológica, composición química, efecto

farmacéutico, estudios biotecnológicos y de biología molecular.

Los estudios realizados de identidad anatómica y morfológica, describen las

características macro y microscópicas de la hoja de guayaba con la finalidad de

obtener un parámetro de control de calidad que permita identificar a la droga vegetal

utilizada con fines terapéuticos (Rivera-Arce y cols., 2003).

Con respecto a la composición química, Idstein y cols. (1985) identificaron en el fruto

los aceites esenciales ácido cinamóico y ácido hexanóico; Lozoya y cols. (1994)

identificaron en el extracto metanólico de la hoja de guayaba, un grupo de glicosidos



INTRODUCCIÓN

31

de quercetina con actividad espasmolítica; Mercadante y cols. (1999) identificaron 14

tipos de carotenoides de la pulpa rosada de una variedad Brasileña; Begum y cols.

(2002) identificaron triterpenos característicos de la hoja. En relación 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 metanólico de la hoja de guayaba, al emplear un modelo in

vitro de ileon de cobayo estimulado eléctricamente; Jaiarj y cols (1999) observaron

actividad anti tusígena con los extractos acuosos de la hoja de guayaba, al inducir la

irritación con ácido capsaicinico en cobayos y ratas, paralelamente también

observaron la inhibición del crecimiento de Staphylococcus aureus al emplear

extractos acuosos, metabólicos y clorofórmicos 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

inotrópico negativo (relajación del músculo cardiaco) producido por un extracto

acuoso-etanólico de la hoja de guayaba en un modelo in vitro del atrio izquierdo de

cobayo estimulado eléctricamente para su contracción. En referencia a los estudios

biotecnológicos, en P. guajava se han empleado técnicas biotecnológicas para la

micropropagación y cultivo de plántulas 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

amplificación aleatoria con 8 oligonucleótidos 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 relación a la identificación de secuencias funcionales en P. guajava L. se

identificó la secuencia de una enzima abundante en fruto, 13-hidroxiperoxidasa liasa,

empleando oligonucleótidos cebadores homólogos en otras especies (Tijet y cols.,

2000). También esta planta se ha utilizado como modelo para la identificación de

secuencias funcionales en sistemas bioinformáticos QSAR (Quantitative structure-

activity relationship o Relación cuantitativa estructura-actividad) para la identificación

de miembros de la familia ACC oxidasa, estudiando estructuras secundarias de RNA

(Gonzalez-Díaz y cols., 2005).

Al inicio del presente estudio, el Servicio de Información y Estadística

Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la SAGARPA, informó que los 3 estados de la

República Mexicana con mayor producción de P. guajava en el 2002 fueron:

Michoacán (106,854 Ton), Aguascalientes (46,168 Ton) y Zacatecas (31,620 Ton)

(http://www.siea.sagarpa.gob.mx).

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

Hasta el momento los estudios a nivel genético de P. guajava se limitan a la

identificación de enzimas relacionadas al metabolismo de los azúcares y ácidos

grasos, la obtención de marcadores tipo RAPD en variedades hindúes, así como la

comparación morfológica del fruto con estos marcadores en árboles mexicanos. Sin

embargo, esta información no se relaciona con el control de calidad o la acumulación

de quercetina en la hoja del guayabo para la elaboración de fitomedicamentos. El

presente trabajo propone utilizar las herramientas de la biología molecular para la

obtención de marcadores genéticos polimórficos informativos, del tipo RAPD y loci

microsatélite, que se relacionen con la acumulación de flavonoides, autentifiquen a la

especie y/o variedades, y permitan la discriminación con otras especies utilizadas

como posibles adulterantes.
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III HIPOTESIS

Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de P. guajava cultivados

en diferentes estados de la República Mexicana están asociadas con la acumulación

de flavonoides mientras que las regiones conservadas con la identificación de la

especie.

IV OBJETIVOS

IV.1 Objetivos Generales.

IV.1.1 Caracterizar las variaciones u homologías de secuencia en los

amplificados aleatorios tipo RAPD provenientes del ADN genómico de

P. guajava L.

IV.1.2 Construcción de una biblioteca genómica de loci microsatélite de la

clase dinucleótida para P. guajava L.

IV.2.Objetivos Particulares.

IV.2.1 Obtención del ADN genómico de P. guajava para la amplificación

aleatoria de segmentos y su secuenciación.

IV.2.2 Obtención de una biblioteca microsatelital rica en secuencias

dinucleótidas repetidas.

IV.2.3 Identificar variaciones genéticas de las muestras colectadas de P.

guajava.

IV.2.4 Identificar marcadores genéticos que correlacionen con la acumulación

de quercetina.

IV.2.5 Emplear la base de datos NCBI para genomas de plantas en la

identificación de secuencias homólogas.
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IV.2.6 Diseñar oligonucleótidos específicos para la identificación genética de

P. guajava.
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V DISEÑO EXPERIMENTAL

La caracterización y análisis en las homologías y variaciones de las secuencias de P.

guajava L. se realizó mediante la construcción de las bibliotecas genómicas tipo

RAPD y loci microsatélite, empleando el ADN genómico de retoños provenientes de

40 árboles seleccionados al azar de los estados de Aguascalientes, estado de

México, Querétaro y Michoacán.

Los amplificados aleatorios tipo RAPD fueron obtenidos del ADN genómico con

oligonucleótidos 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 acumulación de quercetina, ya que este

flavonoide es utilizado como huella química en la selección de hoja de guayaba para

la elaboración de fitomedicamentos. Este compuesto se extrae de las hojas secas

con metanol de forma exhaustiva, se hidrolizan sus derivados glucosilados y se

cuantifica por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).

Los fragmentos tipo loci microsatélites se obtuvieron con la digestión del ADN

genómico empleando las enzimas de restricción Rsa I, Alu I y Sau 3A y la hibridación

con oligonucleótidos biotilinados que contienen secuencias repetidas deseadas.

Los segmentos de ADN con un tamaño entre 200 a 1200 pb fueron clonados en el

vector pCR-TOPO y propagados en células E. coli (TOP10), químicamente

competentes. Las colonias transformadas seleccionadas por el tamaño del inserto,

se propagaron, los plásmidos 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 homólogas. Las secuencias que no presentaron alguna

homología se diseñaron sus cebadores de amplificación para comprobar su

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

VI.1. Obtención de muestras de P. guajava.

Para este estudio se seleccionaron 4 huertos de diferentes estados de la República

Mexicana con diferente importancia en la producción de guayaba, y diferentes

condiciones geográficas, climáticas y agronómicas: La Labor (Calvillo, Ags), Rancho

Arizmendi (Cuatepec Harinas, Edo. Mexico), Los Pinzanes (Zitácuaro, Mich) y El

Exilio (Jalpan, Qro). El criterio de inclusión más sobresaliente fue el agronómico,

debido a que los 4 estados representaron el 80% de la producción nacional total

entre 1998  2002 según reportes estadísticos de la secretaría de agricultura,

ganadería, desarrollo rural, pesca y alimentación (SAGARPA).

El contacto con los agricultores se estableció 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 telefónicamente, se les

explicó el proyecto y pidió una autorización para visitar sus cultivos. Los productores,

una vez informados y con disponibilidad de su participación, se concertó una primera

cita donde se realizó el muestreo aleatorio de 10 árboles. En esta visita, se

seleccionaron cultivos al final de la floración inicio de fructificación, con el fin de

homogenizar el estado fenológico de los árboles en la toma de muestra. Los árboles

fueron localizados en un mapa del terreno y por estacas clavadas a un lado del árbol

señalando su número correspondiente, esto permitió facilitar su localización en

visitas posteriores (ANEXO 1).

En cada huerta se seleccionó de manera aleatoria 10 árboles de P. guajava L.,

obteniendo tanto ejemplares de herbario como retoños de hoja para su



MATERIALES Y MÉTODOS

40

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 determinación botánica.

VI.2. Cuantificación de quercetina por cromatografía de líquidos de alta

resolución (HPLC).

VI.2.1 Preparación de la muestra.

Un gramo de hoja limpia y seca con aire caliente (40 °C), se pulverizó, empaquetó en

cartucho y colocó en el aparato Soxhlet para su extracción exhaustiva con 25 ml de

metanol por 3 hr. El extracto evaporado al vacío se resuspendió en 20 ml de solución

metanólica HCl 0.5 N y se sometió a reflujo por 1 hr. La solución resultante se aforó

con metanol en un matraz volumétrico de 25 ml. Posteriormente un mililitro de la

solución se diluyó 10 veces con el mismo solvente y se filtró en una membrana de

0.45 mm para su análisis cromatrográfico.

VI.2.2 Cuantificación y análisis cromatográfico

El equipo utilizado fue el sistema Waters 2796 (Milford, USA), conformado de un

inyector automático simple, una bomba binaria, un desgasificador continuo con vacío,

una columna con sistema de calentamiento y un detector PDA Waters 996.

La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna de 4.6 mm X 150 mm,

RP-18, 5 mm (Metachem Technologies, USA) a 35 °C en una fase móvil compuesta

de ácido fosfórico 0.01 M (A) y acetonitrilo (B). La velocidad del flujo fue constante, a

0.6 ml/min durante los 35 min que duró el corrimiento de la muestra y con la siguiente

proporción en el gradiente: 0-2 min una relación 80%-20% B, 2-30 min una relación
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40-60% B, 30-32 min una relación 40-60% B, 32-35 min una relación 80-20% B. La

muestra se filtró con GHF Acrodisc (Pall Gelman, USA) de 0.45 mm antes de su uso y

el volumen de inyección fue de 10ml. La concentración de los cinco glicósidos de

quercetina se determinó como la concentración final de su aglicona quercetina,

interpolando del área del pico correspondiente en la curva de referencia. El pico de

quercetina en los cromatogramas fue asignado en base a su tiempo de retención en

el rango UV de 200 a 450 nm.

VI.3 Extracción y purificación del ADN genómico.

Para la obtención del ADN, se emplearon 150 mg de hoja colectada en campo,

limpia, congelada con nitrógeno líquido y pulverizada en un mortero estéril.

La hoja pulverizada se calentó a 60°C por 1 hr con 1 ml de amortiguador de

extracción (100 mM Tris-HCl 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 incubación, se agregó un volumen

igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se extrajo la mezcla por 15 min.

Pasado el tiempo de incubación, se centrifugó a 8,000 rpm por 10 min. La fase

acuosa se transfirió a un tubo limpio, se agregó 0.5 vol de 5M NaCl, se mezcló, se

agregaron 0.6 vol de isopropanol y se mezcló nuevamente. La solución se dejó toda

la noche a 4°C. La purificación se complementó al utilizar el sistema DNeasy Plant

Mini Kit (Qiagen, Alemania), según las recomendaciones del proveedor. La

cuantificación del ADN se realizó mediante la lectura de la absorbancia

espectrofotométrica a 260 nm y su integridad se verificó en un gel de agarosa al

0.8%. El material extraído se guardó a -70°C hasta su uso.
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VI.4 Obtención 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

genómico, 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 ml. Las secuencias de los oligonucleótidos 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 programó en el

termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania) para la amplificación 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 1mg del marcador molecular de 100 bp (Invitrogen Life Technologies,

USA). La imagen del gel se capturó con el sistema de documentación BioImaging

(UVP, UK) y las bandas se analizaron con el programa de cómputo LabWorks

v1.1.27 (UVP, UK).

VI.5 Digestión del ADN genómico.

La digestión del ADN genómico se realizó con las enzimas de restricción Rsa I, Alu I

y Sau 3A, donde se obtuvieron extremos rasurados y pegajosos (New England

Biolabs, USA). Las condiciones de digestión y el número de unidades de actividad

empleadas fueron las recomendadas por el fabricante.
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VI.6 Hibridación con oligonucleótidos biotinilados y captura con

estreptavidina.

La hibridación se realizó en una mezcla de reacción compuesta por ADN genómico

desnaturalizado, un amortiguador (NaPO4 0.5M y SDS 0.5%) y el oligonucleotido

marcado con biotina en el extremo 5' (GT)15, incubando toda la noche.

Después de la hibridación, la mezcla se incubó con esferas magnéticas (Fe++ y

estreptavidina) y el amortiguador 1 (Tris 100 mM, pH 7.5 y NaCl 150 mM), por 45

minutos a temperatura ambiente. Los híbridos biotilinados se capturaron con un

magneto y el sobrenadante se removió por centrifugación. El precipitado se lavó dos

veces con el amortiguador 1 y una vez con TE (Tris-EDTA, pH 7.5).

VI.7 Clonación y transformación de los amplificados aleatorios tipo

RAPD y fragmentos con regiones repetidas.

Se tomaron de 1 a 4 ml de la reacción de amplificación aleatoria tipo RAPD, obtenida

de la muestra del árbol 8 del estado de México (muestra con mayor acumulación de

quercetina), se mezclaron con 1 ml de solución salina y 1ml del vector pCR-TOPO (3.9

kb. Invitrogen Life Technologies, USA), obteniéndose un volumen final de 6 ml. La

reacción se incubó por 30 min a temperatura ambiente. Se tomaron 2 ml de la mezcla

de clonación, se colocaron en un tubo de células E. coli químicamente competentes

cepa TOP10 y se incubaron en hielo por 5 min. Posteriormente se dió un choque

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

por 1 hr a 37°C sin agitación. Se tomaron 50, 100 o 150 ml de la mezcla con las
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células transformadas y se esparcieron en placas con medio agar Luria-Bertani (LB),

40 ml de X-Gal (40 mg de X-Gal/ml en dimetilformamida) y kanamicina (50 mg de

kanamicina/ ml de medio).

Los híbridos biotinilados se adenilaron antes de su clonación, para ello, en 10 ml de

volumen de reacción compuesta por 6 ml de la solución de elusión con los híbridos

biotinilados, 1 ml de solución amortiguadora PCR 10x, 0.2 ml de MgCl2 50mM, 0.2 ml

de dATP 10 mM y 0.2 ml de Taq ADN polimerasa 5 U/ml (Invitrogen Life Technologies,

USA); se incubaron a 72°C por 30 min. Posteriormente se realizó el procedimiento de

clonación y transformación descrito anteriormente.

VI.8 Escrutinio de las bibliotecas de amplificados aleatorios RAPD y

fragmentos con regiones repetidas.

La selección de las clonas transformadas se hizo en base al tamaño del inserto

identificado por PCR (200 a 1200 pb). Las colonias blancas se picaron con una punta

de 200 ml y resuspendieron en 10 ml de la mezcla de reacción compuesta por 1 ml de

solución amortiguadora PCR 10x, 0.2 ml de MgCl2 50mM, 0.2 ml de dNTPs 10 mM

(Promega, USA), 0.2 ml de cebadores M13 sentido y contrasentido 10 mM y 0.2 ml de

la enzima de amplificación Taq ADN polimerasa 5 U/ml (Invitrogen Life Technologies,

USA). El perfil de temperaturas que se programó en el termociclador T-Gradient

(Biometra, Alemania) para la amplificación 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 determinó su longitud cuando se

comparó con el marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA). Antes de
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ser resuspendidas en la mezcla de reacción, se hizo un respaldo de cada colonia en

una placa con agar LB tratada con kanamicina, cuadriculada y enumerada para su

identificación. Las colonias seleccionadas se propagaron en 10 ml de medio líquido

LB/Kanamicina a 37°C con agitación toda la noche. La purificación de los plásmidos

se hizo con el sistema QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Alemania) según las

indicaciones del proveedor.

VI.9 Secuenciación de los amplificados aleatorios RAPD y fragmentos

con regiones repetidas.

Los plásmidos purificados con los insertos de tamaño requerido se secuenciaron en

ambas direcciones con los oligonucleótidos flanqueantes. La solución de

secuenciación se llevó a cabo con 500 hg del plásmido, 1 ml del amortiguador de

secuenciación 5X, 1 ml del reactivo BigDye V 3.0 y  1 ml de los cebadores

flanqueantes 10 mM, en un volumen total de 5 ml. El perfil de temperaturas que se

programó en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania) para la amplificación

fue: 25 ciclos de 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg y 60°C por 4 min. Después de la

amplificación, las reacciones fueron purificadas con el sistema DyeEx 2.0 (Qiagen,

Alemania) según las indicaciones del proveedor y se analizaron con el secuenciador

ABI 3700 (ABI; USA). Los nucleótidos adenina, citosina, guanina y timina del sistema

BigDye, están marcados con dR6G, dROX, dR110 y dTAMRA para su identificación.

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 cómputo BLAST Gene Bank (Benson y

cols., 2004) disponible en la dirección de Internet:

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

VI.10 Diseño de oligonucleótidos específicos.

Las secuencias seleccionadas de las bibliotecas RAPD y loci microsatélite, se

utilizaron en el diseño de cebadores específicos, utilizando el programa de cómputo

Web Primer DNA disponible en la dirección de Internet:

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

fueron seleccionados por su temperatura de hibridación (55 °C), tamaño (18  22 pb)

y secuencia única (ANEXO 7). Los cebadores fueron sintetizados por una casa

comercial (Invitrogen Life Technologies, USA) a una concentración de 50nmoles,

desalados y desprotegidos.

VI.11 Estandarización de la amplificación por PCR de secuencias de P.

guajava empleando oligonucleótidos específicos.

Para establecer las condiciones de amplificación se utilizaron 5 - 20 ng de ADN

plasmídico o 1 - 50 ng de ADN genómico proveniente de hoja fresca y seca de la

muestra del árbol 8 del estado de México. La amplificación se realizó en 10 ml de la

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/index.html
http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer
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mezcla de reacción compuesta por 1 ml de solución amortiguadora PCR 10x, 0.2 ml

de MgCl2 50mM, 0.2 ml de la mezcla de dNTPs (Promega, USA), 0.2 ml de los

oligonucleótidos específicos sentido y contrasentido 10 mM, 0.2 ml de Taq ADN

polimerasa (Invitrogen Life Technologies, USA) y el templado de ADN. El perfil de

temperaturas que se programó en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania)

para la amplificación 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 determinó su longitud por comparación con el

marcador de ADN, 100 bp ADN ladder (Invitrogen Life Technologies, USA).

VI.12 Validación de los fragmentos en muestras representativas y

diferentes a P. guajava.

La amplificación de las muestras de P. guajava y de las otras especies recolectadas

se hizo empleando la concentración del ADN genómico, MgCl2, mezcla de reacción y

programa de amplificación, utilizadas durante la estandarización. Los fragmentos se

separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 2.0% y se determinó su

longitud por comparación con el marcador de 100 pb (Invitrogen Life Technologies,

USA).

VI.13 Análisis de los resultados.

El análisis estadístico en la acumulación de quercetina total de las muestras

colectadas como el de la amplificación de marcadores específicos para P. guajava,

se hicieron por ANOVA de una vía empleando el programa de cómputo SPSS 10.0.

Los parámetros de normalidad en la acumulación de quercetina fueron evaluados
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estadísticamente con el programa de cómputo Sigma Stat y la prueba Kolmogorov-

Smirnov. Posteriormente las muestras se agruparon considerando su distribución

Gaussiana en los rangos establecidos, y se identificaron a las muestras que salieran

de la normalidad, o sea, con mayor y menor acumulación de flavonoides.

La evaluación estadística de los amplificados aleatorios RAPD y su correlación con la

acumulación de quercetina se obtuvo con el programa de cómputo SNP analyzer

(ISTECH, Corea) disponible en la dirección de Internet:

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

se clasificaron según las variaciones polimórficas que presentaron los segmentos en

al menos 2 muestras utilizando el mismo oligonucleótido. Las variaciones se

consideraron homocigotas, por la presencia o ausencia de una sola banda; o

heterocigotas en varias bandas. La estimación de las frecuencias alélicas

dominantes se obtuvo usando la prueba estadística Chi cuadrada y el análisis en el

desequilibrio de unión de dichas frecuencias según lo descrito por Lewontin (1964,

1995). El análisis de asociación se realizó entre todos los perfiles RAPD obtenidos en

cada muestra y su mayor acumulación de quercetina en primavera, para calcular el

algoritmo de máxima expectación según lo descrito Excoffier y Slatkin (1995).

http://www.istech.info/istech/board/login_form.jsp
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VII RESULTADOS

VII.1 Selección de la materia prima

En el presente estudio, se seleccionaron 4 estados de la República Mexicana por sus

características agronómicas. Datos estadísticos recientes de la SAGARPA de 1980 a

2005 reportan que los estados de Aguascalientes y Michoacán son los principales

productores de guayaba en el país, mientras que el estado de México y Querétaro

son productores pequeños. Los 4 estados producen más del 70% de la fruta desde

1980, alcanzando un 86% de la producción total en septiembre del 2006. Al margen

de estos datos, también se midió la altitud y condiciones climáticas (temperatura y

precipitación pluvial) al momento de la recolecta. En cada estado se presentaron

condiciones geográficas y climáticas diferentes, presentes en el ANEXO 2.

Los ejemplares representativos de cada región que fueron depositados en el

Herbario de plantas medicinales del IMSS (IMSSM) se clasificaron como P. guajava

Linn, Myrtaceae con los números de registro: 15,155; 15,158; 15,156 y 15,157

correspondientes a los estados de Aguascalientes, México, Querétaro y Michoacán,

respectivamente.

VII.2 Cuantificación del principio activo

A los extractos de etanol hidrolizados, obtenidos a partir de hojas limpias y secas se

les determinó la concentración de quercetina (principio activo) por cromatografía

líquida de alta resolución. Los datos obtenidos durante el año presentan diferencias

significativas (p<0.001) en los promedios totales, entre los estados de Aguascalientes

y México en comparación con Querétaro y Michoacán. La mayor concentración de

quercetina se encontró en la estación de primavera correspondiente a los estados de
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Aguascalientes y de México con valores de 9.34 y 8.51 mg/g de hoja seca, en

comparación con Michoacán y Querétaro con valores de 2.48 y 5.90 respectivamente

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

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

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

(Octubre y Noviembre). El promedio + DS se obtuvo de los mismos 10 árboles

aleatorios muestreados en cada región todo el año.
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Al margen de las condiciones de cultivo y la etapa fisiológica de la planta, existen

individuos que presentan una elevada y baja acumulación de quercetina.

Específicamente, un árbol del estado de México presenta la mayor acumulación de

quercetina de 12.62 mg/g de hoja seca en primavera, observándose una variación de

hasta 2.12 veces con respecto a otros individuos de la misma zona.

VII.3 Selección de los individuos para el estudio genético en base a la

acumulación de flavonoides.

La característica fenotípica a considerar en este estudio fue la acumulación de

quercetina que presentaron en el año de recolecta 2002.

Los árboles con mayor acumulación de quercetina en primavera fueron A2, A3 y A9

de Aguascalientes, EM5 del estado de México, M2 y M3 de Michoacán, y Q2 y Q6 de

Querétaro, por otro lado, los árboles con menor acumulación de quercetina fueron

A1, A7, EM1, EM7, M4 y Q9 de los respectivos estados (ANEXO 3). Por último, se

seleccionaron muestras representativas con mayor y menor acumulación de

quercetina en cada estado, adicionando a este grupo muestras con un polimorfismo

característico por su amplificación aleatoria RAPD con los oligonucleótidos 1, 2 y 3.

En el ANEXO 4 se muestra la clave original de la muestra, el número reasignado y la

mayor acumulación de quercetina obtenida en el año.

El árbol 5 del estado de México o muestra VIII, se toma como referencia genética

para estudios posteriores por presentar la mayor acumulación del principio activo

(12.62 mg/g hoja seca en primavera). Las muestras IV, V y XVI se integraron a este

grupo, debido a que presentaron un polimorfismo evidente con los oligonucleótidos 1,

2 y 3 respectivamente.
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Una vez seleccionadas las muestras se purificaron, cuantificaron y se les verificó la

integridad del ADN total.

VII.4 Identificación de fragmentos polimórficos en las muestras

colectadas utilizando el fraccionamiento de amplificación aleatoria RAPD.

La primera etapa del estudio genético de P. guajava se enfoca en la amplificación

aleatoria tipo RAPD utilizando 6 oligonucléotidos comerciales nombrados del 1 al 6.

En el análisis de los segmentos se consideran a los que tienen un tamaño 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 oligonucleótidos como al utilizar el mismo oligonucleótido en

diferentes muestras.

La Figura 3 muestra la separación electroforética de los diferentes perfiles RAPD

obtenidos en las muestras colectadas, donde se observan claras diferencias

polimórficas (flechas) que se distinguen de las bandas conservadas o repetidas. De

los 91 segmentos RAPD que se generan con los oligonucleótidos utilizados, el 77%

se comparten con el oligonucleótido 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 amplificación

aleatoria con el oligonucleótido 1 se representa en A con muestras del estado de

Michoacán, donde se generan dos segmentos polimórficos y por consiguiente tres

patrones de bandeo diferentes. La amplificación aleatoria con el oligonucleótido 2 se

representa en B con muestras del estado de Aguascalientes, donde se genera un

segmento polimórfico y dos patrones de bandeo diferentes. La amplificación aleatoria

con el oligonucleótido 3 se representa en C con muestras del estado de Querétaro,
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donde se genera un segmento polimórfico y dos patrones de bandas diferentes. La

amplificación aleatoria con el oligonucleótido 4 se representa en D con muestras del

estado de Aguascalientes, donde se generan dos segmentos polimórficos y tres

patrones de bandeo diferentes. Las amplificaciones aleatorias con los

oligonucleótidos 5 y 6 se representan en E y F con muestras del estado de México y

Michoacán respectivamente, en ellos no se observan segmentos polimórficos

fácilmente 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 polimórficos

RAPD usando el cebador 1 (muestras del estado de Michoacán). B Carriles 2a y 2b:

representan los perfiles polimórficos RAPD usando el cebador 2 (muestras del

estado de Aguascalientes). C Carriles 3a y 3b: representan los perfiles polimórficos

RAPD usando el cebador 3 (muestras del estado de Querétaro). D Carriles 4a, 4b y

4c: representan los perfiles polimórficos 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 perfil RAPD usando el

cebador 6 (muestras del estado de Michoacán). Las flechas indican las variaciones

polimórficas con comportamiento alélico.
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La Figura 4 es la representación esquemática de los segmentos polimórficos

identificados en la Figura 3. En el esquema se muestran únicamente las bandas

representativas obtenidas con los oligonucleótidos 1 al 4 que se localizan en los

diferentes estados muestreados. El esquema nos indica que el patrón de bandeo 1a

se encuentra en árboles de todos los estados y se caracteriza por la presencia de

una banda de 590 pb; el patrón 1b se localiza en un árbol de Michoacán,

presentando una banda de 610 pb y el patrón 1c está presente en árboles de

Aguascalientes y Michoacán, con las 2 bandas anteriores de 590 y 610 pb. Con la

amplificación aleatoria del oligo 2, el patrón de bandeo 2a se encuentra en árboles de

todos los estados y el patrón 2b se localiza en Aguascalientes y Michoacán, este

patrón se caracteriza por una banda de 370 pb. Con el tercer oligonucleótido, el

patrón de bandeo 3a se encuentra en árboles de todos los estados y el patrón 3b

únicamente se localiza en 2 árboles, uno en Querétaro y otro en Michoacán, este

perfil se caracteriza por una banda de 690 pb. Por último, el cuarto oligonucleótido

genera 4a presente en árboles de los estados de Aguascalientes, México y

Michoacán; el patrón 4b que se caracteriza por una banda de 460 pb y el patrón 4c

por 2 bandas de 460 y 480 pb, estos dos últimos se encuentran en todos los estados.

En cada amplificación aleatoria se determinaron los perfiles con mayor frecuencia,

resultando en cada caso los patrones 1a, 2a, 3a y 4b. El patrón 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 polimórficos RAPD usando oligonucelótidos 1 

4.

La escala superior indica la longitud relativa de los segmentos, tomando como

referencia un marcador de ADN (100 bp ladder). Cada símbolo representa los

segmentos polimórficos con un comportamiento homocigoto o heterocigoto,

presentes en los patrones de bandeo (combinación de los números y letras a la

izquierda), y las barras (       ) sobre las líneas continuas (         ) a la derecha

representan las regiones donde se encontraron. La línea inferior PR es la

representación global de P. guajava resultado de los patrones de bandeo polimóficos

con mayor frecuencia (1a, 2a, 3a y 4b). AGS: Aguascalientes, MEX: Estado de

México, QRO: Querétaro, MICH: Michoacán.
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En la Tabla 2 se resume el oligonucleótido utilizado, los segmentos polimórficos y

totales, los patrones con la banda o bandas características y el patrón con mayor

frecuencia en cada fraccionamiento, para correlacionar por último con el desequilibrio

genético entre los patrones con mayor frecuencia. Estos resultados se obtienen

utilizando los datos del ANEXO 5 en combinación con el programa de cómputo SNP

analyzer.
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Tabla 2 Secuencias de los oligonucleótidos 10-mer usados para el análisis RAPD,

número de segmentos polimóficos y totales (pb), su frecuencia, patrón de bandas

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

Los patrones de bandas con mayor frecuencia están marcados con asterisco (*) y se señala su

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 exploró la posibilidad de usar a los perfiles RAPD como

indicadores de la acumulación de quercetina (característica fenotípica). El análisis de

correlación entre las combinaciones posibles de dos perfiles RAPD con mayor

frecuencia y una alta acumulación de quercetina, fue evaluado usando el programa

SNPanalyzer. Los resultados indicaron una relación 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 acumulación del principio activo. Por último, el valor

LoD que representa la característica cuantitativa (QTL) arrojó 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 acumulación de quercetina en los árboles

muestreados.

VII.5 Identificación de secuencias similares y regiones repetidas.

En la construcción de las bibliotecas genómicas se utilizaron los cuatro

oligonucleótidos que generan segmentos polimórficos, el oligonucleótido 5 que no

genera segmentos polimórficos y los fragmentos obtenidos por captura de híbridos.

En total se obtuvieron 350 colonias, de las cuales se seleccionaron 60 con un

tamaño de inserto diferente y de estos solo se obtuvieron 36 secuencias.

En el ANEXO 6 se presentan las secuencias con tamaños entre 200 a 1200 pb,

obtenidas con la amplificación aleatoria RAPD; así como la digestión con enzimas de

restricción e hibridación con las sondas (CA)15 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 número del oligonucleótido utilizado (a la izquierda del punto),

el número asignado en la caja de respaldo y la letra A si proviene de la repetición en

la construcción de la biblioteca. La nomenclatura de los fragmentos con repetición en

tandem o microsatelitales a emplear es: las iniciales SK o CAG para indicar la

primera o segunda biblioteca y el número que corresponde a su ubicación en la caja

de respaldo.

En la selección de las clonas a partir de una misma biblioteca genómica se observa

que varias de ellas presentan un peso molecular muy cercano y en ocasiones la

misma secuencia con mínimas diferencias. Tal es el caso de las clonas 1.33 y 1.2A

con un peso molecular de 315 y 316 pb respectivamente, que sólo se diferencian por

una adenina en la posición 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 posición 60, una supresión

en la posición 62, un cambio de una citosina en la posición 537 y el cambio de una

guanina en la posición 550. La mayor diferencia entre clonas similares, se observa

en la región repetida de las clonas CAG.1 y SK2 con la ausencia de 14 nucleótidos

en las posiciones 186 a la 200 en SK2, y en las clonas 4.38 y 4.3 donde se observa

una región homóloga de 166 pb al inicio y final de su secuencia respectivamente.

Como caso particular, se observa una región 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 tamaño de 316 pb similar a las clonas 1.33 y 1.2A, así como las

clonas 2.2A y 2.1 con tamaños de 210 y 215 pb respectivamente. Las secuencias

con regiones repetidas no son exclusivas de las bibliotecas generadas por captura de

híbridos, ya que también se presenta la región (CT)20CC(CT)4 en la secuencia 1.5A.

Por otro lado, las secuencias capturadas con la sonda biotinilada (GT)15 que

presentan un microsatélite claramente identificable son SK2, CAG1, SK3 y SK4,

corresponden a un 33% de las clonas secuenciadas (Tabla 3).



RESULTADOS

64

Tabla 3 Secuencias obtenidas de las bibliotecas genómicas tipo RAPD y

microsatelitales, número de secuencias similares e identificación de regiones tipo

tandem.
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VII.6 Identificación de secuencias homólogas 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 homología significativa a excepción del fragmento de

la clona 1.1A con 549 pb. Este inserto muestra una homología del 91% en un

fragmento de 229 pb del cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana.

VII.7 Diseño de oligonucleótidos específicos para la identificación de las

clonas seleccionadas.

De las 36 secuencias presentes en el ANEXO 6, se descartó el inserto 1.1A por su

homología con A. thaliana. De las 35 clonas restantes, solo es posible diseñar

oligonucleótidos flanqueantes específicos (cebadores) para 24 secuencias.

Al comparar las 35 secuencias únicas y las regiones flanquentes diseñadas para su

amplificación, observamos que se obtuvieron 6 pares de cebadores de las 8

secuencias obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 1, se obtuvo solo un par de

cebadores de las 7 secuencias obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 2, se

obtuvieron 2 pares de cebadores de las 2 secuencias obtenidas con la biblioteca

genómica RAPD 3, se obtuvieron 4 pares de cebadores de las 4 secuencias

obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 4, se obtuvieron 3 pares de cebadores

de las 8 secuencias obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 5 y se obtuvieron 6

pares de cebadores de las 12 secuencias obtenidas con la biblioteca genómica

(GT)15. La lista de los 22 pares de cebadores seleccionados por su tamaño,

temperatura de hibridación, contenido de GC, mínimo alineamiento entre cebadores

y secuencia única tanto de la clona como del cebador, se presentan en el ANEXO 7.
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VII.8 Estandarización en la amplificación de secuencias usando ADN

genómico de P. guajava y oligonucleótidos específicos.

La concentración de magnesio utilizada en futuros experimentos, se determinó

mediante el diseño de una matriz donde se probaron concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0

y 2.5 mM de MgCl2, 10 ng de ADN plasmídico proveniente de las diferentes clonas y

los oligonucleótidos diseñados. En cada caso, se obtuvo el amplificado a la longitud

esperada entre 1.0 a 2.0mM MgCl2.

La concentración mínima de ADN plasmídico y ADN genómico proveniente de

material vegetal fresco y seco se determinó al emplear 1.0 mM MgCl2, con los

oligonucleótidos diseñados previamente. La muestra E5 nuevamente es utilizada en

esta etapa del trabajo.

Los resultados muestran que la amplificación de los plásmidos seleccionados se

obtiene desde 10 pg y que la cantidad de ADN genómico necesaria en la

amplificación de estos mismos segmentos puede variar de 1  20 ng. Finalmente

observamos que son 13 las regiones de ADN genómico que se amplifican a partir de

los 16 pares de cebadores obtenidos de las bibliotecas genómicas tipo RAPD

(ANEXO 8).

VII.9 Validación de las secuencias en la identificación genotípica de P.

guajava.

Los criterios y condiciones de amplificación que se obtuvieron durante la

estandarización se utilizaron para validar la amplificación de los segmentos

seleccionados de las bibliotecas genómicas tipo RAPD. Los productos de

amplificación se obtuvieron empleando 10 pg de ADN plasmídico, 10 ng de ADN
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genómico con 1.0 mM MgCl2. El ADN utilizado corresponde de las muestras

seleccionadas del ANEXO 3, también se incluyó el plásmido control y un árbol

ancestral obtenido del primer huerto establecido en Calvillo, Aguascalientes (ANEXO

9).

Los productos de amplificación obtenidos no fueron homogéneos en ninguno de los

casos, observándose ausencia o baja intensidad en las muestras. En el amplificado

1.2A fueron las muestras VII y XVI; en 1.12A las muestras III - VI, X, XV y XVI; en

1.3A las muestras VII y IX; en 3.15 las muestras V - VII, IX, X, XIII y XVI; en 4.1 las

muestras III y IX; en 4.3 las muestras III, IV y VII; en 4.9 las muestras IV, VIII y XII; en

5.8 las muestras G1, I, III - IX, XI y XIV; y en 5.39 las muestras II - IX y XII.

Para el análisis estadístico, se empleó ANOVA de una vía para comparar los

marcadores contra la región geográfica y la concentración de quercetina. El análisis

se hizo cualitativamente (presencia o ausencia del amplificado) como

cuantitativamente (densitometría 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 producción 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 podría ser considerado como

potencial marcador; el alelo 5.5 a nivel cuantitativo es el más representativo, ya que

está relacionado tanto con la concentración 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 relación del 100% con respecto a la regionalización y el 280% en la

concentración de quercetina, lo debemos considerar solamente en el aspecto

cualitativo.

Posteriormente, a estas mismas muestras se modificaron las condiciones de

amplificación a 5 ng de ADN genómico y 1.5 mM de MgCl2 (ANEXO 10).

Los resultados presentan una amplificación no homogénea entre las muestras

aunque se presenten en un mayor número de ellas. Los amplificados 1.12A, 5.8 y

5.39 se favorecen especialmente y en menor grado la región intergénica 5S rRNA y

la región de ADN 1.11A. Las muestras que no amplificaron o que presentan una bajo

producto en la región 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 plasmídico III- IX, XII, XIV y XVI; en 3.15

las muestras G1, III, IV, VII, IX y XIV; y en 5.8 la muestra 5. La muestra XIV del

segmento 4.9, la muestra XI de 5.5 y la muestra IX de 5.39 no se consideran porque

la solución se evaporó durante la reacción.

El análisis estadístico ANOVA de una vía realizado bajo estas nuevas condiciones de

amplificación, mostraron que los marcadores 1.11A, 3.15a y 3.15b pueden ser

utilizados como indicadores diferenciales cualitativos y cuantitativos por la región y

concentración de quercetina, sin embargo se ven afectados por la calidad del ADN

empleado.

El dato más interesante obtenido en el análisis estadístico fue entre los valores

densitométricos de los marcadores y su relación con la zona geográfica, 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 decidió
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hacer una tabla comparativa para conocer que marcadores eran representativos de

la zona geográfica.

VII.10 Identificación genotípica de P. guajava.

Por último, se determinaron los segmentos específicos para autentificar con

marcadores genéticos a la especie P. guajava L. y aquellos que puedan discriminar

especies con características físicas semejantes o nombres populares similares.

La Figura 5 muestra 11 de los 13 segmentos utilizados bajo diferentes

concentraciones de ADN y MgCl2 durante la validación, 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 arrayán  e identificadas como Psidium sartorium, la

muestra C fue obtenida de un árbol cultivado en la ciudad de México con el nombre

popular de guayaba brasileña  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 - I fueron colectadas de diferentes árboles de guayabo silvestres del

estado de Oaxaca; la muestra J fue obtenida de un árbol de guayabo cultivado de la

ciudad de México y la muestra K se compró a la empresa (Hangzhou Singho

Co.,Ltd.) de origen chino.
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Figura 5. Amplificación de regiones específicas de ADN en P. guajava y su

comparación con otras especies. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life

Technologies, USA), P: Plásmido, 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 están

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 están presentes en muestras de P. sartorianum

como una banda muy tenue, en comparación 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 I el amplificado 4.3.

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

de México aparecen varias bandas en los amplificados 1.3A y 5.39.
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VIII DISCUSIÓN.

VIII.1 Selección de la materia prima.

En la obtención de la materia prima fue necesario seleccionar los árboles y lugares

de recolecta para el desarrollo de este trabajo.

La decisión de muestrear árboles en cultivos comerciales de guayabo se tomó por

dos factores principales. La primera fue la importancia agroindustrial que existe en

México en la explotación 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 propósito de

desarrollar un fitomedicamento a partir del extracto etanólico de hoja de guayaba,

para el tratamiento del síndrome del colon irritable.

La selección de los estados representativos fue a través de la SAGARPA y su portal

en Internet, ya que actualmente existe la ventaja de utilizar este medio como fuente

de información. De esta forma se estableció que los árboles de los estados de

Aguascalientes, Michoacán, México y Querétaro representaron en promedio el 79%

de la producción nacional de guayaba, cinco años previos al muestreo. Cada estado

presenta condiciones ambientales y un manejo agronómico diferente. Aguascalientes

y Querétaro tienen un manejo orgánico, no usan fertilizantes e insecticidas químicos,

y generan estrés hídrico a sus árboles; Querétaro en menor grado que

Aguascalientes. Los estados de México y Michoacán, por su parte utilizan

fertilizantes e insecticidas químicos en sus cultivos, y cuentan con sistema de riego.
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VIII.2 Cuantificación del principio activo

Los flavonoides además de su función en la planta (regulan el metabolismo de las

vitaminas liposolubles y hormonas, favorecen la polinización, etc.), tienen

propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que se ven reflejadas en el tratamiento

de diversos padecimientos (hipertensión, diabetes, problemas cardiovasculares, etc.)

(Havsteen, 2002). Lo anterior justifica el interés de estos metabolitos secundarios en

el campo de la farmacéutica y su aplicación en la medicina.

Tomando en cuenta las funciones fisiológicas de los flavonoides en la planta, se

realizó 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 floración

y fructificación, debido a su papel durante la polinización y desarrollo del fruto; y post

cosecha, como un proceso inherente de acumulación. Al término del año, se observó

que la mayor acumulación de quercetina se obtuvo en la etapa pos-cosecha y en los

meses con una alta incidencia de rayos solares. En la comparación de resultados,

obtuvimos el mismo comportamiento que Vargas-Alvarez y cols. (2006). Ellos

reportan que la mayor acumulación de flavonoides (miricetina, quercetina, luteolina,

kaempferol) en hojas maduras de guayaba y en árboles del estado de México, se

presenta en Mayo y Julio del 2000 o para nosotros primavera y verano.

El siguiente dato interesante fue la selección de la zona geográfica. Los agricultores

compran árboles propagados por estacas al municipio de Calvillo en Aguascalientes,

por lo que se considera un origen común y relativamente homogéneo entre los

cultivos.
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Michoacán no presentó diferencias significativas a lo largo del año. Querétaro,

aunque presentó el doble de acumulación de quercetina con respecto a Michoacán

durante el año, la acumulación de quercetina se mostró lineal y poco atractiva.

Aguascalientes y estado de México mostraron una cinética de acumulación esperada

y altas concentraciones quercetina, Vargas-Alvarez y cols. (2006) reportan 2.9 mg/g

de hoja seca como la mayor acumulación de quercetina total, mientras que nosotros

obtuvimos valores 3 veces más de lo reportado, probablemente por el método de

extracción exhaustiva y la hidrólisis total de flavonoides que se empleó en este

trabajo para la cuantificación de quercetina. Sin embargo, para los intereses

posteriores de este trabajo, entre los 2 estados se considera como mejor opción

Aguascalientes por el manejo orgánico de sus cultivos, y para evitar agentes

químicos tóxicos en el extracto y el fitomedicamento.

Por último, a pesar de la gran influencia que presentan condiciones ambientales en la

acumulación de flavonoides; el análisis individual de las hojas dentro de los mismos

cultivares, nos permitió indagar sobre la influencia de factores genéticos propiciados

por los mismos agricultores.

VIII.3 Selección de los individuos para el estudio genético en base a la

acumulación de flavonoides.

Durante la primera visita, se observó que los agricultores de Aguascalientes trabajan

continuamente en el mejoramiento de sus árboles, además de la explotación

comercial de dos tipos de guayaba (media china y pulpa blanca) en la misma zona

de cultivo. En referencia a la selección de cultivos por parte de los agricultores y las

diferencias entre los frutos, Padilla-Ramírez y cols. (2002) hacen una comparación
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genética de 12 árboles de guayaba. Estos ejemplares, fueron seleccionados por la

calidad y rendimiento de sus frutos (característica fenotípica), para obtener un banco

con 45 accesiones de la región Calvillo, Aguascalientes  Cañones, Zacatecas y

realizar un agrupamiento por homología genética.

En el presente trabajo, la característica fenotípica fue la acumulación de quercetina

presente en las hojas, seleccionandose 13 árboles de un grupo de 40. El análisis

estadístico de normalidad, permitió identificar a los individuos con valores mínimos y

máximos que posteriormente fueron correlacionadas con las diferencias genéticas.

VIII.4 Identificación de segmentos polimórficos en las muestras

colectadas usando amplificación aleatoria RAPD.

La amplificación aleatoria y controlada por la técnica RAPD nos permite tener un

primer acercamiento con las diferencias genotípicas presentes entre los individuos.

En el análisis de todas las muestras con esta técnica y solo 6 oligonucleótidos

decámeros, nos permitió identificar regiones polimórficas y monomórficas con un

rango de homogeneidad entre el 74 al 94%, más amplio que el reportado por Padilla-

Ramírez 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 Michoacán y Aguascalientes que presentan una mayor

heterogeneidad por estar presentes todos o la mayoría de los patrones genéticos.

Este fenómeno se puede deducir por el continuo mejoramiento de la especie, que los

agricultores propician para lograr un fruto con características atractivas para el

consumidor y al mismo tiempo obtener una mejor adaptación al medio ambiente que

se ve reflejado en diferencias genotípicas.
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En el análisis directo entre los individuos con mayor y menor acumulación de

quercetina total, observamos que en Aguascalientes el árbol A1 con una baja

concentración de quercetina, presentó un patrón genético diferente a A9; lo mismo se

presentó en los demás estados. Esta observación preliminar, nos motivó a buscar

alguna estrategia que permitiera correlacionar a los segmentos de ADN polimórficos

con la propiedad fenotípica deseada. El análisis de resultados obtenido con el

programa de cómputo SNPanalyzer, permitió obtener numéricamente la relación

entre el patrón de bandeo o variación polimórfica y la acumulación de quercetina

total.

VIII.5 Identificación de secuencias similares y regiones repetidas.

En el análisis individual de las secuencias se observan diferencias en la lectura que

van desde el cambio de una base y corrimiento por eliminación o inserción 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 así como, la

secuencia 1.5A que presenta la región (CT)20CC(CT)4, se puede pensar en un

microsatélite (CT)25. Sin embargo en el caso de las clonas SK2 y CAG.1, la región

(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 diseño adecuado de esta

región nos permitirá utilizarlo como un marcador que diferencie formas polimórficas y

presencia o ausencia de heterocigotos, debido a que las regiones flanqueantes de

los microsatélites son altamente conservadas y altamente polimórficos con

repeticiones mayores de 12.

Como caso particular, se observó que una región 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 región, se buscó su homología

en Gene Bank NCBI y se encontró una relación directa con secuencias

microsatelitales. De manera particular esta región se encuentra flanqueando un

microsatélite (GA)16 presente en Magnifera indica (mango). Aunque esta región es

importante para la identificación de microsatélites, no se puede utilizar como

oligonucleótido específico en la identificación de la frecuencia alélica debido a su

recurrencia en diferentes regiones del ADN genómico, sin embargo al realizar mapeo

físico de comparación con mango, el diseño de primers permitirá si hay o no

amplificación y por consiguiente determinar distribución en especies, géneros e

incluso hasta familias en la escala taxonómica.

VIII.6 Identificación de secuencias homólogas utilizando la base de datos

Gene Bank de NCBI.

La obtención de secuencias únicas de la especie, nos permite garantizar su

autentificación y la discriminación con otras especies similares físicamente sin la

intervención de un taxónomo o morfólogo profesional. Esta forma de identificación

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 algún procesamiento post cosecha para su comercialización.

En un primer análisis, se empleó la base de datos nucleotídica 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 encontró una homología
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en los segmentos entre 10 a 50 pb; sin embargo la relación entre el segmento

homólogo 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 genómicas de

33 plantas diferentes, nos proporcionó una información más completa para

determinar su autenticidad como secuencias únicas de P. guajava.

De esta forma se pudo excluir a la clona 1.1A, por su homología en 229 pb con el

cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana en un 91% de sus secuencia y por otro lado,

incluir a las demás secuencias en el diseño de oligonucleótidos flanqueantes para el

diseño de marcadores específicos.

VIII.7 Diseño de oligonucleótidos específicos para la identificación de las

clonas seleccionadas.

El diseño de cebadores se considera el paso más importante en la obtención de

marcadores, ya que de ellos depende la identificación y amplificación de las

secuencias. Para su diseño, es importante tomar en cuenta un tamaño entre 18 a 22

pb para garantizar la especificidad en la amplificación; permitir una temperatura de

hibridación menor a la de amplificación (72°C) o sea entre 50 a 55°C, para evitar una

amplificación prematura; un contenido de GC de más del 50% para facilitar la

hibridación; evitar un alineamiento entre ellos, para que no formen dímeros durante la

amplificación y por supuesto que tengan secuencia única (Rychlik y Rhoads, 1989).

El programa de cómputo Web Primer DNA se utilizó en su diseño, ya que permite

tomar en cuenta todos estos aspectos.
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En este paso también se hizo una selección de secuencias, ya que solo 24 de las 35

clonas restantes cumplieron satisfactoriamente con los parámetros descritos

anteriormente para el diseño de oligonucleótidos flanqueantes. Si consideramos

además, que dos de las secuencias están repetidas, solo quedan 22 pares de

oligonucleótidos para establecer las condiciones de amplificación y utilizarlos en

estudios posteriores.

En el caso particular de las secuencias 4.38 y 4.3, se presenta una región homologa

de 166 pb, es por ello que el diseño de uno de los oligonucleótidos es el mismo.

VIII.8 Estandarización en la amplificación por PCR de P. guajava

empleando oligonucleótidos específicos.

Las secuencias que se utilizaron provienen de las bibliotecas tipo RAPD, con

carácter conservado en la muestra de origen (E5). Es así como, la información que

se generó nos permitió determinar las diferentes regiones conservadas a las

obtenidas entre el árbol del estado de México y las demás muestras; lo que permite

establecer marcadores únicos de especie; y discriminar posibles adulterantes.

En el establecimiento de las condiciones óptimas para la amplificación por PCR, es

común 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 enzimática de la Taq DNA polimerasa

(Rychlik, 1995). En un primer paso, se obtuvo el amplificado entre concentraciones

de 1.0 a 2.0mM MgCl2 (datos no mostrados), por lo que se seleccionó la menor

concentración para permitir una amplificación más dirigida.
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El siguiente aspecto que se considera en la PCR, es la temperatura de hibridación.

Los oligonucleótidos diseñados a una temperatura de hibridación de 50°C, no

presentaron problemas de múltiple bandeo o ausencia de amplificado a esta

temperatura, por lo que se continuó con esta temperatura.

Por último fue importante establecer los rangos de concentración de ADN plasmídico

y genómico para la amplificación, debido a que no se lleva a cabo la reacción 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 práctica la adquisición de este

tipo de material vegetal es seca y en trozos muy pequeños porque la concentración

del principio activo no se modifica bajo estas condiciones. Aunque las

concentraciones variaron dependiendo del fragmento, en general se logró una buena

amplificación con 10 pg de ADN plasmídico y 10 ng de ADN genómico.

De forma complementaria, se diseñaron los cebadores de la región intergénica ARNr

5S, ya que ha sido utilizado en la identificación genotípica de diferentes especies

(Cheng y cols 1997, 2000 y 2001), y que al mismo tiempo fuera un control interno en

la identificación de las muestras de guayaba. Sin embargo el diseño de este

fragmento mostró una inespecificidad no deseada para los propósitos del trabajo.

VIII.9 Validación de las secuencias en la identificación genotípica de P.

guajava.

Para la validación de un marcador cuya aplicación será la identificación de especie,

se requiere su presencia en un número considerable de individuos. Los árboles que

se emplearon en este experimento es una muestra representativa de diferentes

regiones de la República Mexicana con variaciones considerables en su propiedad
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fenotípica (ANEXO 2). En este trabajo no todas las secuencias con diseño de

cebadores, amplificaron en todos los individuos, razón por la cual se excluyeron

desde el inicio como regiones especie-específicas. Estas diferencias se pueden

explicar desde un punto de vista polimórfico, ya que al no tener una referencia previa

del fragmento seleccionado, esto puede repercutir en el diseño de cebadores; o

también que las condiciones de amplificación no sean las más adecuadas.

VIII.10 Identificación genotípica de P. guajava.

La escasa información genética que existe sobre otras plantas, nos conduce a aplicar

la amplificación 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

características 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, I y J por presentarse una alteración evidente en los

amplificados.

Por último, estos resultados nos permitieron confirmar que la muestra de origen

Chino si se comporta como P. guajava por lo que se decidió emplear la técnica de

cuantificación 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

elaboración del fitomedicamento, se les determinó el contenido de quercetina total.

De las cuatro regiones seleccionadas, se identificó a Calvillo Aguascalientes como

una región geográfica, económicamente viable y con un manejo biológico, durante la

primavera y una etapa pos cosecha con las condiciones ambientales adecuadas para

la acumulación del principio activo, lo que la hace susceptible a ser seleccionada

para la producción del fitomedicamento.

Como complemento a las técnicas de control de calidad, la amplificación aleatoria

tipo RAPD nos permitió identificar patrones conservados de las regiones polimórficas

y posteriormente correlacionarlo con la acumulación de quercetina. Por lo anterior, la

presencia de los segmentos polimórficos 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 análisis 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 diseño de oligonucleótidos específicos. Una

información útil para determinar cercanía filogenética usando regiones homólogas

con otras especies o la autentificación de especie al amplificar secuencias diferentes.

Se observó que una alta concentración de MgCl2 (1.5 mM) con una baja cantidad de

ADN genómico (5 ng) favorece la amplificación a excepción de los fragmentos 1.11A

y 3.15.
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La biblioteca rica en regiones dinucleotidas tandem construida por el fraccionamiento

e hibridación con sondas específicas, permitió la obtención de 12 secuencias de las

cuales 2 fueron repetidas; 5 secuencias presentaron el microsatélite (CA)n; 9

secuencias presentaron una región de 24 pb (5 -

TCTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGCA-3 ) flanqueando o dentro de la secuencia que

también es característica de microsatélites (GA)n de mango (Magnifera indica); se

diseñaron marcadores específicos para 6 secuencias, sin lograr establecer las

condiciones de amplificación de estas.

La caracterización, secuenciación y diseño de los 5 pares de oligonucleótidos

específicos 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, morfológicamente similares a guayaba.
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ANEXO 1

Mapas de los cultivos de guayaba con el número de árbol y coordenadas en los

estados y municipios seleccionados.
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El anexo representa gráficamente 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 terrasería y una pequeña bodega, con

aproximadamente 600 árboles de selección media china (izquierda), pulpa blanca

(derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por la familia y jornaleros,

podan una vez al año los árboles y usan prácticas de cultivo orgánicas en la

fertilización y control de infecciones. El rancho Arizmendi  en Coatepec harinas,

estado de México se compone de 4 zonas de cultivo (A, B, C y D) con

aproximadamente 1,000 árboles guayaba sin especificación en la selección por parte

del agricultor. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los árboles una o dos

veces al año y no usan prácticas de cultivo orgánicas. El huerto Los Pinzanes  en

Zitácuaro, Michoacán con aproximadamente 400 árboles guayaba media china,

forma parte de un grupo de huertos dentro de un ejido que perteneces a un mismo

dueño. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los árboles varias veces al año y

no usan prácticas de cultivo orgánicas. El huerto El Exilio  en Jalpan, Querétaro

tiene aproximadamente 400 árboles de selección media china (izquierda), pulpa

banca (derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por el dueño que

poda una vez al año los árboles y usa prácticas de cultivo orgánicas.

La identificación de los árboles se hizo con estacas etiquetadas clavadas a un

costado del árbol. La localización (cuadros grises) se hizo numerando las líneas de

árboles (filas) y contando el número de árboles en cada línea (columnas) en cada

cultivo.
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ANEXO 2

Parámetros climáticos en las regiones muestreadas durante el ciclo 2002.

*Metros sobre el nivel del mar

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

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

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

por la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.
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El anexo muestra a los individuos que salen de la normalidad en la acumulación de

quercetina o que están fuera del rango promedio ± DS según la prueba estadística

de Kolmogorov-Smirnov, en las regiones geográficas seleccionadas y en las

diferentes estaciones del año. En Aguascalientes los individuos con mayor

acumulación son A2, A3, A8, A9 y A10, predominando A9 en el año; los individuos

con menor acumulación son A1, A3, A5 y A7, predominando A1 y A7 en el año. En el

estado de México los individuos con mayor acumulación son EM2, EM3, EM5 y

EM10; los individuos con menor acumulación son EM1, EM4, EM6, EM7 y EM9,

sobresaliendo EM1 en invierno y primavera. En Michoacán los individuos con mayor

acumulación son M2, M3, M9 y M10, sobresaliendo M2 y M3 en 2 épocas del año

diferentes; los individuos con menor acumulación son M2, M3, M4 y M6. En

Querétaro los individuos con mayor acumulación son Q2, Q3, Q6, Q9 y Q10,

predominando Q2 en el año; los individuos con menor acumulación son Q4, Q6, Q8 y

Q9, predominando Q6 y Q8 en verano y otoño.
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ANEXO 4. Evaluación y selección de las muestras en base a su concentración de

Quercetina

Clave: Primera letra del estado y número de árbol. No: Número asignado a la muestra

* Alta acumulación (+) = > Promedio + SD; Baja Acumulación (-) = < Promedio  SD; X, Y, Z: Muestras

que presentaron polimorfismo con los oligonucleótidos 1, 2 y 3.
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ANEXO 5. Diferencias polimórficas en los patrones de bandeo tipo RAPD y su

correlación con la mayor acumulación de quercetina obtenida a lo largo del año
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La tabla muestra las diferencias polimórficas encontradas en los perfiles de bandeo

tipo RAPD y la máxima acumulación de quercetina cuantificada en el año de las 40

muestras recolectadas. Las bases nucleotídicas sustituyen el comportamiento alélico

homocigoto o heterocigoto de las bandas que comparten una región específica en el

gel.
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ANEXO 6

Secuencias de los amplificados aleatorios generados en Psidium guajava por la

técnica RAPD con el oligonucleótido 1, en dos escrutinios independientes.
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ANEXO 7. Diseño de oligonucleótidos empleando el programa Web Primer DNA para

la amplificación de regiones de ADN específicas para P. guajava L.



ANEXO 8

xxvii

ANEXO 8. Evaluación de la concentración de ADN plasmídico y genómico como

parámetro en la amplificación de segmentos específicos tipo RAPD de P. guajava.



ANEXO 8

xxviii

Amplificación 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, 5.5 y 5.39 empleando diferentes concentraciones de ADN plasmidico (a),

ADN genómico de hoja fresca (b) y ADN genómico de hoja seca (c), empleando 1.0

mM de MgCl2. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA).
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ANEXO 9. Amplificados de segmentos específicos tipo RAPD de P. guajava, usando

10 ng de ADN genómico y 1.0 mM MgCl2.

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

XVI: Muestras seleccionadas (ANEXO 4); G1: Árbol ancestral de guayaba.
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ANEXO 10. Amplificados de segmentos específicos tipo RAPD de P. guajava,

usando 5 ng de ADN genómico y 1.5 mM MgCl2.

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

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




