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Resumen

Las Islas Galapagos representan un ejemplo de un ecosistema fragil donde las
plantas introducidas pueden convertirse facilmente en invasivas. Psidium guajava es un
ejemplo de ello, debido a su capacidad de propagacion répida y a su fécil dispersion.
Estudios anteriores han demostrado que la especie esté distribuida a lo largo de todo el
Archipiélago y puede representar peligros para la biodiversidad de las islas. Este estudio
analizé la diversidad genética de la guayaba en 6 localidades de la isla San Cristobal y
compar® ésta con la diversidad genética encontrada en individuos de guayaba del
continente. Se prob6 un total de 23 pares de primers de los cuales 17 pares amplificaron
regiones microsatélites del genoma de la guayaba, en un total de 112 individuos. De
éstos, 94 fueron de San Cristdbal y 18 del continente. Se encontrd un total de 44 alelos.
El fenograma (Neighbor joining) y el andlisis de coordenadas principales (PCoA)
muestran 3 agrupaciones: continente, sur y norte de la zona de estudio en la isla San
Cristdbal. El indice de Nei indica menor diversidad genética en las localidades de la isla
(0.010) que en las accesiones del continente (0.171), en tanto que los indices FST
indican una baja diferenciacion entre las localidades de la isla y una alta diferenciacion
de estas con los individuos del continente. Por otro lado, los resultados de
STRUCTURE muestran la estructura poblacional que coincide con los datos de los
anteriores analisis mencionados. Estos resultados constituyen informacion importante
que debe completarse analizando un mayor nimero de individuos de guayaba en otras
islas del Archipiélago y en el continente, para poder entender la diversidad genética y
estructura poblacional de la guayaba en la isla San Cristobal. El presente estudio
pretende contribuir con la problematica de especies introducidas y aportar a planes de

manejo y control sobre estas especies.



Abstract

The Galapagos Islands are an example of a fragile ecosystem, where introduced
plants can easily become invasive. Psidium guajava is an example of this, due to its fast
propagation capacity and ease for dispersion. Previous studies have demonstrated that
this species' distribution includes all of the archipelago, and that it may represent a
hazard for the islands' biodiversity. This study analyzed the genetic diversity of guava
trees from 6 different locations in San Cristobal Island, and a sample from the
continental mainland. A total of 23 primer pairs were tested, where 17 pairs amplified
microsatellite regions from the guava genome in a total of 112 individuals. From this
number, 94 individuals were sampled from San Cristobal and 18 individuals were
sampled from the mainland. A total of 44 different alleles were found. The Neighbor
Joining phenogram and the Princial Coordinates Analysis (PCoA) show 3 distinct
clusters: one of them containing individuals from the continental sample, and the
remaining two clusters containing individuals from the northern and southern regions of
the San Cristobal area of study, respectively. Nei's genetic distance indicates a lower
genetic diversity within the island locations (0.010) compared to the continental sample
(0.171), while FST values show a low genetic differentiation between locations in the
island, as opposed to a high level of differentiation from the continental sample. On the
other hand, STRUCTURE results show a population structure which coincides with the
previously mentioned data. These results provide important information that requires
further analyses with a larger sample sizes that includes individuals from other islands
in the archipelago and the continent, to further understand the genetic diversity and
population structure of guava in the Galapagos Islands. The present study provides new
information on the invasive species problematic, and could contribute to management

and control plans for this species.
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1. Introduccién

1.1 Especie en estudio, Psidium guajava

La guayaba, Psidium guajava, pertenece a la familia de las Myrtaceae. Es nativa de
las regiones tropicales donde crece en todo tipo de suelos y climas. Los paises que mas la
comercializan son: Mexico, Brasil, India y Tailandia (Rodriguez, N. et al., 2007). Es
considerada como la “fruta del hombre pobre” o “la manzana de los trépicos”. La guayaba
es una especie frutal aldgama diploide (2n=22) (Kanupriya et al., 2011). Existe tanto en
forma de cultivo como en forma silvestre (Valdez-Infante et al., 2007).

Es un arbol o arbusto perennifolio que puede llegar a medir desde 3 a 10 metros de
altura, con un didmetro del tallo de hasta 60 cm. Sus hojas son simples, con margen entero.
El tronco crece generalmente torcido y muy ramificado. Su corteza se caracteriza por
escamas lisas y delgadas, de color pardo rojizo y grisaceo. Las flores se encuentran en
cimas de hasta 8 cm, son perfumadas, de color verde por el exterior y con pétalos blancos
interiormente. Los frutos son bayas que miden hasta 8 cm de diametro, carnosas de color
cremoso amarillento o rosado, muy perfumadas y de sabor agridulce. Cada baya contiene
numerosas semillas redondas. Es una especie hermafrodita. Sus semillas se dispersan
principalmente por aves o murciélagos frugivoros, germinan en 2 o0 3 semanas en
promedio. La guayaba se propaga sexual o asexualmente; la propagacion por semilla tarda
alrededor de 4 afos para producir una planta madura con frutos (Bonilla, sf; Caraballo,
B.M., 2011).

El cultivo de la guayaba presenta varias ventajas y desventajas. Dentro de las
ventajas se encuentra la capacidad de restaurar suelos, fijar dunas, controlar erosién, entre
otras. Este cultivo se utiliza en ocasiones para regenerar suelos donde hubo explotacion

minera. Por otro lado, también se cultiva la guayaba como sombra para ganado, establecer
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limites de propiedades o como barreras rompe vientos. La principal desventaja del cultivo
es su capacidad o tendencia a propagarse como maleza invasora, caracteristica muy
preocupante para agricultores y ganaderos que dependen econdmicamente de su
produccion. En potreros se la considera como maleza ya que disminuye la cantidad de
pasto para el ganado. Los lugares mas afectados por esta caracteristica invasora son sitios
aislados como; las Islas Galdpagos, Zimbawe, Hawai, Australia y Nueva Zelanda (Bonilla,
sf.; Caraballo, B.M., 2001).

Comercialmente, se utiliza tanto la fruta como la madera de la guayaba. El fruto se
lo emplea para la fabricacion de dulces y mermeladas y también se lo consume fresco. Este
fruto posee el doble de vitamina C que la naranja. Por otro lado, su madera es muy
cotizada en Malasia para la fabricaciobn de mangos de herramientas e implementos
agricolas. En muchos otros lugares del mundo, también se la utiliza para obtener lefa.
Finalmente, sus hojas han sido usadas por siglos con fines medicinales, para el tratamiento

de enfermedades gastrointestinales (Bonilla, sf.; Caraballo, B.M., 2001).

111 La guayaba como especie invasiva en la isla San Cristobal

Las Islas Galapagos, son un grupo de 13 islas principales y varios islotes y rocas
gue se encuentran justo debajo de la linea ecuatorial a 1.000 km de la costa del Pacifico del
Ecuador. En total este Archipiélago consiste en 7.880 km? situado sobre la placa de Nazca,
la cual se mueve en direccion Sur-Este hacia al Ecuador continental aproximadamente
entre 3 y 4 cm por afio (Brewington, L., 2011).

El movimiento de las corrientes de Humbolt y Panama, fria y caliente
respectivamente, chocan en la linea ecuatorial, creando una época caliente y lluviosa de
enero a junio, seguida por una época fria de julio hasta diciembre. Este movimiento de
corrientes tiene una influencia enorme en las islas mas grandes del Archipiélago; crea

ecosistemas unicos y diferentes en cada una ellas. La inusual flora y fauna de Galapagos
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emerge de estas caracteristicas Unicas y generan un inmenso interés en areas de las ciencias
bioldgica y evolutivas (Brewington, L. 2011).

Las Islas Galapagos se descubrieron en 1535 por Fray Tomés de Berlanga. Se
considera que todo organismo vivo que llegd después de esta época es introducido. Cuando
Charles Darwin visito las Islas Galapagos en 1835, en éstas habitaban muchas especies,
algunas endémicas y otras que desde hace siglos habian llegado por corrientes marinas,
aire o por naufragios de barcos piratas que naufragaban en este lugar (Brewington, L.,
2011).

A partir de 1800, la presencia de poblaciones humanas y especies foraneas empezé
a incrementar cada vez mas en las Islas Galapagos. Hasta 2010 se ha reportado la presencia
de mas de 879 especies introducidas de plantas, 11 de péjaros, 8 de reptiles, 15 de
mamiferos y 543 de insectos. La agricultura es la responsable de la introduccion de varias
especies de plantas, muchas de las cuales se han convertido en invasivas. Se conoce que la
guayaba fue introducida a finales de 1800 con fines agricolas, pero su rapida dispersion
entre localidades agricolas y dentro del Parque Nacional Galapagos, facilitada por pajaros,
burros, ganado y chanchos, la convirtié en poco tiempo en una especie invasiva (Velasco,
M., 2002). Esta especie transforma el paisaje de las Islas Galapagos y altera la vegetacion,
el suelo y su composicion, haciendo de esta especie una amenaza para especies nativas y
cultivos agricolas presentes (Brewington, L., 2011).

En 1970, Itow encontré guayaba en isla Isabela, tanto en zonas agricolas como en
tierras que lindan el Parque Nacional Galapagos. La llamo el “intruso mas disperso” en la
isla Isabela. En el estudio de Walsh et al.(2007) se estima que la guayaba cubre mas de
40.000 hectareas al sur de la isla Isabela. Se conoce que para el afio 1960, en esta isla
existian mas de 190 fincas, en el 2006 se reportan solamente 97. Las 93 fincas ahora

abandonadas y convertidas en potreros son actualmente las zonas con mas alta densidad de
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guayaba. Otras islas como Santa Cruz tienen escenarios parecidos. Humberto Ochoa, ex
director del area agropecuaria del Parque Nacional Galapagos durante 1986-1988, describe
que en menos de 10 afios los potreros de haciendas enteras en Santa Cruz se han convertido
en guayabales (Chiriboga et al., 2006).

La isla San Cristobal se ha caracterizado por una elevada presencia de especies
boténicas invasoras en la zona agropecuaria. En 1996 Carpio diagnostico que més del 21%
de la superficie rural estaba ocupada por plantas invasoras. Las especies invasoras mas
dispersas en San Cristdbal son: la guayaba, la mora, la pomarrosa y la supirrosa. La
guayaba se ha propagado dentro de San Cristobal por mas de 150 afios. Se cree que fue
introducida por primera vez por habitantes de la costa ecuatoriana que poblaban la
hacienda de Manuel. J. Cobos en el afio 1879. Se cree que esta especie se dispersd durante
épocas de sequias en la isla debidas al sobrepastoreo (Chiroboga et al., 2006).

En las dltimas décadas se han hecho algunos esfuerzos para controlar las
poblaciones de guayaba en Islas Galapagos. Una de las dltimas iniciativas del Parque
Nacional Galapagos en San Cristébal es la siembra de especies endémicas y la entrega de
incentivos a los agricultores para que eliminen la guayaba de sus tierras. Esta iniciativa
inicio en el 2012 y para finales del 2013 se esperaba extenderla a otras islas,

principalmente Santa Cruz e Isabela (El Universo, 2013).

1.2 Diversidad biologica y genetica
La diversidad biologica puede ser definida como la variacion presente entre
especies de plantas, animales, bacterias y otros seres vivos, su material genético vy el
ecosistema en donde estas variaciones ocurren. Esta diversidad ocurre en tres niveles: la
diversidad genética, la diversidad de especies y la diversidad de ecosistemas (Ramanatha,

V., Hodgkin, T., 2002). La diversidad biolégica ha sido reconocida como un elemento
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esencial para que actividades humanas, tales como la agricultura, se desarrollen de manera
sostenible a través del tiempo.

El mecanismo utilizado por agricultores desde hace mucho tiempo ha sido el
mejoramiento de cultivares por medio de seleccion de los mejores individuos y esto ha
reducido la base genética dentro de los cultivares. Esta actividad refleja la importancia de
la diversidad genética en la agricultura ya que es un elemento esencial para la
supervivencia del cultivo y la obtencion de mejores productos. La reducciéon de la
diversidad genética en cultivos vegetales implica una gran vulnerabilidad para el sistema
agricola, ya que la diversidad constituye una fuente de mecanismos de defensa contra
plagas, enfermedades, cambios climéticos, entre otros factores que puedan afectar la
productividad y sobrevivencia del cultivo. Para evitar esto, hoy en dia se llevan a cabo
programas de conservacion tanto in situ como ex situ de cultivos agricolas tanto como de
sus antepasados silvestres Se reconoce que los recursos genéticos vegetales son los de
mayor importancia, por lo cual merecen mayor atencion (Ramanatha, V., Hodgkin, T.,
2002).

La diversidad genética es la cantidad de variabilidad genética en los individuos
dentro de una poblacion o una variedad. Esta diversidad se manifiesta en diferencias de la
secuencia de ADN, en caracteristicas bioquimicas, en propiedades fisioldgicas o en
morfologia. Existen componentes de la diversidad genética que son atilmente
distinguibles: el numero de alelos encontrados en diferentes individuos o poblaciones, la
distribucion de los mismos, el efecto sobre el rendimiento y las diferencias generales entre
poblaciones. La variacion que se visualiza entre individuos proviene de mutaciones y
recombinaciones. La seleccion, la deriva génica y el flujo de genes son causantes de las

variaciones y la diversidad entre especies (Ramanatha, V., Hodgkin, T., 2002).
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1.2.1 Diversidad genética en ecosistemas insulares

Las poblaciones de especies en islas son mucho méas propensas a la extincion que
las poblaciones en el continente. Las razones por las cuales la tasa de extincién se ve
aumentada son controversiales y desconocidas. En términos generales las poblaciones
insulares pueden ser méas pequefias o incluso submuestras de las poblaciones continentales.
Esto puede promover procesos de endogamia y pérdida de variacion genética, lo cual
explicaria la vulnerabilidad de estas poblaciones y su mayor tasa de extincion (Frankham,
R., 1997; Golstman et al. 2005).

Las actividades humanas han sido responsables de la extincién de cientos de
especies durante mas de 50 000 afios. EI World Conservation Monitoring Centre reporta
que la introduccion de especies exoticas y la destruccion de habitats son las causas mas
importantes para la extincion de especies, seguidas por la sobre explotacién. Otro dato de
gran interés es que se ha reportado que desde 1600 una gran parte de las extinciones
documentadas de mamiferos, reptiles y aves ha ocurrido en ecosistemas insulares. Esto
debido a la gran vulnerabilidad que representan estos ecosistemas (Frankham, R., 1997).

La susceptibilidad de las poblaciones insulares se puede predecir en términos
genéticos. En islas oceanicas se espera una pérdida de variacion genética al momento de la
llegada de las especies a estos ecosistemas. Debido a que pocos individuos llegan a una isla
y tienen éxito, ocurre lo que se conoce como un cuello de botella. Este numero reducido
de individuos posee una limitada variacion genética como materia prima para cambios
evolutivos que se requiere para colonizar nuevos habitats. Esta péerdida de variacion
genética no permite que las poblaciones evolucionen en respuesta a cambios ambientales,
climéticos, nuevas enfermedades, parasitos, predadores y competidores y otros cambios

(Frankham, R., 1997; Glover y Barret, 1968).
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En una poblacion que ha pasado por un proceso de cuello de botella, la prediccion
de heterocigocidad y potencial evolutivo se reduce considerablemente. Se puede predecir
la pérdida de heterocigocidad inmediata siguiendo la ecuacion:

(1/2Ne) x 100 = % de pérdida de heterocigocidad
Donde Ne es el niumero de individuos que llegan a la isla y logran reproducirse.

Por ejemplo, si solamente 4 individuos que llegan a un ecosistema insular logran
reproducirse se tiene:

(1/2(4)) x 100=12.5% de pérdida de heterocigocidad
Se espera que la pérdida de heterocigocidad sea mayor en ecosistemas insulares debido a
que el nimero de individuos fundadores es menor y las tasas de inmigracion son bajas.
Estas caracteristicas deben ser consideradas caso por caso, se debe tomar en cuenta el
tamarfio de la poblacion en la isla y en el continente, el tamafio de la isla, la cercania entre
islas y el continente, las especies endémicas; entre otros factores que puedan afectar esta

ecuacion (Frankham, R., 1997; Glover y Barret, 1986).

1.2.2 Patrones de comportamiento de especies introducidas en ecosistemas
insulares.

Las cadenas de islas se han considerado laboratorios naturales para el estudio de
procesos evolutivos. Sin embargo, esta caracteristica de aislamiento y diversidad conlleva
a las especies insulares a ser muy susceptibles para la extincion (Randell et al., 2004).
Estos fragiles ecosistemas son perfectos escenarios para que plantas sean introducidas
accidental o voluntariamente para diferentes usos. Dentro de este nuevo escenario para
nuevas especies, algunas de éstas se establecen, dispersan y se convierten en invasivas.
Estas especies introducidas invasivas se han convertido en un foco de estudio para la
conservacion ya que estos invasores compiten con especies locales por limitados recursos y

alteran el ecosistema. Los eventos de introduccidn de especies a ecosistemas insulares han



20

aumentado rapidamente con la globalizacion y el transporte hacia y desde estos
ecosistemas (Besnard et al., 2007).

Las especies introducidas que se vuelven invasivas representan una amenaza para la
biodiversidad, la integridad de los ecosistemas, la agricultura, entre otras actividades como
la ganaderia e inclusive el turismo. Las caracteristicas genéticas de las poblaciones
invasivas son un tema de interés ya que determinan la capacidad de las mismas para su
expansion. Tanto la seleccion natural como la deriva génica influyen en las poblaciones
invasivas para que éstas modifiquen su tolerancia a climas nuevos, nuevos depredadores o
comportamiento. También es importante mencionar que las especies invasivas son capaces
de inducir cambios evolutivos en especies nativas alterando su estructura genética, esto
ocurre mediante hibridacion, reduciendo las poblaciones de especies nativas e incluso
alterando la disponibilidad de nutrientes presentes en el suelo (Glover y Barret, 1968).
Como consecuencia de estos eventos es importante incorporar la genética evolutiva para
revelar las caracteristicas que determinan una invasion exitosa por parte de una especie
introducida (Lee, C., 2002).

Existen estudios donde se trata de mostrar la reduccion de variabilidad genética en
especies insulares versus esas mismas especies en el continente. Estos estudios muestran
como en especies no endémicas, las poblaciones del continente muestran una mayor
heterocigocidad que en las poblaciones de las islas. En poblaciones continentales también
se ha observado una diversidad alélica y un porcentaje de polimorfismo maés elevado en
comparacion con poblaciones insulares. Estos datos han sido reportados tanto para plantas,
como para animales, especialmente mamiferos y reptiles. Sin embargo, en especies como
insectos, aves y murciélagos que pueden volar, la diferencia entre poblaciones

continentales e insulares es menor (Frankham, R., 1997).
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En cuanto a especies introducidas, se observan los mismos patrones de reduccion
de diversidad. Las poblaciones introducidas muestran niveles inferiores de heterocigocidad
en comparacion con la poblacion “original”. Este fenomeno puede deberse, entre otros
factores, al limitado pool genético que tendrd la poblacion introducida en el nuevo
ecosistema (Frankham, R., 1997). Si bien existen estudios acerca de la diversidad genética

de especies introducidas en islas, ain queda mucho por estudiar.

1.3 Marcadores genéticos

Un marcador genético es todo loci, es decir cualquier fragmento de ADN que
indique una posicién o una presencia cercana de un gen de interés que se desea utilizar.
Para que este marcador sea utilizado debe tener varias caracteristicas: debe ser de deteccion
facil y répida, expresion temprana, ausencia de interacciones con otros marcadores,
utilizacion de cantidad minima de muestra o de ADN, distribucion homogénea a lo largo
del genoma y un elevado polimorfismo. La utilizacion de estos marcadores es la clave para
el mejoramiento e identificacion de plantas (Cubero, 2002).

Existen varios tipos de marcadores que se utilizan hoy en dia. Inicialmente los
marcadores morfologicos eran los mas utilizados. Sin embargo, aunque son marcadores
considerados inmediatos por ser visibles, una de las principales desventajas es que se debe
esperar el desarrollo completo de los individuos para poder identificar el fenotipo que se
busca caracterizar. Adicionalmente, estos marcadores estan limitados por el numero de
caracteristicas morfoldgicas que se puede estudiar, porque no permiten estudiar
codominancia y en muchos casos son pleiotropicos (afectacion de varias funciones por
accion de un solo gen) (Cubero, 2002). Por estas razones, este tipo de marcadores no
cumple con todas las caracteristicas mencionadas anteriormente para ser calificados como

un buen marcador.
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Otro tipo de marcadores, son los marcadores moleculares. Estos son fragmentos de
ADN vy pueden ser de tamafios muy diferentes. Este tipo de marcador tiene varias ventajas
sobre otros debido a que: se pueden detectar variaciones con minimas cantidades de
material bioldgico de partida, su deteccion no afecta al fenotipo, pueden detectarse en
cualquier estado del desarrollo del individuo, se distribuyen a lo largo del genoma, algunos
de éstos son codominantes, poseen alto grado de polimorfismo, entre otras caracteristicas
deseadas (Cubero, 2002).

Existen muchos marcadores moleculares que se basan en la técnica de PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa). Mediante esta técnica es posible sintetizar millones
de copias de un fragmento de ADN de interés en pocas horas. Se la utiliza para replicar una
region especifica de ADN en millones de copias utilizando oligonucledtidos o primers
disefiados previamente como secuencias complementarias que se hibridan en los extremos
de la region que se desea amplificar. Esta técnica consiste en la union de estos primers al
fragmento de interés y por medio de la polimerasa y los nucle6tidos agregados, replicar el
fragmento que sirve como plantilla en cada ciclo de amplificaciéon. Cada ciclo para esta
reaccion consiste en varios pasos: denaturacion de las hebras de ADN a temperatura alta,
anidacién de los primers con las regiones ha amplificar a una temperatura especifica, y
extension de la cadena copiada mediante la ADN polimerasa para incorporar los
nucleotidos. El ciclo debe repetirse varias veces para obtener un nimero de copias que
pueda ser visualizado utilizando otras técnicas moleculares (Erlich, H., 1989).

Existen varios tipos de marcadores moleculares, entre ellos se encuentran los RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), los cuales fueron los primeros en aparecer y
fueron utilizados por varios afios para la construcciébn de mapas genéticos. Otros
marcadores son los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que superan a los

anteriores en rapidez y menores costos. Estos tienden a ser dificiles de replicar. Sin
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embargo, al no ser costosos y rapidos se los utiliza para la creacion de mapas preliminares
(Cubero, 2002). Los AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y los SCAR
(Sequenced Characterized Amplified Region) son otros tipo de marcadores muy utilizados.
Sin embargo los marcadores microsatélites (SSR; Simple Sequence Repeats) tienen varias
ventajas frente a los antes mencionados. Estos poseen un nivel elevado de polimorfismo,
son codominantes, son facilmente replicables y si ya estan disefiados para la especie a

estudiar, el costo no es muy elevado.

13.1 Marcadores microsatélites

Los marcadores microsatélites, SSR, son secuencias de ADN que consisten en
repeticiones tandem mono, di-, tri-, tetra- 0 penta- nucleétidos repartidos a lo largo del
genoma (Powel et al., 1996). Fueron descubiertos por primera vez por Hamada et al. 1982.
Las repeticiones de dinucletidos (GT, AT, GA, etc.) son mas comunes que otras
repeticiones de tri- o tetra- nucleétidos. Estas secuencias repetidas en el ADN se las
denomina motivos y estos motivos varian en abundancia entre diferentes organismos.
Motivos como (CA)n son mas comunes en mamiferos y motivos como (AT)n son los mas
comunes en plantas. Se sabe que en plantas estos motivos repetidos ocurren cada 30 a 100
kb (Powel et al., 1996).

La presencia de estas secuencias en tindem en el genoma de una especie se debe a
varias razones, como inserciones, sustituciones, deslizamiento de la polimerasa, etc., que
dan como resultado secuencias que se expanden o reducen creando Vvariaciones
(polimorfismos) entre individuos. Los marcadores microsatélites son buenos marcadores
genéticos ya que cumplen con las caracteristicas antes mencionadas: distribucion a lo largo
de todo el genoma, polimorfismo, deteccién en cualquier estado de desarrollo, poco

material genético inicial, etc. (Powel et al., 1996).
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El uso de éstos marcadores puede estar restringido por el elevado costo que implica
su identificacion y secuenciacion. Sin embargo, cuando éstos estan ya disefiados para la
especie en estudio son la primera opcién. En caso de la especie en esta investigacion,
Psidium guajava, se conocen méas de 50 pares de primers homaélogos, de los cuales 23 son
los més utilizados para estudios de diversidad genética de esta especie; 17 de los 23
mencionados fueron exitosos para el presente estudio (Risterucci et al., 2005).

El presente estudio utiliz6 23 combinaciones de primers para determinar la
diversidad genética de 94 individuos de guayaba en la isla San Cristobal y 18 del Ecuador
continental. Este estudio constituye un acercamiento inicial para conocer la diversidad
genética de esta importante especie invasiva en las Islas Galadpagos. Conocer su
distribucion y diversidad constituye un primer paso para, junto con estudios boténicos y
ecoldgicos, servir como sustento y apoyo para la ejecucion de planes de manejo y control

de la guayaba en San Cristébal.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Determinar la diversidad genética de la guayaba, Psidium guajava, en 6 localidades

de la isla San Cristébal mediante el uso de marcadores microsatélites.

2.1 Objetivos especificos

e Estandarizar un protocolo de extraccion de ADN para la guayaba.

e Determinar la diversidad de la guayaba en 6 localidades de la isla San Cristdbal con
el uso de 17 marcadores SSR homélogos.

e Comparar la diversidad genética de la guayaba de 6 localidades de la isla San

Cristébal con una muestra de individuos de guayaba del continente.
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3. Area de Estudio

La recoleccion del material vegetal se realizd en 6 localidades agricolas de la isla
San Cristobal, Ecuador (El Progreso, La Soledad, Cerro Verde, Cerro Gato, El Socavén y
El Junco). En cada localidad se recolectd6 muestras de 3 haciendas, las cuales fueron
nombradas de acuerdo a su duefio 0 persona encargada. En cada localidad se colectd un
total de 15 individuos minimo, 5 individuos por hacienda (Anexo 1, Tabla 1).
Adicionalmente, se recolectd 18 individuos de diferentes localidades de Ecuador
continental, 15 individuos de Pedernales, provincia de Manabi y 3 individuos de Cumbaya,
provincia de Pichincha. La extraccion, cuantificacion y dilucion del ADN se realizé en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Galapagos Science Center (GSC) en San Cristdbal.
La amplificacion del ADN, la electroforesis en geles de poliacrilamida y el analisis
estadistico de las muestras de guayaba se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia

Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito, Campus Cumbaya.
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4. Justificacion

Se conoce que una de las mayores amenazas para la biodiversidad, son las especies
invasivas, especialmente en islas. Aunque hoy en dia se conoce mejor los mecanismos que
facilitan que una especie se vuelva invasiva, este conocimiento se basa principalmente en
especulaciones y observaciones limitadas (Jager et al., 2007). Los hébitats terrestres de las
Islas Galapagos estan siendo amenazados seriamente por especies introducidas invasivas.
Estas especies se encuentran principalmente en localidades agricolas y urbanas, pero tienen
la habilidad de traspasar estas fronteras e invadir terrenos en areas protegidas (ltow, S.,
2003). Existen alrededor de 900 especies de plantas introducidas en las Islas Galapagos,
sobrepasando el nimero de especies nativas y endémicas (552) (Tye, A., 2002). Del
nimero total de especies introducidas, aproximadamente 30 son consideradas como
agresivas o invasivas (Hamann, O., 1991; Itow, S., 2003), lo quiere decir que son especies
de facil dispersion y que ocupan extensas superficies, alterando drasticamente la estructura
de las comunidades de las islas (Bensted-Smith, R., 2002).

Los patrones de dispersion de especies invasoras son el resultado de procesos
naturales en conjunto con las diferentes formas en las cuales los seres humanos manejan su
ambiente (lovanna, R., Vance, C., 2007). Por lo tanto, un sistema efectivo para el control y
manejo de especies invasoras deberia basarse en el entendimiento de las interacciones entre
seres humanos y factores ambientales que influyen en la dispersion de estas especies.

Entre las especies de plantas introducidas en las Islas Galapagos, la guayaba,
Psidium guajava, que fue introducida desde el Ecuador continental aproximadamente en
1850, y es ahora una especie invasora (Bensted-Smith, R.; Walsh, S.J, et al. 2007). La
dispersion exitosa y la distribuciéon extensiva de la guayaba en Galapagos sugieren la

existencia de diversas y efectivas estrategias de adaptacion y sobrevivencia.
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Muy poco se conoce sobre los factores sociales y ambientales que afectan la
dispersion de guayaba en la isla San Cristobal o en cualquier otra isla del Archipiélago y el
verdadero impacto que este hecho esta ocasionando en los ecosistemas nativos (Bensted-
Smith, R. 2002; Walsh, S.J, et al. 2007). En un estudio piloto en la isla San Cristobal se ha
encontrado que en &reas donde existe guayaba, los tejidos vegetales tienen una cantidad
significativamente menor de nitrégeno organico que en &reas con especies nativas u otras
especies introducidas de plantas (ejemplo: café), lo que sugeriria que la guayaba podria
estar afectando el ciclo del nitrogeno en las Islas Galapagos (de la Torre, en prep).

La informacion acerca de la diversidad genética de las distintas poblaciones de una
especie en un area geogréafica determinada contribuye a entender la dindmica ecolégica de
la especie y ayuda a establecer programas de manejo adecuados. Por lo tanto, el proyecto
que se propone es la fase inicial de una investigacion cuyos resultados pretenden contribuir
a comprender mejor la problematica de las especies invasoras en ecosistemas insulares y de
esta manera poder desarrollar a mediano plazo mecanismos apropiados de control y

manejo.
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5. Materiales

5.1 Material vegetal
e Hojas de 94 individuos de guayaba recolectadas provenientes de 6 localidades
agricolas de la isla San Cristébal (Anexo 1)
o ElJunco: Hacienda Guido Rocillo (5 muestras), Hacienda Juan
Matapunelio (6 muestras), Hacienda Tito C. (7 muestras)
o Cerro Gato: Hacienda Jorge Chuquimarca (5 muestras), Hacienda Jaime
Ricaurte (5 muestras), Hacienda Milton Aguas (5 muestras)
o El Socavon: Hacienda Centro Agricola (5 muestras), Hacienda
Esperanza Criollo (5 muestras), Hacienda Gonzéles (5 muestras)
o La Soledad: Hacienda Cristébal Pallo (5 muestras), Hacienda Fernando
Criollo (5 muestras), Hacienda La Tranquila (5 muestras)
o El Progreso: Hacienda Braulio Pallo (5 muestras), Hacienda Gato Ortiz
(5 muestras), Hacienda Miguel Guerrero (5 muestras)
o Cerro Verde: Hacienda Angel Alvarado (5 muestras), Hacienda Buena
Esperanza (5 muestras), Hacienda Méaximo Becerra (6 muestras)
e Hojas de 18 individuos de guayaba recolectadas en 2 localidades de Ecuador
continental.
o Pedernales, provincia de Manabi (15 muestras)

o Cumbaya, provincia de Pichincha (3 muestras)

5.2 Extraccion de ADN
e Muestras de hojas de guayaba
e Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)

e Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)
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Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

Buffer de extraccion CTAB 2X
Isopropanol

Nitrogeno liquido

TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)
Tubos Eppendorf 1.5mL

2, B-mercaptoetanol

5.3 Cuantificacion de ADN

e ADN de guayaba extraido
e UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)
e TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)

e NANODROP 1000 (Thermo Scientific)

5.4 Amplificacion de regiones microsatélites

ADN de guayaba

23 pares de primers homdlogos (Kanupriya et al., 2011)
Tubos Eppendorf 1.5mL

Tubos Eppendorf 0.2mL

Taq ADN polimerasa SU/uL (Invitrogen)

Buffer PCR 10X (Invitrogen)

MgClI2 50mM (Invitrogen)

UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)

dNTPs 10 mM (Invitrogen)

T Personal Thermocycler (Biometra)



T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

5.5 Electroforesis en geles de agarosa

Fotodocumentador Biorad Gel Doc XR

SeaKem ® LE Agarose

SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)

Fuente de Poder EPS -300 Il (C.B.S Scientific)
EC360M Electrophoretic Gel System (Maxicell®)
MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit (C.B.S Scientific)
TBE 1X (Tris — Acido Borico — EDTA)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

5.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida

UltraPureTM Acrylamide (Invitrogen)

UltraPureTM N,N” - Methylenebisacrylamide (Invitrogen)
TBE 10X (Tris — Acido Bérico — EDTA)

Ultra Pure TM UREA (Inivtrogen)

Persulfato de amonio (J.T. Baker)

UltraPure TM TEMED (N-tetramethilethilenediamine)
Sigmacote ® (SIGMA)

Fuente de poder PowerPac HV (BIORAD)

Sequi-Gen Cell GT System (BIORAD)

Bind-Silane (3-Methacryloxypropyltrimethoxysilane)
Solucién de tratamiento de vidrios (etanol 96 %, acido acético 0.5% )

Rain.XTM Ladder 10bp (Invitrogen)

31
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Buffer de carga ( Glicero , Azul de Bromofenol)

Etanol 70%

5.7 Tincidn con nitrato de plata

Camara de fotos Canon XPOSZ

Transiluminador de luz blanca

Agua destilada

Ethyl Alcohol Denatured (J.T. Baker)

Solucién Fijacion/ Parada (Alcohol Absoluto J.T. Baker® 10% v-v, Acido
Acético Glacial Merck® 0.5% v-v)

Solucién Tincién (Nitrato de Plata Fisher Scientific® 2g/L, Formaldehido
J.T. Baker® 37% 0.00015% v-v)

Solucién Revelado (Hidréxido de Sodio Merck® 15g/L, Formaldehido J.T.

Baker® 37% 0.0002% v-v)
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6. Métodos

6.1 Recoleccion de muestras de hojas de guayaba

El material vegetal se recolectdé en zonas agricolas de San Cristébal. Se
recolectaron 94 muestras de hojas de guayaba distribuidas en 6 localidades: EI Junco, El
Socavon, El Progreso, La Soledad, Cerro Verde y Cerro Gato (Figura 1). De cada localidad
se escogieron tres haciendas y se recolectaron de tres a cinco individuos por hacienda hasta
colectar un total de muestras de 15 individuos por localidad. En términos generales, en
cada una de estas haciendas existia un alto numero de arboles de guayaba que, sin
embargo, no constituian un cultivo sino que mas bien estaban distribuidos al azar en el
terreno. Los arboles de guayaba muestreados estaban distanciados aproximadamente 300m
uno de otro y se tomo de 4 a 5 hojas jovenes de cada uno. Las muestras fueron colocadas
en fundas Ziploc® dentro de hieleras a 4°C, para mantener la cadena de frio hasta el
Laboratorio de Biologia Molecular del Galapagos Science Center (GSC) en la isla San
Cristobal donde se colocaron en un congelador a -20°C hasta la extraccion del ADN. Para
cada muestra se tomo las coordenadas satelitales del sitio de recoleccién con la ayuda de
un GPS.

Las muestras de guayaba del continente se recolectaron de dos provincias,
Pichincha y Manabi. Las muestras de Pichincha se las obtuvo de 3 arboles localizados
dentro del campus Cumbaya de la Universidad San Francisco de Quito. Las muestras de
Manabi fueron recolectadas a lo largo de la carretera Pedernales-Cojimies con un distancia
promedio de 500 metros entre arbol. El protocolo de muestreo utilizado fue igual al
utilizado para las muestras insulares.

Con estas muestras la coleccion para el estudio estuvo finalmente constituida por

112 individuos de Psidium guajava.
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6.2 Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN a partir de hojas de guayaba se realiz6 utilizando el
protocolo con buffer CTAB de Shagai-Maroof, et al. 1984 pre-estandarizado en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito con
algunas modificaciones. Se coloc6 aproximadamente 100 mg de tejido vegetal en un
mortero y se lo molié con nitrégeno liquido. EI polvo resultante se lo recogio en un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Se agreg6 buffer CTAB y B-mercaptoetanol y se incub6 las muestras
a 62°C durante una hora. Se agreg6 una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y
se centrifugd por 20 minutos a 13200 rpm. Se recuperé el sobrenadante y se le agregd
isopropanol frio. A continuacion se sometio los tubos a una nueva centrifugacion a 5000
rpm por 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol al 75%.
Finalmente se dejo secar el pellet y se lo resuspendié en 50 uL de buffer tris-EDTA (TE).
La calidad de ADN fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
(Figura 2). Las muestras de ADN fueron conservadas a -20°C.

La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante espectrofotometria con el uso de un
Nanodrop 2000 ThermoScientific™. Se diluyé el ADN a una concentracién de 20 ng/ul

para su posterior uso en las reacciones de amplificacion por PCR.

6.3 Amplificacion por PCR
La seleccion de primers se la realizd de acuerdo a publicaciones relacionadas del
género Psidium. Para la presente investigacion se escogieron las 23 combinaciones de
primers ensayadas en el estudio de Kanupriya y colaboradores (2011) (Tabla 1).
Las reacciones de PCR y condiciones de ciclado utilizadas fueron las descritas en el
estudio de Kanupriya et al. (2011). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 20 ul y contenian 20 ng de ADN, Buffer de PCR 1 X, MgCl, 1.5 mM, 0.2 mM de

cada primer, 200 uM de dNTPs, y 0.5 U de Taq Polimerasa. ElI programa de ciclado
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consistié en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos, annealing de 52°C o 55°C dependiendo del
primer (Tabla 1) por 1 minuto, y finalmente un periodo de extension a 72°C por 1 minuto.
Para completar el ciclado se termind con una temperatura de extension de 72°C por 8
minutos.

Se realizO electroforesis en geles de agarosa al 1.5% para comprobar la
amplificacion exitosa con los primers utilizados. Cuando el resultado fue positivo se pasé a

la electroforesis en geles de poliacrilamida.

6.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizé utilizando el sistema SequiGen
GT de Biorad®. El primer paso fue el lavado y tratamiento del vidrio y la cAmara. El vidrio
se lavd con Alconox y se lo limpid con alcohol al 70%, a continuacion se lo tratd con
Bind-Silane. Para la cAmara se realizd un lavado con Alconox, con al alcohol al 70% vy se
la traté con RainX y Sigmacote.

El armado de la cAmara de electroforesis se realizo siguiendo las instrucciones del
fabricante, limpiando previamente todos sus componentes con alcohol al 70%. Una vez
armada la cdmara se afiadi6 100mL de una solucién de poliacrilamida (urea 5M,
acrilamida: bisacrilamida 19:1, Temed y persulfato de amonio 0.1%) y se colocé el peine
para formar el frente de corrida. Una vez polimerizada la poliacrilamida, se afiadio 400mL
de TBE 1X en la base de la camara y 1100 ml dentro de la cAmara. Se sacé el peine y con
la ayuda de una pipeta Pasteur se retird la urea sobrante, se insert6 el peine con los dientes
hacia adentro para formar los pocillos y nuevamente con la pipeta Pasteur se retir6 la urea.
Se cargd 3ulL de buffer de carga saltando un pocillo y se realiz6 una precorrida por 45

minutos a 80 watts con el fin de comprobar la calidad de los pocillos. Una vez transcurrida
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la precorrida, se cargd 5ulL del producto del PCR de cada una de las muestras de guayaba
después de haber sido denaturadas a 90 grados centigrados por 6 minutos. Las condiciones
de corrida consistieron en 2 horas y media a 80 watts a una temperatura maxima de 50
grados centigrados.

El revelado de los geles de poliacrilamida se realizé por medio de una tincién con
nitrato de plata de acuerdo al protocolo de Benbouza et al.(2006) con algunas
modificaciones. Esta consistié en un paso inicial de 5 minutos en una solucién fijadora
(200 ml de alcohol absoluto, 10 ml de acido acético glacial y 1790 ml de agua destilada)
que previamente debia estar refrigerada. Posteriormente se coloco el vidrio con el gel cara
arriba en una solucion de tincion (4 gramos de nitrato de plata, 3 ml de formaldehido al
37% y 2 litros de agua destilada) por 7 minutos en agitacion constante. Luego se realiz6 un
lavado con agua destilada por 8 segundos y se pasé el vidrio con el gel a una tercera
solucién, la solucién de revelado (30 gramos de hidréxido de sodio, 4 ml de formaldehido
al 37%, y 2 litros de agua destilada) por 7 minutos con agitacion constante. Seguido se
coloco el vidrio nuevamente en la solucién fijadora por 3 minutos, transcurrido el tiempo
se realiz6 un segundo lavado con agua destilada. Para el analisis de datos se dejé secar el

vidrio en posicién vertical durante toda una noche.

6.5 Toma de datos y analisis de datos
La toma de datos se realizé colocando el vidrio con el gel en el transiluminador de
luz blanca. El primer paso fue la construccion de una matriz de ausencia y presencia de
bandas. El tamafio de las bandas o alelos se obtuvo por regresion lineal. También se
construy6 una matriz codominante, en la cual cada alelo esta representado por un nimero

gue corresponde a su tamario en pares de bases.
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La matriz codominante fue utilizada para generar una matriz de distancia mediante
el software DARwin 5.0 (Perrier, X., Jacquemoud-Collet, J.P., 2006), y usando el método
Simple Matching con un total de 500 boostraps. EI mismo programa fue utilizado para
construir un fenograma por el método de inferencia Neighbor Joining (unwieghed), y un
Anadlisis de Coordenadas Principales (PCoA), mediante un analisis factorial.

Algunos indices de diversidad genética (diversidades alélicas, indices de Shannon
para diversidades genotipicas, heterocigosidades observadas y esperadas e indices de
fijacion) y distancias genéticas (distancias de Wright Fst y distancias de Nei) fueron
obtenidas mediante el software GenAlEx 6.5 (Peakall, R. y Smouse P.E., 2006). Este
mismo programa fue utilizado para investigar la correlacion entre distancias genéticas y
geogréficas para muestras insulares mediante una prueba pareada de Mantel con 999
permutaciones.

La inferencia de la estructura poblacional de las muestras recolectadas se establecid
mediante estadistica Bayesiana utilizando el software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al.,
2004). Se realizaron 15 corridas independientes, probando valores de k, entre 2 'y 6, con un
méaximo de 100000 pasos de burning y 100000 pasos de calculos Markov Chain Monte
Carlo (MCMC). Este analisis se realiz6 en dos etapas, la primera analizando las muestras
de las 6 localidades de la isla San Cristébal mas las muestras del continente y la segunda
excluyendo las muestras continentales. Los valores optimos de K, fueron determinados
utilizando el método de Evanno et al. (2005). Los alineamientos de las corridas maltiples
fueron generados utilizando un algoritmo greedy, en el programa CLUMPP 1.1.2

(Jakobsson y Rosenberg, 2007).
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7. Resultados

7.1 Extraccién y cuantificacion de ADN
Se logro la estandarizacion para la extraccion de ADN de guayaba. Se extrajo ADN
de las 112 muestras colectadas (94 en San Cristdbal y 18 en Ecuador continental) (Tabla

2). EI ADN obtenido fue de buena calidad y vari6 entre 75ng/pL y 3888ng/uL.

7.2 Amplificacion de regiones microsatélites con primers homologos

Se probd los 23 pares de primers homdlogos para guayaba, reportados en el estudio
de Kanupriya et al. (2011) que fueron evaluados en ese estudio, para 9 cultivares de
guayaba. En la presente investigacion de los 23 pares de primers probados, se obtuvo
amplificacion unicamente con 17 combinaciones de ellos. Con los 6 pares de primers
restantes no se logré amplificacion de ADN de las muestras de guayaba pese a distintas
variaciones realizadas en la reaccion de PCR y condiciones de ciclado. En el estudio de
Kanupriya et al. (2011) se encontré un total de 147 alelos para los 23 loci, con un
promedio de 6.39 alelos por locus. En el presente estudio se encontré un total de 43 alelos,
de 1 a4 por locus (en promedio, 2.53 alelos por locus) (Tabla 3). Los loci de los individuos
de guayaba analizados mostraron ser poco polimérficos en la mayoria de los casos. Los
loci més polimorficos fueron los analizados con los primers mPgCIR05, mPgCIR10 y
mPgCIR17, en cada uno se identifico 4 alelos (Figura 3). Por otro lado, los loci analizados
con los primers mPgCIR01, mPgCIR02, mPgCIR14 y mPgCIR19 fueron monomorficos

(Figura 4).

7.3 Anélisis de datos
En el fenograma realizado por medio del programa DARwin 5.0, para las 112

muestras (94 de la isla San Cristdbal y 18 del continente), se puede observar la formacion
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de 3 grupos principales (Figura 5). ElI grupo marcado con el nimero 1, de color rojo,
representa las 18 individuos muestreados en el continente; estd separado de los grupos 2 y
3 que representan a las muestras de guayaba de la isla San Cristobal. En el grupo 2 (color
verde) se ubican mayoritariamente muestras de Cerro Gato y Socavon, las dos localidades
localizadas en la zona sur del area de estudio de la isla San Cristobal. En el grupo 3 (color
negro) se localizan la mayor parte de muestras de las localidades El Progreso, La Soledad,
Cerro Verde y EIl Junco, localizadas de la parte norte en el &rea de estudio de la isla San
Cristébal. La separacion del grupo 1 con los grupos 2 y 3 estd claramente definida. Sin
embargo entre los grupos 2 y 3 la separacion no es tan marcada entre localidades, es decir,
algunas muestras de Cerro Gato y Socavén se agrupan en el grupo 3, y algunas muestras de
las localidades agrupadas en el grupo 3 también aparecen en el grupo 2. Adicionalmente,
en la Figura 5 también se puede observar los valores de bootstrap para cada una de las
agrupaciones que aparecen en el fenograma. Como resultado de este andlisis, los valores de
bootstrap son mas altos para agrupaciones entre muestras de continente en comparacion de
las agrupaciones para muestras de la isla San Cristébal. Los valores de bootstrap indican
fiabilidad de los agrupamientos de acuerdo a su probabilidad de ocurrencia en las
diferentes permutaciones realizadas. Se considera que un valor de bootstrap superior a 50
indica fiabilidad de un agrupamiento. Como se puede observar, la mayor parte de
agrupamientos entre muestras del continente son mayores a 50, mientras que en la isla la
mayor parte de agrupamientos tienen bootstraps menores a 50.

El Analisis de Coordenadas Principales (Figura 6), respalda la informacion obtenida en
el fenograma. Se puede distinguir también la formacion de tres grupos. El grupo que
aparece en color rojo corresponde Unicamente a individuos de guayaba del continente, que
se localizan en los cuadrantes superior e inferior izquierda, se observan que los individuos

estdn mas distanciados en la figura (pese al bajo nimero de individuos muestreados). En
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los cuadrantes derechos se observa la formacion de dos grupos con una menor separacion
entre los individuos de guayaba analizados. En el cuadrante derecho superior se localiza la
mayor cantidad de individuos de guayaba de color negro que corresponde a las localidades
de Cerro Verde, La Soledad, El Progreso y el Junco, localidades del norte de la zona
estudiada. En el cuadrante derecho inferior se encuentra la mayor cantidad de individuos
de guayaba de color verde que corresponden a las localidades de Cerro Gato y Socavon,
localidades hacia el sur de la zona muestreada. En el PCoA se evidencia de manera méas
clara como a pesar de la tendencia de agrupamiento de los individuos del norte y sur del
area de estudio, las muestras de ambos grupos estdn mezcladas y su separacion (distancia
genética) es mucho menor en comparacion con los individuos provenientes del continente.
Algunos de los parametros utilizados para evaluar la diversidad genética de los
individuos estudiados se presentan en la Tabla 3. El primer parametro de analisis fue el
porcentaje de polimorfismo encontrado. Para facilitar el analisis de los resultados
obtenidos por medio del programa GenAlEX se establecid un promedio o un global de las 6
localidades de San Cristébal. EI porcentaje de polimorfismo en las muestras continentales
fue 67% y para San Cristobal fue 46%. En cuanto al nimero de alelos encontrados, en el
continente se determin6 un valor 17.88 y para San Cristdbal un valor de 15.21. En cuanto a
alelos exclusivos, se identificé 13 en el continente y 2 en San Cristobal. EIl indice de
Shannon mide la biodiversidad especifica en un ecosistema particular, se mide en una
escala de 0 a 1, mientras méas cercano a 1 es, indica mayor diversidad (Hennink y Zeven,
1990). En este estudio se obtuvo un valor de 0.285 para San Cristobal y 0.624 para el
continente. Esto indica una mayor diversidad genética en el continente, pese al bajo
numero de muestras utilizadas. Dentro de la isla la localidad donde se encontrd la mayor

diversidad genética de la guayaba fue Socavon con un indice de Shannon de 0.357.
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La distancia genética de Nei permite establecer el grado de divergencia o similitud que
existe entre individuos. Mientras mayor es esta distancia, los individuos estan maés
distantes genéticamente entre si (Hennink y Zeven, 1990). En este estudio se obtuvo
distancias genéticas muy cercanas a 0, lo que indicaria poca divergencia genética entre los
distintos individuos analizados. Las mayores distancias genéticas se encontraron entre los
individuos del continente con individuos de la isla (la mayor distancia fue entre individuos
del continente y Cerro Verde: 0.129). Entre individuos de San Cristdbal todas las
distancias genéticas fueron menores a 0.1 (Tabla 4). Se intentd relacionar la distancia
genética con la distancia geogréfica existente entre los individuos de guayaba estudiados.
Para ello se realiz6 un prueba de Mantel que corrobord que no existe esta relacion relacion
(R=0.054, p=0.016) (Tabla 4). Se determiné también indices de fijacion (valor FST de
Wright) que describen estadisticamente el valor esperado de heterocigocidad para una
poblacidn. Los valores de este indice oscilan entre 0 y 1. Un valor de 0 indica la existencia
de flujo génico entre poblaciones y un valor de 1 indica que no existe flujo génico entre
individuos (Bird et al., 2011). Los valores FST encontrados en este estudio fueron muy
cercados a 0, lo que indica que existe un elevado flujo génico entre todos los individuos de
guayaba analizados. EI menor valor FST se identifico entre la poblacion de Cerro Gato y

El Progreso (0.046) (Tabla 5).

Finalmente se realiz6 un analisis de estructura de poblacion, STRUCTURE. Se realiz6
dos analisis de estructura poblacional distintos, uno incluyendo y otro excluyendo los
individuos de guayaba procedentes de las dos provincias del Ecuador continental. En la
Figura 7 se observa el resultado de STRUCTURE por medio de un grafico incluyendo los
individuos del continente y en la Figura 8 el resultado del STRUCTURE solamente para

las 6 localidades de San Cristébal. En las Figuras 7 y 8 se puede observar cada grupo
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formado de un color diferente. Cada uno de los colores que se observan indican una linea
ancentral diferente. El observar dos lineas ancentrales nos indica que el programa arroja
como mejor opcion la posibilidad de dos poblaciones es decir un k 6ptimo de dos. Ambas
figuras 7 y 8 tienen un valor K éptimo de 2.

En la Figura 7 que se realizo incluyendo las muestras del continente se observa el k
Optimo de 2 al observar dos grupos principales o dos lineas ancestrales que pertenecen al
continente y a San Cristébal. En la Figura se aprecia como en cada una de las zonas
estudiadas predomina una linea ancestral diferente, es decir, no existe una mezcla. Debido
a que no existe mezcla entre las dos lineas ancestrales encontradas se puede sugerir que las
poblacion de San Cristébal proviene claramente de un origen distinto y distante al
muestreado.

Por otro lado en la Figura 8 se observan las 6 localidades insulares muestreadas sin
incluir las muestras del continente. En esta figura se puede observar nuevamente que el k
Optimo es de 2. Nuevamente observamos dos lineas ancestrales y podemos observar que en
este caso en todos las localidades analizadas una mezcla proveniente de ambas lineas
ancestrales encontradas. Las localidades del sur de la zona de estudio (Cerro Gato y
Socavon) tienen predominancia por una linea ancestral en color morado y las localidades
del norte de la zona de estudio (El Junco, La Soledad, El Progreso y Cerro Verde) posee
predominancia por la otra linea ancestral en color celeste. Sin embargo, se observa una
mezcla bastante pronunciado lo cual nos indica que hay bastante intercambio geneética

entre los dos grupos que se observan.
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8. Discusion

Las Islas Galdpagos son un sitio Unico, un laboratorio de evolucion que requiere
cuidados especiales y programas de conservacion. Las especies introducidas representan
una de las amenazas mas importantes para las especies endémicas de las islas. La guayaba
es una de las especies introducidas que se ha convertido en un peligro potencial para el
Archipiélago (Chiriboga et al., 2006). Los estudios de diversidad genética son una
herramienta para entender el estado de una especie y asi llevar a cabo planes de control y
manejo de la misma. Este es un estudio preliminar de diversidad genética de la guayaba en
6 localidades de la isla San Cristdbal usando marcadores microsatélites.

Se probd 23 primers homologos para Psidium guajava, de los cuales 17, 74%,
amplificaron exitosamente (Tabla 1). Estos 23 pares de primers habian sido ya utilizados
en un estudio previo en el que se incluyd nueve variedades de guayaba (Kanupriya et al.,
2011), con un 100% de amplificacion. Las temperaturas de annealing reportadas por
Kanupriya et al., 2011 fueron utilizadas con la mayoria de los primers en el presente
estudio, sin embargo para algunos primers se tuvo que establecer la temperatura mediante
PCR en gradiente (Tabla 1). Al tratarse de primers homdlogos se esperaba obtener
amplificacion con todos los marcadores. En el estudio de Kanupriya et al. 2011 se utiliza
variedades de guayaba provenientes de India. La falta de amplificacién con ciertos
marcadores podria ser explicada por mutaciones que han ocurrido en los sitios de
amplificacion de cada marcador (Reddy MP. et al. 2002). Esto podria indicar que la
poblacion de guayaba analizada en el presente estudio es distante a las variedades
analizadas en el estudio de Kanupriya et al. (2011).

El total de alelos en los individuos de guayaba estudiados fue de 43, en
comparacion con los 147 alelos reportados en el estudio de Kanupriya et al. (2011). El bajo

namero de alelos reportados en este estudio en comparacion al de Kanupriya et al. 2011
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puede deberse a la poblacion utilizada en cada uno de estos estudios. En el estudio de
Kanupriya et al. 2011 se analizan individuos de los 9 cultivares de guayaba que se
comercializan en toda India, uno de los paises con mas riqueza genética para este cultivo.
En el presente estudio se analiza individuos de guayaba distribuidos en la zona agricola de
la isla San Cristobal donde la guayaba fue introducida hace menos de 200 afios.

Los 112 individuos de guayaba (94 de San Cristdbal y 18 del continente) utilizados
en este estudio formaron 3 grupos tanto en el fenograma como en el PCoA. Uno de estos
grupos esta claramente separado de los otros dos y agrupa a todas las muestras del
continente. La separacion de los otros dos grupos es menos marcada pero se observa una
tendencia de agrupacion de acuerdo al lugar muestreado. Si analizamos el sur de la zona
muestreada, vemos que las localidades del Socavén y Cerro Gato se agrupan mientras que
las localidades de Cerro Verde, La Soledad, El Progreso y El Junco, localizadas al norte de
la zona de estudio también se agrupan.

La distribucion espacial encontrada para la individuos analizados donde se separan
las muestras de San Cristobal con las del continentes y a su vez que la diferenciacion entre
las muestras del continente sea mayor a la de los individuos de San Cristébal se sugiere
que puede ser explicada tanto por fendmenos antropoldgicos como por fendmenos
biol6gicos. Si bien no se conoce sobre la historia de introduccién de la guayaba se cree que
fue introducida a San Cristobal desde el Ecuador continental, por lo tanto una pequefia
muestra de guayaba lleg6 a San Cristébal y colonizd el lugar. Por lo tanto posiblemente, se
produjo un efecto fundador con los pocos individuos que llegaron. Los pocos individuos
“fundadores” del nuevo ecosistema contienen toda la informacidn genética para esa especie
en ese ecosistema (O"Brien E. et al., 1994).

La muestra de guayaba que llego a San Cristobal pasé por dos fendmenos

importantes; un cuello de botella y un efecto fundador. Ambos fendmenos vienen de la
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mano, ya que cuando se coloniza nuevos ecosistemas solamente parte de la muestra
original lo consigue por lo cual pasa por el cuello de botella que reduce significativamente
su heterocigocidad. Por otro lado, los individuos que lograron atravesar el cuello de botella
ahora pasan por el segundo fendmeno, el efecto fundador, donde todos los individuos que
lograron llegar al nuevo ecosistema poseen todo el material o pool genético para las
siguientes generaciones. Ambos fendmenos tienen consecuencias similares como la
disminucion dréstica de individuos debido a factores ambientales o antropoldgicos,
reduccion de la diversidad genética y cambios considerables en la estructure genética de la
nueva poblacion. En la Tabla 3 se observa que la heterocigosidad observada de los
individuos de guayaba analizados de la isla San Cristébal en comparacion con los del
continente muestra una reduccion del 40%. Por otro lado, es importante revisar los
registros historicos de colonizacion de San Cristdbal. Se piensa que la guayaba ingresoé a la
isla por colonos que llegan a la hacienda de Manuel J. Cobos y que la procedencia de estos
colonos era principalmente de las provincias de Guayas y Loja (Latorre, 2002)
(Comunicacion personal Carlos Valle, Abril, 2014). Este registro histérico implicaria que
la guayaba presente en San Cristobal proviene presumiblemente de Guayas o Loja, lo cual
justificaria la clara separacion de la poblacién insular analizada en comparacién con la
muestra continental tomada de las provincias de Manabi y Pichincha. Una ampliacion de la
muestra continental permitiria comprender con mayor certeza la relacion de la guayaba en
San Cristobal con la guayaba del continente.

Para analizar la agrupacion de la guayaba dentro de San Cristobal es importante
mencionar los resultados obtenidos en el analisis de estructura poblacional, STRUCTURE.
Se realizd dos andlisis de estructura poblacional. En el primero se incluyé los 112
individuos analizados (94 de San Cristébal y los 18 del continente) y se obtuvo un k

optimo de 2 (|ILn”’(K)|=179.70). Lo que indica dos grupos ancestrales hipotéticos. En este
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andlisis se observd muy poca penetrancia entre ambos grupos analizados. Es decir que no
provienen de la misma linea ancestral. Lo cual se puede explicar sugiriendo que los
individuos analizados de San Cristobal no provienen del mismo origen que los individuos
analizados del continente.

En un segundo andlisis de estructura de la poblacion se analizdé Unicamente la
poblacion dentro de San Cristdbal. Donde se evidencid la formacién de dos grupos
ancentrales; es decir un k éptimo de 2, (k=2, |Ln”’(K)|= 57.81) pero la penetrancia entre
ambos fue mucho mayor. Es decir las localidades muestreadas provienen de una mezica de
los dos las dos lineas ancestrales encontradas. Las poblaciones que tuvieron menor
penetrancia de otras poblaciones fueron las de Cerro Gato y Socavon. Estas coinciden con
la formacion de un grupo separado en el fenograma y el PCoA y son las localidades que se
encuentran hacia el sur de la zona analizada.

Para comprender un poco los resultados obtenidos a partir de los programas
estadisticos se plante6 una serie de hipdtesis basadas en datos bioldgicos e historicos que
se conoce sobre San Cristébal. Como primera hipétesis de esta agrupacion encontrada en
los individuos analizados se puede plantear que hubo varios sucesos de introduccién de la
guayaba a las Islas Galapagos (Comunicacién personal Carlos Valle, Abril, 2014). Otra
hipotesis es que las diferencias climéticas y de suelo en diferentes sectores de la isla
podrian haber influido en la diferenciacion genética de las poblaciones de guayaba
asentadas en estos sectores (Comunicacion personal Carlos Mena, Abril, 2014). Una
tercera hipoétesis podria justificar la distribucion de la guayaba de acuerdo a los agentes
dispersores de semilla para esta especie y la estructura de las fincas y terrenos donde se
encuentra (Comunicacion personal Stella de la Torre y Gunther Reich, Abril, 2014).

Del proceso de colonizacion de San Cristdbal se conoce muy poco. Se sabe que fue

una de las primeras islas del Archipiélago en ser pobladas. La colonizacion de habitantes
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inicié alrededor de 1830 y desde alli fue creciendo. Se conoce dos grandes eventos de
colonizacion de esta isla, uno ocurrido en 1860 y otro en 1879 relacionado con las
haciendas de Cobos mientras este creaba el ingenio azucarero en la cual se cree se
introdujo la guayaba (Brewington, 2011). Desde estas fechas de las primeras
colonizaciones de gente hasta la actualidad han llegado a la isla cientos de colonos y
turistas que de manera intencional o accidental han introducido muchas especies. Los
colonos en el siglo XIX llevaban a la isla, animales y plantas con distintos fines,
principalmente trabajo y alimentacion. La guayaba debid ser introducida a Galapagos
precisamente con fines alimenticios. Los patrones de colonizacion justificarian que la
guayaba haya sido introducida mas de una vez a la isla. Sin embargo, a pesar de que la
guayaba se distribuye a lo largo de toda la isla, se observa esta formacion de dos grupos
dentro de la isla, la existencia de penetrancia entre ambos y la baja diversidad genética
encontrada para toda la poblacion no justifica que dos eventos de introduccién sean la
causa de la separacion entre grupos.

Es importante analizar como se distribuye la guayaba en San Cristobal. La zona
agricola de la isla est4 conformada por muchas fincas o haciendas, muchas de las cuales
son propiedad de un mismo duefio. Adicionalmente, muchas de estas haciendas estan
abandonadas y hoy en dia constituyen potreros. El uso del sector agropecuario y el
funcionamiento de Unidades Productivas en San Cristébal es limitado debido al proceso de
abandono de fincas sin produccion. La estimacion de SIPAE del 2006 dice que en esta isla
un 36.4% de las fincas se encuentran abandonadas (Chiriboga et al.,, 2006). Esta
distribucion y caracteristicas de las fincas en la isla es muy importante ya que se ha
reportado que las fincas abandonadas son escenarios perfectos para especies invasivas
como la guayaba (Velasco, M., 2002). La tasa de abandono parece estar directamente

relacionada con la distribucion de las especies invasivas. Se sabe que Santa Cruz presenta
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menor infestacion de plagas boténicas y esto se relaciona con que posee una menor tasa de
abandono de fincas (13,7 %) en comparacion con Isabela o San Cristébal (Chiriboga et al.,
2006). Ahora bien, en estas fincas abandonadas o subutilizadas, muchas pertenecientes a
un mismo duefio, se maneja una ganaderia extensiva de més de 5 cabezas de ganado por
hectérea (Chiriboga et al., 2006). El ganado y los caballos constituyen la principal forma
de dispersion de guayaba en San Cristobal (De la Torre, S., in prep.). Se ha demostrado
también que el mayor éxito de germinacion para las semillas de guayaba ocurre para
aquellas que son excretadas en las heces de estos mamiferos. Entender esta forma de
dispersion de la guayaba es clave para comprender su distribucién en la isla. Los
mamiferos grandes se mueven largas distancias, mucho més si se considera que los
caballos son un dispensable medio de transporte para los habitantes de la zona. Si varias
fincas aledafias pertenecen al mismo duefio es incluso méas comprensible que los animales
se distribuyan por todo este terreno. De esta manera, a pesar de que exista una separacion
de la guayaba de las localidades del sur de la zona agricola analizada (Socavon y Cerro
Gato) con las del norte de la zona agricola analizada (EIl Progreso, La Soledad, El Junco y
Cerro Verde); el movimiento de semillas por parte de los animales justificaria la
penetrancia y mezcla de los individuos analizados que se evidencia en los anélisis
estadisticos realizados. Es decir, las localidades no estan separadas, existe mucho flujo
génico que justifica la estructura geneética de la poblacion pese a una posible separacion
norte-sur del area analizada de base y que puede estar explicada por factores ecologico-
ambientales.

Los factores ambientales de la isla cumplen un factor importante para la agrupacion
gue se observa tanto en el fenograma como en el PCoA y en el STRUCURE. El climaen al
Archipiélago estd muy influenciado por las corrientes marinas: la corrientes frias de

Humbolt que viene del Sur y la de Cromwell que viene del Este determinan una época de
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garta entre mayo y noviembre. La corriente célida de El Nifio que proviene del Norte,
determina una época calida con presencia de fuertes lluvias de diciembre a abril. La
humedad en San Cristébal es un factor muy importante a considerar. La isla esta situada al
Sureste del Archipiélago por lo que tiene mayor influencia de vientos cargados de
humedad en la parte sur de la isla (Chiriboga et al., 2006).

San Cristébal constituye una de las islas méas antiguas en el Archipiélago y por esta
razon el suelo ha estado mé&s afios en contacto con la lluvia, formandose suelos més
profundos y ricos en nutrientes. Por otro lado San Cristdbal representa la isla que posee
recursos hidricos méas abundantes de agua dulce, lo cual favorece a la agricultura y al
desarrollo turistico de la isla (Chiriboga et al., 2006).

Si analizamos las 6 localidades de San Cristobal de donde se tomaron las muestras
de guayaba para este estudio, las caracteristicas de cada una de ellas pueden corroborar la
idea de la agrupacion que se observa para las localidades del sur y las del norte del area en
estudio. Por un lado, tenemos a las localidades de Socavén y Cerro Gato situadas en el Sur.
Cerro Gato es considerada zona de abandono, ésta cubre una extension de méas de 20% de
la zona agropecuaria de la isla y se encuentra entre 200 y 250 msnm. Es una zona himeda
y caliente donde solo subsisten algunas fincas ganaderas de gran tamafio. Esta zona fue
densamente poblada antiguamente (Chiriboga et al., 2002). El Socavon por otro lado cubre
una area del 15% de la zona agropecuaria y se la considera la zona cafetera y se encuentra
entre 190 y 270 msnm. Las caracteristicas ambientales y de humedad son comunes para
ambas localidades, lo cual puede justificar la agrupacion entre los individuos de guayaba
recolectados de ambos sitios.

Por otro lado tenemos a las localidades de El Progreso, La Soledad, Cerro Verde y
El Junco que aungue no comparten caracteristicas tan similares como las dos localidades

descritas anteriormente, los resultados parecen agruparlas. La zona de El Progreso se
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considera en via de urbanizacion, El Junco es zona ganadera, Cerro Verde zona horticola 'y
La Soledad limita con localidades de ganaderia, cafetales. Es una zona considerada de
expansion urbana que aln no esta bien clasificada (Chiriboga et al., 2006). Al observar la
Figura 1, se distingue claramente las localidades del sur (Socavon y Cerro Gato). Sin
embargo, El Junco y Cerro Verde, aunque se agrupen con las localidades del norte
parecerian ser mas localidades intermedias que podrian servir de intercambio de material
genético, siendo este un punto medio para los dispersores que viajen del sur al norte de la
zona agricola analizada como medio de transporte de personas y carga. El Junco se
caracteriza por ser mas seco y encontrarse sobre los 400 msnm. Cerro Verde por su lado se
caracteriza por la presencia de mayor concentracion de garGa que cualquier otra localidad y
se encuentra entre 200 y 270 msnm. Algunos datos de distribucion de la guayaba sefialan
que la guayaba podria haber sido sembrada inicialmente en Cerro Gato y Socavon y desde
alli haberse dispersado hacia otras zonas de la isla (Comunicacion personal Hugo
Valdebenito, Abril, 2014).

Factores ambientales y ecol6gicos como la humedad, altura y disponibilidad de
nutrientes en el suelo habrian contribuido a la diferenciacion genética entre los
asentamientos en las diferentes zonas agricolas estudiada. Finalmente, factores
antropoldgicos como estructura de las haciendas, movimiento intencional de las plantas y
movimiento de las semillas por el ganado justificarian la penetrancia e intercambio
genético entre individuos de la zona agricola. Este estudio revela la importancia y el
interés de estudiar la diversidad genética y los patrones de dispersion de una especie
invasiva en un ecosistema insular. Las caracteristicas particulares de estos ecosistemas, los
convierten en lugares ideales para comprender como la combinacion de diferentes factores
conlleva al establecimiento de estructuras poblaciones interesantes, como es el caso de la

guayaba en San Cristobal.
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9. Conclusiones

Se pudo identificar un alto nivel de diversidad genética de la guayaba en los
individuos analizados del continente y una diversidad genética menor en los individuos de
guayaba colectados en la isla San Cristdbal.

Se obtuvo amplificacion para 17 de las 23 combinaciones de primers ensayadas
(74%). Con las 17 combinaciones se encontrd 43 alelos en las 112 muestras analizadas.

No se encontrd correlacion entre la distribucion geografica y la distancia genética
entre los individuos de guayaba analizados en este estudio.

Factores ambientales y antropoldgicos podrian explicar preliminarmente la
distribucion y diversidad genética de la guayaba en la isla San Cristobal.

Se observd una separacion de los individuos de guayaba en San Cristobal en dos
grupos. Un grupo ubicado al sur de la zona en estudio (formado por localidades de
Socavon y Cerro Gato) y un grupo hacia el norte de la zona en estudio formado por las

localidades de Cerro Verde, El Junco, El Progreso y La Soledad).
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10. Recomendaciones

Incluir més individuos de guayaba de otras localidades de San Cristobal, de otras
islas del Archipiélago y aumentar el nimero de provincias del Ecuador continental para
poder establecer una mejor estructura poblacional.

Incluir mas ndmero de muestras de guayaba por localidad en la isla y en el
continente para abarcar un nimero mayor de individuos y poder establecer mejor una
distribucion por medio de un Analisis de Coordenadas Principales.

Incluir en el estudio individuos de Guayas y Loja ya que de acuerdo a datos
historicos muchos de los primeros habitantes provenian de estas provincias.

Tomar datos de las zonas de estudio como suelo, temperatura, altitud, etc., para
analizar de manera mas completa el impacto de la guayaba como especie invasiva.

Analizar de manera méas profunda la biologia de la guayaba y sus dispersores para
entender y corroborar con la distribucion encontrada preliminarmente en este estudio.

Comparar los resultados obtenidos en este estudio realizando una investigacion de
diversidad genética con el guayabillo, especie nativa de Galdpagos para ver si han ocurrido

procesos de hibridacion.
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12. Tablas

Tabla 1. Primers microsatélites utilizados para la amplificacién de muestras de guayaba. Kanupriya et al. 2011

Ndmero Loci Secuecia de Primes (5'-3") T. de annealing (C) No. de alelos Tamafio encontrado

1 mPgCIR01 F: TAGTGCTTTGGTTGCTT 52 1 240-260
R: GCAGGTGGATATAAGGTC

2 mPgCIR02 F: AGTGAACGACTGAAGACC 55 1 210-220
R: ATTACACATTCAGCCACTT

3 mPgCIR05 F: GCCTTTGAACCACATC 55 4 240-270
R: TCAATACGAGAGGCAATA

4 mPgCIR07 F: ATGGAGGTAGGTTGATG 55 3 130-160
R: CGTAGTAATCGAAGAAATG

5 mPgCIR08 F: ACTTTCGGTCTCAACAAG 55 3 220-250
R: AGGCTTCCTACAAAAGTG

6 mPgCIR09 F: GCGTGTCGTATTGTTTC 55 2 160-180
R: ATTTTCTTCTGCCTTGTC

7 mPgCIR10 F: GTTGGCTCTTATTTTGGT 55 4 260-310
R: GCCCCATATCTAGGAAG

8 mPgCIR11 F: TGAAAGACAACAAACGAG 55 2 250-270
R: TTACACCCACCTAAATAAGA

9 mPgCIR13 F: CCTTTTTCCCGACCATTACA 55 3 240-260
R: TCGCACTGAGATTTTGTGCT

10 mPgCIR14 F: TAAACACAACAAGGGTCA 55 1 190-210
R: CAGTTTTCATATCGTCCTC

11 mPgCIR17 F: CCTTTCGTCATATTCACTT 55 4 240-260
R: CATTGGATGGTTGACAT

12 mPgCIR18 F: TAAGCTGCATGTGTGC 55 3 190-210
R: ATGGCTTTGGATGAAA

13 mPgCIR19 F: AAAATCCTGAAGACGAAC 52 1 240-270
R: TATCAGAGGCTTGCATTA

14 mPgCIR21 F: TGCCCTTCTAAGTATAACAG 55 3 140-170
R: AGCTACAAACCTTCCTAAA

15 mPgCIR22 F: CATAAGGACATTTGAGGAA 55 3 240-270
R: AATAAGAAAGCGAGCAGA

16 mPgCIR25 F: GACAATCCAATCTCACTTT 55 3 100-140
R: TGTGTCAAGCATACCTTC

17 mPgCIR26 F: CTACCAAGGAGATAGCAAG 52 3 190-240
R: GAAATGGAGACTTTGGAG
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Tabla 2. Nimero de muestras de guayaba colectadas por localidad. Concentracion maxima obtenida de ADN a partir de

la extraccion.

Localidad Hacienda Cddigo | Cuantificacion ng/ul
Cvl 1150.3
Cv2 701.4
Angel Alvarado Cv3 537.7
Cv4 914.5
CV5 462.8
CVé 798.3
Cv7 925.4
Cerro Buena Esperanza Cvs 612.3
Verde CV9 850.2
CV10 548.4
Cv1l 1662.7
CVv12 539.2
Maximo Becerra CV13 5109
CV14 796.1
CV15 559.3
CV16 877.7
EP1 999.5
EP2 1004.7
Braulio Pallo EEP3 671.3
EP3 823.9
EP4 533.4
EEP4 529.2
EP5 800.3
El Progreso Gato Ortiz EP6 1162.1
EEPS 1827.5
EP7 916.9
EP8 579.6
EEP6 165.4
Miguel Guerrero EP9 196
EP10 392.9
EEP7 306.8
LS1 458.9
LS2 233
Cristobal Pallo LS3 402.4
LS4 371.5
LS5 250.2
La Soledad L S6 5703
LS7 75
Fernando Criollo LS8 215.1
LS9 51.7
LS10 227.6




LS11 360.9
Hancienda la LS12 5011
Tranquila LS13 989.6
LS14 357.6
LS15 269.2
EJ1 118.4
EJ2 420.2
Guido Rocillo EJ3 869.2
EJ4 584
EJ5 408.5
EJ6 1481.4
EJ7 406.5
. EJ8 1117.9
nM neli
e Juan Matapunelio £19 919
EJ10 926.5
EJ11 891.6
EJ12 430.1
EJ13 521.7
EJ14 226.2
Tito C. EJ15 558.4
EJ16 417.5
EJ17 1152.6
EJ18 477.6
SV1 471.7
SV2 1201.2
Centro Agricola SV3 1418.3
SVv4 834
SV5 1285.7
SV6 620
SV7 826.5
El Socavon Esperanza Criollo SVv8 1017.6
SV9 188.3
SV10 693.1
Svil 623.7
SV12 327.7
Hacienda Gonzales SV13 229.1
SV14 676.7
SV15 886
CG1 2703
CG2 1210.4
Jorge Chuquimarca CG3 472.1
Cerro Gato cGa 14408
CG5 517.6
Jaime Ricaurte CG6 254
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CG7 698.7
CG8 483.8
CG9 483.7
CG10 341.2
CGl11 303.7
CG12 999.7
Milton Aguas CG13 183.8
CG14 3888.1
CG15 358.4
Cco1 353.17
Manabi Cco2 1396.31
COos3 5310
CO4 712.56
CO5 4871.11
CO6 1014.93
CO7 571.87
Co8 1140.99
Continente co9 °102.7
Co10 2002.94
Pedernales Co11 1127.76
Co12 277.93
CO13 276.99
CO14 4349.79
CO15 239.64
CO16 274.15
CO17 4460.46
Co18 4953.62
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Tabla 3. Parametros de diversidad genética de individuos de guayaba en 6 localidades de la isla San Cristdbal y de individuos del continente.

No. Alelo por No. Alelos
Localidad poblacion exclusivos % Polimorfismo Ho He |

0143+ | 0.164+ | 0.257 %

Cerro Verde 15.706 + 0.294 0 41 0.053 0.053 0.082
0.167+ | 0.192+ | 0.299+

El Progreso 14.588 + 0.412 0 47 0.052 0.053 0.083
0.166+ | 0.158+ | 0.247

La Soledad 14.647 + 0.353 0 47 0.064 0.049 0.075
0.143+ | 0.163+ | 0.255%

El Junco 17.412 + 0.588 0 47 0.054 0.052 0.079
0.137+ | 0187+ | 0.299+

Cerro Gato 14.412 + 0.588 1 47 0.046 0.056 0.089
0.166+ | 0.226+ | 0.357 %

Socavon 14.529 + 0.471 0 47 0.060 0.064 0.102
Global San 0.153+ | 0181+ | 0.285%

Cristébal 15215+ 1.174 2* 46 0.014 0.025 0.041
0252+ | 0365+ | 0.624+

Continente 17.882 +£0.118 13 71 0.065 0.065 0.112

*Alelo exclusivo de Cerro Gato + 1 alelo encontrado en todas las localidades de San Cristébal y que se encuentra
ausente en el continente

Ho= Heterocigosidad observada
He= Heterocigosidad esperada
I= Indice de Shannon
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Tabla 4. Distancias genéticas de Nei (debajo de la diagonal) y distancias geograficas (por
encima de la diagonal en km) en las 6 localidades de la isla San Cristobal y los individuos
del continente.

Cerro El La El |Cerro
Localidad | Verde | Progreso | Soledad | Junco | Gato | Socavon | Localidad
Cerro \ Cerro
Verde ~12.130 | 11.11 @ 4.09 §5.390  11.280 Verde
El El
Progreso | 0.043 \; 1.394 |8.484 | 7.784| 2300 | Progreso
La La
Soledad | 0.042 | 0.002 7.311  7.179  3.380 Soledad
El Junco | 0.021 | 0.007 0.002 8.349 | 9.135 El Junco
Cerro Cerro
Gato 0.060 | 0.014 0.018 | 0.030 . 7.294 Gato
Socavén | 0.043 0016 & 0022 0027 0005 _ | Socavon
~
Continente | 0.159 = 0.146 0.154 | 0.150  0.143 0.100 |Continente
Cerro El La El |Cerro
Verde | Progreso | Soledad | Junco | Gato | Socavon
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Tabla 5. Valores del Fst de Wright para los 17 loci polimorficos en las 6 localidades de la
isla San Cristobal. Este indice mientras méas cercano a 0 indica que existe flujo génico, y
mientras mas cercano a 1 indica que no existe flujo génico. Los valores para las 6
localidades de San Cristébal son muy bajo y cercano a 0 lo cual indica que existe flujo
génico entre los individuos de las localidades analizadas.

Cerro El La El |Cerro El
Columnal | Verde | Progreso | Soledad | Junco | Gato | Socavon
Cerro
Verde 0.000
El
Progreso | 0.080 | 0.000
La

Soledad | 0.080 | 0.033 0.000
El Junco | 0.052 | 0.031 0.023 | 0.000
Cerro
Gato 0.100 | 0.046 0.051 | 0.066 | 0.000
El
Socavon | 0.083 | 0.051 0.058 |0.062 | 0.029 | 0.000




13. Figuras
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Figura 1. Mapa geo referenciado de las 6 localidades de muestreo y zonificacion de las localidades muestreadas en la
Isla San Cristébal, Ecuador. Programa utilizado para la creacion del mapa ArcMap. Fuente: UNIGIS. Mapa elaborado

por: Richard Resl-USFQ
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de ADN gendmico de 6
muestras de guayaba de 3 localidades de la Isla San Cristobal. Se observa de
izquierda a derecha el Ladder 100bp (Invitrogen) seguido por 6 muestras de
diferentes localidades de la isla (Cerro Verde, El Progreso y El Junco).
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Figura 3. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% de los productos de amplificacion con el
Primer 17 en 22 muestras de ADN de guayaba de las localidades EI Junco, El Socavon y el continente.
Se observa un total de 3 alelos. La temperatura de annealing para este primer es de 55 grados

centigrados.

L = Ladder 10 bp (Invitrogen)

TC1-TC7= Muestras de El Junco (EJ12-EJ18)
CA1-CA5= Muestras de El Socavén (SV1-SV5)
JM1-JM6= Muestras de El Junco (EJ6-EJ11)

H1-H4= Muestras del continente (CO4-CQO7)
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Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% de los productos de amplificacion
con el Primer 2 en 20 muestras de ADN de guayaba de las localidades de Cerro Verde, El
Progreso, La Soledad y el continente. Se observa un solo alelo, primer monomorfico. La
temperatura de annealing para este primer es de 55 grados centigrados.

220 ppb

L= Ladder 10 bp (Invitrogen)

HL1-HL2= Muestras del continente (CO17-CO18)
BP1-BP5= Muestras de Cerro Verde (CV6-CV10)
AA1-AA1= Muestras de El Progreso (EP1-EP5)
A1-A3= Muestras del continente (CO1-C03)

HT1-HT5= Muestras de La Soledad (LS11-LS15)
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Figura 5. Fenograma realizado a partir de la matriz de distancia con las 112 muestras de guayaba, usando el programa DARwin
5.0 mediante el método de inferencia Neighbor Joining (unweighed). Se observa la formacién de 3 grupos de los cuales 2 (2 y 3)
contienen muestras de las 6 localidades de la Isla San Cristobal y un solo grupo (1) muestras del continente.

Continente en color rojo (1); Cerro Gato y El Socavon, Sur de la de zona analizada, en color verde (2); El Progreso, La Soledad,
Cerro Verde y El Junco, Norte de la zona analizada, en color negro (3).

Co18s
Co14
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Figura 6. PCoA obtenido a partir de la matriz de distancias genéticas con datos de las 112
muestras de guayaba de las 6 localidades de la Isla San Cristdbal y la muestra del
continente, utilizando el programa DARwin 5.0. Se observa en el cuadrante izquierdo y de
manera agrupada las muestras del continente (color rojo). En los cuadrantes derechos se
encuentran las muestras de la isla San Cristobal (color verde: ElI Socavén y Cerro Gato,
color negro: El Junco, El Progreso, La Soledad y Cerro Verde).
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Figura 7. Grafico obtenido a partir del programa STRUCTURE. Se observan dos colores correspondientes al nimero de
grupos ancestrales obtenidos o al valor 6ptimo de k = 2. Para este anélisis se incluyo los 112 individuos.
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Figura 8. Grafico obtenido a partir del programa STRUCTURE. Se observan dos colores correspondientes al nimero de
grupos ancestrales obtenidos es decir al valor 6ptimo de k obtenido = 2. Para este analisis se incluyo Unicamente los 94
individuos de las 6 localidades de la isla San Cristobal.
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Figura 9. Zonificacion agroecoldgica en San Cristdbal 2006. Obtenido del Proyecto
ECU/00/G31 de zonificacion agroecologica de las zonas agropecuarias en relacion con las
especies invasoras.

ZONIFICACION AGROECOLOGICA EN SAN CRISTOBAL - 2006
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14. Anexos

Anexo 1. Tabla de las muestras de las 6 localidades de la isla San Cristdbal y sus respectivas posiciones geo referenciadas.

Fecha Localidad Hacienda Cadigo Cadigo Coordenadas mshm
Hcd. Loc.

20/10/12 Sg:&% Aa001 cv1 S0 5;‘693:237\"’89 964 ft
20/10/12 \C/g:gz Aa002 cV2 S0 536?; iOW89 999 ft
20/10/12 \C/g:gz Angel Alvarado Aa003 cV3 S0 5;5230\"’89 940 ft
20/10/12 \C/g:gz Aa004 cv4 S0 53692%3\"’89 988 ft
201012 | oo Aa005 cvs 5052010 W69 948 ft
201012 | oo Be001 CcVe 5093 700 10 835 ft
201012 | oo Be002 cv7 5053 700 /69 837 ft
29/10/12 \SSI&Z Buena Esperanza Be003 Cv8 S0 52£2§9W89 871ft
201012 | oo Be004 cve S0 5902 WS 878 ft
201012 | oo Be005 | CV10 2058 0oV 899 ft
201012 | oo Maximo Becerra | Mb001 | CVil S0 99057 WOS 804 ft
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20/10/12 Sg:&‘; Mbo02 | CV12 S0 5§é§227W89 706 ft
201012 | oo Mbo03 | CV13 50 59508 W69 705 ft
201012 | oo mbo04 | CV14 5059528 W69 680 ft
201012 | oo Mbo05 | CV15 S0 53075 W69 809 ft
20102 | S Mboos | CV16 S0 05057 W3 822 ft
28/10/12 | El Progreso Bp001 EP1 RN 988 ft
28/10/12 | EIl Progreso Bp002 EP2 S0 5;'39331, N 1044 ft
28/10/12 | El Progreso Braulio Pallo Bp003 EEP3 S0 5;.3(?&135[5W89 1018 ft
28/10/12 | El Progreso Bp004 EP3 S0 5;.3(?;%5593W89 1048 ft
28/10/12 | El Progreso Bp005 EP4 S0 Sgé?ggzwsg 1063 ft
28/10/12 | El Progreso Go001 EEP4 5092 555 W9 1041 ft
28/10/12 | El Progreso G0002 EPS S0 535;‘;9\"’89 1025 ft
28/10/12 | El Progreso Gato Ortiz G0003 EP6 S0 53;’1?7\"’89 980 ft
28/10/12 | El Progreso G0004 EEP5 S0 5352252\’\’89 995 ft
28/10/12 | El Progreso G0005 EP7 S0 5;152_;‘;5\"’89 995 ft
31/10/12 | El Progreso Miguel Guerrero Mg001 EP8 S0 54.285 W89 104 ft

74



33.141
31/10/12 | El Progreso Mg002 | EEP6 S0 5% S5 NS 1045 ft
31/10/12 | El Progreso Mg003 EP9 S0 5;1'33?;'20\/\/89 1044 ft
31/10/12 | El Progreso Mg004 | EP10 S 1072 ft
31/10/12 | El Progreso Mg005 EEP7 S0 Sgé'a.’gsoww 1028 ft
31/10/12 | La Soledad Cpoo1 Ls1 S0 53.;;(1)3%9 1144 ft
31/10/12 | La Soledad Cp002 LS2 S0 5§é§$20W89 1078 ft
31/10/12 | LaSoledad |  Cristobal Pallo Cp003 LS3 S0 53'25;3 4W89 1040 ft
31/10/12 | La Soledad Cp004 LS4 S0 5§é§;”26W89 1110 ft
31/10/12 | La Soledad Cpoos5 LS5 S0 5§é§$§2W89 1122 ft
31/10/12 | La Soledad Fc001 LS6 S0 53557 OO 1159 ft
31/10/12 | La Soledad Fc002 Ls7 2099052 WES 1140 ft
31/10/12 | La Soledad Fernando Criollo Fc003 LS8 S0 53'2?237\/\/89 1107 ft
31/10/12 | La Soledad Fc004 LS9 2093 200 WS 1153 ft
31/10/12 | La Soledad Fc005 LS10 S0 53 50V 1146 ft
31/10/12 | La Soledad Hi?;;%”u‘??a'a Ht001 LS11 S0 532222 4W89 1237 ft
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31/10/12 | La Soledad Ht002 Ls12 S0 53'23.332\"’89 1279 ft
31/10/12 | La Soledad Ht003 LS13 S0 5350 OO 1316 ft
31/10/12 | La Soledad Ht004 LS14 2053500 OO 1329 ft
31/10/12 | La Soledad Ht005 LS15 5053355 oS 1294 ft
28/10/12 | El Socavon Ca001 sv1 50 95200 W83 796 ft
28/10/12 | El Socavon Ca002 SV2 5095252 o9 808 ft
28/10/12 | El Socavon Centro Agricola Ca003 SV3 S0 523223 4W89 810 ft
28/10/12 | El Socavon Ca004 SV4 5095208 V0 806 ft
28/10/12 | El Socavon Ca005 SV5 S0 808 ft
28/10/12 | El Socavon Ec001 SV6 S 716 ft
28/10/12 | El Socavon Ec002 SV7 S0 oo ar WS 702 ft
28/10/12 | El Socavon | Esperanza Criollo | Ec003 SV8 S0 52;‘(2)(1)2\"’89 708 ft
28/10/12 | El Socavon Ec004 SV9 S0 52'2‘323\"’89 732 ft
28/10/12 | El Socavon Ec005 SV10 S0 52'2‘.1356\"’89 754 ft
28/10/12 |ElSocavon | ., . | HgooL SV11 S0 52';?%1\"’89 580 ft
28/10/12 | El Socavon Hgo02 | Svi2 S0 55.772 W89 610 ft
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32.793
28/10/12 | El Socavon Hgoo3 | sSvi3 Rl 602 ft
28/10/12 | El Socavon Hgoo4 | Svi4 e 587 ft
28/10/12 | El Socavon Hgoos | SVi5 RN 619 ft
30/10/12 | ElJunco Groo1 EJL S0 5;’81‘753 4W89 2043 ft
30/10/12 | ElJunco Gr002 EJ2 S0 5;'31?27\"’89 2054 ft
30/10/12 | ElJunco Guido Rocillo Gr003 EJ3 S0 5;'32?2 4W89 2051 ft
30/10/12 | ElJunco Gr004 EJ4 5053.219 W9 2028 ft
28.800
30/10/12 | El Junco Gr005 EJ5 S093 175 W69 2004 ft
29/10/12 | El Junco JmMo01 EJ6 S0 53421 WeS 1871 ft
29/10/12 | El Junco JmM002 EJ7 50 9300 W69 1827 ft
29/10/12 | El Junco | JM003 EJ8 S0 oS 1773 ft
20/10/12 | El Junco Juen Matepunetio JM004 EJ9 S0 98 A 1722 ft
20/10/12 | El Junco JmM005 EJ10 50 99400 oS 1844 ft
20/10/12 | El Junco JM006 EJ11 S099 571 oS 1847 ft
30/10/12 | El Junco Tito C. Tc001 EJ12 50153.378 W89 1985 t

28.874
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30/10/12 | ElJunco Tc002 EJ13 S0 5353.289\"’89 1938 ft
30/10/12 | ElJunco Tc003 EJ14 5099 525 W69 1953 ft
30/10/12 | El Junco Tc004 EJ15 5059512 W69 2004 ft
30/10/12 | ElJunco Tc005 EJ16 5099 524 W69 2009 ft
30/10/12 | ElJunco Tc006 EJL7 50 95525 93 2011 ft
30/10/12 | El Junco Tc007 EJ18 5099 55 W69 1998 ft
30/10/12 | Cerro Gato Jchoo1 CcG1 50 95 500 YOS 854 ft
30/10/12 | Cerro Gato Jch002 CcG2 S0 582 VOO 757 ft
30/10/12 | Cerro Gato | Jorge Chuquimarca Jch003 CG3 S0 5%‘222\/\/89 725 ft
30/10/12 | Cerro Gato Jch004 CG4 S0 95402 WS 724 ft
30/10/12 | Cerro Gato 3ch005 CcG5 50 5tz WeS 708 ft
30/10/12 | Cerro Gato 3r001 CG6 S0 525827\’\’89 832 ft
30/10/12 | Cerro Gato 3r002 CG7 S0 525882\"’89 824 ft
30/10/12 | Cerro Gato |  Jaime Ricaurte 3r003 cG8 S0 525536\"’89 790 ft
30/10/12 | Cerro Gato 31004 CGY S0 53;_‘1‘21\"’89 855 ft
30/10/12 | Cerro Gato 3005 CG10 S0 55.444 W89 867 ft
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29.119

30/10/12 | Cerro Gato Ma00l | CG11 S0 oA 831 ft
30/10/12 | Cerro Gato Ma002 | CG12 S0 5427 NS 761 ft
30/10/12 | Cerro Gato Milton Aguas Ma003 CG13 S0 539421 4W89 785 ft
30/10/12 | Cerro Gato Ma004 | CG14 S0 5;;%37\"’89 768 ft
30/10/12 | Cerro Gato Ma005 | CG15 50155373 W89 795 ft

29.218
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