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RESUMEN

Las Islas Galapagos, en Ecuador, representan un ecosistema fragil en el que las
especies introducidas pueden convertirse ficilmente en especies invasivas y amenazar
a las especies endémicas. El guayabillo, Psidium galapageium, es un ejemplo de
especie endémica de las Islas Galdpagos que podria verse amenazada por la presencia
de Psidium guajava, la guayaba, especie introducida que es de propagacion rapida y
de facil dispersion. El andlisis de diversidad genética de las dos especies es util para
entender su coexistencia en un ambiente insular. En este estudio se analizd la
diversidad genética de P. galapageium en la Isla San Cristobal utilizando marcadores
microsatélites disefiados para guayaba y se compar6 con los resultados obtenidos en
un estudio previo realizado en guayaba utilizando los mismos marcadores. Los
marcadores heter6logos presentaron un porcentaje de transferibilidad de 39.1%. En
base a los resultados obtenidos, el guayabillo, presenta una diversidad genética
moderada (He= 0.467). Comparando los indices de Nei obtenidos para las dos
especies, se encontraron valores cercanos a cero lo que refleja poca diferenciacion
genética entre los grupos analizados. Los resultados del PCoA para las dos especies
también indican ciertas agrupaciones especificas pero que no estdn relacionadas
necesariamente con los sitios de recoleccion. Los valores FST encontrados reflejan un
flujo génico elevado en las dos especies. Adicionalmente, los resultados obtenidos
mediante el método bayesiano permitieron obtener un valor de k éptimo de 2 y un
grafico en el que no se observa una estructura poblacionaldefinida. Finalmente, los
analisis preliminares realizados para identificar eventos de hibridacion entre las dos
especies en los sitios de estudio, evidencian la ausencia de hibridos entre P.
galapageium y P. guajava en la Isla San Cristobal, Galapagos.

Palabras clave: microsatélites, diversidad genética, hibridos, especies endémicas, especies
invasoras



ABSTRACT

The Galapagos Islands, in Ecuador, represent a fragile ecosystem where introduced species
may easily become invasive and threaten the endemic species. "The Galapagos guava", or
"guayabillo”, Psidium galapageium, is an example of an endemic species of these islands.
Guayabillo could be threaten by the presence of Psidium guajava, the guava, because this
introduced species is capable of rapid spread and easy dispersion. In the present study, the
genetic diversity of Psidium galapageium was analyzed, in San Cristébal island using primers
designed for guava (heterologous primers). These primers were used to analyze microsatellite
regions of guayabillo’s genome, in order to compare the genetic diversity between the two
species. The heterologous primers showed a transferabilitypercentage of 39.1%. Based on the
results obtained, guayabillo presents a moderate genetic diversity (He=0.467), and guayaba
presents a low genetic diversity (He=0.205). Comparing the Nei indexes for both species, the
values were closeto zero.This shows a low genetic differentiation between the analyzed
groups. The results obtained in the PCoA for both species suggestcertain specific groups but
they are not necessarily related with the collection sites. The FST values reflect an elevated
gene flow in both species. Additionally, results obtained with the Bayesian method used in
STRUCTURE software with a k value of 2,demonstrate the absence of population structure,
which corroborates the fact that there is high gene flow within the populations of guayabillo.
Finally, the results obtained in this preliminary study demonstrate the absence of hybrids
between P. galapageium and P. guajava in San Cristobal, Galapagos.

Key words: microsatellites, genetic diversity, hybrids, invasive species, endemic species
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1. INTRODUCCION

1.1 Islas Galapagos, Biodiversidad en las Islas, Especies endémicas

Las Islas Galapagos son un grupo de trece islas principales, algunos islotes y rocas que se
encuentran debajo de la linea ecuatorial a 1000 km de la costa del Pacifico. EI Archipiélago
ocupa 7880 km?y esta situado sobre la placa de Nazca (Brewington, L, 2011). La formacién
de estas islas se dio hace aproximadamente 4 millones de afos debido a un proceso de
erupciones volcanicas que permitieron que estas masas de tierra emergieran de la superficie
del océano. En la actualidad, se considera uno de los grupos volcanicos mas activos del
mundo y por lo tanto, se concluye que siguen en constante formacion (Brewington, L, 2011)..

Lasislas conforman un archipiélago con gran diversidad bioldgica. La evolucion de la
flora y fauna de este archipiélago ha permitido contar con una variedad de especies que se
encuentran Unicamente en estas islas. Ademas, la distancia de las islas con el continente y el
hecho de que estas nunca estuvieron unidas al mismo han permitido que las especies que se
encuentran alli sean endémicas de este lugar y por lo tanto no se las pueda encontrar en
ningun otro ecosistema (Brewington, L, 2011)..

Las Islas fueron descubiertas en el afio de 1535 por Fray Tomas de Berlanga, por lo
tanto, se considera que cualquier organismo vivo que llegd después de este momento, es
introducido. Cuando en el afio 1835, Charles Darwin estuvo en las Islas Galapagos, habitaban
muchas especies, algunas de ellas eran endémicas y otras habian llegado a las Islas gracias a
corrientes marinas (Brewington, L, 2011).En la actualidad, en las Islas Galapagos estan
presentes mas de 800 especies vegetales introducidas, nimero superior a la suma de especies
nativas y endémicas (552) (Tye, A, 2002, 2004, 2006); sin embargo, en los ultimos afios, se
ha continuado estudiando el nimero total de especies tanto introducidas como endémicas

(Jager, H, Numero de Especies Introducidas en las Islas Galapagos, 2016).Dentro de estas
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especies introducidas alrededor de 30 son consideradas “agresivas”, es decir, especies de facil
dispersion, alto indice de germinacion y que ocupan superficies extensas desplazando a
especies endémicas tanto vegetales como animales (Itow, S, 2003).La introduccion de
especies puede afectar a la estabilidad y permanencia de las poblaciones endémicas y
adicionalmente puede influir en su diversidad genetica (Funk, J y Throop, H, 2010).

La Isla San Cristdbal es la isla méas oriental del Archipiélago de Galapagos, ésta tiene
una superficie de 558 km?y su punto mas alto se encuentra a 730 metros sobre el nivel del
mar. Esta isla posee una gran cantidad de especies botanicas invasoras, las que mas se han
dispersado en esta isla son la guayaba (Psidium guajava), la mora (Rubus ulmifolius), la
pomarrosa (Syzygium jambos) y la supirrosa (Lantana camara)(Chiriboga, R y otros, 2006).
La guayaba, Psidium guajava, fue introducida desde el Ecuador continental, alrededor de
1850 para utilizarla como alimento para el ganado (Walsh, y otros, 2008).Las especies
vegetales que son introducidas pueden representar un problema para aquellas especies que
son endémicas porque causan alteraciones en los paisajes y son una de las causas principales

de pérdida de la diversidad genética (Magee, L y otros, 2001; Brewington, L 2011).

1.2 Especie en estudio

El guayabillo, Psidium galapegeium, es una especie endémica de Galapagos (Anexo
1). Es un arbusto que puede alcanzar maximo ocho metros de altura, tiene hojas elipticas,
flores axilares y su fruto es pequefio y tiene forma de baya. Se ha reportado su presencia en
algunas islas del Archipiélago de Galapagos pero su distribucién exacta es desconocida
(Jaramillo Diaz, P & Guézou, A, 2013). El guayabillo, P.galapegeium, tiene dos variedades:
P. galapageium var. galapageium y P. galapageium var. howellii. Esta Gltima es considerada
"rara" y se la ha encontrado en las Islas San Cristobal y Santa Cruz. Se distingue porque posee

flores de 1cm de ancho y sus pétalos tienen entre 4 y 5.5 cm de longitud. La otra variedad, P.
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galapageium var. galapageium, ha sido reportada en las Islas Fernandina, Isabela, Pinta, Santa
Cruz y Santiago. Se caracteriza porque a diferencia de la variedad howellii, tiene flores mas
grandes de 1.5 cm de ancho y sus pétalos son de 8 y 9 mm de longitud (McMullen, CK, 1999;

Porter, D, 1969).

1.3 Problemética de especies invasoras en ecosistemas insulares

Los ecosistemas de islas son muy interesantes debido a que son sistemas en donde hay
evolucion en aislamiento con distribuciones geogréaficas pequefias y con proximidad a habitats
diversos. Estas caracteristicas de los sistemas insulares han estado involucradas en la
ocurrencia de novedades evolutivas y procesos de especiacion (Randell, R y otros, 2004). Sin
embargo, estas mismas caracteristicas hacen que las especies insulares sean extremadamente
susceptibles a la extincién. El hecho de que las especies insulares evolucionen aisladas
geograficamente y en ausencia de mamiferos grandes las ha dejado pobremente preparadas
para enfrentar los disturbios frecuentes en el habitat causados por los seres humanos (Randell,
Ry otros, 2004).

El ecosistema de las Islas Galapagos siempre ha estado amenazado debido a la
presencia de varias especies invasoras tanto animales como vegetales (Schofield, EK, 1989).
Las especies invasoras son de gran interés debido a su rapida propagacién y a los efectos de
desplazamiento que pueden tener en relacion con las especies endémicas y nativas. En el
censo realizado en el afio 2013, se reportd un total de 1581 especies diferentes de plantas
vasculares en las islas Galapagos(Jaramillo Diaz, P y Guézou, A, 2013). Adicionalmente, se
informd que existen 560 especies nativas, donde 180 son consideradas endémicas(Tye, A,
2002, 2004, 2006) , sin embargo, existen estudios mas recientes que buscan encontrar el
numero més actualizado de especies tanto invasoras como endémicas (Jager, H, , 2016). El

caso de la guayaba es interesante debido a su dispersion rapida y a su relacion tan cercana con
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la especie endémica de Galdpagos, Psidium galapageium. Poco tiempo después de la
introduccidn de esta especie a las islas, se reporto que habia escapado los campos de cultivo y
que se convirtio en una especie silvestre (Mauchamp, A, 1997). . Se la considera invasora de
las islas porque sus semillas pueden dispersarse a lo largo de extensas distancias gracias a los
pajaros, pequefios mamiferos, vacas, entre otros dispersores. Su introduccion ha presentado
un efecto negativo en el ecosistema debido a que es una planta lefiosa y éstas afectan a las
plantas locales causando alteraciones de los paisajes, tapando la luz a otras plantas,
modificando la composicion del suelo y desplazando a especies locales (Jager, H y otros,
2007).

La guayaba se ha convertido en una especie invasora de gran preocupacion para la
conservacion en las islas debido a sus patrones de amplia distribucién y a la alteracion visible
que ha causado en el habitat (Jager, H y otros, 2007).. Las especies introducidas a ecosistemas
insulares se encuentran separadas de su poblacion original y por lo tanto no pueden tener flujo
génico con esta. En la colonizacion, los individuos de una poblacién van a un nuevo
ecosistema y se encuentran bajo presién selectiva en donde Gnicamente los que se adaptan a
los cambios, sobreviven. Esta especie que invadié un ecosistema pasa por un cuello de botella
en donde pierde diversidad genética, y los individuos que sobreviven compiten con especies
del nuevo ambiente para lograr establecer su nicho. De esta manera, las especies invasoras
logran desplazar y afectar a las especies locales y son una de las causas principales de la
pérdida de diversidad (Lee, CE, 2002).

En la Isla San Cristébal se ha visto la presencia del guayabillo endémico Psidium
galapageium y la guayaba introducida Psidium guajava (Porter, D, 1969; Wiggins, | y Porter,
D, 1971).Esta coexistencia entre la especie endemica y la introducida genera retos para el
control de la especie introducida y para la conservacion de la especie endémica. Es importante

determinar la diversidad genética de las dos especies ya que de esta manera se puede conocer
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el éxito relativo de cada una de ellas como resultado de sus interacciones con el entorno. Con
este conocimiento, seria mas facil establecer programas de manejo de las dos especies en las

islas.

1.4 Diversidad Bioldgica y Genética

La diversidad biologica es la variabilidad de organismos vivos que habitan en un
determinado ecosistema. Dentro de esta diversidad bioldgica, se encuentra incluida la
diversidad dentro de cada especie, entre las especies y la diversidad que existe en los
ecosistemas. La diversidad de especies es la frecuencia y variedad de diferentes especies. Por
otro lado, la diversidad genética se refiere a la frecuencia y diversidad de los diferentes genes
0 genomas dentro de una misma especie. Es decir, incluye las variaciones entre de una
poblacién y también entre poblaciones(International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources, 1996). Se puede concluir que la diversidad genética se define como la
cantidad de variabilidad que hay dentro de una poblacion y que se manifiesta en diferencias
en la secuencia de ADN, caracteristicas bioguimicas, propiedades fisiologicas o incluso en
caracteristicas morfoldgicas. La variacion que existe entre individuos es causada por
mutaciones y recombinaciones.La deriva génica, seleccion natural y artificial y el flujo de

genes provocan variaciones y diversidad entre especies (Eguiarte, L y otros, 2010).

1.5 Marcadores Moleculares SSR

Una de las formas de analizar la diversidad genética es mediante marcadores
moleculares. Los marcadores moleculares son secuencias de ADN cuya presencia permite
indicar la presencia de otro locus de interés, es decir tienen un efecto cuantificable u
observable que se detecta facilmente (Picd, M & Pérez de Castro, A, 2012). Adicionalmente,
una de las funciones mas importantes de los marcadores moleculares para estudiar diversidad

genética, es el hecho de que permiten determinar los genotipos de los individuos que se
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analiza, en los loci analizados, y gracias a esto es posible calcular las frecuencias alélicas y
genotipicas de las poblaciones estudiadas. Uno de los marcadores moleculares mas
comunmente utilizados son los microsatélites. Estas son secuencias constituidas por pocos
pares de bases (de uno a seis aproximadamente) que se repiten en tandem a lo largo del
genoma. Estas secuencias son abundantes en genomas de organismos eucariotas. Cada
secuencia microsatélite, se define por el nimero de repeticiones y por el locus que ocupan en
el genoma. Existen diferencias en la longitud entre los distintos alelos en el mismo locus
debido a que hay un nimero diferente de repeticiones en la secuencia. Los microsatélites
tienen una alta tasa de mutacion. Se conoce que los polimorfismos son causados por la
acumulacién de errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante el proceso
de replicacion del ADN (Pico, M & Pérez de Castro, A, 2012).

Se utiliza a los microsatélites como marcadores moleculares debido a que sus regiones
flanqueantes son conservadas, por lo tanto, es posible usarlas para poder amplificar de forma
especifica los alelos de cada locus. A partir de la reaccion en cadena de la polimerasa, PCR,
se puede analizar a los microsatélites y usarlos en genética forense, estudios de paternidad,
analisis poblacionales, estudios de diversidad, construccion de mapas genéticos, entre otras
aplicaciones (Pic6, M y Pérez de Castro, A, 2012).

En el presente estudio, se utilizé 23 combinaciones de primers heterélogos disefiados
para la amplificacion de regiones microsatélites de ADN de guayaba (Psidium guajava) con
el objetivo de evaluar la diversidad genética de 77 individuos de la especie endémica
(Psidium galapageium)de 7 localidades de la Isla San Cristobaly compararla con la de la

especie introducida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la diversidad genética de la especie Psidium galapegeium en la Isla San Cristobal
mediante la utilizacion de marcadores moleculares microsatélites.

2.2 Objetivos Especificos
a) Determinar la posibilidad de transferir primers SSR de P. guajava a P. galapageium.

b) Evaluar la diversidad genética de P. galapageium en la Isla San Cristébal usando
primers SSR de P. guajava.

c) Comparar la diversidad genética de las dos especies: P. galapageium y P. guajava.

d) Analizar la existencia de eventos de hibridacion entre las dos especies: P.
galapageium y P. guajava mediante la utilizacion de estadistica bayesiana.
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3. JUSTIFICACION

A partir de los resultados obtenidos en un estudio previo acerca de la diversidad
genética de la guayaba, Psidium guajava, en la Isla San Cristobal, se propone determinar la
diversidad genética de otra especie del género Psidium, el guayabillo (Psidium galapageium),
endémica de Galdpagos. La especie introducida Psidium guajava, es una especie agresiva y
por lo tanto de alta dispersion. La guayaba fue introducida al Archipiélago alrededor de 1850
como fruta y alimento para el ganado (Walsh, SJ y otros, 2008).y en la actualidad se
encuentra ampliamente distribuida en los ecosistemas agricolas y silvestres de las Islas
Galédpagos (Jaramillo Diaz, P & Guézou, A, 2013).. Se conoce que esta especie ocupa
aproximadamente 40.000 ha de las islas, y esta distribuida principalmente en la parte alta de
San Cristobal,y en la Isla Isabela (Herrera, X, 2013).

La especie endémica, P. galapageium tiene dos variedades: Psidium galapageium
var. howellii y Psidium galapageium var. galapageium. De acuerdo al informe de la
Fundacion Charles Darwin, ambas variedades estan catalogadas como amenazadas, es decir,
con un riesgo alto de extincion. Adicionalmente, de ninguna de estas variedades se conoce su
distribucion espacial exacta en el Archipiélago (Jaramillo Diaz, P & Guézou, A, 2013).. La
presencia de una especie introducida con amplia distribucién y su congénere endémica
establece retos tanto para el control y erradicacion de las primeras como para la conservacion
de las ultimas. El hecho de que coexistan en un mismo hébitat puede ocasionar la hibridacion
natural. Este fendmeno ya ha ocurrido en Hawaii con el género Rubus y las consecuencias
fueron negativas para la especie endémica, principalmente debido a la pérdida de fitness de la
especie endémica ya que los hibridos tuvieron una mejor adaptacion (Randell, R y otros,
2004). Adicionalmente, en la Isla Socorro en México también se encontré la existencia de

individuos hibridos entre la especie endémica insular Psidium socorrense y la especie
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Psidium sartorianum (Lopez-Caamal, A y otros, 2014).Ejemplos como éstos, resaltan la
importancia de documentar las relaciones moleculares y genéticas entre especies endémicas y
exoticas de un mismo género. Por lo tanto, la realizacion de estudios de diversidad genética
se vuelve esencial y de gran utilidad como fuentes de informacion para programas de
conservacion de especies endémicas y para el establecimiento de programas de control de
plagas. También, este tipo de investigaciones contribuyen a complementar la informacién
obtenida de otros andlisis. Por ejemplo, la distribucion espacial y los patrones de variacién
morfolégica de una determinada especie (Itow, S, 2003). Por dltimo, estudios de esta
naturaleza ayudan a proponer patrones evolutivos, comportamientos reproductivos y modelos
de dispersion que podria tener una especie (Itow, S, 2003). Esta segunda fase del proyecto
pretende evaluar la diversidad existente dentro de la especie Psidium galapageium y
establecer una comparacion con la diversidad de P. guajava y analizar procesos de
hibridacion entre la especie endémica y la introducida. Este analisis genético-molecular busca
obtener informacion inicial que, junto con estudio botanicos y ecolégicos de ambas especies,
puede servir como sustento y apoyo en la ejecucién de programas de conservaciéon de P.

galapageium y de manejo y control de P. guajava.
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4. AREA DE ESTUDIO

La recoleccion del material vegetal se realizd en 7 localidades agricolas de la isla San
Cristobal, Ecuador (Las Goteras, Perimetral, Cerro Verde, Cerro Gato, Galapaguera, Camino
a Opuntias y Centro de Reciclaje). En cada localidad se recolectd muestras de hojas de
individuos de guayabillo con un minimo de cinco individuos y un maximo de 17 individuos
por localidad(Anexo 2).Adicionalmente, se recolectd muestras de hojas de un individuo de
guayaba por localidad para utilizarlo como control positivo en la amplificacion con primers
heter6logos.

La extraccion, cuantificacion y dilucion del ADN se realizo en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Galapagos Science Center (GSC) en la isla San Cristobal. La
amplificacion del ADN, la electroforesis en geles de poliacrilamida y el anélisis estadistico de
las muestras de guayabillo se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la

Universidad San Francisco de Quito, Campus Cumbaya.
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5. MATERIALES

5.1 Material Vegetal

Noogok~whE

Hojas de 77 individuos de guayabillo de 7 localidades diferentes en la isla San
Cristobal.

Centro de Reciclaje (10 muestras de guayabillo, 1 muestra de guayaba)

Camino a Opuntias (11 muestras de guayabillo, 1 muestra de guayaba)

Perimetral (5 muestras de guayabillo, 1 muestra de guayaba)

Galapaguera (17 muestras de guayabillo, 1 muestras de guayaba)

Las Goteras (16 muestras de guayabillo, 1 muestras de guayaba)

Cerro Verde (5 muestras de guayabillo, 1 muestras de guayaba)

Cerro Gato (13 muestras de guayabillo, 1 muestras de guayaba)

5.2 Extraccion de ADN

Muestras de hojas de guayabillo y guayaba
Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)
Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

Buffer de extraccion CTAB 2X
Isopropanol

Nitrégeno liquido

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

2, B-mercaptoetanol

Etanol 70%

5.3 Cuantificacion de ADN

ADN de guayabillo y guayaba extraido
UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)
TE (Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0)
NANODROP 1000 (Thermo Scientific)

5.4 Amplificacion de regiones microsatélites

ADN de guayabillo y guayaba
23 pares de primers heter6logos (Kanupriya, P y otros, 2011)
Taq platinum 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)

BSA

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 11 (C.B.S Scientific)
EC360M Electrophoretic Gel System (Maxicell®)
MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit (C.B.S Scientific)
TBE 1X (Tris — Acido Bérico — 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 Borico — 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)

Buffer de carga ( Glicerol , Azul de Bromofenol)

Etanol 70%

5.7 Tincion con nitrato de plata

Cémara de fotos Canon XPOSZ

Transiluminador de luz blanca

Agua destilada

Ethyl Alcohol Denatured (J.T. Baker)

Solucion Fijacion/ Parada (Alcohol Absoluto J.T. BakerR 10% v-v, Acido
Acetico Glacial MerckR 0.5% v-v)
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Solucién Tincion (Nitrato de Plata Fisher ScientificR 2g/L, Formaldehido
J.T. BakerR 37% 0.00015% v-v)

Solucién Revelado (Hidroxido de Sodio MerckR 15g/L, Formaldehido J.T.
BakerR 37% 0.0002% v-v)

5.8 Analisis de Resultados

e Software STRUCTURE
e GenALEx 6.0 (Peakall, R, 2012)
e DARWIn5.0.
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6. METODOS

6.1 Recoleccion de Muestras

La recoleccion de muestras del material vegetal se realizd durante dos salidas de
campo que se llevaron a cabo, la una en los primeros meses de ejecucion del proyecto, julio
de 2014; y la segunda en febrero de 2015. Se recolectaron entre 2 — 5 hojas de 77 plantas de
guayabillo distribuidas en diferentes sectores la Isla San Cristobal. Las localidades de donde
se obtuvieron las muestras fueron: Centro de Reciclaje, Cerro Verde, Cerro Gato, Las
Goteras, Perimetral, Camino a Opuntias, Galapaguera (Figura 1). El material vegetal se

guardd en fundas plasticas y se mantuvo en refrigeracion.

6.2 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN utilizando buffer CTAB de acuerdo al protocolo descrito por Shagai y
Maroof (Shagai-Maroof, M y otros, 1984).Se inicié el proceso pesando 25 mg de material
vegetal, después se macerd con nitrégeno liquido, colocando en un mortero previamente
desinfectado con etanol al 70%. hasta que se formo6 un polvo muy fino, se coloco 800 ul de
detergente cationico CTAB ya que es un componente del buffer de extraccion que forma
complejos con las proteinas y no precipita los acidos nucleicos (Gonzalez, D y otros, 1995).
De esta forma se liberé el ADN. Se procedid a colocar B-mercaptoetanol debido a que este
actla como agente reductor rompiendo los puentes disulfuro presentes entre las proteinas
(Karcher, S, 1995). Se dejo incubar a 62°C por una hora agitando los tubos cada 10 minutos.
Después, se colocd 500 ul de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 para separar las proteinas

de los é&cidos nucleicos (se formaron dos fases, en la fase acuosa se encontraron los acidos
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nucleicos). Se dej6 reposar por veinte minutos y después se centrifugd por veinte minutos a
13800 rpm. Se separd la fase acuosa y se la paso a otro tubo, se colocé alcohol isopropilico
con el objetivo de precipitar el ADN, y se agité los tubos delicadamente. Se centrifugé de dos
a cinco minutos a 5000 rpm y se formdel pellet. Después se descarté el sobrenadante y se lavo
el ADN con etanol 70% buscando que el pellet se despegue del tubo. Se descart6

completamente el etanol y se dejdsecar el tubo, finalmente se resuspendié en 70 ul de TE.

6.3 Preparacion de Muestras:

ElI ADN extraido se cuantific6 mediante espectrofotometria y se diluyé a una

concentracion de 20 ng/ul.

6.4 Amplificacion con primers heterologos:

Con unas pocas muestras de ADN (10) se realizaron las pruebas de amplificacion
mediante PCR, usando 23 pares de primers SSR (microsatélites) (Kanupriya, P y otros, 2011)
provenientes de Psidium guajava. Con los primers que se obtuvo amplificacion exitosa
(transferibilidad) se analizo todas las muestras de guayabillo recolectadas(Anexo 3).

Las reacciones de PCR y condiciones de ciclado utilizadas fueron las descritas en el estudio
de Kanupriya y otros (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,
200uM de dNTPs, BSA 1 mg/L y 0.5 U de Taqg Platinum. El programa de ciclado consistio
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 a 61°C dependiendo del primer
(Anexo 4) por 1 minuto, y finalmente un periodo de extensién a 72°C por 1 minuto. Para

completar el ciclado se termind con una temperatura de extension de 72°C por 8 minutos.
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6.5 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida:

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida 6% Yy tefiidos con nitrato de plata (Benbouza, H y otros,
2006). Se considera que la electroforesis en geles de poliacrilamida es la técnica mas versatil
y eficaz para realizar analisis y separacion de macromoléculas (Freider, D, 1981). Se utilizo el
sistema SequiGen GT de Biorad. El primer paso fue realizar el lavado y tratamiento del vidrio
de la camara. Se lavd el vidrio con Alconox y se lo limpid con alcohol al 70%.
Posteriormente, se traté al vidrio con Bind-Silane, que se encarga de la union del gel de
poliacrilamida al vidrio. A la cdmara también se la lavo con Alconox, luego alcohol al 70% y
después se la tratd con RainX y Sigmacote. Para armar la camara de electroforesis se inicié
con una limpieza de todos sus componentes con alcohol al 70%. Después se procedio a armar
la camara y se afadié 100mL de solucién de poliacrilamida que contiene: urea 5M,
acrilamida: bisacrilamida 19:1, Temed y persulfato de amonio 0.1%. Se coloco el peine para
formar el frente de corrida y se esperéaproximadamente 1 hora a que se polimerice. Cuando
ya se polimerizd, se afiadio 450mL de TBE 1X en la base de la cdmara y 1250 mL dentro de
la cdmara. Se procedié a sacar el peine y utilizando una pipeta Pasteur se retird la urea
sobrante, después se insertd el peine con los dientes hacia adentro para que se formen los
pocillos y utilizando otra vez la pipeta Pasteur se retird la urea. Se cargo 3 ul de buffer de
carga saltando un pocillo y se realiz6 una precorrida para comprobar la calidad de los pocillos
(45 minutos a 80 watts). Después de la precorrida se cargd 5 ul del producto del PCR
previamente desnaturalizadoy se corri6 el gel por tres horas a 80 watts a una temperatura
méaxima de 50°C. Para revelar los geles se realiz6 una tincién con nitrato de plata. El paso
inicial consistio en 5 minutos en una solucion fijadora que permanece refrigerada (200 mL de
alcohol absoluto, 10 mL de &cido acetico glacial y 17090 mL de agua destilada). Se colocé el

vidrio con el gel hacia arriba en agua destilada por 8 segundos y se paso el vidrio con el gel a
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otra solucion que es la de revelado. Esta consiste en 30 g de hidroxido de sodio 4 mL de
formaldehido al 37% y 2 L de agua destilada. El vidrio permanecio en esta solucion por 7
minutos con agitacion constante y después se lo colocé nuevamente en la solucién fijadora
por 3 minutos. Se realiz6 un segundo lavado con agua destilada y se dejé secar el vidrio en

posicién vertical durante una noche para poder analizar los datos.

6.6 Analisis de Datos:

Se elimind los individuos de los cuales no se pudo obtener informacion, y Unicamente
se analizo a aquellos de los que se tenia informacion completa (69 de 77). Se determind el
tamafo de los alelos por cada locus, en pares de bases, mediante una regresion lineal
utilizando las medidas tomadas, tanto de los alelos encontrados, como del ladder, en los geles
de poliacrilamida. Mediante el uso del software GenALEx 6.0 (Peakall, R, 2012)se calculd:
frecuencias alélicas, nimero de alelos, heterocigocidad esperada e indice de Shannon. Se
realizd el anélisis de estructura poblacional y de hibridacién mediante la utilizacion del
software STRUCTURE (Pritchard, J, 1998). Este software se fundamenta en el método
bayesiano que esta basado en la interpretacion subjetiva de la probabilidad que se explica en
el Teorema de Bayes. La metodologia bayesiana explica un modelo de probabilidad en el que
existe algun tipo conocimiento previo acerca de un pardmetro investigativo, de este modo se
condiciona al modelo de probabilidad para que este realice un ajuste de los supuestos
acontecimientos (Mesa, L y otros, 2011). Para el andlisis de estructura poblacional se
asumieron siete poblaciones segin el numero de localidades de recoleccion de muestras. Se
corrié el programa con un Burn-in de 30000 y un MCMC (Markov Chain Monte Carlo) de
100000 y se realizaron 5 iteraciones. Para el analisis de procesos de hibridacion, se asumieron
dos poblaciones, una de guayabillo y otra de guayaba y se realizaron dos corridas simples,

una con k=2 y otra con k=3. El analisis de coordenadas principales (PCoA) se efectud en el
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software DARWIin 5.0 (Perrier, X y otros, 2006). Se realizd un andlisis comparativo de los

resultados obtenidos para la especie endémica y para la especie introducida.
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7. RESULTADOS.

7.1 Extraccion y Cuantificacion de ADN:

Se logré la estandarizacion del proceso para la extraccion de ADN de guayabillo. Se
extrajo ADN de 77 muestras de guayabillo colectadas en San Cristobal (7 localidades)
(Anexo 2).Las concentraciones de ADN obtenidas fueron muy variables entre muestras, desde

7.5 ng/ul hasta 442 ng/ul (Anexo 5).

7.2 Amplificacion de regiones microsateélites con primers heterélogos:

Se probd los 23 pares de primers heterdlogos para el guayabillo, reportados en el
estudio de Kanupriya y otros (2011)De estos 23 primers, Unicamente 9 amplificaron en las
muestras de guayabillo analizadas, por lo tanto, la transferibilidad fue de 39.1%. Se extrajo
ADN de 77 muestras de guayabillo, sin embargo, solo se trabajé con 69, las 8 muestras
restantes se descartaron debido a que no se obtuvo amplificacion. Se encontr6 un total de 25
alelos en las muestras analizadas, a diferencia de los 44 alelos encontrados en las 112
muestras de guayaba caracterizadas en el estudio previo en la Isla San Cristobal (Ponce, MJ,
2014). Los loci analizados para el guayabillo demostraron ser polimérficos (3 o 4 alelos por
locus) a excepcion de dos (mPgCIR10 y mPgCIR22 que fueron monomorficos y que no se
incluyeron para los andlisis posteriores) (Tabla 1). EI nimero de alelos encontrados en cada

locus se presenta en la Tabla 1. Adicionalmente, en la Tabla 2, se muestra el promedio de



30

alelos diferentes encontrados en cada poblacion. Se determind que existen tres alelos

exclusivos (cada uno en diferentes localidades y con diferentes marcadores)

7.3 Analisis de datos:

En el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA), obtenido mediante el programa
Darwin 5.0, se observa que todos individuos se distribuyen por los cuatro ejes sin agruparse
de manera particular. Sin embargo, se puede sugerir tres agrupaciones principales formadas
por individuos de diferentes localidades. En la Figura 2, en el primer grupo, ubicado en la
parte superior, en los cuadrantes 1 y 2 y marcado de color azul, se encuentran individuos de
las localidades Galapaguera (Gal) y Las Goteras (LGO). En el segundo grupo, ubicado entre
los cuadrantes 2 y 3 y marcado de color verde, se encuentran individuos de las localidades
Cerro Gato (CGa) y Cerro Verde (CV). Por ultimo, en el tercer grupo ubicado entre los
cuadrantes 4 y 1 y marcado de color rojo, se encuentran individuos de las localidades Cerro
Verde, Galapaguera, Cerro Gato, Camino a Opuntias (CAO), Centro de Reciclaje (CR),
Perimetral (Per) y Las Goteras.

Se utilizaron algunos pardmetros para evaluar la diversidad genética de los individuos
de guayabillo estudiados. Se evalu6 el indice de Shannon que mide la biodiversidad
especifica en un ecosistema particular, se mide en una escala de 0 a 1, mientras mas cercano a
1 es, indica mayor diversidad (Hennink, S & Zeven, AC, 1990). Este indice refleja la
heterogeneidad de una comunidad tomando en cuenta dos factores: el nUmero de especies
presentes en ese determinado lugar y su abundancia relativa (Pla,L, 2006). En este estudio se
obtuvo un valor de 0.761 para el guayabillo; adicionalmente, la localidad con indice de
Shannon mas alto fue Camino a Opuntias con un valor de 0.717.Para la guayaba, el indice de
Shannon fue de 0.285 y la localidad donde se encontrd el mayor valor de indice de Shannon

fue Socavén con un valor de 0.357 (Ponce, MJ, 2014). Se obtuvo el valor de He
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(Heterocigosidad esperada) (Tabla 3) de 0.467, obtenido calculando el valor promedio entre
la He de cada marcador. Este valor permite concluir que la diversidad genética del guayabillo
es moderada, como se report6 en un estudio similar en el que la He fue de 0.49 y se determin0
que la diversidad genética del mortifio era moderada (Cobo, My otros, 2015).

La distancia genética de Nei permite establecer el grado de divergencia (o similitud)
que hay entre grupos o localidades. Mientras mayor sea esta distancia, los individuos se
encuentran mas distantes entre si (Hennink, S & Zeven, AC, 1990) Los valores de distancia
genética de Nei obtenidos para el guayabillo son valores cercanos a cero (Tabla 4). EI méas
alto se encuentra entre las localidades Centro de Reciclaje y Cerro Verde (0.535), y el mas
bajo se encuentra entre Camino a Opuntias y Centro de Reciclaje (0.037). Estos valores
indican que existe una mayor distancia genética entre los individuos de las localidades de
Centro de Reciclaje y Cerro Verde, sin embargo, siguen siendo valores bajos, por lo tanto hay
poca divergencia entre los grupos evaluados. Las distancias encontradas para la guayaba son
valores muy cercanos a cero, lo cual indicaria poca divergencia genética entre los individuos.
Para la guayaba en San Cristobal, se encontr6 que la mayor divergencia existe entre Cerro
Gato y Cerro Verde con un valor de 0.06 y la menor entre El Junco y La Soledad con un valor
de 0.002 (Ponce, MJ, 2014).

Se realiz6 la prueba de Mantel para ver si existe una relacion entre la distancia
genética con la distancia geogréfica y se determind que no existe una relacién (R?=0.001)
(Figura 3). Adicionalmente, se determiné el indice FST de Wright que describe valores de
fijacion de alelos dentro de una poblacion. Los valores de cero indican que hay flujo génico
entre poblaciones y por lo tanto no hay alelos fijados, mientras que los valores de 1 indican
fijacion de alelos y por lo tanto que no existe flujo genico (Eguiarte, L y otros, 2010). Los
valores FST encontrados para el guayabillo son cercanos a cero, por lo tanto, se puede sugerir

que para la muestra analizada existe un elevado flujo génico entre los individuos de las
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diferentes localidades(Tabla 5)y que se trata de una poblacion panmitica en la que los
individuos se cruzan libremente. EI menor valor se encontro entre las localidades de Camino a
Opuntias y Perimetral (0.018) y el mayor entre Cerro Verde y Centro de Reciclaje (0.222).
Para la guayaba, se encontré mayor flujo génico entre las localidades de El Junco y La
Soledad (0.023) y menor entre Cerro Gato y Cerro Verde (0.1). Los valores obtenidos para la
guayaba indican que existe un alto flujo génico entre los individuos de las localidades
muestreadas.Adicionalmente, los valores obtenidos para los porcentajes de diferenciacion
(AMOVA) ,presentados en la Figura 4, entre de las poblaciones y entre los individuos
corroboran el hecho de que se trata de una poblacion panmitica donde los individuos se estan
cruzando libremente. Cuando se trata de poblaciones panmiticas, se espera tener el mayor
porcentaje de varianza dentro de los individuos (within individuals); cuando se obtiene que la
mayor varianza ocurre entre los individuos dentro de las poblaciones o entre las poblaciones,
entonces existe una evidencia de que hay algun tipo de estructura poblacional. En el caso del
guayabillo, el mayor porcentaje de diferenciacionse obtuvo dentro de los individuos (within
individuals) (81%) corroborando la falta de estructura poblacional en el guayabillo

(Grunwald, NJ y otros, 2008).(Griinwald, Kamvar, & Everhart, 2008)

Finalmente, se realiz6 un analisis de estructura poblacional y de eventos de
hibridacién mediante la utilizacion del software STRUCTURE. Para el andlisis de estructura
poblacional del guayabillo, se obtuvo un valor k optimo de 2. Esto indica que existen 2
posibles linajespara el guayabillo, sin embargo, observando el grafico (Figura 5), se puede
determinar que estos linajes aportaron indiscriminadamente y que no existe una estructura
poblacional determinada. Para el andlisis de hibridos, se obtuvo dos gréaficos diferentes. En
uno se evalud al guayabillo y a la guayaba como dos poblaciones independientes en donde se

esperaba que, si existirian hibridos, se observe a los individuos hibridos en el grafico como
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una mezcla entre el guayabillo y la guayaba. En el grafico obtenido(Figura 6) se observa que
estas dos poblaciones estan separadas y que son diferentes. Al no existir penetrancia de un
grupo poblacional sobre el otro, se puede asumir que existen dos grupos diferenciados y que
no hay interaccion entre ellos (no hay hibridos). El siguiente analisis fue tomando una k de
3(Figura 7), y se esperaba observar la formacién de un grupo para el guayabillo, otro para la
guayaba y un tercero para los posibles hibridos. Sin embargo, se obtuvieron dos grupos, uno
para el guayabillo, y otro la guayaba., En el grupo de la guayaba se observan dos posibles

linajes, sin embargo, en el grafico se corrobora la ausencia de hibridos.
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8. DISCUSION

Las Islas Galapagos representan un ecosistema Gnico considerado un laboratorio de
evolucion. Es fundamental realizar estudios de diversidad genética con el objetivo de entender
el estado en el que se encuentran tanto las especies endémicas como las especies introducidas
y planificar estrategias de conservacion (Jaramillo Diaz, P & Guézou, A, 2013). Este es un
estudio preliminar de la diversidad genética del guayabillo, una especie endémica de las islas,
y la comparacion de esta diversidad con la de la guayaba, una especie invasora del mismo
género, en la Isla San Cristdbal en Galapagos.

Se probd un total de 23 pares de primers SSR disefiados por Kanupriya y otros,(2011)
para cultivares de guayaba en India. El porcentaje de transferibilidad de primers (Tabla 6)
demuestra que los primers SSR utilizados en este estudio permiten la amplificacion cruzada
entre especies pertenecientes al mismo género. El estudio realizado por Valdez-Infante y otros
(2010), busca la transferibilidad de primers SSR disefiados para guayaba en diferentes
especies dentro de la familia Myrtaceae y en sus resultados se ha visto que es posible analizar
varias especies del género Psidium, Eugenia y Zyzygium. Se encontré que los marcadores
SSR mPg137 y mPg 176, disefiados para guayaba, tienen capacidad discriminatoria y sirven
para la identificacion y analisis de diversidad en varios representantes de la familia
Myrtaceaegracias a su alto nivel de polimorfismo.

Los indices de diversidad obtenidos para el guayabillo indican que es una especie que
tiene una diversidad genética moderada (He: 0.467, Tabla 3) . EI nimero total de alelos
encontrados (25, Tabla 6) fue mayor al que se encontrd en la guayaba, cuando se analiz6 el
mismo numero de loci (12 alelos para la guayaba). Esto podria indicar que hay mas

variabilidad en el guayabillo que en la guayaba.Sin embargo, cuando se analiz6 los 17
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primers que presentaron amplificacion en guayaba, se encontro un total de 44 alelos (Ponce,
MJ, 2014). El nimero mas alto de alelos en guayaba puede deberse a que se analizaron mas
loci que en guayabillo, por lo tanto, se sugiere analizar un mayor namero de loci en las dos
especies para tener informacién mas clara sobre la diversidad genética presente en estas

especies.

8.1 Flujo Génico

Para obtener informacion acerca de la diversidad genética de las poblaciones, se
analiza distintos indices como la riqueza alélica, la heterocigosidad esperada, el nivel de
polimorfismo de los marcadores utilizados, entre otros. La riqueza alélica permite cuantificar
el nimero total de alelos diferentes en cada uno de los loci analizados (Eguiarte, L y otros,
2010). El nivel de polimorfismo indica el nimero de loci variables dentro de todos los loci
analizados. La heterocigosidad esperada determina la proporcion de individuos heterocigotos
para cada locus analizado. Los valores mas altos de heterocigosidad esperada indican que la
diversidad genética es alta ya que hay mas individuos heterocigotos en la muestra, y por lo
tanto hay mas variabilidad de alelos. Existen otros indices importantes que permiten evaluar
la diversidad genética interpoblacional. Por ejemplo, la distancia genética permite estimar que
tan lejanas se encuentran las poblaciones entre si en base a sus frecuencias alélicas. Los
estadisticos F permiten medir la distancia genética entre las subpoblaciones también en base a
las frecuencias alélicas (Eguiarte, L y otros, 2010). El estadistico Fst obtenido para el
guayabillo indica que existe un alto flujo génico entre los individuos de las localidades
muestreadas (Tabla 5). . El flujo génico es la incorporacion de genes foraneos al pool genético
de una o mas poblaciones dentro de una especie. "Funciona como una fuerza evolutiva
cohesiva, manteniendo como un todo evolutivo a las especies y evitando que sean demasiado

diferentes cada una de las poblaciones que la forman” (Eguiarte, L y otros, 2010). La zona
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muestreada fue la parte sur de la Isla San Cristobal en Galapagos vy las distancias geogréaficas
entre las diferentes localidades eran cortas. Varios estudios en ecosistemas insulares han
concluido que los sistemas de islas por lo general presentan una pequefia area de tierra y por
lo tanto las especies endémicas se distribuyen simpatricamente o de forma adyacente y estas
condiciones inducen facilmente al flujo de genes y al apareamiento al azar entre poblaciones
de la misma especie (Setoguchi, H & Watanabe, I, 2000). Estas caracteristicas de los sistemas
insulares los hacen buenos escenarios en los que investigar el flujo de genes entre las
poblaciones de especies endémicas. Por ejemplo, las Islas de Bonin y las Islas Ryukyu en
Japon son sistemas insulares en los que hay especies endémicas del género llex, Ficus y
Symplocos. Estos generos aparecen en la especiacion insular tanto en las islas Bonin como en
las Ryukyu (Setoguchi, H & Watanabe, I, 2000). En este estudio se encontrd que existia flujo
génico en las especies endémicas simpatricas del género llex en ambas islas (Setoguchi, H &
Watanabe, 1, 2000) Comparando con estos resultados, se puede asumir que el guayabillo
presenta alto flujo génico debido a que es una especie dentro de un ecosistema insular donde
las condiciones permiten que las especies y poblaciones simpétricas y ubicadas cercanamente
(como lo estan los individuos de guayabillo), presenten un alto flujo de genes.El menor valor
(0.018) que indicaria el mayor flujo génico encontrado (Tabla 5) se obtuvo entre las
localidades de Camino a Opuntias y Perimetral.

La distribucién de la poblacion en las especies insulares endémicas suele ser
discontinua debido a que el océano actiia como una barrera y aisla a las poblaciones que se
encuentran en un espacio de tierra de las que se encuentran en otro espacio. Por lo tanto, el
flujo génico tiende a ocurrir de manera més facil entre las poblaciones que se encuentran en la
misma isla que entre las poblaciones de las diferentes islas (Maki, M, 2001). En base a estos
hechos, se podria esperar que la poblacion de guayabillo analizada en este estudio, sea

diferente a la poblacién de guayabillo presente en diferentes islas del archipiélago (Santa
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Cruz, Isabela) (Maki, M, 2001), asunto que habra que resolver en las etapas siguientes de este
proyecto donde se analizara la diversidad genética del guayabillo en las islas Santa Cruz e

Isabela.

Adicionalmente, para comprender como se estd llevando a cabo la dispersion de
semillas y polen de guayabillo y asi entender el flujo de genes existente, se debe estudiar la
biologia y ecologia de esta especie. En un estudio previo en la Isla San Cristdbal se evaluaron
los posibles dispersores de semillas de la guayaba y se encontré que hay varias especies de
animales que desempefian esta funcidn. Se encontro que los caballos, las vacas, los insectos y
varias especies de aves son dispersores de semillas de guayaba y que por lo tanto, la
distribucion es amplia (Herrera, X, 2013). No se puede asumir que los dispersores de semillas
del guayabillo son los mismos que los de la guayaba, sin embargo, se puede tomar la
informacidn que se tiene de la especie invasora como base para realizar estudios en la especie

endémica.

8.2 Diversidad Genética

La He (heterocigosidad esperada) (Tabla 3) obtenida para el guayabillo (He=0.467)
permite concluir que esta especie tiene una diversidad genética moderada. Para la guayaba, la
heterocigosidad esperada (0.205, Anexo 6) permite concluir que su diversidad genética es
baja (Ponce, MJ, 2014). Se considera que las especies insulares endémicas son pequefias en
términos de tamafio de poblacién y que por lo general, tienen una baja diversidad
genética(Setoguchi, H & Watanabe, I, 2000) En este estudio preliminar se encontré que la
diversidad genética de la especie endémica es mas alta que la de la especie invasora
presentada en un estudio previo (Ponce, MJ, 2014). Se puede asumir que la diversidad

genética de la guayaba es mas baja que la del guayabillo ya que la guayaba es una especie
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invasora que colonizé la isla iniciando por una pequefia muestra de guayaba que se introdujo
desde el continente. Debido al efecto fundador y al cuello de botella, no se espera que la
guayaba invasora en la Isla San Cristébal, presente una alta diversidad genética (Lee, CE,
2002). A pesar de que se considere que las especies invasoras tienen baja diversidad genética,
Frankham (2007) explic6 que la diversidad genética de las poblaciones endémicas es menor a
la de las no endémicas y sugiere que el efecto fundador de las invasoraes menos importante
que las condiciones que proporcionan los sistemas de isla y que provocan que las especies
insulares tengan baja diversidad genética (poblaciones pequefias, aisladas, entre otras). En
este caso, se podria pensar que el efecto fundador de la especie invasora si es muy importante
ya que esta especie presenta una diversidad genética baja. Sin embargo, no se puede concluir
nada debido a que no se conoce informacion acerca de la diversidad genética de ninguna de
las dos especies antes de la introduccion a las islas.

Varios estudios acerca de la variabilidad genética de especies vegetales han revelado
una relacion fuerte entre el nivel de diversidad genética en una especie y su distribucion
geogréfica. En términos generales, las especies que tienen una amplia distribucion mantienen
considerablemente niveles mas altos de diversidad genética tanto a nivel poblacional como de
especie; probablemente a causa del aislamiento de las poblaciones o las fuerzas selectivas que
existen a lo largo del area de distribucion (Dodd, S & Helenurm, K, 2002). Sin embargo, los
estudios acerca de la estructura genética de las especies endémicas han obtenido resultados
poco homogéneos. No todas las especies raras y endémicas tienen bajos niveles de diversidad
genética; incluso algunas especies tienen mas altos niveles de diversidad que otras especies
que tienen una amplia distribucion. Esto permite concluir y establecer la importancia de
factores como caracteristicas de la historia de cada especie, acontecimientos recientes de
fluctuaciones de las poblaciones, entre otros, ya que pueden afectar la distribucion y el nivel

de variacion genética en especies vegetales (Dodd, S & Helenurm, K, 2002)
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En un estudio acerca de los impactos de la especie invasora Mikania micranthaen
varias islas del Pacifico se realizaron analisis genéticos moleculares en poblaciones invasoras
introducidas y se vio que esta especie presenta una considerable diversidad genética en una
variedad de ecosistemas geograficamente distintos (Day, M y otros, 2016). Esto permite
asumir, que al ser la guayaba una especie introducida desde el continente hace menos de 200
afios (Walsh, SJ y otros, 2008; Ponce, MJ y otros, 2014), su diversidad es baja debido al
efecto fundador y al cuello de botella que ha pasado durante su colonizacion (Lee, CE, 2002).
Los valores de distancia genética permiten determinar que hay una mayor distancia entre los
individuos de la localidad Centro de Reciclaje y Cerro Verde. Adicionalmente, la menor
distancia se encuentra entre las localidades Centro de Reciclaje y Camino a Opuntias. En base
a los resultados que presenta el indice de Mantel (Fig. 3), en el que se obtuvo un valor de
R=0.042,se concluye que no hay una correlacion entre la distancia genética y la distancia

geografica.

8.3 Estructura Poblacional

En este estudio también se busco identificar la estructura poblacional del guayabillo en
San Cristobal. Se realiz6 un Analisis de Coordenadas Principales para observar las posibles
agrupaciones de los individuos de guayabillo de las diferentes localidades muestreadas.
Adicionalmente, se obtuvo resultados para el analisis de estructura poblacional realizado
mediante el software STRUCTURE basado en estadistica bayesiana. Estos dos resultados
(Figuras 2 y 4) permiten concluir que no hay una estructura poblacional establecida entre los
individuos de guayabillo analizados. Para analizar la estructura de las poblaciones se debe
determinar la cantidad de flujo génico que esta ocurriendo. "El flujo génico es un componente
principal de la estructura poblacional porque determina hasta qué punto cada poblacion local

de una especie es una unidad evolutiva independiente. Si existe una gran cantidad de flujo
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génico entre poblaciones locales, entonces todas las poblaciones evolucionan juntas; pero si
hay poco flujo génico cada poblacion evoluciona en forma casi independiente” (Slatkin, M,
1994). Por lo tanto, los resultados obtenidos en el PCoA y en el andlisis de estadistica
bayesiana permiten corroborar la existencia de alto flujo génico entre las poblaciones
analizadas de guayabillo. Este flujo génico permite que evolucionen juntas las poblaciones y
por lo tanto no se observa una estructura determinada, entonces se asume que los individuos
de guayabillo analizados forman parte de una misma poblacion. Es importante entender
acerca de la biologia, ecologia y distribucion del guayabillo para poder afirmar que se trata de
una sola poblacion, sin embargo, los resultados que se han obtenido en este estudio sustentan

esta idea.

8.4 Analisis de Hibridos

Uno de los andlisis mas importantes dentro de este estudio es ver si han ocurrido
eventos de hibridacidn entre la especie endémica y la introducida. Los sistemas insulares son
escenarios ideales para la especiacion y diversificacion de plantas. Se ha visto que en este tipo
de ecosistemas hay muchos casos de hibridacion y/o introgresién con especies insulares y
estos procesos son considerados factores importantes en su evolucion. Los sistemas insulares
generalmente presentan una pequefia area de tierra y las especies endémicas se encuentran
distribuidas simpatricamente o adyacentemente (Setoguchi, H & Watanabe, E, 2000). Por lo
general, los procesos de hibridacién e introgresion entre varias especies, suelen ocurrir en
regiones de simpatria (Montgomery, S, 1985). Las condiciones de distribucion de especies en
las islas permiten que haya un alto flujo de genesa causa de la facilidad de dispersion de las
semillas y el polen mediante distintos agentes. Por lo general, las poblaciones de especies
insulares son de pequefio tamario, y su distribucion no es muy amplia (Curtis, C & Strong, D,

1997), como es el caso del guayabillo en la isla San Cristobal. La guayaba introducida en San
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Cristobal se encuentra distribuida a lo largo de la isla y hay individuos de esta especie
ubicados geograficamente muy cerca de los individuos de guayabillo, por lo tanto, es factible
pensar que existan hibridos entre estas dos especies, sin embargo, no se puede afirmar esto
debido a que no se conoce acerca del comportamiento reproductivo del guayabillo.
Adicionalmente, una de las principales amenazas a la conservacion de las especies endémicas
y nativas es la introgresion con especies introducidas (Levin, D y otros, 1996). La hibridacion
entre especies nativas e introducidas puede ser comun, sin embargo es necesario realizar
estudios con marcadores moleculares para confirmar que este fenomeno es el que esta
ocurriendo (Curtis, C & Strong, D, 1997). Por lo tanto, es importante evaluar posibles
eventos de hibridacion entre la especie endémica P. galapageium y la especie invasora P.
guajava en las islas Galapagos.

En este estudio preliminar, mediante la utilizacion del método estadistico bayesiano
(Figuras 5 y 6), se encontr6 que no existen hibridos entre las dos especies (endémica e
invasora) en las localidades muestreadas de la isla San Cristobal. Sin embargo, en base a los
resultados obtenidos en varios estudios realizados en ecosistemas muy similares; no se
descarta la posibilidad de que si se den eventos de hibridacion en Galdpagos entre P.
galapageium y P. guajava. En la Isla Socorro, en México, se realiz6 un estudio que sirve
como base para entender la importancia de continuar analizando los eventos de hibridacién
entre la guayaba y el guayabillo en Galapagos.Enla Isla Socorro, se evalud la posibilidad de
que existan hibridos entre la especie endémica Psidium socorrense y Psidium. sp. aff.
sartorianum (una especie que presenta caracteristicas similares a la especie continental P.
sartorianum) utilizando marcadores moleculares RAPD y marcadores morfoldgicos. Se
realizaron varios analisis estadisticos como ANOVA, se obtuvo el indice de hibridacion
Anderson utilizando datos morfoldgicos y el indice de hibridos "maximum-likelihood"

utilizando el programa Hardig-Hybrid y se determino la existencia de hibridos (Lopez-
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Caamal, A y otros, 2014).0tro estudio realizado en la isla Maui en el archipiélago de Hawaii
evalué una poblacion de posibles hibridos entre la especie endémica Rubus hawaiensis y la
especie Rubus rosifolius. EI objetivo de este estudio era caracterizar de manera molecular los
eventos de hibridacion mediante la utilizacion de marcadores morfolégicos y marcadores
moleculares RAPD. Este estudio recalca el incremento en la frecuencia y los efectos
negativos de la hibridacion entre especies endémicas y especies no endémicas en ecosistemas
insulares (Randell, R y otros, 2004).

En el caso del guayabillo, para poder entender si han ocurrido o no eventos de
hibridacion se necesita estudiar y entender la biologia de la especie endémica. De acuerdo a la
informacién que se tiene, las épocas de floracion de la guayaba y guayabillo no son las
mismas,y esto podria ser la explicacion para no encontrar eventos de hibridacion entre estas
especies en Galapagos. Sin embargo, hacen falta estudios mas amplios sobre la biologia del
guayabillopara llegar poder concluir sobre este tema (Valdebenito, H, Comunicacién Personal

2016).

El analisis de eventos de hibridacion es un tema de profunda relevancia en el caso del
guayabillo y la guayaba en San Cristdbal debido a que las especies insulares tienen algunas
caracteristicas que promueven la hibridacion con especies cercanamente relacionadas (tamafio
pequefio de poblacidn, baja diversidad, aislamiento).En el caso del guayabillo, a pesar de no
tener una diversidad genética baja, es una especie endémica insular que esta cohabitando con
una especie invasora de su mismo género, y por lo tanto, podrian existir eventos de
hibridacion. Adicionalmente, en San Cristobal, se han encontrado individuos que
fenotipicamente son considerados hibridos entre guayaba y guayabillo (Valdebenito, H,
2016), por lo tanto, es fundamental realizar un analisis molecular en el que se incluya a estos

individuos.
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Las especies insulares tienen barreras genéticas débiles, por lo tanto, si existen
alteraciones en los ecosistemas, como introduccion de animales, introduccion de especies
invasoras, disturbios causados por el ser humano como tala de arboles, entre otros; es
probable que se den eventos de hibridacion entre especies endémicas y sus parientes cercanos.
La hibridacion entre especies endémicas y sus congeéneres cercanos puede amenazar a la
especie endémica a causa de la asimilacion genética si la otra especie es superior numérica o
reproductivamente (Lopez-Caamal, A y otros, 2014). Adicionalmente, la introgresion puede
causar la pérdida del pool genético de las especies parentales y en casos extremos, esto puede
causar la extincién de la especie endémica. Existen también efectos negativos a nivel
ecologico ya que los hibridos amenazan a la especie endémica ya que compiten por recursos.
En un estudio realizado en 1997 se encontr6 que la especie Spartina foliosa nativa de
California, forma hibridos con la especie introducida Spartina alterniflora en las marismas de
San Francisco. Se vio que los hibridos tienen mayor fitness y que causan la disminucion de la
diversidad genética de la especie nativa (Vila, M y otros, 2000).Debido al gran impacto de los
eventos de hibridacion sobre las especies endémicas insulares, es fundamental identificar de
manera correcta a los individuos hibridos. Por lo general, las caracteristicas morfoldgicas
intermedias entre parentales eran consideradas la primera evidencia de hibridacion, sin
embargo se requiere pruebas moleculares para la identificacion de hibridos (Curtis, C &
Strong, D, 1997).En el caso del guayabillo, a pesar de no haber encontrado eventosde
hibridacion en este estudio, se sugiere continuar estudiando la posibilidad de existencia de
posibles individuos hibridos. Se debe entender la biologia del guayabillo para comprender
mas acerca de los posibles sucesos de hibridacion, sin embargo, se explica en la teoria que las
especies insulares son mas propensas al cruzamiento que sus congéneres continentales porque
tienden a tener una diversidad genética mas bajay a tener barreras de cruzamiento mas debiles

(Kanupriya, P y otros, 2011. También se conoce que las plantas insulares suelen tener poca
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diferenciacion en la arquitectura floral y que esto facilita la polinizacion cruzada entre
especies (Levin, D y otros, 1996). La presencia de polinizadores no especializados también
contribuye a la polinizacién cruzada. Adicionalmente, en las islas tropicales, los periodos
largos de floracion también promueven la hibridacion (Levin, D y otros, 1996). Gracias al
conocimiento general acerca de los eventos de hibridacién de especies insulares, surge la
necesidad de entender los periodos de floracion del guayabillo, conocer sus polinizadores y
entender su biologia, para poder descartar o aceptar la posibilidad de hibridacion con la

especie invasora.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio preliminar acerca de la diversidad genética
del guayabillo son fundamentales ya que permiten tener informacion que sirve como
base para futuros estudios en este tema.

No es posible llegar a conclusiones definitivas sobre eventos de hibridacion,
diversidad genética ni estructura poblacional, debido a la falta de informacion acerca
de la biologia, distribucion, ecologia, entre otros, de la especie endémica.

Se obtuvo un porcentaje de transferibilidad de primers heter6logos de 39.1% vy fue
posible obtener informacion para 69 de los 77 individuos muestreados.

La diversidad genética que se encontrd para el guayabillo es moderada y es mas alta
que la diversidad de la guayaba en la isla. Se obtuvo un total de 25 alelos para los 7
loci analizados en los 69 individuos de guayabillo.

Los indices obtenidos permiten asumir que existe alto flujo génico (Fst) entre los
individuos de guayabillo y que no existe una correlacion entre la distancia genética y
la distribucion geografica (indice de Mantel).

No se encontrd6 una estructura poblacional para los individuos de guayabillo
analizados y se puede asumir que se trata de una sola poblacion con alto flujo génico y
pocos individuos.

No se encontrd la presencia de hibridos en la poblacién analizada, sin embargo se

sugiere continuar con los estudios sobre este tema.
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10. RECOMENDACIONES

Disefiar primers homdélogos para guayabillo.

Realizar estudios de diversidad genética del guayabillo en otras islas de Galapagos
para comparar con los resultados obtenidos en San Cristobal y poder tener una idea
mas clara de lo que ha sucedido con el guayabillo.

Realizar estudios acerca de la biologia del guayabillo para poder entender de manera
mas clara que es lo que esta sucediendo con esta especie.

Continuar con estudios de hibridacion de individuos de guayaba y guayabillo
incluyendo en el andlisis a los individuos que fenotipicamente son considerados
posibles hibridos.

Utilizar otros métodos de analisis estadistico (ANOVA, Anderson hybrid index,
maximum likelihood hybrid index) utilizados en estudios similares para evaluar los

posibles hibridos.
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12. TABLAS

o1

Tabla 1: Primers Microsatélites utilizados para la amplificacion de muestras de guayabillo

Loci

Secuencia de Primer (5-3)

T. de annealing
W)

No. de Alelos encontrados

Tamano encontrado
(pb)

mPgCIR 02

F: AGTGAACGACTGAAGACC
R:
ATTACACATTCAGCCACTT

56

3

204-211

mPgCIR 05

F: GCCTTTGAACCACATC
R:
TCAATACGAGAGGCAATA

56

152-189

mPgCIR 11

F:
TGAAAGACAACAAACGAG
R:
TTACACCCACCTAAATAAGA

61

239-245

mPgCIR 13

F:
CCTTTTTCCCGACCATTACA
R:
TCGCACTGAGATTTTGTGCT

55

210-223

mPgCIR 17

F: CCTTTCGTCATATTCACTT
R: CATTGGATGGTTGACAT

53

206-220

mPgCIR 18

F: TAAGCTGCATGTGTGC
R: ATGGCTTTGGATGAAA

53

209-224

mPgCIR 21

F:
TGCCCTTCTAAGTATAACAG
R:
AGCTACAAACCTTCCTAAA

57

153-168

Fuente: (Kanupriya, y otros, 2011)




Tabla 2: Parametros de diversidad genética obtenidos para individuos de guayabillo en 7
localidades de la isla San Cristobal, Galapagos.

52

No. Alelos | No. alelos | Heterocigosidad | Heterocigosidad | Indice de
Localidad diferentes, | privados | Observada Esperada Shannon
por
poblacion
Camino a 2.429 0 0.619+ 0.116 0.467 £ 0.030 0.467 +
Opuntias +0.202 0.030
Perimetral 2.857 0 0.629+ 0.081 0.540 £ 0.033 0.540 +
+0.261 0.033
Cerro Gato 3.000 1 0.377 £ 0.104 0.482 + 0.064 0.482 +
+0.218 0.064
Galapaguera | 2.857 1 0.527 £ 0.118 0.542 + 0.042 0.542 +
0.261 0.042
Centro de 2.429 1 0.571+ 0.146 0.429 +0.056 0.429
Reciclaje +0.297 +0.056
Cerro Verde 2.429 0 0.286 + 0.059 0.411 +0.054 0411+
+0.202 0.054
Las Goteras 2.714 0 0.297 £ 0.100 0.399+0.051 | 0.3990 =+
+0.184 0.051

Tabla 3: indices globales de diversidad genética obtenidos para las localidades muestreadas
de guayabillo en la Isla San Cristébal, Galapagos

0.761 +
indice de Shannon 0.033
Heterocigosidad 0.472 =
observada 0.043
Heterocigosidad 0.467 =
esperada 0.019
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Tabla 4: Distancias genéticas de Nei obtenidas para individuos analizados de guayabillo en la
Isla San Cristdbal, Galapagos

Camino a Cerro Centro de | Cerro Las
Opuntias | Perimetral | Gato Galapaguera | Reciclaje |Verde Goteras
Camino a
0.000 Opuntias
0.039 0.000 Perimetral
0.317 0.379 0.000 Cerro Gato
0.093 0.093 0.421 0.000 Galapaguera
Centro de
0.037 0.052 0.510 0.098 0.000 Reciclaje
0.381 0.460 0.122 0.357 0.535 0.000 Cerro Verde
0.192 0.252 0.305 0.142 0.209 0.239 0.000 | Las Goteras

Tabla 5: Valores FST obtenidos para individuos de guayabillo analizados en la Isla San
Cristdbal, Galapagos

Camino a Cerro Centro de | Cerro Las
Opuntias | Perimetral | Gato Galapaguera | Reciclaje |Verde Goteras
Camino a
0.000 Opuntias
0.018 0.000 Perimetral
0.127 0.127 0.000 Cerro Gato
0.038 0.033 0.132 0.000 Galapaguera
Centro de
0.022 0.028 0.192 0.047 0.000 Reciclaje
0.161 0.167 0.067 0.143 0.222 0.000 Cerro Verde
0.093 0.106 0.126 0.066 0.098 0.124 0.000 | Las Goteras

Tabla 6: Tabla comparativa de valores obtenidos para guayaba y guayabillo en la Isla San
Cristobal, Galapagos.

Porcentaje de Transferibilidad

NUmero total de alelos

Heterocigosidad

de Primers encontrados Esperada
Guayabillo 39.13 25 0.467
Guayaba 73.91 44 0.205
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13. FIGURAS
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Figura 1: Mapa de las localidades muestreadas en el sur de la isla San Cristobal, Galdpagos
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Factorial analysis: (Axes 1/2)

CADB WCRE  ,cRes

Figura 2: PCoA de individuos de guayabillo de la Isla San Cristébal, Galapagos. Grupo 1:
Cuadrantes 1 y 2 parte superior, individuos de la localidad Las Goteras (LGO), Galapaguera
(GAL) y Cerro Gato (CGA1l y CGAb5). Grupo 2: cuadrantes 2 y tres lado izquierdo,
individuos de la localidad Cerro Gato, Cerro Verde (CV), Galapaguera, Perimetral (Per),
Camino a Opuntias (Ca0), Centro de Reciclaje (CR). Grupo 3: Cuadrantes 1 y 4 lado
derecho, individuos de la localidad Las Goteras (LGO4), Galapaguera, Cerro Verde, Centro
de Reciclaje, Perimetral.
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Figura 3: Indice de Mantel para individuos analizados de guayabillo en la Isla San Cristébal,
Galapagos.
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Figura 4: Porcentajes de la Varianza Molecular obtenida para los individuos de guayabillo
analizados en la Isla San Cristobal, Galapagos



57

1.0a
0.20
0.60
0.40
0.20
0.00
1Camin0 a20puntias ’ ’ 5Centro defReciclaje ’
Perimetral Cerro Gato Galapaguera Cerro Verde Las Goteras

Figura 5: Gréfico de estructura poblacional del guayabillo utilizando un k 6ptimo de 2
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Figura 6: Gréafico obtenido para el andlisis de hibridos entre individuos de guayaba y
guayabillo utilizando k=2, se observa un grupo de individuos de guayabillo y otro grupo
separado de individuos de guayaba, no se observa la presencia de hibridos
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Figura 7: Grafico obtenido para el analisis de hibridos entre individuos de guayaba y
guayabillo utilizando k=3, se observa un grupo de individuos de guayabillo (rojo) y un grupo
de individuos de guayaba con dos posibles origenes, no se observa presencia de hibridos



Anexo 1: Planta de guayabillo de la localidad Las Goteras (Julio, 2014)

15. ANEXOS
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Anexo 2: Tabla de individuos muestreados de guayabillo en la Isla San Cristobal, Galapagos
con coordenadas de las localidades muestreadas.

Localidad \ Cadigo Coordenadas
Latitud Longitud

Centro de

Reciclaje CR1 -0.91207 | -89.579901
Centro de

Reciclaje CR2 -0.9120121 | -89.579862
Centro de

Reciclaje CR3 -0.9119175| -89.579827
Centro de CR4 -0.9125458 | -89.579878




Reciclaje
Centro de
Reciclaje CR5 -0.9125628 | -89.579758
Centro de
Reciclaje CR6 -0.9115341| -89.581581
Centro de
Reciclaje CR7 -0.9111664 | -89.583908
Centro de
Reciclaje CR8 -0.9111745| -89.584023
Centro de
Reciclaje CR9 -0.9115059 | -89.584068
Centro de
Reciclaje CR10 -0.911579 | -89.584876
Camino a
Opuntias CAO1 -0.9350845 | -89.548174
Camino a
Opuntias CAO2 -0.9352212 | -89.547388
Camino a
Opuntias CAO3 -0.9353468 | -89.546992
Camino a
Opuntias CAO4 -0.9352702 | -89.546958
Camino a
Opuntias CAO5 -0.9350514 | -89.545699
Camino a
Opuntias CAO6 -0.9352046 | -89.545731
Camino a
Opuntias CAO8 -0.9342111| -89.544113
Camino a
Opuntias CAQ9 -0.9358971 | -89.548826
Camino a
Opuntias CAO010 -0.9362969 | -89.548947
Perimetral PER1 -0.9319128 | -89.548232
Perimetral PER2 -0.9319551 | -89.548718
Perimetral PER3 -0.9319278 | -89.548896
Perimetral PER4 -0.9319709 | -89.549156
Perimetral PERS -0.9319878 | -89.54943
Galapaguera GAL1 -0.914594 | -89.434341
Galapaguera GAL3 -0.9146405 | -89.434361
Galapaguera GAL4 -0.9144531 | -89.434784
Galapaguera GALS5 -0.9143899 | -89.434775
Galapaguera GAL®G6 -0.9143391 | -89.434759
Galapaguera GALY7 -0.9143206 | -89.434648
Galapaguera GALS -0.9143102 | -89.434552
Galapaguera GAL9 -0.9142306 | -89.434502
Galapaguera GAL10 -0.9142159 | -89.434421
Galapaguera GAL11 -0.9145701 | -89.434904

60



Galapaguera GAL12 -0.9148845 | -89.435103
Galapaguera GAL13 -0.919467 | -89.435451
Galapaguera GAL14 -0.9198616 | -89.435697
Galapaguera GALI15 -0.9198606 | -89.435719
Galapaguera GAL16 -0.9197937 | -89.435724
Galapaguera GAL17 -0.9197952 | -89.435845
Las Goteras LGO1 -0.874977| -89.443852
Las Goteras LGO2 -0.8751622 | -89.443737
Las Goteras LGO3 -0.874699 | -89.443649
Las Goteras LGO4 -0.8752171| -89.444097
Las Goteras LGO5 -0.8746843 | -89.444258
Las Goteras LGO6 -0.8752883 | -89.444417
Las Goteras LGO7 -0.8844977 | -89.435706
Las Goteras LGO8 -0.8843089 | -89.43559
Las Goteras LGO9 -0.8843089 | -89.43559
Las Goteras LGO11 -0.8843089 | -89.43559
Las Goteras LGO12 -0.8859548 | -89.436327
Las Goteras LGO15 -0.8909334 | -89.43762
Las Goteras LGO16 -0.8912091 | -89.437536
Cerro Verde (GAVAN -0.8929473 | -89.437385
Cerro Verde CVv2 -0.9069489 | -89.441884
Cerro Verde CVv3 -0.9095748 | -89.441176
Cerro Verde CV4 -0.9096258 | -89.44114
Cerro Verde CV5 -0.9099089 | -89.440927
Cerro Gato CGAl -0.9241712 | -89.469949
Cerro Gato CGA2 -0.9242048 | -89.469541
Cerro Gato CGA3 -0.9242 | -89.469318
Cerro Gato CGA4 -0.9242337 | -89.468536
Cerro Gato CGA5 -0.9235926 | -89.466375
Cerro Gato CGA7 -0.9237929 | -89.471317
Cerro Gato CGA9 -0.9272276| -89.47121
Cerro Gato CGA10 -0.9273662 | -89.471291
Cerro Gato CGA1l -0.9280996 | -89.471266
Cerro Gato CGA12 -0.9226867 | -89.472683
Cerro Gato CGA13 -0.9232023 | -89.475314

61
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Anexo 3: Concentraciones y volimenes utilizados en la reaccién de PCR para amplificacion
de SSR de guayabillo

Concentracion Volumen por reaccién
Reactivo final (uh)
Agua PCR 13
Buffer 1X 2
MgCI2 2mM 0.6
PF 0.2mM 0.4
PR 0.2mM 0.4
BSA 1mg/L 2
dNTPs 200uM 0.4
Taq
Platinum 05U 0.2
ADN 20ng/ul 1
Total 20

Anexo 4: Programa de ciclado para amplificacién de SSR de guayabillo

NUmero de Temperatura
ciclos Paso °C Tiempo
Desnaturalizacién
inicial 94 4 minutos
30 Desnaturalizacion 94 45 segundos
Annealing 52-61 1 minuto
Extension 72 8 minutos

Anexo 5: Tabla de concentraciones de ADN extraido de muestras de guayabillo de siete

diferentes localidades en la Isla San Cristébal, Galdpagos

Nombre Concentracién

Localidad muestra ng/uL 260/280 |260/230
Centro

Reciclaje CR1 99.3 2.57 0.72
Centro

Reciclaje CR2 32.6 2.16 1.03
Centro

Reciclaje CR3 68.6 2.12 0.8
Centro

Reciclaje CR4 37.9 2.09 8.88
Centro

Reciclaje CR5 84.8 2.08 1.17
Centro

Reciclaje CR6 30.6 2.14 0.75
Centro

Reciclaje CR7 107.6 2.39 0.71
Centro CRS8 20 1.85 1.74




Reciclaje

Centro

Reciclaje CR9 182.5 2.38 0.83
Centro

Reciclaje CR10 133.3 2.49 0.73
Camino

Opuntias CaOl 55.7 2.68 0.57
Camino

Opuntias Ca02 38.1 2.43 0.85
Camino

Opuntias Ca03 20.2 1.86 0.72
Camino

Opuntias CaO4 36.1 4.55 0.29
Camino

Opuntias Ca05 43.7 2.39 0.57
Camino

Opuntias Ca06 20.1 3.9 0.3
Camino

Opuntias Ca08 280.1 2.32 0.81
Camino

Opuntias Ca09 438 2.13 1.17
Camino

Opuntias Ca0O10 199.8 2.33 0.8
Perimetral Perl 27.1 1.96 3.64
Perimetral Per2 170.7 2.05 1.65
Perimetral Per3 9.6 2.04 7.63
Perimetral Perd 339.8 2.47 0.86
Perimetral Per5 244.8 2.25 0.91
Galapaguera Gall 47.6 2.09 2.09
Galapaguera Gal3 26.2 1.7 1.75
Galapaguera Gal4 21.2 2.75 0.55
Galapaguera Gal5 15.4 1.94 0.85
Galapaguera Gal6 75.1 3.06 0.45
Galapaguera Gal7 113.4 1.99 1.62
Galapaguera Gal8 170.8 2.5 0.67
Galapaguera Gal9 118.7 2.31 0.7
Galapaguera Gal10 74.2 2.64 0.57
Galapaguera Galll 190.3 2.13 2
Galapaguera Gall2 255.6 2.42 0.76
Galapaguera Gall3 18.7 2.36 1.18
Galapaguera Gall4 -3 -2.99 0.07
Galapaguera Gall5 17.6 5.26 0.2
Galapaguera Gall6 67.7 2.69 0.63
Galapaguera Gall7 71.3 1.8 0.44
Las Goteras LGO1 25.4 2.01 0.98
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Las Goteras LGO2 442.9 2.35 0.98
Las Goteras LGO3 209.5 2.38 0.83
Las Goteras LGO4 50.2 2.41 0.82
Las Goteras LGOS 79.2 2.32 0.66
Las Goteras LGO6 164.7 2.37 0.92
Las Goteras LGO7 301 2.48 0.84
Las Goteras LGO8 359.7 2.26 1.03
Las Goteras LGO9 144.3 2.25 0.77
Las Goteras LGO11 6.1 141 0.5
Las Goteras LGO12 8.4 1.84 1.02
Las Goteras LGO15 26.5 1.25 0.86
Las Goteras LGO16 37.9 2.01 0.79
Cerro Verde CVv1 69.6 2.51 0.66
Cerro Verde CV2 35.1 2.47 1.02
Cerro Verde Cv3 24.9 2.6 0.78
Cerro Verde CVv4 25.1 2.65 0.69
Cerro Verde CV5 20.7 2.78 0.63
Cerro Gato CGal 63.5 1.96 1.08
Cerro Gato CGa2 20.9 2.47 0.95
Cerro Gato CGa3 33.4 2.58 0.67
Cerro Gato CGad 23.3 2.43 1.03
Cerro Gato CGab 7.5 1.78 -0.5
Cerro Gato CGa7 83.8 2.48 0.71
Cerro Gato CGa9 27.4 2.31 1.06
Cerro Gato CGalo 14.2 2.03 141
Cerro Gato CGall 35.6 2.57 0.6
Cerro Gato CGal2 314 1.82 1.38
Cerro Gato CGals 28.9 2.45 0.85
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Anexo 6: Foto gel acrilamida utilizando primer CIR05 para amplificar muestras de ADN de
guayabillo de la Isla San Cristébal,Galapagos




