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RESUMEN

Las especies invasoras son una potencial amenaza para ecosistemas por su capacidad de
reproducirse, extenderse, persistir en el tiempo y el posible desplazamiento de especies
endémicas que podria ocasionar su extincion. La guayaba (Psidium guajava) es un ejemplo de
una planta invasora de las Islas Galédpagos. La guayaba estd presente en cuatro islas: Santa
Cruz, San Cristobal, Isabela y Fernandina, posiblemente afectando a especies nativas, entre
ellas a su congénere endémico P. galapageium (guayabillo). Para entender el efecto de la
introduccién de la guayaba en Galapagos es importante conocer su diversidad genética. En
estudios anteriores se analizo la diversidad genética de la guayaba en las islas San Cristdbal y
Santa Cruz, donde se evidencié una baja diversidad genética (He=0,326 y He=0,362
respectivamente). El objetivo de este estudio fue conocer la diversidad genética y estructura
poblacional de Psidium guajava (guayaba) en la isla Isabela usando marcadores moleculares
tipo microsatélites (SSRs). Para ello, se analizaron 95 muestras provenientes de 16 localidades
de la isla utilizando 13 pares de primers homdlogos. De los 13 loci, 11 fueron polimorficos y
se encontrd un total de 40 alelos en toda la poblacion. Los resultados muestran una diversidad
genética baja (He=0.284). Por otro lado, no se observo una estructura poblacional definida. Las
distancias genéticas (Fst) obtenidas entre localidades muestran diferenciacion genética baja, lo
cual sugiere un alto flujo génico entre individuos. Esto podria deberse a la facil dispersion de
la guayaba y a actividades humanas que contribuyen al desplazamiento de la planta. Los
resultados encontrados coinciden con los obtenidos en San Cristobal y Santa Cruz, y los tres
estudios nos permiten entender de mejor manera el estado de la guayaba en las Islas Galapagos
y su posible impacto sobre el guayabillo. La historia de la colonizacién de las islas y los
resultados obtenidos en STRUCTURE sugieren que la poblacion de Isabela y San Cristébal
son dos grupos diferentes, mientras que santa Cruz tiene la contribucion de las dos poblaciones
con un aporte mayor de San Cristobal.

Palabras clave: diversidad genética, ecosistema insular, especie invasora, marcadores
microsatélites, Psidium guajava.



ABSTRACT

Invasive species are a potential threat to ecosystems because of their ability to reproduce,
spread, and persist over time and the possible displacement of endemic species. Guava
(Psidium guajava) is an example of an invasive plant of the Galapagos Islands. Guava is
present on four islands, possibly affecting native species, among them its endemic congener P.
galapageium (guayabillo). To understand the effect of the introduction of guava in the
Galapagos, it is important to understand its genetic diversity. In previous studies, the genetic
diversity of guava was analyzed in San Cristobal and Santa Cruz islands, where a low genetic
diversity was evidenced (He = 0.326 and He = 0.362 respectively). The objective of this study
was to determine the genetic diversity and population structure of Psidium guajava (guava) on
Isabela Island using microsatellite-type molecular markers (SSRs). For this purpose, 95
samples from 16 localities of the island were analyzed using 13 pairs of homologous primers.
Of the 13 loci, 11 were polymorphic and 40 alleles were found throughout the population. The
results show a low genetic diversity (He = 0.284). On the other hand, a defined population
structure was not observed. The genetic distances (Fst) obtained between localities show low
genetic differentiation, which suggests a high gene flow between individuals. This could be
due to the easy dispersion of guava and to human activities that contribute to the displacement
of the plant. The results coincide with those obtained in San Cristobal and Santa Cruz islands,
and the three studies allow us to better understand the state of guava in the Galapagos Islands
and its possible impact on guayabillo. The history of the colonization of the islands and the
results obtained in STRUCTURE suggest that the population of Isabela and San Cristobal are
two different groups, while both contribute to the Santa Cruz population, San Cristobal to a
higher degree.

Key words: genetic diversity, insular ecosystem, invasive species, microsatellite markers,
Psidium guajava.
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1. Introduccion

1.1 Ecosistemas insulares

Los ecosistemas insulares son prolongaciones de la corteza continental ubicadas en el mar.
Su origen tiene que ver con los movimientos de las placas tectonicas y con actividad volcénica
submarina. Son capaces de formar montafias conocidas como dorsales oceanicas y por
acumulacién de restos de corales, y de animales marinos muertos que forman rocas que
constituyen la base de las islas luego de miles de millones de afios (Rue, 1959). Las islas son
fragmentos de habitat natural donde las especies se han establecido y evolucionado en
comunidades separadas del continente. Este ecosistema contiene organismos procedentes del
continente y también propios de la isla, lo que constituye una biota diversa que puede ser unica

en el planeta, siendo de importancia critica para la biodiversidad (Lara, s.f).

Las islas se caracterizan por tener una biodiversidad alta, en ciertos archipiélagos los
habitantes dependen econémicamente de estas especies. A nivel mundial los ecosistemas
insulares son fragiles, se ha estimado que un 75% de especies animales (la mayoria aves) se
extinguieron en el siglo XVII. Actualmente el 11% de las especies insulares estan en peligro
de extincion. Las principales causas por las cuales los organismos en islas desaparecen son por
cambios climaticos, por una variabilidad en los quimicos del agua de mar, por la elevacion
observada y proyectada del nivel del mar y la frecuencia con la que ocurre, también se debe a
la intensidad de las tormentas, la reduccion en precipitaciones en ciertas regiones y por el
incremento de las temperaturas (INSULA, 2005).

La introduccion de especies por los seres humanos a ecosistemas insulares provoca cambios
negativos en este ambiente. Las especies que son consideradas invasoras en islas son aquellas
que tienen la capacidad de expandirse mas que las especies nativas, causando dafios
econdmicos o dafios en el ecosistema (Traveset & Santamaria, 2004). Los ecosistemas
insulares son mas vulnerables, ya que las especies endémicas no tienen mecanismos de defensa
contra las especies provenientes de otros lugares porque no hubo una coevolucion. Algunos
resultados de la introduccion de especies invasoras son: extinciones en tiempos cortos por la
competencia, degradacién de los ambientes, alteracion de los procesos y funciones ecoldgicas,
modificacion de los ciclos biogeoquimicos y afectacion de la calidad del agua (Grupo de

ecologia y conservacion de islas A.C, 2011).
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1.2 Las islas Galapagos

Las islas Galapagos se encuentran en el mar a 966 kildmetros de la costa del Ecuador, fueron
descubiertas el 10 de marzo de 1535. Desde el siglo 16 al 18 eran un refugio para piratas, y
también funcionaban como un centro ballenero. La biodiversidad de este ecosistema fue
descubierta con la visita de Charles Darwin en el afio 1835. Este cientifico realizd
investigaciones en el archipiélago, se dedico al estudio de los pinzones del lugar y se dio cuenta
que la forma de su pico cambiaba en cada especie dependiendo del lugar en el cual habitaban.
La informacidn recopilada sirvio de base para el desarrollo de su proyecto mas grande, el libro
denominado “El Origen de las Especies” (Tobar, 2001).

Las islas cuentan con una riqueza enorme de fauna y flora que no se encuentra en otro lugar.
Es un ecosistema que debe cuidarse para evitar la pérdida tanto de especies animales como
vegetales (Ministerio del Ambiente, 2018). La llegada del hombre y la domesticacién de
animales han afectado al archipiélago causando la desaparicidn de organismos. De acuerdo con
la Direccion del Parque Nacional Galapagos, se han extinto especies de plantas, tortugas y
mamiferos(Paucar, 2014). En estas islas existen alrededor de 3450 especies descritas, sin
embargo no se ha descrito toda la biodiversidad (MICSE, 2013).

La distribucidon de las especies depende de las caracteristicas biogeogréficas y del clima en
cada érea. Existen mas de 10.000 especies de animales en el archipiélago, entre organismos
endémicos e introducidos distribuidos en la zona litoral, arida, de transicién y himeda (lzurieta,
2014). Por otro lado, la flora de las islas se divide en plantas endémicas, nativas, introducidas-
cultivadas y las introducidas-no cultivadas. De acuerdo con datos reportados en el afio 2013 en
las Islas Galapagos se han encontrado aproximadamente 1581 especies de plantas vasculares.
Adicional a esta informacion, el estudio de plantas propias en el archipiélago demuestran que

560 especies son nativas, de las cuales 180 son endémicas (Jaramillo & et.al., 2017).

La conservacion de las especies permite la proteccion y mantenimiento de los ecosistemas
marinos y costeros para que los procesos evolutivos y ecoldgicos sigan dandose a través del
tiempo. Esto se complementa con la proteccion de los ambientes terrestres, de las comunidades,
de las especies de flora y fauna dependientes de los ambientes marinos para sobrevivir. Se trata
de preservar a los organismos endémicos, vulnerables, de importancia por su valor genético,
ecologico, turistico o intrinseco y se promueve la recuperacion de las poblaciones. Esto puede
lograrse mediante sistemas de manejo adaptativo y participativo que aseguren la proteccién
ambiental y la conservacion de los recursos naturales (Parque Nacional de Galapagos, 1998).
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Los proyectos de conservacion en las Galapagos se dan para proteger el patrimonio natural
tomando en cuenta criterios técnicos, cientificos y de desarrollo sostenible. La ratificacion de
esto se da en la Constitucion del Ecuador para el cuidado de la biodiversidad del archipiélago
(Ministerio del Ambiente, 2018). Para preservar este ambiente, se permite que exista poblacion
humana Unicamente en las islas Santa Cruz, San Cristdbal, Isabela y Floreana. Ademas se cred
el Parque Nacional Galdpagos y la Fundacion Charles Darwin en el afio 1959 para la
preservacion de los ecosistemas. La UNESCO lo declard Patrimonio Natural de la Humanidad
en el afio 1879, por ser considerado un paraje unico en el mundo (Tobar, 2001).

1.2.1 Area de estudio: Isla Isabela

La isla Isabela es la mas grande del archipiélago, su formacion se debe a 5 volcanes en
actividad, como es el caso de Wolf que viene a ser el punto mas alto de todas las Galapagos.
Hay evidencia de la existencia de un sexto volcén inactivo del cual solo existen restos, por lo
que se estima que en siglos pasados ocurrié un desastre natural que acab6 con la isla. El area
de Isabela (4588 km?) equivale al 60% de toda la superficie del archipiélago, esta ubicada entre
las islas Fernandina y Santiago. Es una de las cuatro islas que esta poblada. La poblacién
humana se ha asentado en Puerto Villamil en la zona Sur de Isabela y se dedica a la agricultura,
la pesca y al turismo. (Rengifo, 2011).

La vegetacion en la Isla Isabela esta dividida en diferentes zonas, dependiendo del lugar
geogréafico en el que se encuentra. La isla posee zona costera, z. arida, z. de transicion, z.
Scalesia, z. marrén, z. de Miconia y pampa zona. La zona costera permanece siempre verde y
la plantas poseen resistencia a la salinidad, a su vez esta zona se subdivide en manglar y seca.
La zona arida tiene bosques semi-desérticos formados por arboles y arbustos caducifolios, hay
cactus y liquenes. En la zona de transicion existen arboles de Scalesia pedunculata, esta area
es usada para fines agricolas y ganaderos. La zona marrdn es el intermedio entre Scalesia y
Miconia, los bosques son abiertos dominados por la planta llamada ufia de gato, también
abundan las epifitas, musgos, hepaticas y helechos. La zona de Miconia estd dominada por
arbustos con el mismo nombre, hay gran cantidad de helechos y hepéticas. Finalmente las
pampas se caracterizan por poseer helechos, hierbas y juncos (Galapagos Conservancy, 2018).
De acuerdo con estudios se determin6 que la mayoria de plantas son vasculares (261 especies).
El 82% de las especies descritas pertenecen a plantas introducidas, de las cuales un 50% son
ornamentales, 22% usadas para comida, un 5% como medicinales y 5% tienen varios usos

centradas principalmente en Puerto Villamil (Aldaz, 2008). En los ultimos afios este ecosistema
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ha sufrido cambios por las especies invasoras y se ha visto la necesidad de generar planes de
erradicacion para conservar tanto a los animales como a las plantas propias de la zona (MICSE,
2013).

1.3Especies invasoras en islas

Una invasion bioldgica se da cuando una especie es transportada a una nueva area donde
tienen la capacidad de reproducirse, extenderse y persistir en el tiempo. El transporte de
especies a un lugar en el cual no se encuentran naturalmente ha aumentado exponencialmente
y es asi que hay especies invasoras en casi todos los ecosistemas del mundo. EI movimiento a
nuevos lugares se da por diferentes motivos relacionados con valor econémico, ornamental o
incluso para actuar como agentes de control bioldgico o de restauracion de un ambiente
(Schittler & Karez, 2009).

Las especies que habitan en islas no poseen las mismas presiones selectivas que otras
especies, por ejemplo el pastoreo por herbivoros o por la presencia de depredadores. Por esta
razén una invasion biol6gica en una isla se da facilmente. Las islas se vuelven ecosistemas
vulnerables cuando ocurren invasiones, siendo el ser humano el principal causante de la
introduccidn de especies durante eventos de migracion. Los efectos que causan las invasiones
no son predecibles y su deteccién se da cuando el organismo ya se establecio, es decir cuando
ya es demasiado tarde para tratar el problema en la fase inicial, fase en la cual la invasora aun
se esta adaptando a nuevas condiciones de vida y el nimero de individuos es bajo (MICSE,
2013).

Cuando las invasiones ocurren las consecuencias son dafios a la biodiversidad, pérdidas
econdmicas, problemas sanitarios, entre otros (Grupo de ecologia y conservacion de islas A.C,
2011). El disturbio en las islas provoca una alteracion de los ciclos biogeoquimicos y en la
estructura de los niveles tréficos. Son competidores para las especies endémicas, algunos son
depredadores, parasitos y también suelen ser patdgenos. Esto provoca una disminucion en la
supervivencia de las especies nativas, hay un aumento en la vulnerabilidad de los organismos
y las poblaciones endémicas decrecen (Aguirre & Mendoza, 2009). En el archipiélago de
Galapagos la introduccion de plantas y animales ha ocurrido a partir del siglo XIX cuando los
primeros colonizadores pisaron estas tierras. Las especies introducidas han logrado colonizar
este territorio gracias a las actividades del hombre. La presencia de organismos invasores ha

traido efectos negativos en el archipiélago como la alteracion de caracteristicas ecoldgicas,
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cambios en las propiedades fisicas de los ecosistemas, afectacion al ciclo de nutrientes y en la
productividad vegetal (Mack & et.al., 2000).

Se han caracterizado alrededor de 1260 especies de plantas en las Galapagos, de las cuales
180 son endémicas (MICSE, 2013). Estas plantas evolucionaron hace 3 millones de afios con
una tasa de generacion de una por cada 10.000 afios. Se calcula que 750 plantas vasculares
fueron introducidas por el ser humano y el 90% de ellas se dio de manera provocada, esto
significa que 1,6 plantas por afio se establecieron en las islas. EI 90% son plantas Utiles para
las personas como las hortalizas, frutales, maderables, plantas medicinales y las ornamentales
(MICSE, 2013).

La cascarilla, mora y guayaba son ejemplos de especies invasoras capaces de crecer en zonas
donde no existian arboles, arbustos o trepadoras. Las herbaceas y pastizales se han aduefiado
de zonas con vegetacién endémica. El problema es muy grave en las zonas altas-himedas
pristinas, ya que hay cambios ecol6gicos que contribuye con la disminucion de poblaciones a

ritmo acelerado y causan problemas econdémicos a los agricultores (MICSE, 2013).

Las invasiones son dificiles de controlar y erradicar y cada invasion depende de la biologia
de la especie invasora, de su capacidad de adaptacion y de las caracteristicas del ecosistema
que ha sido invadido. Un factor que dificulta el control o erradicacion de invasiones de plantas
es cuando hay dispersores como animales herbivoros involucrados, ademéas depende de la
biologia de la especie invasora, de su capacidad de adaptacion y de las caracteristicas del
ecosistema que ha sido invadido. La presencia de especies introducidas hace que las especies
endémicas no tengan suficiente espacio para crecer y hay una competencia por los nutrientes.
Debido a todos los efectos negativos, se esta tratando de eliminar las especies introducidas para
recuperar bosques de plantas unicas de las Galapagos mediante planes de conservacion
(Renteria, Gardener, Panetta, Atkinson, & Crawly, 2012).

1.4 Especie en estudio: Psidium guajava

La guayaba (Psidium guajava) (Figura 1) es una especie frutal en forma de arbusto de color
verdoso perteneciente a la familia Myrtaceae. Es un arbol frondoso con una altura aproximada
de 5-6 metros en promedio, su tronco tiene un color verdoso- carmelita y esta cubierto de una
cascara escamosa. Tiene hojas elipticas, opuestas a las flores, los frutos son bayas de 9 cm
globoides y carnosos de sabor dulce (Castafio & Montes, 2014). Tiene un caliz persistente color

rosado-amarillento, un olor fragante, cascara amarilla y el fruto posee varias semillas redondas
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de 3 a 5 mm. Tiene una raiz radial y superficial, las plantas son hermafroditas y existen
cultivares naturales y artificiales. Esta planta se encuentra en México, Centroamérica,
Sudameérica, Brasil, Per(, Venezuela, Colombia, Las Antillas y el sur de Florida. Siglos atras
fue transportada hacia India, Asia y Africa. Su desarrollo se da en mas de 50 paises de clima
tropical (CONABIO, s.f). El origen de esta planta es incierto pero ha sido ubicada en
Mesoamérica, la propagacion fue realizada por los espafioles y los portugueses hacia los

trépicos donde se naturaliz6 con la ayuda de aves (CONABIO, s.f).

El fruto de la guayaba es conocido en todo el mundo y la produccién mundial es de alrededor
de 1,2 millones de toneladas por afio, siendo India y Pakistan los mayores productores con un
50% de la produccion mundial, seguido por México con un 25% Yy el resto corresponde
principalmente a Colombia, Egipto y Brasil (Pérez & et.al., 2015). La produccion inicia a los
4 afos de su germinacién y termina cuando la planta tiene un promedio de vida de 15 afios. La
cosecha se da cuando el fruto tiene un color verde-amarillento (Yam Tzec, Villasefior, & Soto,
2010). Uno de los usos méas importantes del fruto de la guayaba es la alimentacion, pero
también se utiliza a la planta para obtener madera y combustible, extraccion de colorante de
las hojas, como curtiente, como alimento para animales y como insecticida. La flor es melifera
y también es considerada medicinal. A pesar de ser ventajosa en ciertas zonas y areas de
diversos paises, también se la considera como invasora debido a su alta y rapida propagacion.
Puede reducir el desarrollo de otras especies, es capaz de colonizar sitios abiertos y aduefiarse
de bosques nativos. Los lugares mas afectados han sido Hawai, Galapagos, Zimbabue,
Australia y Nueva Zelanda (CONABIO, s.f).

1.4.1Psidium guajava como especie invasora

De acuerdo con datos histdricos la guayaba fue introducida en las islas Galapagos desde el
Ecuador continental en 1850 aproximadamente. Gracias a estrategias de adaptacion vy
supervivencia, la planta es considerada invasora (Key, 2004). Las areas donde crecen plantas
endémicas como el guayabillo, bosque lechoso, palo santo, matazarno, entre otros han sido
reemplazadas por cultivos y zonas ganaderas donde ha crecido y se ha establecido la guayaba
(Aldaz, 2008).

La guayaba es una planta invasora porgue tiene tasas de propagacién muy rapidas con una
facil dispersion en el suelo. Su propagacion puede ser vegetativa o por regeneracion de retofios
(CONABIO, s.f). Los animales como las aves pueden diseminar las semillas en islas en

espacios comprendidos por 1 hectarea aproximadamente. Esto depende del movimiento que
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tienen estos pequefios vertebrados que comprenden distancias cortas (Borrel, Brown, & Slater,
2011). Megaherbivoros como las tortugas también estan encargadas de la dispersion de
semillas de la guayaba. A pesar de que se mueven lentamente pueden recorrer distancias de
3260 metros aproximadamente permitiendo la dispersion de la planta (Blake & et.al.,
2012)Ademas el ser humano se encarga de su introduccién a nuevas zonas de cultivo y desde

ahi la guayaba ha logrado dispersarse y proliferar entre la flora silvestre (CONABIO, s.f).

La germinacion puede darse bajo condiciones fisioldgicas extremas, los principales vectores
de diseminacién de las semillas son las aves y mamiferos. Un estudio reciente en la guayaba
mostro que es una gran competidora porque mediante la alelopatia, que es un fenémeno en el
cual la planta afecta a otras mediante la liberacion de sustancias bioquimicas, hace que la
invasion pueda ser exitosa, gana territorio y desplaza a las especies nativas (Kawawa & et.al.,
2016). La presencia de la guayaba ha causado problemas en el ecosistema de las Galapagos
porque altera los paisajes, tapa la luz a otras especies, modifica el suelo y desplaza a los
organismos vegetales nativos. Su congénere el guayabillo (P. galapageium) al parecer ha sido
afectado por la presencia de la guayaba, ya que esta especie ha invadido zonas donde solo

crecia esta planta, afectando a su desarrollo y crecimiento (Aldaz, 2008).
1.5 Estudio de la diversidad genética

La diversidad genética se refiere a las variaciones heredables que se dan en cada organismo,
entre individuos de una poblacion y entre poblaciones pertenecientes a una especie. Son el
resultado de las diferencias que existen entre los alelos de un gen de los individuos de una
especie (CONABIO, 2009)

La diversidad de los organismos vivos se debe a cambios en las secuencias de ADN y
también depende de los factores ambientales. Esta variacion genética es evidente en cada
individuo perteneciente a cierta especie, ya que todos poseen diferencias en sus secuencias de
ADN. Esto se da por mutaciones generando el reemplazo de un nucleotido por otro, también
por inserciones o deleciones de fragmentos de ADN, o por una duplicacion, o por la inversion
de estos fragmentos (Universidad de los Andes, s.f). Las mutaciones pueden ser neutras si no
hay cambios en el metabolismo o en el fenotipo, o pueden ocurrir variaciones funcionales. Las
variaciones funcionales son cambios en los nucledtidos que afectan la composicion de las
proteinas generando otras funciones dentro de los procesos metabolicos, donde se puede

generar un beneficio o la proteina puede perder la funcionalidad. Los cambios mas importantes
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son aquellos que tienen que ver con proteinas involucradas en el desarrollo de ciertos estados
fisiolégicos (Wong & et.al., 2003).

La variacion genética permite que las especies evolucionen, entender todos los procesos
involucrados es importante para generar planes de conservacion y avances en genética
evolutiva, en salud publica, productividad agricola y en biomedicina (Pifiero & et.al., 2008).
La informacion que se obtenga del analisis genético de organismos puede servir para: hacer
una evaluacion de la capacidad de respuesta de las poblaciones y de las especies frente al
cambio ambiental, que puede ser natural o provocado por el ser humano de manera consciente
0 inconsciente; conocer los riesgos de la pérdida de especies, de poblaciones y de los recursos
genéticos que disminuyen la supervivencia de las poblaciones; saber la riqueza genética en un
area especifica y la distribucion en el mapa geogréfico; establecer estrategias de
aprovechamiento y de conservacién para poblaciones, especies y recursos genéticos; entender
cuéles son las causas que conllevan a la pérdida de diversidad genética; y/o evaluar las
consecuencias de la introduccion de especies invasoras, variedades mejoradas, variedades

modificadas genéticamente y plagas sobre poblaciones nativas (Pifiero & et.al., 2008).

Para conservar la variabilidad genética se debe partir de conocimientos de estructura
genética de las especies en investigacion. Es importante conocer los patrones de distribucion
de esta variabilidad entre las distintas poblaciones de una especie determinada. Esto se logra a
través de la aplicacién de métodos de analisis y cuantificacion de la diversidad. Para realizar
estos estudios, el nimero de los individuos analizados debe ser representativo de la poblacion
a la que pertenece y los marcadores genéticos analizados deben ser lo suficientemente
informativos como para realizar mapeo genético. La diversidad es analizada mediante el uso
de marcadores (es una sustancia utilizada como un indicador o para la identificacion de un
proceso 0 suceso dentro de un organismo) morfoldgicos, citogenéticos, biogquimicos y

moleculares (Elorrieta, 1993).

Los individuos de una especie no son iguales, siempre habra diferencias en su forma,
funcion y comportamiento. Las variaciones dentro de una especie permiten la evolucion, los
individuos que sobrevivan se reproduciran y transmitiran esto a su progenie (CONABIO,
2009). Los beneficios que trae tener una mayor variacion genética son altos indices de
supervivencia o tasas de crecimiento relativamente superiores. La resistencia a perturbaciones

en el ambiente es mayor durante el desarrollo de los organismos. Las poblaciones
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geneticamente variables poseen caracteristicas que les brindan una ventaja sobre poblaciones

con menor variacion genica que afecta a su adaptabilidad (Elorrieta, 1993).
1.5.1 Diversidad genética en islas

Los ecosistemas insulares son considerados espacios geograficos pequefios que pueden
poseer una alta cantidad de fauna y flora. Tienen una elevada proporcion de taxones endémicos
por lo que la preservacion de la diversidad genética y la prevencion de la extincion de especies
son importantes (Bramwell & Pérez, 1982). Investigaciones sugieren que las especies
endémicas en islas mantienen un nivel bajo de diversidad genética y una alta diferenciacion
genética entre poblaciones. En ciertos casos la diversidad genética puede variar entre
poblaciones pertenecientes a islas que se encuentran cercanas entre si, esto puede depender del
origen de los individuos colonizadores, ya que puede ser continental o de otras islas. Los
patrones de colonizacion e introduccion de plantas dependen de la distribucion de la poblacion
humana, de sus actividades y el tiempo de migracién en cada isla (Maki, Yamashiro, &
Matsumura, 2003).

La variacion genética en las islas se ve determinada por los efectos de la pérdida de
diversidad durante un evento de fundacion, por inmigraciones secundarias y por procesos de
mutacion. La seleccion natural también provoca la pérdida de variacién ya que los alelos
favorables afectan a la proporcion de heterocigotos. Ademas eventos como un cuello de botella
disminuyen significativamente el nmero de heterocigotos hasta en un 25% en una poblacion,

por lo tanto se reduce la variacion de alelos para un gen (Frankham, 1997).

La diversidad genética cuantitativa se correlaciona con el numero de heterocigotos dentro
de la poblacion y la supervivencia de la misma (a mayor heterocigotos mas probabilidad de
sobrevivir). El equilibrio en la frecuencia de los alelos es importante para mantener un nimero
adecuado de individuos con el pasar del tiempo. En las islas la diversidad es baja, dificultando
que las especies perduren de generacion en generacion (Frankham, 1997). La preservacion de
especies silvestres que se relacionan con plantas cultivadas y con especies Utiles para el ser
humano se lograria mediante preservacion in situ y con la creacion de bancos de germoplasma
(Bramwell & Pérez, 1982).



23

1.5.2 Diversidad genética en plantas invasoras

Las especies invasoras son reconocidas como una amenaza para la biodiversidad, y son una
preocupacion particular para los ecosistemas con especies endémicas. La distribucion y los
factores por los cuales ciertas especies logran invadir nuevos entornos ain no se conocen del
todo, por lo que saber su biologia es importante para su erradicacion (Tsutsui, Suarez, Holway,
& Case, 2000). Las especies invasoras tienen esta capacidad debido a que tuvieron un proceso
de evolucion relativamente rdpido. Esto hizo que las poblaciones sean genéticamente
dinamicas en el espacio y el tiempo. Las caracteristicas genéticas dentro de las poblaciones
impactan la capacidad de expansion. La seleccion natural y la deriva génica alteran la estructura
genética de las especies invasoras modificando la tolerancia que poseen y el comportamiento
en el nuevo entorno en el que se desarrollan e inducen cambios evolutivos en las especies

endémicas (Eunmi, 2002).

El éxito de la invasion se da por la varianza genética aditiva (son los efectos aditivos de los
genes sobre el fenotipo) que influye directamente sobre el fenotipo y es la causa principal del
parecido entre parientes, esto determina el nivel de heredabilidad en la poblacion y la respuesta
positiva a la seleccién mediante epistasis, que es la expresion de uno 0 mas genes que dependen
de la expresion de otro gen. Ademas puede darse una interaccion entre lo genético y ambiental,
donde los genotipos cambian si se pasa de un ambiente a otro (Moreno & et.al., 2002). La
hibridacion también ayuda a la invasion porque especies emparentadas pueden generar nuevos
individuos por compensaciones genéticas para obtener un nimero de genes equivalentes en
hembras y machos cuando el nimero de cromosomas es diferente entre los dos sexos (Sanchez,
2006). Otra factor involucrado en procesos de invasion es la accion de un numero pequefio de
genes y posiblemente un rearreglo genético mediante traslocaciones, que es una reubicacién de

genes en los cromosomas (Salamanca, 2007).

La seleccién natural y la deriva génica promueven el desarrollo de las especies invasoras
(en ciertos casos) porque mediante reproduccion diferencial las frecuencias alélicas cambian
de generacidon en generacion favoreciendo al establecimiento en ecosistemas que normalmente
no son favorables para su desarrollo, pero los eventos mas importantes que deben darse son:
seleccidn fuerte y cambios hereditarios porque estan involucrados con la tolerancia al invadir
nuevos habitats (incluye cambios fisiol6gicos) logrando adaptarse y crecer exponencialmente
(Eunmi, 2002).
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1.6 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son segmentos de ADN ubicados en un lugar especifico del
genoma y cuya herencia genética puede ser rastreada. Pueden ser genes o porciones de genoma
que tienen una funcion conocida o desconocida. Su uso es para “marcar” el comportamiento

de un gen o de la herencia de un caracter especifico (Universidad de los Andes, s.f).

Los marcadores moleculares son una herramienta importante en la biologia en campos como
la evolucidn, ecologia, bio-medicina, estudios de diversidad y en las ciencias forenses. Sirven
para ubicar y aislar material genético que es de interés en ciertas investigaciones. Con el uso
de técnicas moleculares se puede conocer el niumero de genes dentro de una poblacion
indirectamente si se analizan las proteinas o un estudio directo cuando se utiliza el ADN. Los
marcadores moleculares poseen la capacidad de identificar polimorfismos en un solo loci 0 en

varios de ellos, estos pueden ser dominantes o co-dominantes (Renteria M. , 2000).

Los marcadores permiten determinar las caracteristicas fisico-quimicas del ADN. La
herencia es explicada bajo las leyes de la genética, con esto se puede saber la variabilidad
genética y determinar las relaciones filogenéticas. Un uso de marcadores es el seguimiento de
genes de interés, se puede aumentar la eficiencia en cuanto a la seleccion de plantas y de
variedades para hacer mejoramiento genético y con esto se puede predecir los genotipos que se
desea obtener al realizar un cruzamiento basado en la informacién obtenida de los parentales
(conocimiento de sus rasgos mas importantes). Igualmente, los marcadores, sirven para la
identificacion de plantas por separado que poseen alelos de interés, se puede caracterizar genes
especificos encargados de ciertas funciones que le brindan adaptabilidad o ventaja frente otros

seres vivos (Rocha, 2003).
1.6.1 Marcadores SSRs

Los marcadores SSRs (Secuencias Simples Repetidas) o microsatélites son secuencias de
ADN que estan formadas por 1 a 4 pares de bases. Son unidades cortas repetidas o también
denominadas motivos basicos en tdndem en un alto ndmero. Estos loci estan en regiones
codificantes y no codificantes del ADN. Son neutros, codominantes con una alta tasa de
mutacion, haciéndolos polimorficos con un valor mayor al 90%. Los SSRs han sido
identificados en varias plantas y animales. Se los usa para estudios de variacién genética

intraespecifica e interespecifica y para el estudio de linajes y de sistemas reproductivos
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(Renteria M. , 2000). Los SSRs son abundantes dentro de los genomas de los eucariotas y

también algunos procariotas (Pico & Esteras, 2010).

Las secuencias SSRs estan definidas por el tipo de unidad que se repite y también por la
localizacion en el genoma. Se ha determinado que son muy frecuentes en peces, insectos y en
los mamiferos; en menor proporcion estan en las aves, los lepidopteros y las plantas. Poseen
una alta variacion que se evidencia en las diferencias de longitud entre los alelos pertenecientes
al mismo locus, las diferencias en la longitud se debe a que hay un namero diferente de
repeticiones del motivo de cada individuo. Tiene una tasa de mutacion 102y 10 representando
un alto polimorfismo relacionado con los errores producidos durante el deslizamiento de la

enzima polimerasa durante la replicacion de una region especifica (Picé & Esteras, 2010).

Estos marcadores genéticos presentan altas tasas de mutacion, sin embargo sus regiones
flanqueantes se encuentran conservadas por lo que sirven para la amplificacion especifica de
una determinada region. Se utiliza a los marcadores SSRs para realizar pruebas de paternidad,
en genetica forense, analisis de poblaciones, estudios de diversidad y la identificacion de
varietales, construccion de mapas genéticos y estudios de asociacion. Es una técnica molecular
que ha ido ganando terreno con el pasar del tiempo y que va de la mano de las genotecas
genomicas (coleccion de fragmentos de ADN superpuestos que sirven para la clonacion de un
vector que se induce en una célula huésped) de especies que sirve para aislar secuencias y genes
que son la base para estudios moleculares, también para la conservacion del genoma y estudios
de secuenciacion de ADN (Zerené, 2002).

Para este proyecto de investigacion se usaron 13 pares de primers homologos especificos
para las regiones microsatélites de Psidium guajava (Kanupriya, et.al; 2011) considerada
invasora en Galapagos, con el fin de analizar la diversidad genética y la estructura poblacional
de esta especie en la Isla Isabela. Los resultados encontrados en este estudio ayudaran a
entender como Psidium guajava logro establecerse e invadir zonas no cultivadas en Isabela

permitiendo relacionar los datos moleculares con la historia de colonizacion.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Determinar la diversidad genética y la estructura poblacional de la guayaba (Psidium

guajava) en la Isla Isabela, Galapagos mediante el uso de 13 marcadores SSRs.

2.20bjetivos Especificos

a. Analizar la diversidad genética de Psidium guajava en la isla Isabela de Gal&pagos.

b. Determinar si existe estructura poblacional de Psidium guajava en la isla Isabela de
Galapagos.

c. Conocer cuales son las fuerzas evolutivas como: endogamia, efecto fundador,
migracion y flujo génico que influyen en la poblacion de Psidium guajava en laisla
Isabela de Galapagos.

d. Realizar una comparacion de la diversidad genética de la guayaba entre las islas
Isabela, Santa Cruz y San Cristdbal.

e. Analizar la estructura poblacional de Psidium guajava en la Isla Isabela, Santa Cruz
y San Cristébal.

3. Area de estudio

Para la realizacion de este proyecto se usaron muestras de ADN extraidas de hojas
de guayaba que fueron recolectadas de 16 localidades en la isla Isabela: Barrio Loja, El
Mango, El Cura, Los Ceibos, Merceditas, VVolcan Sierra Negra, Cerro Gato, Cueva de
Sucre, Los Mellizos, EI Ocho, Ricardo Garcia, Los Tintos, Esperanza, San Joaquin,
Finca Morocho y Volcan Azufre (Figura 2).

La extraccion y cuantificacion del ADN proveniente de las hojas recolectadas se
realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular perteneciente al “Galapagos Science
Center” ubicado en Puerto Baquerizo Moreno. La dilucion del ADN, amplificacion de
los marcadores microsatélites, genotipado y andlisis de los datos obtenidos fue
realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco
de Quito, campus Cumbaya. La electroforesis capilar estuvo a cargo de Macrogen en

Seul, Corea.
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4. Justificacion

Las invasiones bioldgicas se dan cuando ocurre un transporte de ciertas especies a nuevas
areas donde tienen la capacidad de reproducirse, extenderse y persistir en el tiempo (Aguirre
& Mendoza, 2009). Las actividades del hombre como el transporte, comercio o turismo han
aumentado considerablemente la cantidad de especies exoticas con el pasar de los afos,
invadiendo ecosistemas y causando un desequilibrio de los mismos (Schiittler & Karez, 2009).

Las islas Galapagos poseen una gran cantidad de flora y fauna unicas en el mundo. Por esta
razén se quiere evitar dafios en los diferentes ecosistemas dentro del archipiélago causados
principalmente por la presencia de poblacion humana. Existe un alto porcentaje de organismos
endémicos que han sido amenazados por la introduccion de especies no nativas, causando la

extincion de animales y plantas propias de las islas (MICSE, 2013).

La guayaba es considerada una especie invasora dentro de las islas que se ha tratado de
controlar en los ultimos afios debido a que puede provocar alteraciones en el ecosistema y

posiblemente esté afectando a su congenere, el guayabillo (Psidium galapageium).

La isla Isabela posee el area méas grande de todo el archipiélago de Galapagos, ocupando el
60% del mismo, ya que es una fusion de los 6 volcanes méas grandes del lugar. La flora esta
compuesta de manglares y arbustos principalmente donde ha logrado proliferar la guayaba
causando una perturbacion en el ambiente lo que ha facilitado su germinacion y supervivencia
en zonas llamadas de Pampa y Scalesia. Se ha estimado que existe méas de 40.000 hectareas

(ha) de esta planta afectando a las especies endémicas al reducir su desarrollo (Key, 2004).

El estudio de diversidad genética de la poblacion de guayaba analizada en la Isla Isabela
puede ser informacion util que ayude a entender como la diversidad esta relacionada con la
adaptacion y proliferacion de especies vegetales invasoras en islas. En la actualidad es una
problematica creciente que requiere de la aplicacion de planes de proteccion, asi como también
la implementacion de planes de conservacion para las especies nativas. En base a los resultados
obtenidos se espera conocer los patrones de dispersion de la guayaba en la isla debido a la
presencia del ser humano, de sus actividades y de animales como aves y herbivoros que actlian

como dispersores naturales (Renteria & Buddenhagen, 2007).



28

5. Materiales

5.1 Material Vegetal

Los 95 individuos del estudio fueron recolectados de 16 localidades pertenecientes a la isla

Isabela. EI numero de individuos por zona varia y se tiene un minimo de 2 muestras por lugar

y un maximo de 12 (Anexo 1).

5.2 Extraccion de ADN de las hojas

Mortero y pistilo

Hojas de las muestras de guayaba recolectadas

Cama de arena Multi-Blok Heater (Thermo Scientific)
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)

Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1
Buffer de extraccion CTAB 2X

Isopropanol 100% (Merck)
Tris base 10 mM, EDTA 1 mM, pH: 8 (TE)

Tubos Eppendorf 1,5 ml

2 B-mercaptoetanol (Bio-Rad)
Etanol 70%

5.3 Cuantificacion y dilucion de ADN de guayaba

ADN extraido de la guayaba
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)
Ultra-Pure Distilled Water (GIBCO)

5.4 Electroforesis en gel de agarosa

Ultra Pure™ Agarose (Invitrogen)

TBE 1X (Tris-base acido borico- EDTA)
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)
Ultra Pure™ Distilled Water (GIBCO)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)
Ladder DNA 100 bp (Invitrogen)

Céamara de electrophoresis Enduro Gel WL (Labnet International)



5.5Amplificacion de las regiones microsatelites SSR mediante PCR

Fotodocumentador Gel Doc XR (BIORAD)

13 pares de primers SSR especificos para guayaba (Tabla 1)
Taq DNA polimerasa Platinum 5U/ul (Invitrogen)

Buffer PCR 10X (Invitrogen)
MgCl250 mM (Invitrogen)

Ultra Pure™ Distilled Water (GIBCO)

dNTP’s 10 mM (Invitrogen)
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Cola universal A marcada con fluoréforos: FAM, PET, NED y VIC (Invitrogen)

T100 Thermocycler (BIORAD)

5.6Armado de placas

MicroAmp® Optima 96-well reaction Plate (Invitrogen)

MicroAmp®8-Cap Strip (Invitrogen)

5.7Analisis de datos

Software GeneMarker ® (SoftGenetics LLC, 2012)

Software R-studio :
Paquete adegenet
Paquete ape
Paquete pegas
Paquete aded
Paquete diversity
Paquete hierfstat
Paquete ggplot2
Paquete ggfortify
Paquete cluster
Paquete devtools
Paquete poppr
Paquete ggord
Paquete pophelper
Software HP-RARE 1.0

Software STRUCTURE 2.3.4:

Structure Harvester



CLUMPP 1.1.2

Software BOTTLENECK 1.2.02
Software Coancestry

Software Arlequin 3.5

Software ArcGis

Microsoft Excel ®
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6. Métodos

6.1 Recoleccion de muestras

La salida de campo se llevé a cabo en el mes de julio de 2016, se muestre6 95 individuos
de P. guajava tomados de &reas accesibles a la recoleccion. Los individuos provienen de 16
localidades. Los arboles de los cuales se recolectaron las hojas (5 por individuo) estaban uno
cerca del otro, no habia una distancia considerable entre cada arbol, ya que el acceso de
muestreo era dificil. Existia demasiada vegetacion lo que impedia una recoleccion aleatoria de
los individuos. Se intent6 obtener un minimo de 3 muestras por localidad, sin embargo en
Cueva de Sucre y Ricardo Garcia solo se logro obtener 2 muestras debido a la escasez de la
planta. Las muestras fueron colocadas en hielo y transportadas hacia el “Galapagos Science

Center” en San Cristobal.
6.2 Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de las hojas jovenes recolectadas de acuerdo con el protocolo de Saghai-
Maroof (1984). Se tom6 25 mg de la hoja, antes de la maceracion el pistilo y el mortero fueron
desinfectados con etanol al 70%, se procedié a la trituracién del material vegetal. Se coloco el
material macerado en tubo eppendorf de 1,5 ml para afiadir CTAB y S-mercaptoetanol que
ayudaron a la precipitacion y desnaturalizacion de las proteinas del tejido vegetal. Se incubd
en la cama de arena a 62°C por 1 h, con agitacion cada 15 minutos. Terminado este tiempo se
afiadid cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, se dejo reposar por 20 min y se centrifug6 por 20
min a 13800 rpm. Esto separo las proteinas de los acidos nucleicos en fase acuosa, se recuperd
esa fase para transferirla en nuevos tubos eppendorf de 1,5 ml. Se afiadi6 el alcohol isopropilico
y se agitd, el ADN precipito luego de centrifugar por 5 min a 5000 rpm. Se observé un pellet
de ADN que se recupero al descartar el sobrenadante, se lavo con etanol al 70%, se elimin0 y
se dejé secar en la camara de flujo laminar. Como ultimo paso el pellet de ADN se re suspendid

en 50 ul de TE y se conservé a una temperatura de -20°C.
6.3 Cuantificacion de las muestras de guayaba

Las 95 muestras pertenecientes al estudio fueron cuantificadas utilizando

espectrofotometria en NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).
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6.4Preparacion de las muestras

Una vez que las muestras fueron cuantificadas se procedié a realizar diluciones con una

concentracion de 20 ng/ul. Las muestras fueron conservadas a -20°C.
6.5 Amplificacion de los microsatélites por PCR

Para la realizacion de las reacciones de PCR se us06 13 pares de primers que son especificos
para la guayaba y que fueron descritos en el estudio de Kanupriya et.al., 2011, demostrando
polimorfismos en investigaciones anteriores. Para la amplificacion de las muestras se uso el
protocolo de los 3 primers: el primer universal “forward” marcado con fluoréforo (VIC, PET,
FAM o NED), el primer “forward” especifico que ha sido modificado con una cola en su
extremo 5 que es complementaria a la secuencia del primer universal y el primer “reverse”
especifico. En los primeros ciclos de la PCR el primer “forward” con la cola se acaba, ya que
estd en menor concentracion, y para continuar con el proceso se incorpora el primer “forward”
universal marcado con el fluor6foro permitiendo la identificacion de los alelos cuando la

fluorescencia es detectada (Blacket & et.al., 2012).

Se realiz6 una estandarizacion de los primers utilizando pocas muestras por localidad para
establecer la temperatura de annealing y otras condiciones de PCR. Se realiz6 gradientes entre
50 a 65°C en un termociclador “T Professional Gradient Thermocycler”, luego los resultados
fueron observados en geles de agarosa al 1,5%. Con esto se determind la temperatura de

annealing y otras condiciones de PCR para cada par de primers (Tabla 2).

Se amplifico las 95 muestras con 13 loci microsatélites. Las reacciones de PCR se colocaron
en tubos eppendorf de 0,2 ml, el master mix se realiz6 a un volumen final de 30 ul. Se afiadi6
18, 55 ul de agua de PCR, 1X de buffer, 2 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP’s, 0,15 mM de
primer forward + cola, 0,5 mM de primer reverse, 0,5 mM del fluoréforo (VIC, PET, NED o
FAM), 1 U/ul de Taq Platinum con 3 ul de muestra diluida previamente a 20 ng/ul. Los primers
tuvieron un fluor6foro designado para ser amplificado con el numero total de muestras (Tabla
2).

El programa que se corrié para las muestras se realizo en termocicladores en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito que contenia los siguientes
pasos: 1. denaturacion inicial a 95°C por 15min, 2. denaturacion a 94°C por 30 segundos, 3.
annealing por 1 min 30 segundos con la temperatura designada para cada primer de acuerdo

con la estandarizacion mencionado anteriormente, 4. elongacion a 72°C por 1 min, 5.
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elongacion final a 72°C por 5 min. Los pasos del 2 al 4 fueron repetidos por 35 ciclos, para
obtener los resultados se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % (Anexo 2). Los

amplicones se guardaron a -4°C para luego ser enviados a genotipar.
6.6 Genotipado de las muestras de guayaba

Los amplicones fueron llenados en las placas de MicroAmp ® Optical, se colocé por pocillo
10 ul del producto de PCR, ya que cada uno de ellos tenia 4 reacciones diferentes pertenecientes
a 4 diferentes primers marcados con su respectivo fluoréforo. EI genotipado de las muestras se
realiz6 en Macrogen ubicado en Corea, mediante el secuenciador AB13130 Genetic Analyzer
de Applied Byosystems ©, a través de electroforesis capilar se obtuvo el genotipo de cada
individuo, es decir los alelos de acuerdo a cada par de primer usado (Analyzers, 2013). Luego
los resultados fueron enviados en formato .fsa que fueron analizados en GenMarker ® de
SoftGenetics LLC donde se pudieron observar el/los alelos para cada individuo del estudio para

los 13 loci microsatélites usados.

La determinacion de los resultados se dio mediante la observacion de picos con distintos
niveles de fluorescencia detectados por el secuenciador, con el software también se puede
determinar el tamafio en pares de bases de los alelos de cada individuo tomando en cuenta el
ladder de 500 L1Z como referencia (Luckau, 2013) (Anexo 3). Finalmente se realiz6 una matriz
en la cual se coloco los 95 individuos estudiados con los 13 primers y los alelos encontrados
para cada microsatélite que sirvio de base para elaborar los andlisis estadisticos (Anexo 4).

6.7 Analisis de datos

Luego de analizar los alelos observados en el Software GeneMarker ® se realizd una matriz
en Excel en la cual se coloco los 95 individuos de todas las localidades en una fila y los 13
primers en una columna. Los analisis se hicieron en el programa R (RStudio, 2016) donde se
uso6 un script que hace uso de los siguientes paquetes: devtools fue un paquete necesario para
facilitar el desarrollo y uso de paquetes en “R-studio” (RStudio, 2016), adegenet y popr
permiten una discriminacion de los componentes principales para la construccion de mapas
jerérquicos (“Genomic data”). Las observaciones se clasifican en grupos predefinidos dando
valores diferentes, si son bajos se requiere una reasignacion de grupo para obtener mejores
resultados (Jombart & et.al., 2010). El paquete ape analiz6 los datos para la simulacion y
construccién de arboles filogeneéticos a través del calculo de distancias genéticas que permite

hacer una comparacion mediante diversificacion (Paradis, 2012). Con el paquete pegas se
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realizd anélisis evolutivos y de poblaciones que sirvié de base para el AMOVA. El paquete
ade4 con datos ecologicos y ambientales usa el método euclidiano para determinar filogenias

y rasgos cuantitativos (Dray & et.al, 2017).

Con diversity se identificd indices de diversidad y abundancia de alelos (Kindt & Coe,
2005). El paquete hierfstat sirvio para determinar haploidia o diploidia de acuerdo al estadistico
F y con este la razon de verosimilitud G (Yang, 1998). El paquete ggplot2 junto a ggfortify y
ggord realizaron graficos en base a capas o “layers”, y la transformacion estadistica de los datos
para posicionarlos en un plano cartesiano (Chang, Field, & Wickham, s.f.). EI Paquete cluster
se usé para el célculo de agrupaciones jerarquicas acumulativas en los datos analizados
(RStudio, 2016).

El Software HP-RARE 1.0 sirvid para realizar el proceso de rarefaccion, a través del calculo
de la mediana para toda la poblacion analizada (95 individuos) de esta manera se elimina el
sesgo producido por la heterogeneidad en el nimero de muestras por cada subpoblacion el cual

permite el calculo de la riqueza alélica y el numero de alelos (Kalinowski S. , s.f.).

El Software STRUCTURE 2.3.4 sirvi0 para el analisis de la genética de poblaciones y para
realizar la estructura poblacional mediante inferencia bayesiana usando cadenas de Markov
tipo Monte Carlo que es un método de simulacion que permite la estimacion de frecuencias
alélicas (Gonzélez, s.f.), los resultados fueron procesados en “R-studio” usando el paquete
pophelper que discrimina poblaciones y determina la estructura a través de un grafico (Francis,
2018).

El Software BOTTLENECK 1.2.02 es una herramienta que detecta las reducciones
efectivas recientes en el tamafio de la poblacion a partir de los alelos encontrados en toda la
poblacion analizada (Montpellier, 2018).

Mediante Coancestry se analiz6 los niveles de parentesco entre los individuos del estudio

usando los valores del indice de Wang (Wang, 2011).

Con el software Arlequin 3.5 se hizo el analisis de varianza molecular para establecer de
donde proviene la mayor variacion genética y la prueba de Mantel para saber si existe una
correlacion entre las distancias geneticas y geogréaficas (Excoffier & Lisher, 2015).

El Software ArcGis permitio la realizacién de mapas de acuerdo a la ubicacion geografica

de los datos dentro de la isla (Geoinnova, 2017).
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7. Resultados

7.2Extraccion y cuantificacion de las muestras de P. guajava

Se logro extraer ADN de los 95 individuos de P. guajava pertenecientes a la Isla Isabela de
acuerdo con el protocolo descrito en la seccion 6.2. Mediante el Nanodrop 1000 (Termo Fisher
Scientific) se cuantificé cada muestra para estimar la calidad y pureza del ADN. En general las
concentraciones de ADN y su pureza estuvieron en los valores esperados para proceder con la
amplificacion (Anexo 5).

7.3 Estandarizacion de primers homologos para guayaba

Se probd los 13 pares de primers homologos especificos para guayaba, con el fin de
determinar las condiciones adecuadas de PCR y la temperatura de annealing en cada caso. En
su mayoria resulté ser de 55°C, excepto para 3 primers (Tabla 3). Adicionalmente, ciertas
muestras fueron amplificadas nuevamente con los 13 primers aumentando el tiempo de
extension de un minuto a dos minutos para obtener los resultados esperados. Todas las muestras

de guayaba fueron amplificadas y genotipadas de acuerdo al protocolo establecido.

7.4Amplificacion de los microsatélites por PCR y genotipado de las

muestras de guayaba

Al analizar los datos obtenidos, 11 de los 13 loci resultaron ser polimorficos. Los primers
mPgCIR13 y mPgCIR26 fueron monomorficos.

Para el analisis de los datos solamente se considerd los 11 loci polimérficos que dio un
numero total de 40 alelos, con un rango de 2 a 6 alelos por locus, un promedio de 3,63 alelos
por cada par de primer. Los mas informativos fueron mPgCIR7 y mPgCIR8 que presentaron 5

alelos, mientras que mPgCIR09 y mPgCIR22 tuvieron 6 alelos (Tabla 2).

Los primers mPgCIR11, mPgCIR21 y mPgCIR25 fueron los menos informativos ya que se

encontrd 2 alelos para cada par de primers (Tabla 2).
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7.5Analisis de datos

7.5.1 Diversidad alélica

Se analiz6é el nimero de alelos y de alelos privados por localidades y por subpoblacion
(Tabla 3 y Tabla 4). Los valores obtenidos por localidades mostraron que Los Ceibos y Volcéan
Sierra Negra tuvieron mayor riqueza alélica con 26 alelos. Existieron alelos privados en Barrio
Loja, Merceditas, VVolcan Sierra Negra y Finca Morocho, la ultima localidad mencionada tuvo
el mayor numero de alelos privados que fue de 2. Para entender mejor la diversidad genética
de la guayaba en Isabela se procedi6 a realizar subpoblaciones, de esta manera se puede estudiar
la diversidad genética a escalas méas grandes, ya que las localidades mas cercanas
geograficamente estarian formando un solo grupo, ademas al realizar estas agrupaciones se

trata de homogenizar el nUmero de muestras para evitar una pérdida de informacion.

Las subpoblaciones fueron realizadas dividiendo el plano cartesiano de la zona estudiada en
la isla Isabela desde noreste a sureste en partes iguales, cada cuadrante midié 2 km, en cada
uno de ellos se situaron las localidades méas cercanas formando los distintos grupos, esto dio
un total de 7 subpoblaciones (Figura 2). Para el analisis del nimero de alelos totales y privados
fue necesario el uso del Software HP-RARE 1.0 en base al método estadistico rarefaccion. Con
este software se estimo la cantidad de alelos que se espera tener en una muestra de tamafio
especifico (Kalinowski S. , 2005). El tamafio de la muestra fue de 12, este valor representa a la
mediana de toda la poblacion, ya que devuelve la tendencia central de los datos eliminando el
sesgo en los resultados y evita la pérdida de informacion (Morales, 2012). La subpoblacion de
la Zona Puerto Villamil tuvo la mayor cantidad de alelos con un total de 28, mientras que la
subpoblacion Fincas y Limite de la Zona Agricola tuvo el mayor nimero de alelos privados
que fue de 2 (Tabla 4).

7.5.2 Diversidad genética

La heterocigosidad observada (Ho) permite identificar el nimero de heterocigotos presentes
en la poblacion analizada (Cabrero & Camacho, s.f). Los valores para Ho en las localidades
estuvieron en un rango de 0,04 a 0,2, con un promedio de 0,104. Las localidades de Cueva de
Sucre, Finca Ricardo Garcia y Los Tintos fueron las que presentaron una Ho menor con un
valor de 0,045. Por otro lado El Ocho (Ho= 0,204) y Volcan de Azufre (Ho= 0,21) fueron las
que tuvieron valores mayores en heterocigosidad observada (Tabla 5).
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La heterocigosidad esperada (He) es la fraccion estimada de todos los individuos que
pueden ser heterocigotos para cualquier locus que se toma al azar (Cabrero & Camacho, s.f).
En la poblacion analizada se encontr6 una He en un rango de 0,03 a 0,36, con un promedio de
0,218. Los Tintos fue la localidad con el menor valor de He=0,0369, mientras que El Cura tuvo
un mayor valor igual a 0,3672. Los Tintos fue la Unica localidad en la que la He=0,0369 fue
menor a la Ho=0,045 (Tabla 5).

En las subpoblaciones, la Ho estuvo en un rango de 0,06 a 0,14, con un promedio de 0,103.
El Cura fue la subpoblacion que presento la menor Ho=0,0603 y Zona Puerto Villamil tuvo la
mayor Ho=0,137. Por otro lado la He con una rango de 0,13 a 0,37 y un promedio de 0,26.
Esperanza, Los Tintos y Cerro Grande (ETC) tuvo la menor He=0,1321 y El Cura obtuvo la
mayor He=0,367. La He fue mayor que la Ho en las 7 subpoblaciones (Tabla 6).

7.5.3 Diferenciacion genética

La diferenciacion genética fue determinada con las distancias genéticas Fst. Se obtuvo una
mayor distancia entre la subpoblacion de la Zona de Puerto Villamil y ETC (0,13384), mientras
que la menor distancia es entre Fincas y Limite Zona Agricola con Los Mellizos (0,0035)
(Tabla 7).

Al analizar la distancia Fst global por subpoblacion (0,040) y por localidad (0,028) se
demostré que hay una poca diferenciacion genética discernible entre las subpoblaciones. Esto
quiere decir que hay un menor efecto de la deriva génica, por lo tanto hay una menor

diferenciacion genética entre las poblaciones analizadas.
7.5.4 Estructura poblacional

El andlisis de la varianza molecular o AMOVA determind que la variacion genética
proviene principalmente dentro de las subpoblaciones con un 62,44%. El resto proviene entre
individuos con 34,96% Yy entre poblaciones con 2, 60% (Figura 3).

El arbol de “Neighbor Joining” basado en las distancias genéticas de Nei demostré que los
individuos pertenecientes a la subpoblacion de ETC, El Cura y Zona Puerto Villamil poseen
mayores distancias genéticas con respecto al resto de subpoblaciones (Figura 4).

El anélisis de coordenadas principales (PCoA) elaborado a partir de las distancias genéticas
euclidianas mostré que todos los individuos analizados estan mezclados entre si, sin embargo

se sugiere la formacion de 3 grupos (Figura 5).
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El software STRUCTURE utiliza un método de asignacion bayesiana para estimar las
frecuencias alélicas utilizando cadenas de Markov tipo Monte Carlo hasta encontrar el K que
mejor se ajusta a los datos (Sim, s.f). Con esto se determina si la poblacién tiene estructura. Se
establecio un rango de K de 1 a 4, donde K=2 (AK=27,49) fue el que mejor se ajusto. La Figura
6 demuestra que existen dos lineas ancestrales que contribuyen a la genética de todos los
individuos de todas las subpoblaciones. El linaje en color morado contribuye en mayor cantidad
en las subpoblaciones de la Zona del VVolcan, Zona Puerto Villamil y EI Cura, mientras que el
linaje verde contribuye en gran medida a individuos pertenecientes a Los Mellizos, ETC,
Fincas y Limite Zona Agricola y la Zona Agricola Centro.

7.5.5 Nivel de parentesco y endogamia

Se utiliz6 el Software “Coancestry” para el andlisis del nivel de parentesco entre los
individuos estudiados, para esto se utilizé el método de Wang que permite hacer un analisis
molecular pareado de las muestras en cada grupo establecido para determinar si existe similitud
genética entre ellos que puede ser explicado por endogamia (Wang, 2011). Los valores
positivos indican que los individuos posiblemente estén emparentados, mientras que los

negativos determinan que no estan emparentados.

El coeficiente global de ancestro fue de -0,477. En la comparacion la mayoria de
subpoblaciones presentaron valores negativos, excepto entre Los Mellizos con ETC y ETC con
Fincas y Limite de Z. Agricola. El analisis entre individuos de la misma subpoblacion mostrd

que Los Mellizos y ETC presentaron valores positivos (Tabla 8).

7.5.6 Endogamia, efecto fundador, migracion y flujo génico que influyen en

la poblacién de guayaba en la Isla Isabela

El indice de endogamia (Fis) fue mayor a cero dentro de las localidades (0,6101) y dentro
de las subpoblaciones (0,6227). Las estimaciones a través de “likelihood” mostraron que la
mayoria de individuos de guayaba en Isabela poseen un coeficiente F (promedio) entre 0,3 a
0,6 en una distribucion cercana a la normal. Sin embargo, esta distribucion se ve alterada por
valores de F mayores a 0,6; ya que 32% (30 individuos) de la poblacion total tuvo valores F
entre 0,7 y 0,8. Estos individuos generaron una distribucion binomial, lo que sugiere que esta

proporcién de la poblacion posee altas tasas de endogamia (Figura 7).

Para determinar si en la poblacion analizada de guayaba existio un efecto fundador se usé

el software BOTLENECK, con la prueba no paramétrica de Wilcoxon, el programa considera
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dos modelos mutacionales: Stepwise Mutation Model (SMM) y Two-Phase Model (TPM). El
resultado determind que siguiendo el modelo SMM existe una deficiencia de heterocigosidad

(prueba de una cola), el valor obtenido fue de 0,0105 que es menor al valor p (Tabla 9).

7.5.7 Comparacion de la diversidad alélicay genética de la guayaba en la Isla

Isabela, Santa Cruz y San Cristdbal

El ndmero de alelos totales y alelos privados para las 3 islas necesitd ser corregido por
rarefaccion. La isla Isabela tuvo una mayor cantidad de alelos con un total de 22, seguida por
Santa Cruz con 21 y San Cristobal con 20. En cuanto a los alelos privados la poblacion de
Isabela fue la Unica que tuvo estos alelos que fueron 4 (Tabla 10).

En cuanto a los valores de heterocigosidad, la He estuvo en un rango de 0,28 a 0,37.
Mientras que la Ho entre 0,10 a 0,21. La He fue mayor en la isla Santa Cruz con un valor de
0,3647. Para las 3 islas la Ho fue menor que la He (Tabla 11).

7.5.8 Diferenciacion genética en las 3 islas

Los Fst calculados indicaron que la mayor diferenciacion genética se dio entre la Isla Isabela
con Santa Cruz con un valor de 0,09033. La menor diferenciacion genética fue entre Santa
Cruz y San Cristobal con 0,04365, sin embargo son valores cercanos a cero, lo que indica una
falta de diferenciacion entre las islas estudiadas. Esto se comprueba con el Fst global obtenido

(0,1416), ya que también fue cercano a cero (Tabla 12).
7.5.9 Estructura poblacional en las 3 islas

El analisis de varianza molecular para las 3 islas demostré que el aporte proviene
principalmente dentro de las subpoblaciones con un 45,37%, seguido de entre individuos entre

poblaciones con un 41,94% vy el 12,67% entre poblaciones (Figura 8).

El anélisis del arbol de Neighbor Joining determind que los individuos de la Isla Isabela
poseen la mayor de distancia genética si se comparan los 3 grupos, seguido por Santa Cruz y
San Cristobal (Figura 9).

El andlisis de coordenadas principales realizado para las 3 islas demostr6 que hay una
separacion evidente entre los individuos de Isabela y San Cristobal, mientras que los individuos

de Santa Cruz se encuentran entre los de Isabela y San Cristébal (Figura 10).

Se analizd las poblaciones de las 3 islas en STRUCTURE para determinar si existe 0 no

estructura en cada isla. Los resultados demostraron que existe la contribucion de dos linajes
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(K=2) con un AK=249 que fue el valor mayor en un rango de K de 1 a 4. Al observar el grafico,
en San Cristobal el linaje de color salmén es el que predomina sobre el linaje de color verde.
En Isabela existe la contribucion de los dos linajes, pero el que mas contribuye es el linaje en
color verde. En Santa Cruz sucede lo contrario, el linaje que contribuye en mayor medida es el

de color salmén (Figura 11).
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8. Discusion

8.2Diversidad alélica

Para los individuos de guayaba en la isla Isabela se encontrd un total de 40 alelos, con un
rango de 2-6 alelos por locus. Existié un total de 3 alelos privados. La correccion por
rarefaccion demostrd que si hay un cambio significativo en el nimero total de alelos y en los
alelos privados, esto quiere decir que la heterogeneidad en el nimero de muestras por localidad
afectd a la diversidad (Tabla 3).

El nimero de alelos encontrados en la isla Isabela es alto si se compara con el estudio en
Cuba de la misma planta, se encontrd un total de 34 alelos con un promedio de 4,57 alelos por
cada locus (Valdés & et.al., 2007). A pesar de que la isla de Cuba tiene mayor superficie que
Isabela, la mayor cantidad de alelos en la Gltima isla puede deberse a que se analizé una mayor
cantidad de individuos, ya que en el estudio de Cuba solamente fueron analizados 34
individuos, mientras que en Isabel se analizaron 95. Esto sugiere que hay una mayor posibilidad
de encontrar mas riqueza alélica. EI nimero de alelos privados encontrados en la poblacion de
guayaba en la Isla Isabela es un valor bajo, pero puede ser un indicador de varias introducciones
a la isla, ya que los multiples origenes que posiblemente tenga la poblacion en la isla estaria

contribuyendo en su diversidad genética (Hagenblad, et.al.; 2015).
8.3Diversidad genética

En el andlisis de la frecuencia de heterocigotos los resultados obtenidos fueron He= 0,2842
y la Ho=0,104, donde la Ho es menor a la He (Tabla 5 y Tabla 6). Esto quiere decir que existe
una deficiencia de heterocigotos en la poblacion (Herndndez & et.al., 2009). La diversidad
genetica baja puede ser explicada por las formas de reproduccion de la guayaba y por el efecto
fundador.

La guayaba posee reproduccion sexual (autopolinizacion) y asexual (propagacién
vegetativa). La autopolinizacion es un proceso en el cual el polen cae a los estigmas de la
misma flor (Trujillo, 2004). La guayaba posee flores perfectas lo que ayuda a la
autofecundacion, por lo tanto hay la posibilidad del incremento de homocigotos. Valores
medios y bajos en heterocigosidad también fueron obtenidos en el estudio realizado en Cuba y
sugieren la autopolinizacién como un factor que contribuye a un alto nUmero de homocigotos
(Valdés & et.al., 2007). La propagacion vegetativa es la obtencion de una nueva planta a partir

de células, tejidos u drganos de una planta madre. Este mecanismo disminuye la diversidad
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genética de una poblacion, ya que estos individuos son genéticamente iguales (Malkum, 2015).
Las plantas de guayaba tienen la capacidad de propagarse mediante acodos aéreos, brotes de
raiz, estacas, injertos y rizomas lo que reduce la posibilidad de tener diversidad entre los
individuos (CONABIO, 2009).

El efecto fundador también es un factor que afecta a la diversidad genética. Las primeras
plantas que llegan a una isla son pocas y tomadas al azar de la poblacion continental, esto
disminuye la posibilidad de introducir una gran cantidad de heterocigotos, y una gran parte de
la diversidad de la poblacion ancestral se pierde durante la colonizacion de una isla (Stuessy &
et.al., 2014) (Frankham, 1997). Si la poblacién colonizadora es pequefia, la diversidad también
lo seré al ser comparada con la poblacién original (Stuessy & et.al., 2014).

Debido a que no se ha hecho un estudio de diversidad genética de Psidium guajava en
Ecuador continental, se compar6 los datos obtenidos con estudios de diversidad de la guayaba
en ecosistemas continentales en los cuales también se usaron marcadores microsatélites.
Kanupriya, et.al. 2011 y Da Costa y Forni, 2006 realizaron estudios en guayaba utilizando
marcadores microsatélites en la India y Brasil respectivamente y obtuvieron He superiores a la
reportada para este estudio. En el caso de los individuos analizados en India el valor fue de
0,824, mientras que para las muestras de Brasil fue de 0,733. Por lo tanto se sugiere que la

diversidad de genes en islas es menor que en poblaciones del continente.

Se comparo6 la diversidad de guayaba como especie invasora en la Isla Isabela con otras
especies que también son invasoras en ecosistemas insulares. Cortaderia jubata y C. selloana
en Nueva Zelanda (Houliston & Goeke, 2017) y Miconia calvescens situada en las islas del
Pacifico (Le Roux & et.al., 2010) poseen una diversidad genética baja como se esperaba. Pero
Senesio madagascarensis (Le Roux & et.al., 2010) y Paraserianthes lophantha (Thompson &
et.al., 2016) en Hawai muestran niveles més altos de diversidad genética que son inesperados
para una poblacion invasora en islas. Para la guayaba en Isabela, el valor de la diversidad estuvo
en un rango intermedio al compararse con las especies mencionadas. Los resultados
encontrados son variables lo que sugiere la presencia de varios factores que afectan a la
diversidad genética en una poblacion invasora. Estos incluyen el nimero de introducciones, la
biologia de las especies, la geografia de los ecosistemas que han sido invadidos y el efecto
fundador de la planta (Stuessy & et.al., 2014) (Hagenblad & et.al., 2015).
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8.4Diferenciacion genética

El indice de fijacidn (Fst) es un valor estadistico que evalUa el nivel de diferenciacion
genetica entre las poblaciones analizadas (IPGRI; Cornell University, 2004). Los valores
obtenidos de Fst entre localidades (0,028), entre subpoblaciones (0,0420) y los Fst “pairwise”
(Tabla 7) indicaron que hay una falta de diferenciacion genética, ya que fueron cercanos a cero.
Esto sugiere un alto flujo génico entre las subpoblaciones que puede darse por el movimiento

de los dispersores.

Ciertas aves como los cucuves (Nesomimus sp.) y pinzones (Geospiza fuliginosa.) se
alimentan de la guayaba. A pesar de esto poseen una digestion rapida y sus areas de vida son
reducidas (no sobrepasan el kilometro cuadrado) (Buddenhagen & Jewell, 2006). Esto quiere
decir que las aves no contribuyen en gran medida con la dispersion de la guayaba en la isla
Isabela. Ademas la mayoria de especies de pinzones no utilizan los arboles de la guayaba para
alimentarse de sus frutos. Los usan para caminar, descansar y también para cortejarse (Herrera,
2013).

Se sugiere que los principales dispersores de P. guajava en la Isla Isabela son los reptiles,
animales domeésticos y el ser humano. Especies de reptiles como lagartija de lava (Microlophus
bivittatus) y tortugas de galapagos (Chelonoidis nigra) han demostrado cierta preferencia por
los frutos de guayaba por su sabor y textura (Heleno & et.al., 2013). Las semillas mas comunes
encontradas en las excretas de estos animales eran de guayaba. La digestion de estos reptiles
es mas lenta que en las aves, por esto las semillas pueden ser retenidas en su organismo
aproximadamente 12 dias, en este tiempo tienen la capacidad de recorrer grandes distancias

ayudando a la dispersion de esta especie (Blake & et.al., 2012).

Dentro de los animales domésticos, se sugiere que el caballo es el principal dispersor de
semillas de guayaba dentro de la Isla Isabela. Estos animales son movidos de un lado a otro a
través de la zona agricola para que se alimenten y descansen, lo que contribuye al movimiento
de P. guajava. Se ha encontrado semillas en las excretas de las vacas, pero al ser rumiantes
verdaderos podria existir una degradacion del material vegetal impidiendo la germinacion, en
cambio en el caballo esto no ocurre. Adicionalmente se ha evidenciado que la germinacion de
las semillas en las heces de caballo es mejor que en la de ganado vacuno por su alto contenido
de nitrogeno, permitiendo el desarrollo y el crecimiento de las plantas de guayaba (Herrera,

2013). Otro importante dispersor es el ser humano, gracias a sus actividades comerciales en
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toda la zona poblada contribuye con la dispersion y el flujo génico encontrado en Isabela
(Lundh J. , 2004).

8.5Estructura poblacional

Los resultados del andlisis de la varianza molecular (AMOVA) demostraron que la
variabilidad proviene principalmente dentro de las subpoblaciones con un 62,44% (Figura 3).
Esto sugiere que las subpoblaciones no estan altamente diferenciadas (Sanabria & et.al., 2008),
lo cual se corrobora con los Fst encontrados. Los resultados sugieren un alto flujo génico entre
las subpoblaciones.

El dendrograma basado en las distancias genéticas de Nei sugiere que los individuos
pertenecientes a ETC, El Cura 'y Zona Puerto Villamil poseen mayores distancias genéticas en
comparacion con el resto de subpoblaciones (Figura 4), sin embargo en el PCoA todos los
individuos de todas las subpoblaciones se encuentran mezclados entre si, esto sugiere que hay
flujo génico en toda la poblacion analizada. En el PCoA se evidenci6 la formacion de 3 grupos,
cada uno de ellos acoge a individuos de todas las subpoblaciones. Esto podria ser explicado
por el movimiento de dispersores ocasionales en ciertas areas que tienen la capacidad de
moverse largas distancias cuando se dan condiciones ambientales inusuales. Debido al cambio
de las condiciones climaticas, como el aumento de temperaturas o una mayor frecuencia en las
tormentas, afectaria a los seres vivos que habitan en las islas limitando el acceso a ciertos
alimentos, por lo tanto herbivoros que usualmente no se mueven largos trayectos ni se
alimentan de guayaba tienen que conseguir este fruto lo que los obliga a desplazarse entre
ciertas areas, provocando eventos raros de dispersion que ocurren ocasionalmente (Slatkin,
1994). Es necesario un estudio aparte que brinde la informacion requerida en base a
estimaciones de la frecuencia con la que se dan estos sucesos que complemente los resultados

obtenidos en este trabajo.

Los resultados encontrados siguen corroborando la existencia de flujo génico dentro de la
poblacién de guayaba analizada en la isla Isabela. No existe un agrupamiento geogréafico de los
individuos. Al sugerir alto flujo génico, la poblacién de Psidium guajava establecida en la Isla
Isabela puede mantener la cantidad de heterocigotos, lo que contribuye a su resistencia a
cambios ambientales, otras plagas, enfermedades y proliferacion a nuevas zonas (no cultivadas)
dentro de la isla (Pérez & Legaria, 2007).
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La estructura poblacional calculada a través del uso del programa STRUCTURE, determind
que existe la contribucion de dos linajes (AK=27,49). No existe una estructura poblacional
definida, ya que las dos lineas ancestrales estan contribuyendo para las 7 subpoblaciones. Se

sugiere 2 0 mas introducciones de germoplasma (Figura 6).

La estructura de poblaciones esta relacionada con la variabilidad genética. La falta de grupos
definidos en la isla tiene que ver con la variacion genética dentro de cada subpoblacion
(Rimieri, 2013), sustentando lo encontrado en AMOVA donde la mayor variacion génica
proviene dentro de las subpoblaciones. EI mantenimiento de la variabilidad puede ser explicado
por la reproduccion cruzada que mantienen ciertos individuos dentro cada subpoblacién
analizada que le dio la ventaja de mantenerse para luego expandirse a nuevos lugares (Tsutsui,
Suarez, Holway, & Case, 2000).

8.6Nivel de parentesco y endogamia

La endogamia presente en el 32% de la poblacion de Psidium guajava puede ser explicada
por el nivel de parentesco existente entre individuos de Los Mellizos, esto también ocurrié en
ETC. Existi6 una relacién cercana entre individuos de Los Mellizos y ETC, y entre individuos
de las Fincas y Lim. Zona Agricola con ETC (Tabla 8). El indice de Wang fue calculado
mediante el software “Coancestry” que hace un analisis pareado para detectar individuos que
presentan una mayor similitud genética (Wang, 2011). En este caso los individuos de las
subpoblaciones mencionadas tuvieron valores positivos. En cambio el resto de comparaciones

pareadas resulté en nimeros negativos lo que indica que no existe parentesco.

La relacion cercana entre los individuos que conforman la subpoblacion de ETC y los
individuos que forman a Los Mellizos puede explicarse porque la mayoria de individuos se
autofecundo6 o por una reproduccion cruzada con los mas cercanos geograficamente, ya que
estas subpoblaciones se encuentran un poco distantes del resto (Figura 2). Por otro lado el
parentesco entre plantas de ETC con las de Fincas y Lim. Zona Agricola sugiere que la cercania
geografica existente entre estas dos subpoblaciones permite una mayor cantidad de eventos de
reproduccion entre estas dos subpoblaciones, al parecer no existe una barrera geografica que
impide el cruce de plantas pertenecientes a las 2 subpoblaciones mencionadas. El parentesco
entre Los Mellizos con individuos de ETC, que son subpoblaciones con mayor distancia
geografica, sugiere que su relacion cercana tiene que ver con el movimiento de los dispersores,
puede que ciertas aves como pinzones o herbivoros y reptiles como las tortugas y lagartijas

tengan un movimiento que involucre a estas dos zonas y prefieran comer el fruto de la guayaba
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de esos lugares, (Heleno & et.al., 2013) y no al que se encuentra en la Zona Agricola Centro
(Figura 2).

8.7 Endogamia, efecto fundador, migracion y flujo genico en la

poblacion de guayaba en la isla Isabela

La prueba de endogamia fue realizada porque la guayaba tiene la capacidad de
autopolinizarse. El indice de endogamia (Fis) dentro de las localidades (0,6101) y dentro de las
subpoblaciones (0,6227) resultd cercano a 1. Estimaciones a través de “likelihood” mostraron
que la mayoria de individuos en Isabela poseen un coeficiente F (promedio) entre 0,3 a 0,6 en
una distribucion cercana a la normal. Esta distribucion se ve alterada porque el 32% de la
poblacion presentd valores F entre 0,7 a 0,8 (Figura 7), lo que sugiere que esta proporcién de

la poblacion tiene altas tasas de endogamia.

De acuerdo con la literatura, el indice Fit depende de Fis y Fst para el estudio de la
endogamia. Fit representa a la endogamia encontrada en toda la poblacion analizada. En
cambio el indice Fis estudia la endogamia presente en los individuos con relaciéon a la
subpoblacion a la que pertenecen. Por otro lado, el indice Fst relaciona la endogamia con la
diferenciacion genética entre subpoblaciones tomando en cuenta a la poblacion total. Esto
quiere decir que tanto Fis como Fst tienen una relacion directamente proporcional con el indice
Fit.

En este caso los valores encontrados de Fis mayores a 0 y valores de Fst cercanos a 0,
presentados anteriormente, sugieren que las frecuencias alélicas son similares entre las
subpoblaciones y esto puede ser explicado el alto flujo génico entre las diferentes
subpoblaciones(Ballou, 2010). EI indice Fis igual a 0,63 muestra que la poblaciéon total de
guayaba analizada posee altas tasas de endogamia. Esto se explica porque la guayaba se
autopoliniza y reproduce asexualmente con una frecuencia de hasta un 60% (Sitther & et.al.,
2014).

Con el Software BOTTLENECK se determind de acuerdo al modelo SMM que existe una
deficiencia de heterocigosidad (prueba de una cola). El valor fue de 0,0105 (menor al valor p)
(Tabla 9). Para la poblacion de guayaba significa que en un principio la poblacion tenia un
exceso de homocigotos (Fis > 0). Esto esta relacionado con los resultados encontrados en
estructura poblacional, donde se sugiere 2 0 mas introducciones de germoplasma en Isabela

que pueden haber aumentado el valor de He en el equilibrio mutacién y deriva génica, puede
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haber influenciado en el nimero total de alelos encontrados (40) (Piry, Luikart, & Cornuet,

1999), explicando la deficiencia de heterocigosidad dada por el software.

8.8Comparacion de la diversidad alélica y genética de la guayaba en

la Isla Isabela, Santa Cruz y San Cristobal

La isla Isabela tuvo una mayor cantidad de alelos con un total de 22, seguida por Santa Cruz
con 21 y San Cristdbal con 20. En cuanto a los alelos privados, la poblacion de la Isla Isabela
fue la Unica con estos alelos con 4 (Tabla 10). Esto significa que Isabela posee una mayor
rigueza alélica si se compara con las otras dos islas. Es importante mencionar que para el
estudio realizado en San Cristébal (Ponce M. J., 2014) la metodologia usada fue a través de
geles de poliacrilamida lo que puede sesgar los resultados, ya que este método no distingue

alelos que tienen un par de bases como diferencia (Urquia, 2018).

La He estuvo en un rango de 0,28 a 0,37. Mientras que la Ho entre 0,10 a 0,21. La He fue
mayor en la isla Santa Cruz con un valor de 0,3647, seguida de San Cristobal con 0,3566 e
Isabela con 0,2042. Para las 3 islas la Ho fue menor que la He (Tabla 11). Esto significa que
en las 3 poblaciones existe una deficiencia de heterocigotos explicada por las formas de
reproduccion de la guayaba: autopolinizacion y propagacion vegetativa (Valdés & et.al., 2007).
Se sugiere que la diversidad genética en las poblaciones de las 3 islas es baja, ya que son
ecosistemas insulares. Esto se corrobora con datos de estudios en continentes de la misma
planta, donde la He es mayor (0,8) (Da Costa & Forni, 2006) (Kanupriya & et.al, 2011). Unos
pocos individuos salen desde el continente hacia islas para colonizar por lo que las poblaciones
empiezan con una variacion genética baja (Kanupriya & et.al, 2011).

8.9Diferenciacion genética de las 3 islas

Los valores de Fst resultaron bajos en las 3 poblaciones analizadas (cercanos a 0). La poca
diferenciacion genética entre las 3 islas sugiere que existe una relacion cercana entre las 3
poblaciones (Tabla 12). Esto significa que al parecer tienen ancestros en comun, esto podria
deberse a que la guayaba se encuentra en islas con poblacién humana, por lo tanto la historia
de colonizacion explicaria mejor las introducciones de guayaba en cada isla, el tiempo en el

que ocurrieron y a qué isla llegaron primero.
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8.10 Estructura poblacional en las 3 islas

Para identificar de donde proviene la variacion genética se realiz6 un AMOVA para las 3
islas. Se demostro que el aporte proviene principalmente de los individuos dentro de cada isla
con un 45,37% (Figura 8). Al igual que en los resultados obtenidos solo para la Isla Isabela,
existio una falta de diferenciacién entre las 3 poblaciones que sustenta lo encontrado en los

valores de Fst obtenidos.

Al comparar las 3 islas, la poblacion de la Isla Isabela es la mas distante genéticamente
(Figura9). En cuanto al PCoA, los individuos de Isabela y San Cristdbal se encuentran distantes
entre si, mientras que los de Santa Cruz estan distribuidos entre la poblacion de San Cristobal
(en sumayoria) y la de Isabela (Figura 10). Esto sugiere que el origen de las plantas de guayaba

que colonizaron a Santa Cruz proviene de estas dos islas mencionadas.

Para el analisis de la estructura poblacional a traves de STRUCTURE, se determiné la
contribucion de 2 linajes (K=2) con AK=249. Los resultados muestran que la poblacién de San
Cristobal e Isabela pertenecen a grupos diferentes. En la poblacién de Isabela, a pesar de que
existe una contribucion del linaje de San Cristébal en menor proporcion, ocurrié una
introduccion independiente (linaje predominante en color verde). En cuanto a la poblacion de
Santa Cruz se observa que existe la contribucion del linaje de Isabela (verde) y en mayor
proporcidn el linaje de San Cristébal (salmén) (Figura 11). Esto sugiere que la guayaba llegd

primero a San Cristobal, luego a Isabela y finalmente a Santa Cruz.

8.11 Historia de la colonizacion de las islas e introduccion de Psidium

guajava

Para sustentar los resultados hallados, es necesario establecer una relacion entre los
resultados de estructura poblacional con la historia de colonizacion de las 3 islas (San Cristobal,
Santa Cruz e Isabela), ya que con la llegada del hombre al archipiélago y el desarrollo de
actividades agricolas se puede inferir acerca de la presencia de guayaba en Galapagos (cuando

y cOmo).

De acuerdo con datos de colonizacién en las islas Galapagos, se sugiere que la guayaba
llegd a San Cristobal en el siglo XIX (entre 1889- 1990), se dice que los primeros arboles de
guayaba se encontraban en la hacienda de Manuel Cobos como plantas ornamentales. En el
afio de 1870, Cobos establecio una plantacion de cafia de azucar rentable en las tierras de San
Cristobal, pero en los afios 20, las plantaciones fueron desplazadas por bosque monotipico de
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P. guajava, y en la década de 1930 ya era considerada una plaga. Posterior a esto se dice que
llegd y se expandio en la Isla Floreana, que es la primera isla que fue colonizada por el ser
humano. Debido a estos problemas ocurridos en estas dos islas, los pobladores de Santa Cruz
trataron de eliminar toda planta de guayaba, sin embargo no fue posible y en 1950 se extendid
sin control alguno. En el caso de Isabela no existen datos acerca de cuando la guayaba resultd

ser invasora, este suceso simplemente ocurrid y persistio a traves del tiempo (Lundh J. , 2006).

Para entender mejor la llegada de guayaba a las islas Galapagos es necesario tener en
cuenta queé sucedi6 en cada isla analizada, empezando por San Cristobal, los datos moleculares
al parecer corroboran la historia de colonizacion. Se sugiere que las plantas de guayaba en San
Cristébal son el origen de la plaga que posteriormente se disemin6 a Floreana, Isabela y
finalmente a Santa Cruz (Lundh J. , 2006). El grafico obtenido en STRUCTURE (Figura 11)
muestra que el linaje de la poblacion de San Cristobal esta presente en mayor proporcion en la
poblacién de Santa Cruz y en menor medida en la poblacion de Isabela, asi como en el PCoA

(Figura 10) los individuos de Santa Cruz se encuentran entre los de San Cristdbal e Isabela.

Continuando con Isabela que a pesar de no tener mucha informacion de la invasion de la
guayaba, se sugiere que esta planta Ileg6 en el afio de 1897 cuando Antonio Gil, luego de haber
vivido por 4 afios en Floreana, decide mudarse a Isabela. Los resultados obtenidos en
STRUCTURE (Figura 11) muestran la contribucion de dos linajes para la poblacién de Isabela,
uno de ellos proveniente de San Cristobal y Floreana, mientras que el otro al parecer es de una

introduccioén independiente.

Es importante recalcar que antes de la introduccién de guayaba a Isabela, los pobladores de
San Cristobal y Floreana intercambiaban actividades comerciales, y pareceria ser que Antonio
Gil introdujo una guayaba a Isabela proveniente de las dos islas, Floreana y San Cristobal
(Lundh J., 2004). Por otro lado, la introduccion independiente pudo haber ocurrido después de
los afios 50 luego de que el penal establecido en esta isla fue cerrado, ya que este evento causo
un aumento en la llegada de poblacion humana. Se cree que los nuevos pobladores llegaron
desde las otras islas ya pobladas y también de Ecuador continental, ellos acostumbraban a llevar
consigo plantas, incluida la guayaba, para fines agricolas, alimentacion y para la cria de ganado
(Lundh J. , 2006).

Finalmente en Santa Cruz, se sabe que los asentamientos comenzaron a partir de 1910 por
antiguos trabajadores de Manuel Cobos que habitaban en San Cristobal y a partir de los afios

20, llegaron colonos de Ecuador continental que trajeron ganado, también llegaron alemanes y
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noruegos. Por lo tanto la guayaba pudo haberse establecido entre 1910 a 1930, y su expansion
descontrolada ocurrié en 1950 (Lundh J., 2004). Los datos historicos y los resultados obtenidos
en STRUCTURE comprueban que la poblacion ancestral derivd de San Cristobal y llegd a
Santa Cruz, mientas que el linaje de Isabela presente en la poblacién de Santa Cruz pudo haber
llegado en la década de 1960 porque los habitantes de Isabela, San Cristobal y Floreana

decidieron mudarse a Santa Cruz por el auge del turismo (Latorre, 1997).

Con todo lo mencionado anteriormente el bajo flujo génico entre la poblacion de guayaba
de Isabela y San Cristébal puede ser explicado por la separacion geografica, estas dos islas se
encuentran en extremos opuestos del archipiélago, lo que disminuye la posibilidad de un mayor
movimiento de seres humanos entre si. Se sugiere que una vez que los asentamientos humanos
estuvieron bien establecidos en las islas, las actividades comerciales aumentaron entre ellas.
En este caso al parecer Santa Cruz, ubicada en medio de San Cristdbal e Isabela tuvo relaciones
comerciales con estas dos islas por separado, por esto es que posee la contribucion de los dos

linajes.

8.12 Aporte del estudio de Diversidad Genética de Psidium guajava

en la Isla Isabela: ¢ Es posible el control de esta planta invasora?

De acuerdo con la teoria de la genética de poblaciones, una alta diversidad genética deberia
beneficiar a las especies invasoras lo que le facilita la adaptacion a nuevos entornos (Le Roux
& et.al., 2010). Los resultados de este proyecto de investigacion demostraron que la diversidad
genética encontrada fue mas alta de lo que se esperaba, y que la poblacion de guayaba ha
logrado expandirse y persistir en Isabela, esto quiere decir que es una especie invasora bien
adaptada que compite con especies propias de las Galapagos. A pesar del efecto fundador y de
su diversidad genética baja, la guayaba ha logrado ser exitosa, posiblemente por sus formas de

reproduccion (Le Roux, et.al; 2010).

El estudio de la diversidad genética en plantas invasoras como Psidium guajava, es
importante para entender la respuesta de los organismos a cambios ambientales y a las medidas
de control. Esto esta relacionado con la correlacion significativa y positiva que existe entre la
heterocigosidad y el “fitness”. La heterocigosidad posee un vinculo con el tamafio de la
poblacion, por lo tanto informa acerca del “fitness” de la poblacion (Reed & Frankham, 2003).
De acuerdo con los resultados obtenidos, la heterocigosidad de la poblacion de la guayaba en
Isabela fue un poco baja, pero si existe la posibilidad de mantener el nimero de heterocigotos

mediante reproduccion cruzada, lo que ayudaria a resistir cambios ambientales.
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Especies invasoras que poseen alta diversidad genética también tienen la capacidad de
tolerar estrategias de control, se ha visto que ocurre una rapida evolucion frente a estos
mecanismos. Una alta diversidad genética y la correlacion positiva entre la heterocigosidad con
el “fitness” de la poblacion, aumenta la probabilidad de que una especie invasora tenga

genotipos que sean resistentes a agentes bioquimicos (Garcia-Rossi, Rank, & Strong, 2003).

La guayaba fue introducida en Galépagos con fines de agricultura pero la falta de control
en los suelos considerados para este fin ocasiono la expansion de este cultivo. La presencia de
esta planta en bosques nativos es evidente. Considerando que en la Isla Isabela existe una gran
superficie de tierra cubierta por guayaba fuera de la zona agricola evidencia que la diversidad
de alelos encontrados en los individuos de este estudio permitié su adaptacion y expansion en
este ambiente. En el archipiélago la Direccidn del Parque Nacional Galapagos y la Fundacion
Charles Darwin por varios afios ha llevado a cabo programas de control para especies de plantas
invasoras, ademas existe un documento denominado Plan de Control de Especies Introducidas
del Ministerio del Ambiente (2007) en el cual se promulga la conservacion de especies
endémicas de Galdpagos a través del control tanto de animales como plantas para la
recuperacion de los ecosistemas. Sin embargo no se ha recopilado informacion que ayude a
saber si estos programas son eficaces (Galapagos Conservancy, 2018). Los resultados
encontrados en este estudio sugieren que a pesar de tener una diversidad genética baja, la
guayaba en Isabela ha logrado invadir exitosamente la isla Isabela mediante diferentes
mecanismos. Esto podria ser un obstaculo para la implementacion de planes de control, el
efecto no seria el esperado, sobre todo en las zonas agricolas (Le Roux, Wieczorek & Meyer;
2008). La aplicacion de quimicos o una eliminacion manual de las plantas de guayaba son
opciones que se podrian considerar, pero solo en las zonas cultivadas, ya que se trata de areas
definidas (Galapagos Conservancy, 2018). La erradicacion de la guayaba podria ser dificil
debido a su presencia en zonas de bosques nativos donde el acceso del ser humano es dificil y
su expansion en las islas es de cientos de kilometros. Ademas si se piensa en un control

quimico-biologico, este podria afectar a su congénere el guayabillo.
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9. Conclusiones
La diversidad genética encontrada en la poblacion de guayaba en Isabela es baja.
Las formas de reproduccion de la guayaba (sexual y asexual) contribuyeron al éxito de
la guayaba como especie invasora.
Existid la contribucion de dos linajes para la poblacion de Psidium guajava en la Isla
Isabela que aportan en la variacidn genética de todos los individuos.
La Isla Isabela tuvo una mayor cantidad de diversidad alélica al ser comparada con las
poblaciones de Santa Cruz y San Cristébal.
La heterocigosidad esperada en la isla Santa Cruz fue mayor que la poblacion de Isabela
y de San Cristobal, pero la diversidad genética sigue siendo baja ya que se trata de
ecosistemas insulares.
Los analisis de estructura poblacional determinaron la contribucién de 2 linajes, las
poblaciones de San Cristobal e Isabela pertenecen a grupos diferentes, mientras que
Santa Cruz posee la contribucién de estos dos grupos, con una predominancia por parte

del grupo de San Cristébal.



53

10. Recomendaciones

Se recomienda la recoleccion de hojas jovenes para evitar problemas en la extraccion
del ADN.

Se recomienda que el estudio de diversidad genética de Psidium guajava también se
realice en la Isla Floreana con el fin de tener un estudio completo de la diversidad de
esta planta invasora y las implicaciones que traido a las islas Galapagos.

Se recomienda realizar un estudio de la diversidad genética de guayaba en Ecuador
continental para determinar el origen de las plantas de guayaba introducidas en
Galapagos que permita relacionar los estudios moleculares con la historia de

colonizacioén.
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Tabla 1: 11 pares de primers que resultaron ser polimoérficos para Psidium guajava en Isabela.
Se detalla la secuencia reverse, forward y los motivos.

Locus Forward Reverse Motivos
mPgCIR05 GCCTTTGAACCACATC TCAATACGAGAGGCAATA [(GA)3;
mPgCIR07 | ATGGAGGTAGGTTGATG | CGTAGTAATCGAAGAAATG |(CA)13AA(GAA);
mPgCIR08 | ACTTTCGGTCTCAACAAG | AGGCTTCCTACAAAAGTG [(GA)12
mPgCIR09 | GCGTGTCGTATTGTTTC ATTTTCTTCTGCCTTGTC |(GA)19
mPgCIR10 | GTTGGCTCTTATTTTGGT GCCCCATATCTAGGAAG [(CT)12
mPgCIR11 | TGAAAGACAACAAACGAG [TTACACCCACCTAAATAAGA|(CT),7
mPgCIR17 | CCTTTCGTCATATTCACTT CATTGGATGGTTGACAT [(CT),3
mPgCIR18 TAAGCTGCATGTGTGC ATGGCTTTGGATGAAA  |(GA),3
mPgCIR21 [TGCCCTTCTAAGTATAACAG| AGCTACAAACCTTCCTAAA |(AG);5GG(AG);
mPgCIR22 | CATAAGGACATTTGAGGAA| AATAAGAAAGCGAGCAGA [(GT)g(GA)14
mPgCIR25 | GACAATCCAATCTCACTT | TGTGTCAAGCATACCTTC |(GA).4

(Kanupriya, et.al; 2011)

Tabla 2: Los 11 pares de marcadores SSRs con su respectivo fluoréforo, temperatura de
annealing, el nimero de alelos encontrados por locus y el rango de tamafio para los alelos.

, Tamafio de
Fluoroforos |Temperatura
Locus . .__|No. Alelos |alelos
asignados de Annealing
encontrados
mPgCIR05 [VIC 55°C 3 256-266
mPgCIR07 [VIC 55°C 5 150-162
mPgCIR08 [PET 55°C 5 234-236
mPgCIR09 |FAM 55°C 6 170-178
mPgCIR10 [VIC 55°C 3 284-324
mPgCIR11 |NED 55°C 2 318-320
mPgCIR17 |NED 54°C 3 250-260
mPgCIR18 [PET 55°C 3 200-204
mPgCIR21 |NED 55°C 2 164-168
mPgCIR22 |FAM 55°C 6 268-284
mPgCIR25 [NED 54°C 2 122-136
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Tabla 3: EI nimero de alelos totales y privados obtenidos en las 16 localidades de la Isla

Isabela.

. NUmero de Alelos
Localidades .
Alelos privados
Cerro Grande
16| 0
Cueva de
Sucre 18 0
Los Mellizos 15 0
El Ocho 15 0
Barrio Loja 21 1
Finca Ricardo
Garcia
24 0
Los Ceibos 26 0
Los Tintos 23 0
El Mango 17 0
Merceditas 19 1
Esperanza 2 0
San Joaquin 27 0
Finca
Morocho 14 2
Volcan de
Azufre 23 0
El Cura 13 0
Volcén Sierra
Negra 26 1
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Tabla 4: Numero de alelos totales y privados obtenidos en las 7 subpoblaciones formadas a

partir de las 16 localidades en Isabela. Asi como también el nimero de alelos y alelos privados
corregidos por rarefaccion.

ol Alelos
L . NUmero de Alelos Alelos rivados
Subpoblacion| Localidades Alelos correg. por | privados ch))rreg. por
rarefaccion rarefaccién
Volcan de
Zona del Azufre,
Volcan Volcan Sierra
Negra 26 25 1 1
El Cura El Cura 20 24 0 0
Los Mellizos | Los Mellizos 29 18 0 0
Los Ceibos,
Zona Agricolal] Cueva de
Centro Sucre, San
Joaquin 19 23 0 0
Esperanza,
ETC Los Tintos,
Cerro Grande 30 19 0 0
Merceditas,
Fincas y Lim. Barrio Loja,
cola F. Mc_)rocho,
Zona Agrico E Ricardo
Garcia 25 25 4 2
Zona Puerto | EI Mango, El
Villamil Ocho 29 28 0 0
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Tabla 5: Ho y He de las 16 localidades estudiadas en Isabela y asi como los valores de Ho y
He para toda la poblacion.

Localidades Ho He
Cerro Grande 0159 0,1676
Cueva de
Sucre 0,0454 0,2613
Los Mellizos 0,0921 0,1666
El Ocho 0,2045 0,3551
Barrio Loja 0,0821 0,2096
Finca Ricardo
Garcia 0,0454 0,125
Los Ceibos 0,1636 0,2682
Los Tintos 0,04545 0,0369
El Mango 0,1039 0,3094
Merceditas 0,1136 0,1647
Esperanza 0,0909 0,1161
San Joaquin
0,07272 0,1054
Finca
Morocho 01015 0,2195
Volcan de
Azufre 0,2099 0,3491
El Cura 0,0603 0,3672
Volcan Sierra
Negra 0,0752 0,2682
Total 0,1041 0,2842
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Tabla 6: Ho y He obtenidas para las 7 subpoblaciones en la Isla Isabela, asi como el valor
global para cada indice.

Subpoblacién| Localidades Ho He
Volcan de
Zona del Azufre,
Volcan Volcan Sierra
Negra 0,1308 0,3106
El Cura El Cura 0,06032 0,3672
Los Mellizos | Los Mellizos 0,0921 0,1666
Los Ceibos,
Zona Agricolal] Cueva de
Centro Sucre, San
Joaquin 0,1105 0,2573
Esperanza,
ETC Los Tintos,
Cerro Grande 0,1066 0,1321
Merceditas,
Fincas y Lim. Barrio Loja,
i F. Morocho,
Zona Agricola F. Ricargo
Garcia 0,09048 0,2253
Zona Puerto | El Mango, El
Villamil Ocho 0,137 0,3411
Total 0,104 0,2842

Tabla 7: “Fst pairwise” de las 7 subpoblaciones de guayaba en la Isla Isabela. El valor méas
alto se dio entre ETC y Zona Puerto Villamil (0,14) y el méas bajo entre Los Mellizos con Fincas
y Lim. Zona Agricola (0,004).

Zona del Los Zona Fincas y Zona
. El Cura . Agricola ETC Lim. Zona | Puerto
Volcan Mellizos . N
Centro Agricola | Villamil
Zona del
Volcan 0
El Cura 0,02233 0
Los Mellizos
0,0224 0,0636 0
Zona
Agricola
Centro 0,0179 0,0445 0,0251 0
ETC 0,0714 0,1197 0,0993 0,06767 0
Fincas y Lim.
Zona
Agricola 0,0271 0,0612 0,0035 0,01754 0,04348 0
Zona Puerto
Villamil 0,0381 0,0356 0,0863 0,04937 0,13384 0,0830 0
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Tabla 8: indices de Wang para evidenciar el nivel de parentesco y endogamia entre las
subpoblaciones. Los Mellizos posee niveles de parentesco con ETC (0,196). Fincas y Lim.
Zona Agricola también estd emparentada con ETC (0,035). Se vio que entre individuos de la
subpoblacion perteneciente a Los Mellizos (0,16) y en ETC (0,46) también hay parentesco.

Zona del Volcan El Cura Los Mellizos | Z. Agricola Centro ETC ‘Flncasy Z:Puerto
Lim. Zona |Villamil

Zona'del -0,65661
Volcan

El Cura -0,96764 -1,24568
Los Mellizos -0,26799 -0,67337 0,15935
Z. Agricola -0,49239 -0,88396 -0,08896 -0,34339

Centro

ETC -0,25914 -0,69303 0,19687 -0,0478 0,4636
F'"“;::a“m' -0,46105 -0,92786 -0,0127 -0,27902 0,03507 | -0,22883

Z. Puerto

o -0,78853 -1,06929 -0,54437 -0,63931 -0,54918 | -0,72602 | -0,89975

Tabla 9: Prueba realizada en BOTTLENECK demuestra un cuello de botella en la poblacion
de guayaba de la Isla Isabela a traves del modelo SMM, ya que los valores en deficiencia de
heterocigosidad (0,0105) y en la prueba de una cola (0,9919) son mayores que el valor p (0,05).

Modelo TPM

Modelo SMM

Prueba de una
cola: Deficiencia
de
heterocigosidad

0,06152

0,0105

Prueba de una
cola: Exceso de
heterocigosidad

0,94922

0,99194

Prueba de dos
colas:
Deficiencia o
exceso de
heterocigosidad

0,12305

0,021
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Tabla 10: Numero de alelos total y de alelos privados para Isabela, Santa Cruz y San Cristobal.
Estos alelos fueron corregidos por rarefaccion.

Alelos
Isla Numero de| Alelos Alelos privados privados
Alelos |COrreg. por correg. por
rarefacciéon rarefacciéon
Santa Cruz 35 21 8 0
San Cristébal 25 20 2 0
Isabela 40 22 15 4

Tabla 11:
calculados.

Ho y He para las 3 islas analizadas y los valores globales de los dos indices

Isla Ho He
Santa Cruz 0,1693 0,3647
San Cristéba 0,2126 0,3566
Isabela 0,1059 0,2842
Total 0,1626 0,3559

Tabla 12: “Fst pairwise” calculado para las 3 islas con el fin de comparar y estimar si existe
variacion genética procedente de cada poblacion.

Isabela Santa Cruz|San Cristébal
Isabela 0
Santa Cruz 0,09033 0
San Cristobal 0,06905 0,04365 0




13. Figuras:
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Figura 1: Individuo GMAL de Psidium guajava de la localidad del EI Mango (Latitud:
0°52.348’S, Longitud: 91° 0.324°0) que formo parte del estudio de la Isla Isabela.
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Figura 2: Area de muestreo en la Isla Isabela. Las 16 localidades ubicadas en el mapa, asi
como las 7 subpoblaciones formadas. 1. Circulo Rojo: Zona del Volcan: Volcan Sierra Negra
y Volcéan de Azufre, 2. Azul: El Cura, 3. Amarillo: Los Mellizos, 4. C.Morado: Zona Agricola
Centro: Ceibos, Cueva de Sucre y San Joaquin, 5. C. Verde: ETC: Esperanza, Los tintos y
Cerro Grande, 6. C. Naranja: Fincas y Limite Zona Agricola: F. Morocho, F. Ricardo Garcia,
Merceditas y Barrio Loja, 6. C. Azul: Zona Puerto Villamil: EI Mango y EI Ocho.
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AMOVA

2,60%

62,44%

m Entre poblaciones = Entre Individuos dentro de las Poblaciones = Dentro de los individuos

Figura 3: Andlisis de Varianza Molecular para los individuos de guayaba en la Isla Isabela. La
mayor contribucion de la variacion proviene de los individuos dentro de las subpoblaciones
(62,44%).

Z. Agricola C

Figura 4: Dendrograma de Neighbor- Joining para las 7 subpoblaciones de guayaba en la Isla
Isabela. Los individuos de ETC, Z. P. Villamil y El Cura al parecer poseen mayor distancia
genética si se comparan con el resto de subpoblaciones.
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Figura 5: PCoA para todos los individuos de guayaba en la Isla Isabela. Los individuos se
encuentran mezclados entre si, sin embargo se puede observar que posiblemente existan 3
agrupaciones.

I L

ZonaVolcan  ElCura Los Mellizos Z. Agri C ETC  FyLimZ Agri Z P Villamil

Figura 6: Los resultados obtenidos en STRUCTURE demostraron la contribucion de dos
linajes (en morado y verde) para todos los individuos en Isabela. El linaje que mayor aporta a
la poblacion estd en color verde. La presencia de dos linajes aporta con la diferenciacion
genética presente entre las muestras analizadas.
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Figura 7: La mayoria de se encuentran en una distribucion parecida a la normal, con valores
F promedio entre 0,3 a 0,6. Pero existe un cambio abrupto en la distribucion debido a la
presencia de individuos con valores F promedio entre 0,7 y 0,8 (altas tasas de endogamia).

AMOVA

= Entre poblaciones m Entre individuos dentro poblaciones = Dentro de los individuos

Figura 8: Analisis de Varianza Molecular realizado para las 3 islas (Isabela, Santa Cruz y San
Cristébal) para determinar de donde proviene la variacion genética, en este caso se encuentra
dentro de cada isla (45,37%).
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7

d
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Figura 9: El dendrograma realizado para las poblaciones de las 3 islas determind que los
individuos de la Isla Isabela poseen la mayor distancia genética.
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Figura 10: EI PCoA muestra la separacion de los individuos de acuerdo a su ubicacion
geogréafica. Los individuos de Isabela (ISA) y San Cristobal (SCY) se encuentran totalmente
separados, mientras que los individuos de Santa Cruz (SCZ) se encuentran entre las dos

poblaciones mencionadas.
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Isabela ] Santa Cruz San Cristobal

Figura 11: Analisis en STRUCTURE de las poblaciones de cada isla. Las poblaciones de San
Cristébal e Isabela pertenecen a grupos diferentes, mientras que la poblacién de Santa Cruz
posee la contribucion de los dos linajes con un mayor aporte de San Cristobal.
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14. Anexos:

Anexo 1: 95 individuos muestreados en 16 localidades de la Isla Isabela. Cada
muestra posee su codigo, latitud, longitud y altura.

Localidad Cédigo Latitud Longitud Altura Localidad Cédigo Latitud Longitud Altura
ElMango GMAL 0°52.348'S 91°0.324'0 69
ElMango GMA2 0°52.432'S 91°0.378'0 139
ElMango GMA3 0°52.542'S 91°0.457'0 147
ElMango GMA4 0°53.002'S 91°0.497'0 159
ElMango GMAS 0°53.072'S 91°0.518'0 146
ElMango GMA6 0°53.133'S 91°0.433'0 123
El Mango GMA7 0°53.172'S 91°0.353'0 117 Barrio Loja GBL1 0°52.173'S 91°00.528'0 182
ElMango GMA8 0°53.212'S 91°0.25.9'0 Barrio Loja GBL2 0°52.098'S 91°00.511'0 196
Barrio Loja GBL3 0°51.547'S 91°00.490'0 207
Barrio Loja GBL4 0°51.427's 91°00.442'0 212
Barrio Loja GBLS 0°51.398'S 91°00.276'0 185
Barrio Loja GBL6 0°51.307'S 91°00.127'0 169
Barrio Loja GBL7 0°51.178'S 91°00.084'0 174
Barrio Loja GBL8 0°51.102'S 91°00.151'0 194
Barrio Loja GBL9 0°51.024'S 91°00.278'0 218
Barrio Loja GBL10 0°50.593's 91°00.397'0 252
o 5 -
Los Ceibos GCE1 0°51.066'S 91°02.145'0 |nc;aRr|;aardo EmEil TP L TEE 17 58,5716 a2
Los Ceibos GCE2 0°51.013'S 91°02.227'0 409 " -
Finca Ricardo o " o |
Garcia GRG2 0°51.275'S 91°59.592'0 142
Los Ceibos GCE3 0°50.562'S 91°02.312'0 413
LosTintos GLT1 0°51.012's 91°00.504'0 277
Los Ceibos GCE4 0°50.522'S 91°02.426'0 438 Los Tintos GLT2 0°51.106'S 91°00.540'0 266
LosTintos GLT3 0°50.568'S 91°01.048'0 300
Los Ceibos GCES 0°50.503'S 91°02.522'0 461
LosTintos GLT4 0°50.510's 91°01.182'0 333
Los Ceibos GCE6 0°50.429'S 91°03.031'0
Cerro Grande 0°50.553'S 91°00.459'0
Cerro Grande GCG2 0°50.425's 91°00.452'0 287
Cerro Grande GCG3 0°49.510's 91°00.217'0 258
Volcan Sierra
GVSN1 0°50.099'S 91°05.246'0
Negra Cerro Grande GCG4 0°49.516'S 91°00.143'0 255
Vel TR GVSN2 0°50.032'S 91°05.235'0 888
Negra . . San Joaquin GSJ1 0°49.131'S 91°01.332'0 385
Volcan Sierra . . . .
Negra GVSN3 0749.528'S | 91°05.218'0 92411 san Joaquin GsI2 0°49.134's | 91°01.307'0 381
Volcan Sierra . . . . .
Negra GVSN4 0°49.438'S 91°05.210'0 940 San Joaquin GSI3 0°49.109'S 91°01.327'0 382
Volcan Sierra P o i o |
- GVSN5 0°49.359'S 91°05.229'0 965 San Joaquin GSJ4 0°49.061'S 91°01.305'0 375
Volcan Sierra San Js i GSJ5 0°49.143'S 91°01.303'0 382
GVSNG 0°49.2835 | 91°05.217'0 g70][ 2" 07"
Negra
Volcan Sierra
GVSN7 0°49.180'S 91°05.177'0 974
Negra
Volcan Sierra
GVSN8 0°49.106'S 91°05.165'0 985
Negra
Volcan Sierra
GVSN9 0°48.572'S 91°05.167'0 988
Negra
Volcan Sierra
GVSN10 0°48.482'S 91°05.152'0 987
Negra
Volcan Sierra
GVSN11 0°48.411'S 91°05.140'0
Negra
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Anexo 2: Electroforesis en geles de agarosa al 1,5% para observar la amplificacion de
bandas de acuerdo al tamafio esperado por locus. Se puede observar la amplificacion
de los primers Cir08, cir07 y Cir09 con muestras de guayaba pertenecientes a diferentes
localidades de Isabela.

L100pb C+ GCE6 GLT3 GMA1 GES2 GFM3 GVAS GCU1 GVSN10 C-
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T ——— — —
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—— o —— - — - -
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1100pb C+ GCE6 GLT3 GMA1 GES2 GFM3 GVAS GCULGVSN10 C-

- e evn GEn Qe GEm G G e
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Anexo 3: Genotipado de la muestra GCE3 en GenMarker con el primer Cir07 con
fluoréforo VIC con un tamafio esperado de 156 pb.
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GCG1
GCG2
GCG3
GCG4
GCS1
GCS2
GLM1
GLM2
GLM3
GLM4
GLMS
GLM6
GLM7
GLM8
GLM9
GEO1
GEO2
GEO3
GEO4
GBL1
GBL2
GBL4
GBLS
GBL6
GBL7
GBL8
GBL9
GBL10
GRG1
GRG2
GCE1
GCE2
GCE3
GCE4
GCE5
GCE6
GLT1
GLT2
GLT3
GLT4
GMA1
GMA2
GMA3
GMA4
GMAS
GMA6
GMA7
GMA8
GME1
GME2
GME3
GME4
GES1
GES2
GES3
GSJ1
GSJ2
GSJ3
GSJ4
GSJ5
GFM1
GFM2

Anexo 4: Matriz de genotipado de los 95 individuos analizados en el estudio. Se presentan

los alelos encontrados para cada par de primer (11 loci).

pop
Popl
Popl
Popl
Popl
Pop2
Pop2
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop3
Pop4
Pop4
Pop4
Pop4
Pop5
Pop5S
Pop5
Pop5
Pop5
Pop5
Pop5
Pop5
Pop5
Pop6
Pop6
Pop7
Pop7
Pop7
Pop7
Pop7
Pop7
Pop8
Pop8
Pop8
Pop8
Pop9
Pop9
Pop9
Pop9
Pop9
Pop9
Pop9
Pop9
Pop10
Pop10
Pop10
Pop10
Popll
Pop1l
Popll
Pop12
Pop12
Pop12
Pop12
Pop12
Pop13
Pop13

CIR10
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/324
284/284
320/320
284/284
284/284
NA
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/320
284/284
284/284
284/284
284/284
320/320
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284

CIRO7
156/156
156/156
156/156
162/162
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/162
156/156
156/156
156/156
160/160
162/162
156/156
156/156
156/156
NA
156/156
156/156
156/156
156/162
156/156
156/156
156/156
156/156
160/160
156/156
162/162
156/156
156/156
NA
162/162
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
160/160
156/156
156/166
162/162
162/162
156/156
156/162
156/156
156/156
156/166
156/156
156/156
160/160
156/156
160/160
156/156
156/156
156/156
156/156

CIROS
262/264
264/264
264/264
262/264
264/264
264/264
264/264
264/266
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
NA
262/264
266/266
264/264
264/266
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
NA
264/264
264/264
264/264
264/264
262/262
264/264
264/264
264/264
NA
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
256/256
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
262/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264

CIR17
258/258
258/258
258/258
258/258
250/250
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
246/246
258/258
258/258
258/258
258/258
246/246
258/258
252/252
NA
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
NA
258/258
258/258
258/258
258/258
250/250
246/258
258/258
258/258
246/246
258/258
258/258
258/258
258/258
NA
258/258
258/258
258/258
258/258
250/250
258/260
258/258
258/258
252/258
256/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
258/258
252/258
258/258

CIR08
234/234
234/234
234/234
234/234
236/236
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
236/236
234/236
234/234
234/234
234/234
234/236
236/236
234/236
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/236
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
NA
234/234
234/234
234/234
234/234
234/236
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/236
234/234
234/234
234/234
234/236
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/236
234/234

CIR11
320/320
320/320
318/318
320/320
318/318
320/320
318/318
320/320
318/318
318/318
320/320
318/318
320/320
318/318
318/320
318/318
318/318
318/320
318/320
320/320
NA
320/320
320/320
318/318
318/318
320/320
320/320
320/320
318/318
318/318
318/318
318/318
318/318
320/320
318/318
318/318
320/320
320/320
320/320
320/320
318/318
320/320
318/318
318/318
320/320
318/318
318/318
318/318
318/318
320/320
318/318
318/318
320/320
320/320
320/320
318/320
320/320
318/320
320/320
320/320
320/320
318/318

CIR18
202/204
202/204
202/204
202/204
202/202
204/204
204/204
202/204
204/204
204/204
202/204
204/204
204/204
204/204
204/204
200/202
204/204
202/202
202/204
202/204
204/204
NA

NA
200/202
NA
200/200
204/204
204/204
204/204
202/204
202/204
202/204
204/204
200/204
NA
202/204
204/204
204/204
204/204
NA
202/204
202/204
200/200
202/202
202/202
202/202
202/202
204/204
204/204
204/204
204/204
204/204
204/204
204/204
202/202
204/204
204/204
204/204
204/204
NA
204/204
204/204

CIR21

166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
168/168
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
164/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
168/168
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166

CIR09
178/178
178/178
170/178
178/178
170/178
178/178
178/178
170/178
170/170
178/178
178/178
170/178
178/178
178/178
178/178
170/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
170/178
178/178
170/170
178/178
178/178
170/170
178/178
170/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
NA
178/178
178/178
178/178
170/178
170/178
170/170
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
170/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
170/170

CIR22

284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
280/284
284/284
284/284
280/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
286/288
284/284
284/284
284/284
280/280
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
280/284
284/284
284/284
284/284
282/284
284/284
284/286
284/284
268/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
282/284
284/284
284/284
284/284
284/284

CIR25
136/136
136/136
136/136
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
122/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
NA
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
122/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
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GFM2
GFM3
GFM4
GFM5
GFM6
GVAl
GVA2
GVA3
GVA4
GVAS5
GVA6
GVA7
GCU1
GCU2
GCU3
GCu4
GCU5
GCUe6
GCU7
GCU8
GCU9
GCU10
GCU11
GVSN1
GVSN2
GVSN3
GVSN4
GVSN5
GVSN6
GVSN7
GVSN8
GVSN9
GVSN10
GVSN11

Pop13
Pop13
Pop13
Pop13
Pop13
Popl4
Pop14
Pop14
Popl4
Popl4
Popl4
Popl4
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop15
Pop16
Popl16
Pop16
Popl16
Popl6
Pop16
Popl16
Popl6
Pop16
Popl6
Pop16

284/284
284/284
NA

284/284
NA

284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
324/324
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
320/320
284/284
284/284
284/284
284/320
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/324
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284

156/156
154/154
156/156
156/156
156/156
156/156
156/162
156/156
156/156
156/162
156/156
156/162
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
166/166
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
156/156
166/166
156/156
156/156
166/166
156/156
156/156

264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
NA

264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
NA

262/262
NA

262/262
NA

264/264
256/256
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
264/264
262/264
252/264
264/264

258/258
250/250
258/258
NA

258/258
250/250
250/258
252/258
258/258
258/258
252/252
258/258
NA

258/258
246/246
246/246
258/258
246/246
258/258
258/260
250/250
258/258
258/258
258/258
246/258
258/258
258/258
258/258
250/250
NA

258/258
250/250
258/258
258/258

234/234
234/234
234/234
234/234
246/246
234/236
234/246
234/234
234/234
234/234
236/236
234/234
246/246
234/234
234/234
234/234
234/236
234/234
236/236
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234
234/234

318/318
318/318
320/320
320/320
318/320
320/320
318/318
320/320
318/320
318/318
318/320
318/320
318/318
318/318
320/320
318/318
318/318
318/318
318/318
320/320
320/320
318/318
320/320
318/320
318/318
318/318
318/320
318/318
318/318
318/318
320/320
318/318
320/320
320/320

204/204
202/204
NA

NA

204/204
204/204
202/202
202/202
204/204
202/204
204/204
204/204
204/204
204/204
202/202
NA

202/204
202/202
202/202
202/204
202/202
204/204
204/204
202/202
202/202
NA

NA

NA

NA

204/204
NA

204/204
204/204
204/204

166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
164/166
166/168
166/166
166/168
166/166
166/166
168/168
166/166
164/164
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
168/168
168/168
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166
166/166

170/170
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178
170/178
178/178
170/170
178/178
178/178
170/170
170/178
178/178
178/178
170/178
178/178
170/170
178/178
170/170
178/178
178/178
170/170
178/178
178/178
170/170
178/178
170/170
178/178
178/178
178/178
178/178
178/178

284/284
282/284
284/284
280/284
284/284
NA

268/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
280/284
280/284
280/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
284/284
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136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
136/136
122/122
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
122/122
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
122/122
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136
136/136



Anexo 5: Cuantificacion de las muestras de P. guajava de la Isla Isabela.

# Muestra ng/ul # Muestra ng/ul
1|GVA1 1388 47(GSJ1 390,9
2|GVA2 5125,1 48|GSJ2 555
3|GVA3 577,6 49|GSJ3 845
2lGvaa 259.2 50|GSJ4 388,3
o —
673 Exﬁs Zgz 53|GES2 700,6

54|GES3 1257,3

8|GVSN1 269,8 s5lGLTl 262.4
9|GVSN2 440 56/GLT2 4291
10|GVSN3 141,8 57|GLT3 1427,3
111GVSNA 605,4 58[GLT4 1439,8
12|GVSN5 472,7 s9lceel 159,5
13|GVSN6 754,8 60/GCG2 489
14|GVSN7 393,1 61/GcG3 315,9
15|/GVSN8 64,3 62|GCG4 236
16|/GVSN9 83,2 63|GME1 45
17|GVSN10 923,7 64|GME2 261,2
18|GVSN11 149,6 65|GME3 494,7
19/Gcu1 1763,5 :g gg"ff . 502‘2)
Sileces 2557 slcouz oo
;; 2232 7427'5 70|GBL5 178,5
71|GBL6 233

24/GCU6 5521 72|GBL7 1884,9
25|GCu7 1025,2 3lcaLs 652.3
26/GCU8 50,4 74/GBL9 1662,1
27]GCU9 280 75|GBL10 345,3
28[(GCU10 118,9 76|GRG1 288,5
29|GCU11 142,1 77|GRG2 209,1
30[/GLM1 426,6 78[GFm1 522,3
31|GLM2 312,3 79[GFm2 399,8
32[6Lm3 2123,7 80|GFM3 1175,2
33|GLM4 443,9 81|GFM4 276,9
34|GLMS 540,9 82|GFM5 1324,6
35lGLVI6 5123 83|GFM6 1557
36lGLM7 914 84|GMA1L 1439,8
37lGLvs 1393 85|GMA2 534,2
38[/GLM9 1209,8 gs gmz iéi::
39]|GCEL 5214 88|GMAS5 317,5
40|GCE2 810,6 olGMAG o8
41/GCE3 590,6 90[GMA7 1528,9
42|GCE4 263,3 91]GmA8 1635,6
43|GCES 165,2 92|GEO1 150,5
44|GCE6 1167,9 93|GEO2 130,8
45|GCS1 306,5 94|GEO3 120
46|GCS2 3652,1 95|GE04 147,9
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