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RESUMEN

La guayaba, Psidium guajava L., es una especie invasora en las Islas Galapagos debido a que posee
caracteristicas que le permiten extenderse y colonizar nuevos territorios con gran facilidad. Estas
caracteristicas consisten en la facultad de reproducirse tanto sexual como asexualmente, poseer un
crecimiento acelerado y una facil dispersion de sus semillas. El archipiélago de Galapagos
representa un sistema fragil por lo que las especies exoticas que se convierten en invasoras
representan una amenaza para el ecosistema y para la biodiversidad de las Islas. Por este motivo,
es importante conocer la diversidad genética de esta especie en Ecuador continental para poder
entender su historia de invasion y esclarecer el origen de procedencia de la guayaba en las Islas
Galapagos.

En este trabajo de investigacion se recolecto tejido vegetal de 96 individuos de P. guajava en 19
provincias de Ecuador continental. Luego, se realizd la amplificacion con 12 marcadores
microsatélites mediante la técnica de PCR. Se encontrd una heterocigosidad esperada global de
0.7, lo cual indica una diversidad genética moderadamente alta en la muestra de guayaba analizada
en Ecuador continental. Por otro lado, a pesar de que no se evidencia una estructura poblacional,
se observa la predominancia de 3 linajes que se distribuyen en las zonas Norte, Centro y Sur del
Ecuador. Se puede sugerir que la poblacion de guayaba en las Islas Galapagos proviene de la zona
Sierra Centro del Ecuador, en la cual constan las provincias de Tungurahua, Bolivar y norte del
Azuay; sin embargo, no se descarta un aporte de la zona Sur del continente. Ademas, se propone
que se dio Unicamente un proceso de introduccion de guayaba en las Islas Galapagos, posiblemente
en la Isla San Cristobal. Los estudios de diversidad genética pueden contribuir a reconstruir la
historia de invasion de una especie y de esta manera apoyar a programas de control de especies
introducidas en ecosistemas insulares.

Palabras clave: Guayaba, Psidium guajava, plantas invasoras, microsatélites, diversidad genética



ABSTRACT

The guava, Psidium guajava L., is an invasive species in the Galapagos Islands because of its
characteristics that allow it to spread and colonize new territories easily. Guava has the ability to
reproduce sexually and asexually, has an accelerated growth and produce many seeds. The
Galépagos Islands is a fragile natural system and for this reason invasive species represent a threat
to the ecosystem and to the biodiversity of the Islands. Thus, it is important to know the genetic
diversity of this specie in mainland Ecuador to be able to understand its invasive history and clarify
the origin of guava in the Galapagos Islands.

In this research, we collected tissue from 96 individuals of P. guajava in 19 provinces of mainland
Ecuador. Then, 12 homologous microsatellite were amplified through PCR. An expected global
heterozygosity of 0.7 was found, which indicates a high genetic variability in the guava sample
analyzed in the continent. On the other hand, we couldn’t find a defined population structure but
the presence of 3 lineages was observed. These lineages are distributed in the North, Center and
South zones of mainland Ecuador. Finally, we can suggest that the population of guava in the
Galapagos Islands comes from the Central Zone of mainland Ecuador, specifically from the
provinces of Tungurahua, Bolivar and north of Azuay. However, a contribution from the southern
zone of the continent cannot be ruled out. In addition, it is proposed that there was only one
introduction of guava in the Galapagos Islands, possibly in San Cristobal. Studies of genetic
diversity can help reconstructing the history of the invasion of species allowing the establishment
of control programs for the introduced species in insular ecosystems.

Key words: Guava, Psidium guajava, invasive plants, microsatellites, genetic diversity
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1. INTRODUCCION
1.1 Psidium guajava

La especie Psidium guajava comunmente conocida como guayaba o guayabo, tiene su
origen en las zonas tropicales del centro y sur de América. Esta especie pertenece a la familia
Myrtaceae, la cual contiene alrededor de 150 géneros y mas de 5 650 especies. La guayaba es una
especie diploide que se caracteriza por ser un arbol o arbusto caducifolio con una longevidad
promedio de 30 a 40 afios que puede llegar a medir de 3 a 10 metros, posee una copa irregular con
hojas elipticas decusadas simples con margen entero siendo sus hojas de un color verde brillante
u opaco (Sanabria, et al., 2005). Su tronco tiende a ser irregular y con una gran cantidad de
ramificaciones siendo su corteza externa escamosa con un color pardo rojizo. La guayaba produce
flores axilares que pueden ser a manera de cimas o solitarias que van a poseer de 4 a 5 pétalos de
color blanco, ademas produce un fruto carnoso en forma de baya que puede llegar a medir hasta 8
cm de didmetro, en donde su pulpa puede llegar a ser de color crema a rosado dependiendo de la

variedad (Rodriguez, et al., 2004).

Su hébitat se caracteriza por diversas condiciones climaticas ya que puede encontrarse en
zonas de climas secos, calidos o templados dado que el rango de temperatura adecuado para su
desarrollo va desde los 15 a 30°C. Sin embargo, puede llegar a tolerar incluso temperaturas de
hasta 45°C y sus requerimientos pluviales pueden ir de 1000 a 2000 mm, pero se ha evidenciado
el crecimiento de esta especie en zonas con precipitaciones de hasta 5 000mm anuales. La guayaba
tolera una amplia variedad de condiciones de suelo, pero tiende a crecer mejor en suelos con alto
contenido organico. Cabe destacar que esta especie es tolerante a suelos acidos o alcalinos
mostrando crecimiento a un pH de 4.5 a 9.4 (Cazares, et al., 2008). Es comun encontrarle a la
orilla de caminos y cerca de las casas, donde en varias ocasiones se le considera como una plaga

debido a que dentro de sus aspectos fisiologicos esta especie es de facil adaptacion y de rapido
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crecimiento lo cual le confiere la facultad de propagarse en forma de maleza por su tendencia a
colonizar sitios abiertos. Debido a las caracteristicas expuestas la guayaba ha llegado a invadir
bosques nativos en Hawai, Australia, Nueva Zelanda e incluso las Islas Galéapagos en Ecuador

(Cézares, et al., 2008).

Las utilidades de esta planta a nivel mundial consisten en plantaciones comerciales para la
produccién de frutos y el uso de su madera para carpinteria o torneado, pero ademas sus hojas son
utilizadas como colorante negro para la tincion de seda y algodon asi como para la extraccion de
compuestos que resultan ser toxicos para controlar plagas; de igual manera se utiliza tanto la hoja,
flor, corteza, fruto y raiz por sus propiedades medicinales. Incluso esta especie es utilizada en
sistemas agroforestales ya que se utilizan los arboles como barreras naturales de terreno y se
plantan arboles dispersos con el fin de proveer sombra; como ultimo punto, la guayaba ha sido
considerada como una especie con potencial para la reforestacion en zonas que han sido
degradadas ya que areas perturbadas facilitan la germinacién y crecimiento de P. guajava (Kumari,

etal., 2017).

1.2 Plantas invasoras

Es importante mencionar que la guayaba no se considera como una maleza pero sus
caracteristicas la han constituido como una especie de carécter invasivo, por lo que en muchas
zonas del mundo se ha convertido en una planta invasora. En la actualidad muchas de las plantas
invasoras, como es el caso de la guayaba, han sido introducidas con fines para la agricultura,
horticultura y silvicultura. Estas introducciones se han dado de manera deliberada o accidental
como consecuencia de la actividad humana generando una amplia cantidad de plantas al6ctonas
dispersas en varias partes del mundo. El problema de esta situacion radica en que existe un

considerable porcentaje de plantas que tras ser introducidas se han escapado de los cultivos



15

invadiendo el medio natural o los ecosistemas humanos. Esto ha producido consecuencias
ecoldgicas y econdmicas perjudiciales dado que las plantas invasoras poseen un potencial para
modificar el funcionamiento y estructura de los ecosistemas (Heywood & Brunel, 2010). Se
considera por lo tanto que las especies invasoras son una de las mayores amenazas para la

biodiversidad debido a que ocasionan la pérdida y degradacion de hébitats (Jager, et al., 2009).

Se puede establecer por tanto ciertas caracteristicas generales que las especies invasoras
comparten como son la posibilidad de reproducirse y crecer de manera acelerada, la capacidad
para colonizar terrenos que han sufrido alteracion o baldios, floracion y diseminacién temprana en
conjunto con una alta produccién de semillas, ademas de que tienen la capacidad de utilizar
polinizadores y dispersores locales lo que les permite tener una dispersion efectiva, por Gltimo su
crecimiento se ve favorecido por el hecho de que tengan la capacidad de reproducirse tanto sexual

como asexualmente (Sakai, y otros, 2001).

1.3 Islas Galapagos y especies invasoras

Las Islas Galapagos poseen un alto nimero de especies endémicas debido a su aislamiento
geografico y a la confluencia de 3 principales corrientes marinas. Esto permitié la formacion de
nichos ecoldgicos Unicos (Zahos & Habel, 2011). Sin embargo, esta biodiversidad se ve
amenazada por la introduccion de especies exoticas en las islas por actividades humanas. Una
especie exotica es aquella que se encuentra en un lugar que no corresponde a su habitat natural
debido a que ha sido introducida por el hombre (Sax & Gaines, 2008). Cabe mencionar que los
ecosistemas insulares son especialmente vulnerables a las especies introducidas debido a que el
aislamiento geografico de las islas ha impedido el desarrollo de mecanismos de defensa de especies
endemicas posiblemente debido a la falta de depredadores . Por lo tanto, las especies nativas de

islas no pueden defenderse frente a especies exdticas (Hall, 2018). Una especie exotica altera la
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estructura del ecosistema llegando a desplazar o incluso a eliminar a otras especies dentro de un
hébitat (Jagger, et al., 2009). Debido a esto las especies introducidas que se han convertido en
invasoras representan la segunda razon para la pérdida de biodiversidad a nivel mundial. Por este
motivo se ha establecido como prioridad establecer programas para la conservacion de la

biodiversidad existente en las islas (Itow, 2004).

Actualmente en el Archipiélago existen 1400 especies de animales y plantas exoéticas que
amenazan con destruir comunidades bioldgicas unicas, siendo una de ellas Psidium guajava
(Direccion del Parque Nacional Galapagos, 2016). Esta especie fue introducida con fines de
horticultura por los migrantes de las Islas Galapagos alrededor del siglo XIX ya que la agricultura
consistia en una de las principales actividades de los colonos en las Islas Galapagos (Granda &
Choéz, 2013). Debido a las caracteristicas invasivas que posee esta especie comenz6 a dispersarse
volviéndose dificil de controlar incluso en terrenos de uso agricola (Porter, 1969). A partir del
siglo XX el turismo se convirtié en la primera fuente econdmica de las islas por lo que muchos
terrenos previamente dedicados a la agricultura fueron abandonados proveyendo el escenario ideal

para el crecimiento y difusién de esta especie de manera acelerada (Porter, 1969).

El carécter invasivo que posee la guayaba dio como lugar a su propagacion descontrolada
alterando diferentes ecosistemas dado que por competencia directa desplazé a la flora nativa
(Magee, et al., 2001). Por lo tanto, la propagacion descontrolada de la guayaba en las islas
alterando diferentes ecosistemas sobre todo en cuanto a la vegetacion dado que por competencia
directa tiende a desplazar a la flora nativa (Magee, et al., 2001). Una de las especies mas afectadas
por la propagacion descontrolada de la guayaba es el guayabillo (Psidium galapageium) (Ponce,
2016). El guayabillo es una especie endémica de las islas que comparte el mismo género que la

guayaba por lo que la convivencia de estas dos especies coloca en grave peligro de extincién al



17

guayabillo dado que existe el riesgo de formacidn de hibridos entre ambas especies que podria

resultar en la pérdida definitiva del guayabillo (Randell, et al., 2004).

1.4 Importancia de la diversidad genética en planes de control para la erradicacion de

plantas invasoras

Es importante destacar el hecho de que cuando se da la introduccién de una especie en un
nuevo habitat, ya sea por medios naturales o por actividades antropogeénicas, se da lo que conoce
como efecto fundador (Trujillo, et al., 2013). El efecto fundador establece que solo un pequefio
porcentaje de la poblacion parental va a encontrarse representado en el nuevo ecosistema. Es decir,
va a existir una menor diversidad genética de la nueva poblacion en comparacion con la poblacién
ancestral (Trujillo, et al., 2013). Esta diversidad genética reducida puede relacionarse con una
menor capacidad de adaptacion a cambios ambientales o a la respuesta frente a enfermedades o
plagas (Lee, 2002). Entonces, el tamafio de la poblacion fundadora va a determinar el pool genético
inicial de la poblacion madre en la isla; sin embargo, otras condiciones van a influir en el fitness
de las especies introducidas ya que aquellas especies que poseen capacidades de dispersion
eficientes, plasticidad fenotipica junto con otras caracteristicas de especies invasoras van a poseer

una mayor probabilidad de adaptabilidad al nuevo ambiente garantizando asi su éxito (Lee, 2002).

La diversidad genética se puede definir como la variabilidad existente en los alelos de los
genes dentro de una poblacion y entre poblaciones, permitiendo obtener informacion acerca de
diferentes indicadores de diversidad genética como son la heterocigosidad, nimero de alelos y
estructura poblacional (Reed & Frankham, 2003). Por lo tanto, llegar a conocer la diversidad
genética de P. guajava tanto en las Islas Galapagos como en Ecuador continental nos puede
indicarla capacidad de adaptacion y de respuesta frente a cambios ambientales o factores de estrés

como enfermedades que posee la especie en estudio (Lawesson & Ortiz, 1990). Ademas, un
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analisis genético de las poblaciones de guayaba en Ecuador continental puede ayudar a establecer
el origen de esta especie en Galédpagos permitiendo conocer la historia de invasion de esta especie
para poder entender su dindmica de expansion. A partir de esa informacion se pueden realizar
programas para el control del crecimiento y difusion de P. guajava en las Islas Galapagos con el

fin de conservar a las especies endémicas (Reed & Frankham, 2003).

1.5 Marcadores moleculares

La diversidad genética se puede determinar mediante el uso de marcadores moleculares.
Los marcadores moleculares son secuencias en el genoma que se caracterizan por ser polimorficas,
por lo que estos polimorfismos permiten identificar la variacion existente entre individuos que
pertenecen a una poblacion o incluso entre especies (Varshney, et al., 2005). De manera especifica,
los marcadores microsatélites (SSRs) son segmentos de ADN que pueden variar de 1 a 6 pares de
bases que en el genoma se repiten en tandem y de manera aleatoria (Varshney, et al., 2005).
Ademas, los microsatélites se caracterizan por tener un alto grado de polimorfismo, cubren una
gran extension del genoma, son codominantes, no se requiere de altas cantidades de ADN para
realizar los diferentes analisis y se encuentran en todos los organismos eucariotas (Coser, et al.,
2012). Las desventajas de utilizar marcadores microsatélites consisten en que se debe disefar
primers que flanqueen las regiones de interés para lo cual es necesario el conocimiento del genoma
de la especie en estudio pero existe ya una gran cantidad de informacién disponible acerca de los
genomas de una gran cantidad de organismos en bases de datos e incluso investigaciones donde se
disefian y se estandarizan primers para determinadas especies (Aranguren-Méndez, et al., 2005).
Este es el caso de Psidium guajava, que debido a su importancia en la agricultura de varios paises,
existe una gran cantidad de publicaciones sobre primers para amplificar regiones microsatélites de

caracter polimorfico (Guavamp, 2008).
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En base a esto, en este trabajo se determina la diversidad genética de la guayaba en Ecuador
continental utilizando 13 marcadores microsatélites de P. guajava que fueron descritos por
Risterucci y colaboradores en 2005; ademas, se busca establecer el origen de la guayaba
introducida en las Islas Galédpagos ya que el conocer acerca de la historia y procesos de invasion
de una especie se puede establecer los efectos que tiene esta especie sobre el ecosistema. (Reedy

Frankham, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la diversidad genética de Psidium guajava en Ecuador continental mediante el uso de

marcadores moleculares microsatélites.

2.2 Objetivos especificos

Amplificacion de 13 marcadores moleculares microsatélites especificos para Psidium
guajava con una cola universal y que se encuentren marcados con fluoroforo para el
posterior analisis de genotipado.

- Determinar la diversidad genética de Psidium guajava en Ecuador continental

- Analizar la estructura poblacional de Psidium guajava en Ecuador continental

- Comparar la diversidad genética de la poblacion de Psidium guajava en Ecuador
continental con los valores de diversidad de poblaciones de las Islas Galapagos.

- Establecer la procedencia de Psidium guajava de Ecuador continental en Galapagos.
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3. JUSTIFICACION

Las especies introducidas se definen como aquellas cuya distribucion geografica natural no
corresponde a la zona en la que se encuentran debido a la introduccion de estas especies por
actividades humanas. Esta introduccion de especies foraneas en un ecosistema atenta contra la
estabilidad del mismo pudiendo incluso llegar a desplazar a las poblaciones locales silvestres
(Itow, 2003). Un problema ampliamente conocido es la introduccion de especies vegetales en el
Archipiélago de Galapagos, siendo una de estas especies Psidium guajava, cuyo hombre comun
es guayaba. La guayaba fue introducida alrededor de 1850 para la siembra y obtencion del fruto,
ademas de como alimento de ganado desde Ecuador continental. Desde entonces esta especie
debido a su capacidad invasiva se ha extendido a un gran nimero de zonas de las Islas Galapagos
(Wash, et al., 2007). Por otro lado, en Galapagos existe la especie endémica guayabillo (Psidium
galapageium), el cual ha sido reportado en varias islas del archipiélago pero no se conoce con
exactitud su densidad y distribucion poblacional (Véliz, 2015). Se cree que la invasion de la
guayaba ha puesto en peligro al guayabillo debido a la alteracion de procesos ecosistémicos que
pueden llegar a desplazar a la especie endémica. Ademas, existe la posibilidad de eventos de

hibridacién entre la guayaba y el guayabillo (Jagger, et al., 2009)

Es de vital importancia la conservacién de la biodiversidad existente en las Islas Galapagos, por
lo que la determinacién de la diversidad genética de la guayaba en Ecuador continental puede
ayudar a esclarecer el origen de la guayaba en las Islas Galapagos . Los andlisis a nivel genético
permiten entender la historia de invasion de una especie, es decir su dindmica de expansion
geografica de tal manera que se pueda tomar medidas para controlar su dispersién. (Reed y

Frankham, 2003).
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4. AREA DE ESTUDIO

Para este estudio se muestred individuos de P. guajava distribuidos en toda la extension territorial
de Ecuador continental. Este muestreo se realizé en 19 provincias del continente, recolectando 171
individuos de P. guajava. El método de muestreo consistio en la recoleccion de hojas jovenes de
arboles de guayaba siendo este tejido vegetal almacenado en fundas Ziploc correctamente
rotuladas con la informacion del nombre del individuo y la localidad de recoleccién. En el interior
de las fundas se coloc silica gel para el secado de las muestras. Posteriormente, los individuos de
P. guajava recolectados fueron llevados al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
San Francisco de Quito, donde se realizo la extraccidon y amplificacién del ADN vy los posteriores

andlisis de diversidad genética y estructura poblacional.



5. MATERIALES
5.1 Recoleccién material vegetal
- Hojas jovenes de la especie P. guajava recolectados en Ecuador continental
- GPS
- Cuaderno de campo
- Fundas Ziploc

- Silica gel

5.2 Extraccion de ADN genomico

- Hojas de guayaba de los individuos recolectados

- Mortero y pistilo

- Nitrégeno liquido

- Buffer de extraccion CTAB 2X

- 2, B-mercaptoetanol de Bio-Rad

- Isopropanol 100%

- Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1

- Cama de arena Multi Block Heater de Thermo Scientific
- Etanol 70%

- Ultra Pure Distilled Water de Gibco (Agua de PCR)

5.3 Analisis del ADN genomico extraido

- ADN de los individuos recolectados de guayaba
- UltraPure Distilled Water de Gibco (Agua de PCR)

- NanoDrop
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5.4 Amplificacion de regiones microsatélite

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

- Tubos Eppendorf de 0.2 mL

- Taq platinum ADN polimerasa 5U/ul de Invitrogen
- Buffer de PCR 10x de Invitrogen

- Ultra Pure Distilled Water de Gibco (Agua de PCR)

- 13 pares de primers SSRs (Tabla 1)

5.5 Electroforesis en gel de agarosa

Fotodocumentador Biorad Gel Doc XR

- SeaKem ® LE Agarose

- SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)

- Fuente de Poder EPS -300 Il (C.B.S Scientific)

- EC360M Electrophoretic Gel System (Maxicell®)

- MGU-502T Horizontal Midi-Gel Kit de C.B.S Scientific)
- Tris — Acido Bérico — EDTA (TBE) 1X

- Blue Juice 10X Loading Buffer de Invitrogen

- Ladder 100bp de Invitrogen
5.6 Genotipado

- Placas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate de Applied Biosystems®
- 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems ®

- Software GeneMarker ® de SoftGenetics
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5.7 Andlisis estadistico

Software R y RStudio
Programa STRUCTURE
Software CLUMPP 1.1.2
Software DISTRUCT 1.1
Software DIYABC 2.1.0
Microsoft Excel

Adobe lllustrator
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6 METODOS

6.1 Recoleccidon de muestras de Psidium guajava en Ecuador continental

En mayo y junio del 2017 se realizaron varias salidas de campo para realizar el muestreo
de P. guajava en 19 provincias del Ecuador continental (Tabla 2). Se recolectaron 171 individuos
de Psidium guajava (Figura 1). En cada provincia se muestre6 de 4 a 5 localidades y dentro de
cada localidad se recolectaron individuos que se encontraban separados por una distancia minima

de 300 metros. (Anexo A).

Se recolectd entre 2 a 3 hojas jovenes por individuo, las cuales se depositaron en fundas
Ziploc que contenian silica gel. Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Biotecnologia

Vegetal en la Universidad San Francisco de Quito donde se conservaron hasta su procesamiento.

6.2 Extraccion y cuantificacion de ADN de los individuos de Psidium guajava

Para la extraccion del ADN del material recolectado se siguio el protocolo de Shagai-
Maroof y colaboradores (1984) con ligeras modificaciones realizadas para aumentar la
concentracion del ADN gendmico obtenido. En primer lugar, se pesaron 50mg material vegetal de
cada muestra recolecta. Se coloc6 este material en un mortero previamente desinfectado con etanol
al 70%, luego se afiadié nitrégeno liquido en una cantidad suficiente que cubra el tejido vegetal y
se procedié a la maceracion del tejido vegetal con un pistilo. A esto se le afiadié 800 ul de
detergente catiénico CTAB mezclando uniformemente y el producto resultante de este proceso se
transfirié a tubos eppendorf de 1.5mL. Este detergente ayuda a la ruptura o disolucion de las
membranas celulares (Rocha, 2002). Luego, a cada uno de los tubos se les afiadié 8 ul de B-
mercaptoetanol para la remocion de proteinas que puedan llegar a destruir el ADN o que afecten

su calidad (Rocha, 2002).
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Posteriormente se incub6 a 62°C cada uno de los tubos en una cama de arena durante una
hora pero realizando agitaciones cada 15 minutos. Luego, se afiadio cloroformo-alcohol isoamilico
en una proporcion 24:1y se dejo reposar por 20 min. Posteriormente se centrifugd cada muestra a
13200 rpm por 20 min. Tras el proceso de centrifugacion, se extrajo el sobrenadante obteniendo
un volumen aproximado de 500 ul y se transfirié a un nuevo tubo eppendorf correctamente
rotulado. Se agregd 600 pl de isopropanol frio, el cual se encontraba almacenado a 4°C y se puso
en congelacion durante 1 hora. A continuacion, se invirtié cada tubo delicadamente y se centrifugo

a 5000 rpm durante 5 min.

Se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con 500 pl de etanol al 70%, donde se trato
de homogenizar el pellet con el etanol. Luego, se centrifugd a 5000 rpm por 5 min, se elimind el
etanol y se dejo secar el pellet. Como ultimo paso, se resuspendio el ADN gendémico con agua para
PCR en una cantidad de 75 pl. Para la evaluacion de la calidad e integridad del ADN gendmico
extraido se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Figura 2), y posteriormente para
la cuantificacion del ADN y anélisis de pureza se utiliz6 el NanoDrop 1000 (Anexo B). Estas

muestras fueron conservadas a -20°C.

6.3 Amplificacion del ADN utilizando marcadores microsatélites

Se selecciond las muestras que poseian una alta concentracion y buena calidad de ADN.
Entonces, de los 171 individuos de guayaba muestreados se escogieron 96, seleccionando por lo
menos 4 individuos de cada una de las 19 provincias. De los individuos seleccionados, se realizé

diluciones de su ADN a una concentracion de 20 ng/ pl con agua de PCR.

Para el proceso de amplificacion mediante PCR se utilizé 13 primers microsatélites de P.

guajava que fueron descritos por Risterucci et al. (2005). En la Tabla 1 se muestran las secuencias
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de cada uno de los primers utilizados. Por lo tanto, se utilizo el genotipado por fluorescencia
descrito Blacket y colaboradores (2005), este método consiste en un sistema de tres primers: un
primer forward universal marcado con fluoréforo, un primer forward que es especifico pero posee
en el extremo 5" una secuencia complementaria al primer universal, y finalmente un primer reverse
especifico. Durante la reaccion de PCR, el primer forward especifico se agota al encontrarse en
menor concentracion que el resto de primers, esto da lugar a que el primer universal marcado con
fluoréforo se una a la secuencia complementaria del primer forward especifico (Blacket, et al.,

2005).

Se realiz6 una estandarizacion inicial de todos los primers a ser utilizados con 6 muestras
de las 96 seleccionadas para evaluar que las condiciones de PCR reportadas por Urquia (2017) y
Espin (2017) funcionen y amplifiquen correctamente. Para la elaboracion del master mix de cada
reaccion se afiadio 20.55 pl de Agua de PCR, 3 ul de buffer de PCR 10X con una concentracion
final de 1X, 1.5 ul de MgCl> 50mM con una concentracion final de 2mM, 0.6 pl de dNTPS 10mM
con una concentracion final de 0.2mM, 1.5 ul del primer forward modificado con la cola universal,
0.6 pldel primer reverse, 1.5 ul del primer marcado con fluoréforo (6FAM, VIC, NED o PET),
0,2 ul Tag Polimerasa Platinum utilizando 1U por reaccion y 2 ul de ADN de cada individuo
previamente diluido a 20 ng/ ul que es equivalente a 100 ng de ADN por reaccion. Es importante
mencionar que a cada set de primers se les asigné un fluoréforo distinto VIC, NED, 6FAM o PET

(Tabla 3).

Para el proceso de reaccién en cadena de la polimerasa o PCR se utilizé el programa de
ciclado reportado en el proyecto de investigacion de Diego Urquia (2018), el cual consiste en los
siguientes pasos: 1) Denaturacion inicial durante 15 minutos a 95°C. 2) Denaturacién durante 30

seg a 94°C. 3) Hibridacién durante 1min 30 seg con una temperatura que varia de acuerdo al set
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de primers a ser utilizados (Tabla 3). 4) Elongacién durante 1 min a 72°C, y 5) Elongacion final
durante 5 minutos a 72°C. El nimero de ciclos que se realizaron variaron de 30 a 35 ciclos
dependiendo del primer a ser utilizado (Tabla 3). La amplificacion de los loci mediante el proceso
de PCR se confirm6 por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Figura 3). Las
condiciones de la electroforesis es 80V durante 35 minutos. Los amplicones resultantes se

conservaron en congelacion.

6.4 Determinacion del genotipo de los individuos de P. guajava

Los productos de PCR fueron transferidos a los pocillos de las placas MicroAMP Optical,
en donde cada pocillo debia contener un volumen total de 40 pl, para lo cual se agreg6 de 3 a 4

reacciones realizadas con diferentes fluoréforos.

Las placas llenas fueron enviadas a Macrogen en Corea del Sur, para su genotipado. Para
ello, se utilizo6 el secuenciador ABI 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems. Este proceso
se realiza utilizando electroforesis capilar, que permite determinar el genotipo de cada individuo
para cada locus analizado. Macrogen envi6 los archivos de los resultados obtenidos en formato
.fsa, y estos archivos fueron analizados utilizando el programa GenMarker. Para poder determinar
aquellos picos que representaban alelos verdaderos se utilizé el protocolo de Luckau (2013). Con
los alelos identificados de cada uno de los individuos se elaboré una matriz que indica los alelos

de cada locus analizado, el individuo y la poblacion a la que correspondia el individuo.

6.5 Analisis de datos

Todos los loci analizados demostraron ser polimorficos por lo que se mantuvieron todos
los loci para el analisis a excepcion de mPgCIR26 que fue eliminado debido a que se presentaron

problemas al momento de la amplificacion. Ademas, previo al analisis de los datos se agruparon
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a de los individuos de Psidium guajava muestreados, con el fin de poder realizar un analisis a
escala mas global. Se evito realizar agrupaciones basdndose en limites geograficos de provincia
ya que se considera que la genética de una poblacion no se ve influenciada por estas delimitaciones
geopoliticas. Por este motivo se dividié al pais en las tres regiones geogréaficas que dividen a
Ecuador continental, siendo estas regiones Costa, Sierra y Amazonia ya que la separacion las
regiones mencionadas se encuentra dada por la cordillera de los Andes que representa una barrera
natural. Ademas, se dividio de manera latitudinal al Ecuador por lo que se midid la extension del
Ecuador desde el punto més noérdico hasta el punto mas al sur del pais, en donde se establecié que
la distancia entre los puntos definidos es de 720km (Figura 4). En base a este valor se definio las
zonas norte, centro y sur, cada zona con una extension de 240km. Finalmente, tomando en cuenta
lo establecido se agruparon a los individuos en 9 regiones dependiendo de su ubicacion regional y
latitudinal. Con las 9 regiones definidas en Ecuador continental se cre6 una matriz para el analisis
de los datos genéticos. Posteriormente, se cre6 otra matriz que contenia las 9 regiones establecidas

de Ecuador continental y las tres islas de Galapagos: Santa Cruz, Isabela y San Cristobal.

Para poder utilizar el programa R, se transform6 las dos matrices previamente
mencionadas: Una que contiene solo a los individuos de Ecuador continental y otra que contenga
a los individuos de Ecuador continental y a las tres Islas de Galapagos en base al formato
establecido en una guia para R (Trevor, 2015). Estos archivos se guardaron en formato de texto,
que posee la extension .txt. Utilizando la funcidn df2gening del paquete de RStudio adegenet se
transformd cada una de las matrices a formato genind, con lo cual se obtuvo el nimero de alelos
por locus, nimero de alelos totales, heterocigosidad observada y esperada por locus. Para la
obtencion de estos indices por region, se transformé a formato genpop utilizando el comando

genind2genpop con el mismo paquete previamente mencionado, pero para este caso el comando
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se utiliza para la obtencion de nimero de alelos por localidad mientras que se debe utilizar la
funcion Hs, estableciendo la condicion pop=TRUE para la obtencion de la heterocigosidad

esperada.

6.6 Estructura poblacional

Con las matrices que se mencionan en el parrafo anterior se calculd las distancias genéticas
de Nei utilizando el comando dist tanto por individuos como por poblaciones. Las distancias
genéticas entre poblaciones se calcula en base a los promedios de todos los individuos que
constituyen una determinada poblacion, y estas distancias genéticas entre las poblaciones fue
utilizada para la elaboracion del dendograma Neighbor joining, en el cual la distancia genética
entre cada region analizada se ve representada por la longitud de la rama (Demarchi, 2009). Por
otro lado, en base a la matriz resultante de las distancias genéticas entre individuos se elabord un
Analisis de Componentes Principales (PCoA), uno considerando Unicamente a Ecuador

continental y otro que incluye a Ecuador continental y a las Islas Galapagos.

Se realizd de igual manera un analisis de STRUCTURE con el fin de poder establecer el
namero de linajes existentes y como estos se encuentran definidos en la estructura poblacional en
base a analisis estadisticos bayesianos. Para este analisis se utiliz6 el software STRUCTURE para
lo cual se modificé la matriz en base al formato establecido en la guia de uso. En este caso, se
utilizé las regiones establecidas en esta investigacion. En primer lugar, se realizé una corrida de
prueba preliminar utilizando el modelo Admixture y como prior las regiones a las que pertenecen
cada individuo. Esta corrida permiti¢ establecer el numero posible de linajes existentes para lo
cual en el caso de Ecuador continental se asumio de 1 a 11 posibles grupos ancestrales (K), ya que
se recomienda utilizar un valor K en el cual al valor esperado de linajes se le agregue dos. Se

utiliz6 un MCMC (Markov Chain Monte Carlo) de 100000 y un burning period de 10 000,
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estableciendo un nimero de 10 réplicas, esto se recomienda en la literatura ya que permite obtener
resultados robustos y confiables. Para poder evaluar si existe una correlacion entre distancias

genéticas y geograficas se realizd una prueba de Mantel utilizando el programa GenAlex.

Con esta informacion se realizo otra corrida en el cual solo se redefinié los valores de
linajes a ser analizados de 1 a 6, y se utilizé un MCMC de 2x10° y un burning period de 1x10° con
10 réplicas. Se utilizé el mismo set de condiciones para analizar el niamero de linajes en Ecuador
continental con las Islas Galapagos, y se evalu6é un K de 1 a 7, se definié este rango debido a que
se tomo en cuenta los 3 linajes que presentd Ecuador continental y se esper6 que en las Islas
Galapagos se presenten dos linajes diferentes en base a un estudio realizado por Urquia, et al
(2019), en el cual se investiga la estructura poblacional con las mismas islas analizadas en este
estudio. Los resultados de STRUCTURE Harvester se extrajeron para obtener las graficas
generalizadas del K méas éptimo a través del uso de CLUMPP que es un programar que resume
todas las iteraciones realizadas y se complementa con el programa DISTRUCT que genera los

graficos finales.
6.7 Modelos de introduccién de P. guajava en las Islas Galapagos

Para poder determinar los patrones de introduccién de guayaba en las Islas Galapagos se
realiz6 un andlisis llamado Approximate Bayesian Computations (ABC) que permite analizar
mediante inferencia bayesiana distintos escenarios. Esto se realizé utilizando el software DIYABC
el cual necesita que la matriz se encuentre en formato genepop ya que realiza el analisis en base a
las poblaciones. Para un primer analisis se clasifico a los individuos del continente en base a los 3
linajes que se observaron en los resultados de STRUCTURE dado que de esta manera se puede
determinar el linaje de origen de Ecuador continental en la region insular. Por lo tanto, en DIYABC

se establecieron 3 escenarios diferentes en base a la informacion obtenida de STRUCTURE para
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Ecuador continental. Es decir para esclarecer el origen de la guayaba del continente a Galapagos
se realizaron escenarios utilizando como base los 3 linajes de la muestra de guayaba analizada en
Ecuador continental en donde cada linaje va a representar a una poblacion mientras que los
individuos de guayaba de Galapagos se agruparon como otra poblacion. Por tanto, cada escenario
evaluara la probabilidad de ocurrencia de introduccion de cada uno de los linajes en las Islas

Galépagos (Figura 5).

El escenario que posee mas probabilidad de ocurrencia va a sugerir cual de los linajes
analizados fue introducido a Galapagos. A partir de estos resultados, se plantearon cuatro
escenarios para poder entender el patron de introduccion de la guayaba a las Islas Galapagos. Por
lo tanto, a partir del linaje con mayor probabilidad de ocurrencia de haber dado origen a la
poblacion de guayaba en la region insular del Ecuador se evalud si se dio una 0 mas introducciones
de guayaba a las Islas Galapagos. La primera posibilidad consiste en la hipétesis de que se dio
Unicamente una introduccion, por lo que se evalla si el primer proceso de colonizacion de guayaba
fue en San Cristobal y de esta isla desciende a Isabela siendo este el primer escenario, o si la
primera introduccién fue en Isabela seguido de una descendencia de la poblacion de Psidium
guajava a San Cristdbal (Figura 6a y 6b). La segunda hipotesis sugerida analiza dos introducciones
de la guayaba a las Islas Galapagos para lo cual se modelaron dos escenarios. EI primer escenario
establece que se dio una primera introduccion en San Cristobal seguido de una segunda
introduccion en Isabela, mientras que el segundo escenario plantea la posibilidad de que la primera
introduccion se haya dado en Isabela y que luego se dé una segunda introduccion en San Cristobal.
Cabe mencionar que en todos los 4 escenarios establecidos se asume que Santa Cruz es una

poblacion resultante de la mezcla entre San Cristdbal e Isabela (Figura 6¢ y 6d).



34

7 RESULTADOS

7.1 Extraccion y cuantificacion de ADN de los individuos de Psidium guajava

Se realizé una extraccion exitosa de ADN de los 96 individuos de P. guajava de Ecuador
continental. De manera general se puede decir que se extrajeron concentraciones de ADN que
variaban en un rango desde los 300 ng/pl hasta los 4000 ng/ul; sin embargo, cabe mencionar que
existieron 2 muestras que presentaron concentraciones menores a 200 ng/ul. Ademas, la
evaluacion de la calidad del ADN mediante espectrofotometria indicaron niveles 6ptimos del radio
de absorbancia Azso230 pues estos valores se encontraban muy cercanos a 2.0. Por otro lado los
resultados del radio de Azso280 poseian valores menores que 1.8, que es considerado como el valor
optimo, lo que puede deberse a la presencia de compuestos fendlicos o proteinas (Desjardins &
Conklin, 2010). Los valores de cuantificacion del ADN se pueden observar en el Anexo B. Por
altimo, utilizando la técnica de electroforesis en gel agarosa se observo bandas de ADN claras sin
degradacion y con el tamafio esperado permitiendo comprobar la calidad e integridad del ADN

(Figura 2).

7.2 Amplificaciéon del ADN utilizando marcadores microsatélites

Se logré una amplificacion exitosa con 12 de los 13 pares de primers utilizados. El primer
mgCIR26 se elimin6 debido a que presentd problemas de amplificacion; el resto de los loci
microsatélites amplificaron exitosamente con las condiciones de PCR previamente estandarizadas

y que se mencionan en la seccién de metodologia.
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7.3 Determinacion del genotipo de los individuos de P. guajava

Los 96 individuos de Psidium guajava fueron exitosamente genotipados. Todos los loci
microsatélite utilizados demostraron ser polimorficos. Se encontrd un total de 151 alelos para la
poblacién analizada, observandose un promedio de 12.58 alelos para los 12 loci analizados. Los
loci que presentaron mayor cantidad de alelos fueron: mPgCIR10 con 24 alelos, mPgCIRO5 con
22 alelos y CIR17 con 16 alelos. El resto de loci poseen alelos en un rango de 6 a 13, siendo
mPgCIR11 el que reporta menor cantidad de alelos (Figura 7). Por otro lado, todos los loci
analizados presentaron una heterocigosidad esperada promedio de 0.82 versus una heterocigosidad

observada promedio de 0.31 (Tabla 4).

Al analizar el nimero de alelos presentes en cada una de las 9 regiones previamente
establecidas, se puede observar que todos los grupos tienen un numero variable de alelos
observados ya que varia en un rango de 40 a 71, siendo las regiones Costa y Sierra norte las que
poseen la menor cantidad de alelos (N=4), mientras que la region con mayor namero de alelos es
Amazonia Sur (N=14). Es importante mencionar que el nimero de muestras por region no varia
ya que todas los grupos poseen un nimero muestral de 9 a 13 individuos. Es importante mencionar

que las regiones analizadas presentan por lo menos 4 alelos privados (Tabla 5).

7.4 Andlisis de indices de diversidad genética

Los primeros indicadores por analizar corresponden a la heterocigosidad esperada (He) y
heterocigosidad observada (Ho). De manera global se obtuvo que He es de 0.69, mientras que la
Ho es igual a 0.27 por lo que se establece que la heterocigosidad esperada es significativamente
mayor que la heterocigosidad observada, este mismo patron puede ser observado al momento de

analizar heterocigosidades por region (Tabla 5). Las Ho mas altas observadas corresponden a la
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region Amazonia centro con un valor de 0.41 y Amazonia norte con 0.43, mientras que aquellas
que presentaron los valores mas bajos fueron las regiones Costa Norte con 0.09 y Costa Centro
con 0.17. Por otro lado, He mas altas corresponden a Costa Sur y Sierra Sur con valores de 0.72 y
0.70, respectivamente, mientras que la He més baja es Costa Norte con 0.5, el resto de regiones
poseen heterocigosidades esperadas alrededor de 0.6 (Tabla 5). Finalmente, los andlisis de
endogamia para la poblacion de Ecuador continental reportan un Fis global igual a 0.61. Ademas
se puede observar en la Figura 8 que existe un alto nimero de individuos de P. guajava con

coeficientes de endogamia que varian en un rango de 0.6 a 0.8.

7.5 Estructura poblacional

Se elabor6 un PCoA en base a las distancias genéticas entre los individuos de P. guajava
de Ecuador continental en el cual se observa que no existe algun tipo de agrupacion, es decir que
ninguna de las 9 regiones analizadas se separa claramente ya que todos los individuos se
encuentran dispersos espacialmente sin seguir un patrén especifico como se puede observar en la
Figura 9. Por otro lado, en el PCoA que incluye a los individuos de Ecuador continental, San
Cristobal, Santa Cruz e Isabela si se distingue agrupamientos de acuerdo al origen de los
individuos, es decir se observa un agrupamiento por isla y por continente (Figura 10). Los
individuos de P. guajava del continente se encuentran mas alejados de aquellos individuos que
provienen de las islas, esto demuestra la diferenciacion genética existente entre los individuos de
la guayaba del continente versus los del archipiélago Galapagos. Ademas, cabe mencionar que
existen ciertos individuos del continente que se ubican en el medio entre el grupo del continente y

las Islas Galapagos.

Para el dendograma Neighbor joining se utilizaron las distancias genéticas de Nei, por esta

razon la longitud de las ramas representa la distancia genética existente entre cada poblacion
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(Demarchi, 2009). En el Neighbor joining de Ecuador continental Figura 11a, se observa una
agrupacion de orden latitudinal, ya que las diferentes poblaciones se relacionan unas con otras por
su ubicacion en norte, centro o sur. Por lo tanto, Costa norte, Sierra norte y Amazonia norte se
encuentran agrupadas y poseen distancias genéticas similares unas con otras; sin embargo, la
poblacion de Amazonia Centro se encuentra mas relacionada con Amazonia Norte que con las
poblaciones de la zona centro del Ecuador que corresponde a Sierra centro y Costa centro, las
cuales si se encuentran altamente relacionadas, es decir cercanas genéticamente. Por otro lado, las
regiones Costa y Sierra sur poseen distancias genéticas bajas entre si pero la regiébn Amazonia sur

se encuentra genéticamente alejada de estas regiones.

Por otro lado, al analizar el Neighbor joining que incluye a los individuos P. guajava de
Ecuador Continental y de las islas Santa Cruz, Isabela y San Cristdbal (Figura 11b) se visualiza lo
previamente establecido en el PCoA de que las Islas Galapagos se encuentra diferenciada
genéticamente de la poblacion de Ecuador Continental formando un agrupacién separada de los
individuos del continente. Sin embargo, a pesar de las distancias genéticas entre continente e islas
se destaca el hecho de que la isla San Cristdbal se relaciona con la poblacion Sierra centro de
Ecuador continental, lo que significa que existe una similitud genética entre estos grupos de

individuos.

Al analizar el resultado de STRUCTURE considerando Unicamente a los individuos P.
guajava de Ecuador continental (Figura 12a), se establecio que el nimero mas probable de linajes
en base a un AK de 84.13 fue de 3, en el cual se observa que no existe estructura poblacional
definida pero si la predominancia de linajes de acuerdo a la zonas latitudinales establecidas ya que
la region norte del pais se encuentra dominada en este caso por el linaje representado por el color

rojo, la regién centro por el linaje que corresponde al color verde, mientras que la zona sur del pais
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posee una mezcla de los tres linajes mencionados con una predominancia del linaje verde. Ademas,
es importante mencionar que los individuos que pertenecen al linaje amarillo tienen un acervo
genético significativamente mas que pequefio que los otros dos linajes, por lo que se decidio incluir
el grafico de STRUCTURE que posee un K de 2 para poder evaluar como los individuos de este
linaje se relacionan o se agrupan con los otros linajes. Como se evidencia en la Figura 12b los
linajes rojo y verde pasan a formar parte de un solo grupo mientras que los otros individuos del
linaje amarillo se agrupan en otro, indicando la diferenciacion genética existente entre los

individuos del linaje amarillo versus los otros individuos.

Debido a que no se observo una estructura poblacional definida de la muestra de Psidium
guajava analizada en Ecuador continental pero si predominancia de linajes de acuerdo a las zonas
latitudinales establecidas se realizd una prueba de Mantel (Figura 13). Los resultados de este
andlisis revelaron que no existen una correlacion entre las distancias genéticas y las distancias
geogréficas de los individuos de P. guajava dado que con un valor P de 0.120 no se rechaza la
hip6tesis nula la cual establece que no existe una correlacion entre las distancias geograficas y

genéticas.

Por otro lado, el STRUCTURE que involucra a las poblaciones de Ecuador continental,
Isabela, Santa Cruz y San Cristobal dio como resultado un K éptimo de 2 con un AK igual a 737.29
(Figura 14a). En este caso se observa una estructura genética para Ecuador continental que
representa un grupo y las Islas Galapagos que conforman otro grupo. Sin embargo, a pesar de la
clara diferenciacion entre estos grupos se puede observar que existe la presencia del grupo del
continente en Galapagos, asi como la existencia del grupo de Galapagos en el continente con una
predominancia en las zonas Centro y Sur del Ecuador. Esto ratifica la relacion que existe entre

Ecuador continental y la region insular a pesar de que sean poblaciones lejanas genéticamente.
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Adicional a esto, en la Figura 14b que indica un K igual a 3 se evidencia como Santa Cruz posee

una mezcla significativa de los linajes presentes en San Cristobal e Isabela.

7.6 Evaluacion de patrones de introduccion

Los resultados del analisis del ABC para evaluar la procedencia de la poblacion de P.
guajava en el Archipiélago de Galapagos establecid que el escenario 2 (Figura 5b) que establece
que la poblacion de P. guajava en las Islas Galapagos proviene del linaje verde mostrado en
STRUCTURE, fue el que explicaba mejor el proceso de introduccion en base a la probabilidad
posterior de 0.34 del calculo directo y de 0. 44 de la regresion logistica. Los otros escenarios fueron
descartados dado que presentaban probabilidades posteriores de regresion logistica de 0.37 y 0.18
para el escenario 1 y 3, respectivamente. Por otro lado, para el analisis del ndmero de
introducciones de la guayaba en la region insular, el escenario 2 (Figura 6b), el cual establece que
existié un unico proceso de introduccion que fue de Ecuador continental a la Isla San Cristdbal,
posee la probabilidad posterior 0.42 y de 0.56 para el método directo y de regresion,
respectivamente. El escenario 1 posee una probabilidad posterior de 0.43 utilizando la regresion
logistica, mientras que los escenarios 3 y 4 dieron como resultado una probabilidad posterior de 0,

por lo que se descartaron estos 3 escenarios.
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8 DISCUSION

8.1 Diversidad genética

En base a los resultados obtenidos se establece que la poblacion de Psidium guajava de
Ecuador continental posee una diversidad genética alta en comparacion a las Islas Galapagos. Esto
se fundamenta debido a que la heterocigosidad es la variacion genética de una poblacion analizada
(Gutiérrez, 2009). Por lo tanto para este estudio la He esperada global en Ecuador continental es
de 0.7, lo cual es significativamente mas alto que la heterocigosidad esperada reportada en las Islas
Galapagos en donde se obtuvo un valor de He igual a 0.356 (Urquia, et al., 2019) . Estas
diferencias en la heterocigosidad se relacionan con el hecho de que la poblacién de Ecuador
continental analizada posee 151 alelos con los 11 loci analizados, mientras que para para las Islas

Galapagos se reporta un total de 52 alelos. (Urquia, et al., 2019). (Morillo, et al., 2011).

Ademas, se debe mencionar que en el estudio realizado en Galépagos de los 13 loci
microsatélites analizados Unicamente 9 fueron polimorficos mientras que en Ecuador continental
los 11 loci utilizados resultaron ser polimorficos, esto se debe a que aquellos loci que son
monomorficos en las poblaciones de las Islas Galdpagos, en Ecuador continental si presentaron
un numero de alelos mayor a uno. (Teulat, et al., 2000). Por lo tanto, estos resultados son los
esperados debido a que el proceso de colonizacién de P. guajava en las Islas Galapagos se asocia
con principio del efecto fundador, este principio se relaciona con cuellos de botellas dado que solo
un porcentaje bajo de la diversidad genética de la poblacion madre se ve representada en el sitio
de colonizacion y de manera progresiva con el paso del tiempo la nueva poblacion se va
diferenciando. Es importante mencionar que se asume que Ecuador continental es la poblacion
fundadora de la guayaba en las Islas Galapagos en base a la historia de colonizacion de las islas

que produjo un constante flujo migratorio humano junto con la introduccion en las islas de
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productos agricolas, ademas de que se observa alto nimero de alelos compartidos entre las
poblaciones de guayaba de Ecuador continental y la region insular. Por este motivo el sitio de
colonizacion, en este caso Galapagos, va a tener una diversidad genética significativamente menor
que la poblacion fundadora, que en este caso se asume que es Ecuador continente (Prentis, et al.,

2008).

En base a lo analizado, se puede llegar a establecer finalmente que las poblaciones de
guayaba de San Cristobal, Santa Cruz e Isabela presentan una diversidad genética inferior a la
encontrada en Ecuador continental, concordando con lo esperado en base a la literatura dado que
las poblaciones introducidas poseen una variacion genética menor debido a que constituyen un
subconjunto de una poblacion mas grande en base al principio del efecto fundador y a la alta

frecuencia de reproduccion de manera asexual (Allendorf & Lundquist, 2003).

Los resultados indican que la Ho global que presenta la poblacién de Psidum guajava de
Ecuador continental es igual a 0.27 con un coeficiente de endogamia (Fis) de 0.61. Esto concuerda
con otros estudios de diversidad genética de P. guajava en los cuales se han mostrado coeficientes
de endogamia significativamente altos. Tal es el caso de Estados Unidos en donde se evaluaron
cultivares autéctonos tanto de ese pais como de otros paises Yy en este estudio se reportdé una Ho
de 0.2 y un valor Fis de 0.8 (Sitther, et al., 2014). Estos altos valores en el coeficiente de endogamia
obtenidos al analizar poblaciones de P. guajava son explicados por la tendencia de esta especie a
autopolinizarse y a reproducirse clonalmente con una frecuencia de aproximadamente un 60%
(Sitther, et al., 2014). La autopolinizacion produce una reduccion significativa del nimero de
heterocigotos en la poblacién ocasionando pérdida en la variabilidad genética de una poblacion y
por ende una pérdida en la capacidad de adaptacion (Sitther, et al., 2014). (Figura 14) (Sitther, et

al., 2014).
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Ademas, en otros estudios se ha podido establecer que la baja heterocigosidad observada
se debe especificamente al factor de autopolinizacion que caracteriza a esta especie ya que en un
estudio realizado por Valdés-Infante y colaboradores (2007) se indujo mecanismos de
autocompatibilidad en P. guajava. Esto permitid determinar que la eliminacion de la
autopolinizacién en esta especie tiene un rol importante en el aumento de la diversidad genética
dado que se alcanz6 una heterocigosidad observada promedio de todos los loci microsatélites
analizados de 0.38, que es alto al compararlo con el grupo control que presenté una Ho promedio

igual a 0.2 (Valdés-Infante, et al., 2007).

Sin embargo, esta caracteristica de la guayaba de poder reproducirse tanto sexual como
asexualmente, le confiere una gran cantidad de ventajas al momento de expandirse en nuevos
territorios (Sitther, et al., 2014). Por lo tanto, cuando la naturaleza de una especie tiende hacia la
endogamia va a tener la facilidad de expandirse espacialmente ya que puede propagarse en
ausencia de otras plantas de su especie o de agentes polinizadores lo que resulta beneficioso para
una especie introducida. Por este motivo es que una planta con esta capacidad de autofecundacién

tiende a volverse invasora (Frankham, 2005).

Finalmente, se debe analizar porque existe tanta diferencia entre la He y la Ho de la muestra
poblacional de guayaba de Ecuador continental. Para esto se debe mencionar que la He se calcula
con las frecuencias alélicas de la muestra poblacional analizada del numero total de alelos
encontrados, tomando como base que la poblacidn se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg. Es
decir, la heterocigosidad esperada va a revelar la riqueza alélica que existe en la poblacion
asumiendo que existe panmixia o apareamiento aleatorio en la guayaba. Pero la guayaba al ser una

especie que se reproduce en un alto porcentaje por endogamia va a producir una desviacion de las
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frecuencias genotipicas esperadas por Hardy-Weinberg, dando como resultado una tendencia hacia

la homocigosidad.

8.2 Estructura poblacional de los individuos de Psidium guajava en Ecuador continental

En cuanto a los resultados de STRUCTURE con un K=3 se puede observar que existe una
mezcla entre los linajes presentes por lo que no existe una estructura poblacional definida a pesar
de que si se puede evidenciar predominancia de los linajes en las zonas geograficas norte, centro
y sur del pais (Figuralla). Esta mezcla entre linajes se sustenta con el coeficiente global Fst el cual
establece la diferenciacion genética existente entre poblaciones ya que en la poblacidn de guayaba
analizada en Ecuador continental el Fst fue igual 0.08 (Tabla 7). Este coeficiente indica que los
individuos de Psidium guajava de Ecuador continental se encuentran genéticamente relacionados
y que existe flujo génico (Beaumont, 2005). Por otro lado, al analizar los coeficientes Fst por
regiones se observan valores que de acuerdo a los pardmetros de Wright (1969), las regiones
poseen una moderada diferenciacion genética. Pero como se relaciona esto con el bajo valor de Ho
obtenido en la muestra poblacional de guayaba, para explicar esto se debe establecer que la
guayaba se entrecruza en un porcentaje de alrededor del 40%, lo que permite la existencia de flujo
génico (Sitther, et al., 2014). Ademas, lo que permite también el flujo génico son los animales que

dispersan las semillas tras haber ingerido el fruto (Somarriba, 1985).

Es importante mencionar que en el STRUCTURE K=3 se observa que el linaje
representado por el color amarillo constituye inicamente un pequefio porcentaje de la poblacion
total analizada concentrado principalmente en la zona Sur del Ecuador. Al analizar los resultados
de STRUCTURE K=2 se evidencia que los individuos que pertenecen al linaje amarillo
continuaron manteniéndose como un grupo separado mientras que los otros dos linajes se

agruparon en un solo grupo. Esto podria sugerir que el linaje amarillo se pueda tratar de un tipo
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de variedad nueva de guayaba ya que se evidencia claramente como estos individuos se diferencian

del resto de la poblacién analizada.

Las distancias genéticas de Nei establecen que existe una relacién cercana entre las 9
regiones establecidas del continente. Se encontré una relacion genética mas cercana en aquellas
regiones que se encuentran mas cercanas geograficamente (Tabla 6). Sin embargo, como se
muestra en los resultados de la Prueba de Mantel, no existe una correlacion entre la distancia
geneética y la distancia geografica de cada uno de los individuos de P. guajava de Ecuador
continental. Se ha mencionado que la divergencia genética puede estar dado por un gran nimero
de factores diferentes a la distancia geografica como flujo génico, la seleccién natural, deriva
génica o seleccion sexual (Wang & Summers, 2010). Por lo tanto, como se menciond antes si
existe flujo génico entre la poblacion pero también se sugiere que otra causa probable para la
semejanza o diferencia genética entre las poblaciones del continente sea la seleccion natural, es
decir la adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales debido a que en Ecuador existen una
gran cantidad de ambientes con diferentes caracteristicas climatologicas que dependen de la
ubicacion geografica del pais. Es importante mencionar que la guayaba tiene la capacidad de crecer
y reproducirse en un amplio rango de condiciones y esto ha permitido su expansion a diversos
tipos de ecosistemas (Nagar, et al., 2017). Entonces, la influencia del ambiente pudo haber dado
lugar a la divergencia genética pero no se debe dejar de lado el hecho de que es posible que si
exista una influencia por distancia geografica que no se refleje en los resultados de la prueba de
Mantel debido a que este factor puede verse opacado por las otras condiciones mencionadas
(Richter, et al., 2009). Cabe resaltar que a pesar de que los microsatélites sean considerados
marcadores moleculares selectivamente neutros, un gran ndmero de estudios indica que los

microsatélites pueden tener funciones importantes como la regulacién o funcionamiento de los
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genes (Li, et al., 2008). En base a esto, se puede establecer que existe evidencia de que los
marcadores microsatélites pueden encontrarse afectados por presiones selectivas (Oliveira, et al.,

2006).

8.3 Estructura poblacional de los individuos de Psidium guajava en Ecuador continental

versus Islas Galapagos

Por otro lado, el analisis de STRUCTURE que involucra a las islas de San Cristobal, Santa
Cruz Isabela y Ecuador continental dio un K 6ptimo de 2, esto indica que las poblaciones de las
Islas Galapagos pertenecen a un grupo distinto al de Ecuador Continental. Este resultado establece
gue no se mantiene un flujo génico entre las poblaciones del continente y la region insular lo que
se relaciona con su falta de conectividad por la separacion oceanica (Planter, 2007). Ademas de
que actualmente se encuentra prohibido ingresar productos agricolas a las Islas Galapagos (ABG,
2013). Esto se relaciona con los resultados de distancias genéticas obtenidas al considerar los
individuos de P. guajava de Ecuador continental y de las Islas Galapagos ya que se observa una

diferenciacion clara entre las poblaciones de Ecuador Continental y las Islas Galapagos.

Por otro lado, es importante analizar el resultado obtenido del STRUCTURE que incluye
a los individuos de P. guajava de San Cristobal, Santa Cruz e Isabela ya que al tomar en cuenta el
K 6ptimo (K=3) se observa como en la isla Santa Cruz existe una mezcla de los linajes de San
Cristobal e Isabela. Esto concuerda con otro estudio realizado sobre la caracterizacion de la
diversidad genética de P. guajava en Galapagos en el cual se determindé mediante analisis
bayesianos de probabilidad que la poblacion de guayaba en Santa Cruz es el resultado de una
mezcla entre los pools genéticos de los individuos de San Cristdbal e Isabela (Urquia, et al., 2019).

Al comparar las distancias genéticas entre el continente y el archipielago se ve una alta

diferenciacion entre las regiones de continente y las islas Santa Cruz e Isabela; sin embargo, existe
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una cercania entre los individuos de Sierra Centro y San Cristobal (Tabla 6). Esto concuerda con
lo que se visualiza en el dendograma Neighbor joining (Figura 10b). Esta informacién permite
inferir que la posible poblacidn de origen de la guayaba en las Islas Galapagos corresponde a la
zona Sierra centro, dentro de esta poblacidn se encuentran las provincias de Bolivar, Tungurahua

y norte del Azuay (Tabla 2).

Es importante analizar si existe alguna conexién entre lo observado a nivel genético y la
historia de colonizacién humana de las Islas Galapagos. De acuerdo a la historia, Manuel Cobos
es considerado el primer colonizados de la Isla San Cristébal en 1880, donde fundd su hacienda
El Progreso dedicada a la agricultura de cafia de azlcar para lo cual traia mano de obra del centro
y sur del Ecuador (Brewington, 2001). La historia sefiala que Manuel Cobos introdujo la guayaba
a la Isla de San Cristobal debido a que cultivaba sus frutos para el consumo y utilizaba la corteza
para curtir pieles de ganado (Guevara, 2015). Esto concuerda con los analisis reportados para este
estudio, en donde se sugiere el posible origen de la guayaba proviene de la zona Centro del
continente. Por otro lado, existen dos acontecimientos historicos de importancia que respaldan lo
observado a nivel genético. En primer lugar se encuentra al alto flujo migratorio existente a causa
del terremoto de 1949 que afectdé severamente a la provincia de Tungurahua (Granda y
Choéz,2013). Ademas, lleg6 a Galapagos gente de la provincia de Loja debido fuertes sequias que
afectaron a la poblacién y su economia lo que oblig6 a las personas a migrar a otras zonas del pais,

como las Islas Galapagos (Granda y Choéz, 2013).

8.4 Evaluacion de patrones de introduccion

El analisis bayesiano de los modelos establecidos en base a los linajes de STRUCTURE
dieron como resultado que el escenario con mayor probabilidad de ocurrencia, es decir el que

explica mejor el set de datos genéticos fue el escenario 2. Este escenario sugiere que el linaje



47

representado por el color dio origen a la descendencia de las poblaciones de guayaba en las Islas
Galépagos. Es importante mencionar que este linaje predomina en la zona centro y sur del
continente por lo que no se puede descartar el hecho de que la zona Sur del Ecuador también haya
aportado al pool genético de la guayaba en Galapagos. Por otro lado, se debe resaltar que estos
resultados concuerdan con lo sugerido previamente en el dendograma Neighbor joining de que la
guayaba posiblemente proviene de la zona Sierra Centro ya que este linaje se presenta en la zona

Centro del Ecuador, con mayor predominancia en la region Sierra centro.

No se debe dejar de lado el escenario 1 ya que posee una probabilidad posterior
significativamente alta. Este escenario establece que el linaje representado por el color rojo en el
andlisis de STRUCTURE pudo haber dado origen a la guayaba en la region insular del Ecuador.
Por lo tanto, se sugiere que el linaje rojo pudo aportar a la poblacién de P. guajava en las Islas
Galéapagos pero con una menor proporcion que el linaje verde. Finalmente, hay que establecer que
los modelos analizados indican una trifurcacion directa de los linajes de Ecuador lo que deja
incertidumbre acerca de la divergencia de los linajes en Ecuador continental; sin embargo, para
este analisis no se considera de importancia los diferentes tiempos en que las poblaciones
ancestrales del continente se separaron ya que el objetivo consistié en establecer el origen de P.

guajava.

En cuanto a los modelos analizados que evallan el patrén de introduccién de P. guajava
en Galapagos, el escenario que tuvo la probabilidad posterior mas alta con un valor de 0.56 fue el
escenario 2 el cual sugiere que se produjo una sola introduccidn en la isla San Cristébal y a partir
de esta la guayaba paso hacia Isabela. Cabe destacar que estos resultados concuerdan con la historia
de colonizacién humana de las Islas Galapagos. Por lo tanto, se puede asumir que los procesos de

migracion humana hacia las islas tuvo como consecuencia la introduccidn de especies presentes
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en el continente, como en este caso la guayaba. Sin embargo, no se puede dejar de lado que si
existe la posibilidad de que se haya introducido la guayaba de manera independiente a la Isla de

Santa Cruz, que es lo que sugiere el escenario 1 con una probabilidad posterior de 0.43.

Es importante mencionar que para la realizacion de estos escenarios se asumié que Santa
Cruz constituia la altima isla en ser colonizada por la especie P. guajava ya que esta isla fue la
Gltima en ser ocupada por el humano. Ademas, es importante mencionar que se asumio que la
poblacién de P. guajava de Santa Cruz consiste en una mezcla entre las poblaciones de guayaba
de Isabela y San Cristébal lo cual se pudo evidenciar en el STRUCTURE que involucra a los
individuos de Ecuador continental e Islas Galapagos (K=3). Esto concuerda con otro estudio
realizado por Urquia et al (2019) en el cual se reporta que Santa Cruz consiste en una mezcla de

las poblaciones de las otras dos islas.
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9 CONCLUSIONES

La poblacion de Psidium guajava en Ecuador continental posee niveles de diversidad
genetica altos en comparacion con lo reportado para las Islas Galapagos. Esto se relaciona con el
principio del efecto fundador ya que se sugiere que la poblacidn de guayaba en Ecuador continental

es la poblacion ancestral que dio origen a la guayaba en la region insular del Ecuador.

Por otro lado, se sugiere que el origen de la guayaba proviene de la zona Sierra Centro del
Ecuador, siendo esta zona constituida por las provincias de Tungurahua, Bolivar y Norte del
Azuay. Sin embargo, no se descarta el posible aporte genético de la zona Sur del Ecuador a la

poblacién de guayaba en las Islas Galapagos.

Ademas, se sugiere que se dio una Unica introduccion de guayaba a las Islas Galapagos,
posiblemente a la isla San Cristobal. Estos resultados a nivel genético concuerdan con la historia

de colonizacion humana de las Islas Galapagos.

Finalmente, el conocer sobre la historia invasora de una especie, como en este caso la
guayaba, permite entender el proceso de invasion, es decir su dinamica y modo de expansion

geogréfica con el fin de poder establecer programas para el control de esta especie.
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10 RECOMENDACIONES

Se recomienda muestrear individuos de aquellas provincias que no fueron consideradas en
este estudio y que pueden proveer mas informacion que permita esclarecer el origen de la guayaba

como por ejemplo la provincia de Chimborazo.

Es importante analizar mas a profundidad los individuos de P. guajava que pertenecen al
linaje representado por el color amarillo en el grafico de STRUCTURE de Ecuador continental
debido a que aparentan tener una diferenciacion genética marcada con el resto de los individuos

de los otros dos linajes.

Se recomienda realizar otros escenarios que evalien mas a profundidad los patrones de
introduccioén y colonizacién de la guayaba en el archipiélago de Galapagos con el fin de esclarecer

la historia de colonizacion de la guayaba en las Islas Galapagos.
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12 TABLAS

Tabla 1 Secuencias de los 13 loci microsatélites utilizados para la amplificacion de los individuos
de P. guajava (Riesterucci, et al., 2005). Se muestran las secuencias tanto forward como reverse
de los primers utilizados en este estudio.

Locus Primer Forward" Primer Reverse

mPgCIR05 ~ GCCTTTGAACCACATC TCAATACGAGAGGCAATA
mPgCIR07  ATGGAGGTAGGTTGATG CGTAGTAATCGAAGAAATG
mPgCIR0O8  ACTTTCGGTCTCAACAAG AGGCTTCCTACAAAAGTG
mPgCIR09  GCGTGTCGTATTGTTTC ATTTTCTTCTGCCTTGTC
mPgCIR10  GTTGGCTCTTATTTTGGT GCCCCATATCTAGGAAG

mPgCIR1l  TGAAAGACAACAAACGAG TTACACCCACCTAAATAAGA
mPgCIR13  CCTTTTTCCCGACCATTACA  TCGCACTGAGATTTITGTGCT
mPgCIR17  CCTTTCGTCATATTCACTT CATTGGATGGTTGACAT
mPgCIR18  TAAGCTGCATGTGTGC ATGGCTTTGGATGAAA
mPgCIR21  TGCCCTTCTAAGTATAACAG  AGCTACAAACCTTCCTAAA
mPgCIR22  CATAAGGACATTTGAGGAA  AATAAGAAAGCGAGCAGA
mPgCIR25 ~ GACAATCCAATCTCACTTT TGTGTCAAGCATACCTTC
mPgCIR26  CTACCAAGGAGATAGCAAG  GAAATGGAGACTTTGGAG

1 En esta tabla no se indica la secuencia de oligonucléotidos de la cola universal afiadida al primer forward.

Tabla 2 Agrupacion de las provincias donde se recolectaron individuos de P. guajava en
poblaciones por region y por eje de norte a sur. Se observan las localidades que corresponden a
cada provincia.

Costa Localidades Sierra Localidades Oriente Localidades
La Union Lita Gonzalo Pizarro
Esmeraldas Cube Imbabura Ambuqui Sucumbios Shushufindi
San mateo Peiia Negra Santa Cecilia
. Nanegalito Macarena
V/ Nort .
ona Rorte El Carmen Pichincha Pedro Vicente | Orellana
Manabi Guayllabamba Loreto
Chone . Valle Hermosa Nerupa
Santo Di ., N .
anto Domingo Alluriquin apo Borja
) Montecristi . Caluma Napo Misahualli
Manab Boliv:
anabl Puerto Lopéz ovar Echandia Carlos Arosemena
Vinces Patate Shell
Los Rios Tungurahua Agoyan Pastaza
Zona Centro Pueblo Viejo Rio Verde Santa Clara
Santa Elena| Manglar Alto
M
§ NOb(.)l Azuay Paute oriona Macas
Guayas Palestina Santiago
Balzar
Pasaje La Victoria Morona San Juan Bosco
Azuay . .
Santa Isabela Santiago Gualagquiza
Santa Rosa Cotacocha
Alamo Valladolid
Zona Sur El Oro Huaquillas Zapotillo Cumbaratze
. , Zamora
Loja Macara . Palanda
: . Chinchipe
Saracay Carlamanga Zamora
Catamayo Yantzaza
Zaruma Vilcabamba
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Tabla 3 Loci microsatélite que fueron utilizados en este estudio (Riesterucci, et al., 2005), y los
fluoroforos correspondiente a cada locus. Ademas, se indica la temperatura de hibridacion y el
numero de ciclos que fue utilizado en PCR para una amplificacion eficiente.

Temperatura
Locus Fluordéforo w .. .. 1 | No.Ciclos

Hibridacion
mPgCIR09 6FAM 55°C 30
mPgCIR07 VIC 55°C 30
mPgCIR08 PET 55°C 30
mPgCIR11 NED 55°C 30
mPgCIR10 VIC 55°C 35
mPgCIR13 PET 55°C 35
mPgCIR17 NED 55°C 35
mPgCIR22 6FAM 55°C 35
mPgCIR25 NED 54°C 35
mPgCIR26 PET 55°C 35
mPgCIRO05 VIC 55°C 35
mPgCIR18 PET 55°C 35
mPgCIR21 NED 55°C 35

! Estas temperaturas de hibridacion de la técnica de PCR corresponden al método de 3 primers, en el cual se encuentra
el primer forward modificado con la cola universal y un primer marcado con fluor6foro complementario a la cola

universal.

Tabla 4 Indicadores de diversidad genética de cada locus microsatélite utilizado en este estudio
para los individuos de P. guajava de Ecuador continental.

Locus No. Alelos Ho He
mPgCIR09 9 0.2 0.58
mPgCIRO7 9 0.29 0.77
mPgCIR08 14 0.23 0.64
mPgCIR11 6 0.4 0.68
mPgCIR10 24 0.3 0.92
mPgCIR13 7 0.12 0.67
mPgCIR17 16 0.37 0.87
mPgCIR22 13 0.29 0.8
mPgCIR25 12 0.26 0.8
mPgCIR05 22 0.37 0.88
mPgCIR18 10 0.39 0.73
mPgCIR21 9 0.18 0.75
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Tabla 5 Indicadores de diversidad genética para los individuos de P. guajava de Ecuador
continental. Para cada una de las regiones se muestra el numero de alelos, heterocigosidad
observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y el niamero de alelos privados.

No. de
Regiones alelos Ho He Alelos privados

Costa Norte 40 0.1 0.49 4
Sierra Norte 57 0.2 0.63 4
Amazonia Norte 68 0.42 0.68 11
Costa Centro 59 0.17 0.61 6
Sierra Centro 40 0.32 0.65 9
Amazonia Centro 59 0.41 0.67 7
Costa Sur 65 0.27 0.72 5
Sierra Sur 71 0.31 0.70 13
Amazonia Sur 62 0.24 0.64 14

Total Ecuador
continental 151 0.27 0.7 -

Tabla 6 Distancias genéticas de Nei entre las 9 regiones establecidas de Ecuador continental

Costa Costa Sierra | Amazonia | Amazonia| Sierra Costa Sierra
Norte Centro Norte Norte Centro Centro Sur Sur
Costa Centro 0.2
Sierra Norte 0.20 0.31
Amazonia Norte | 0.27 0.4 0.2
Amazonia
Centro 0.39 0.35 0.42 0.29
Sierra Centro 0.45 0.18 0.37 0.5 0.43
Costa Sur 0.44 0.53 0.41 0.47 0.52 0.46
Sierra Sur 0.52 0.36 0.5 0.57 0.57 0.27 0.35
Amazonia Sur 0.78 0.77 0.63 0.57 0.77 0.50 0.47 0.42




Tabla 7 Coeficiente Fst entre las 9 regiones establecidas de Ecuador continental
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Costa Sierra | Amazonia| Costa Sierra | Amazonia| Costa Sierra
Norte Norte Norte Centro | Centro Centro Sur Sur
Sierra Norte 0.07
Amazonia Norte 0.07 0.08
Costa Centro 0.08 0.08 0.05
Sierra Centro 0.11 0.08 0.08 0.05
Amazonia Centro 0.12 0.05 0.08 0.09 0.08
Costa Sur 0.11 0.09 0.08 0.08 0.08 0.08
Sierra Sur 0.11 0.07 0.09 0.09 0.08 0.05 0.06
Amazonia Sur 0.17 0.14 0.11 0.1 0.12 0.1 0.08 0.08

Fst Ecuador continental

0.08
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13 FIGURAS

Figura 1 Ejemplo de un individuo de Psidium guajava recolectado en Ecuador continental en la
localidad Pedro Vicente en la provincia de Pichincha.

K

M2 M3 Shul Shu2  SCel Sce2

Figura 2 Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del ADN gendmico extraido de individuos de
P. guajava utilizando el método de extraccion con CTAB.
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Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de amplificacién mediante
técnica de PCR. Los diferentes carriles corresponden a los individuos de P. guajava recolectados
en Ecuador continental, siendo las muestras pertenecientes a las localidades Carlos Arosemena
(CA), Misahualli (Mi), Borja (Bj) y Santa Cecilia (SCe), los cuales fueron amplificados utilizando
diferentes loci, en este caso mPgCIR08, mPgCIR07 y mPgCIR11. Los primeros pocillos de cada
carril corresponde al Ladder de referencia de 100bp de Invitrogen. Los carriles rotulados C+y C-
, corresponden a los controles positivos y negativo, respectivamente.

2 B
Aml.,’-’ o

wEcuador

Figura 4 Mapa de Ecuador que muestra las localidades muestreadas y las divisiones de norte a sur
realizadas con el fin de agrupar los individuos en tres zonas: Norte, centro y sur.
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Figura 5 Escenarios de analisis de origen de P. guajava en Islas Galapagos utilizando el programa
DIYABC. a) Escenario 1. b) Escenario 2. ¢) Escenario 3. Se debe mencionar que en todos los
escenarios Popl, Pop2 y Pop3 son los individuos de Ecuador continental divididos en base a los
tres linajes reportados en STRUCTURE, siendo Popl linaje rojo, Pop2 linaje verde y Pop 3 linaje
amarillo. Pop4 constituye a todos los individuos de las islas Santa Cruz, San Cristébal e Isabela.

Nota: El Gnico tiempo de divergencia a escala corresponde a t1 y t2.
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Figura 6 Escenarios de los patrones de introduccién de P. guajava en Islas Galapagos utilizando
el programa DIYABC. a) Escenario 1. b) Escenario 2. ¢) Escenario 3. d) Escenario 4. Se debe
mencionar que en todos los escenarios Popl corresponde a los individuos de Ecuador continental,
Pop2 son los individuos de Isabela, Pop3 es la poblacion de Santa Cruz y finalmente Pop4 es San

Cristébal.

Nota: El Gnico tiempo de divergencia a escala corresponde a t1.
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Figura 7 Numero de alelos de cada uno de los loci microsatélites utilizados en este estudio.
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Figura 8 Media de las frecuencias de los coeficientes de endogamia de los 96 individuos de P.
guajava de Ecuador continental.
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Figura 9 PCoA de los individuos de P. guajava de las poblaciones definidas de Ecuador

continental. En la leyenda se indican los colores que corresponden a cada poblacion de Ecuador
continental y a cada una de las tres islas de Galapagos.
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Figura 10 PCoA de los individuos de P. guajava de Ecuador continental y de las Islas Galapagos,
especificamente de San Cristobal, Santa Cruz e Isabela. En la leyenda se indican los colores que
corresponden a cada region de Ecuador continental y a cada una de las tres islas de Galapagos.
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Figura 11 Dendograma Neighbor Joining de las poblaciones de Psidium guajava analizadas. a)
Dendograma Neighbor Joining de la muestra poblacional de Ecuador continental en donde la

longitud de las ramas corresponde a la distancia genética existente entre cada poblacion.

b)

Dendograma Neighbor joining que incluye a las poblaciones de Ecuador continental, Isabela,

Santa Cruz y San Crist6bal.
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Figura 12 Analisis de STRUCTURE de los individuos de las poblaciones que pertenecen a
Ecuador continental agrupados por su region y zona latitudinal. a) Este resultado considera un K
Optimo de 3 en base a un AK=84.13. b) Gréfico de STRUCTURE con un K=2 que posee un
AK=0.49.
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Figura 13 Prueba de Mantel de los individuos de P. guajava de Ecuador continental. Valor P
obtenido igual a 0.120.
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Figura 14 Resultados de STRUCTURE incluyendo a los individuos del continente y del
archipiélago. a) Resultado considerando el K optimo de 2 que tenia un valor de AK= 737.29. b)
Grafico de STRUCTURE con un K=3, segundo mejor valor con un AK=58.38.
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Anexo A Provincias de recoleccion de los individuos de Psidium guajava en Ecuador continental.
Se indican las localidades pertenecientes a cada provincia, el nombre de la muestra, las
coordenadas y la altitud geografica a la que los individuos fueron muestreados en la salida de
campo realizada en los meses de Mayo, Junio y Julio de 2017.

Altura sobre
Provincia Localidad | Nombre muestra Coordenadas el nivel del
mar (msnm)
- GCal N 01°10'35" W 77°51'38.16" 525
3 ; GCa2 N 01°9723.9'W 77°51'3.1" 505
GCa3 N 01°8'19.3" W 77°50'6.6" 498
= GMil N 01°3'6.3" W 77°42'14.4" 424
% GMi2 N 01°03'12.4" 72°39'48.8" 424
= GMi3 N 01°03'59" W 77°39'00.1" 411
§ GNpl N 00°43'38.8" W 77°45'56.9" 1113
z GNp2 N 00°41'26.8" W 77°44'8.1" 1174
2, GBj1 N 00°26'59.9" W 77°52'33.3" 1857
NAPO @ GBj2 N 00°27'44.5" W 77°54'18.8" 1837
E = GShul S 00° 10'56.7" W 76° 47'34.4" 284
5° GShu?2 N 00°11'6.4" W 76°44'38.7" 274
:‘—é GSCel N 00°05'05.2" W 77°04'23.6" 327
S GSCe2 N 00°05'07.1" W 77°07'23.1" 348
8 GSCe3 N 00°05'14.4" W 77°10'06.1" 360
oo GGpl N 00° 02'18.9" W 77°20'39.4" 507
g5 GGp2 N 00°01'04.4" W 77°22'40.9" 567
SUCUMBIOS o GGp3 S 00° 00'07.4" W 77°24'25.6" 714
. GLol N 00°39'20.9" W 77°18'32.2" 427
% GLo2 N 00°07'18" W 77°18'17.8" 447
GLo3 N 00°37'04" W 77°17'31.7" 415
o GMal N 00°19'08.1" W 76°56"53.1" 280
§ GMa2 N 00°17'47.8" W 76°56'50.2" 281
ORELLANA = GMa3 N 00°19'17.4" W 76°53'25.8" 274
3 GShl S 01°28'38.7" W 78°5'29.1" 1133
g GSh2 S$01°29'08.7" W 78°04'57.0" 1113
GSh3 S 01°3020.9" W78°02'41.3" 1000
g GSC1 S01°24'6.4" W 77°58'57.8" 1072
é GSC2 S 01°23"06.8" W77°58'27.2" 1078
PASTAZA 3 GSC3 S 01°20'43.8" W 77°55'19.7" 1037
IMBABURA g GLil N 01°51'56.3" W 78°26'59.8" 598
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GLi2 N 00°52'04.2" W 78°26'44.5" 654

GLi3 N 00°52'04.2" W 78°26'24.4" 649
5 GAb1 N 00°27'20.8" W 78°00'40.8" 1655
3 GADb2 N 00°25'20.9" W 78°00'41.1" 1680
< GADb3 N 00°27'15.8" W 78°00'34.1" 1684
] GPnl N 00°45'44.8" W 78°15'50.5" 923
é GPn2 N 00°45'44.5" W 78°15'51" 923
& GPn3 N 00°47'03.5" W 78°16'54.5" 892
2 GNanl N 00°03'14.8" W 78°40'58.2" 1556
2 GNan2 N 00°04'32.9" W 78°41'30.54" 1691
2 GNan3 N 00°02'09.4" W 78°43'03.9" 1762

2 N 00°05'48.3.0" W

gE GPV1 79°04'4098" 579
s GPV2 N 00°06'01.0" W 79°05'53.7" 541
& GPV3 N00°05'59.8" W 79°06'46.8" 513
PICHINCHA 2 GPil S 00°12'44.9" W 78°22'35.5" 2452
. GPal S 01°18'26.9" W 78°31'16.1" 2109
g GPa2 S 01°18'50.3" W 78°30'47.1" 2192
GPa3 S 01°19'44.1" W 78°30'27.0" 2062
g GAgl S 01°23'55.4" \W78°21'59.6" 1660
2 GAg2 S 01°23'49.6" W 78°21'13.0" 1695
3 GRV1 S 01°24'11.6" W 78°18'24.9" 1550
> GRV?2 S 01°24'11.3" W 78°18'13.6" 1537
TUNGURAHUA & GRV3 S 01°24'01.7" W 78°17'44.7" 1534
2 GPt1 S 02°46'17.6" W 78°45'04.00" 2179
& GPt2 S 02°46'18.8" W 78°45'04.4" 2180
53 GSI1 S 03°16'59.3" W 79°18'58.4" 1497
32 GSI2 S 03°18'33.0" W 79°20'58.8" 1408
= GLV1 S 03°47'22.4" W 80°02'51.4" 415
g GLV2 S 03°47'29.1" W 80°02'54.0" 403
AZUAY 3 GLV3 S 03°47'20.5" W 80°03'04.4" 417

GPJ1 S 03°19'20.6" W 79°50'03.9" 22

. GPJ2 S 03°18'37.6" W 79°48'03.8" 44

] GPJ3 S 03°18'46.8" W 79°47'05.1" 40

GPJ4 S 03°17'52.4" W 79°48'22.4" 30

GPJ5 S 03°17'21.1" W 79°49'02.3" 17

GSRO1 S 03°27"15.5" W 79°58'41.1" 11

5 GSRO2 S 03°32'20.5" W 80°01'14.0" 35

s GSRO3 S 03°31'42.1" W 80°01'29.2" 28

3 GSRO4 S 03°34'05.4" W 80°02'32.4" 41

EL ORO GSRO5 S 03°33'54.5" W 80°03'28.7" 64




2 GHU1 S 03°29'20.9" W 80°12'41.8" 12
E GHU2 S 03°29'02.8" W 80°12'41.1" 17
T GHU3 S 03°29'00.2" W 80°13'04.8" 12
. GSY1 S 03°38'42.9" W 79°51'42.6" 160
S GSY2 S 03°38'49.8" W 79°51'17.5" 180
i GSY3 $ 03°38'57.0" W 79°50'57.0" 174
GZM1 S 03°41'17.2" W 79°36'58.1" 1141
g GZM2 S 03°41'21.6" W 79°36'42.0" 1270
S GZM3 S 03°41'23.7" W 79°36'48.0" 1236
GZM4 S 03°41'47.2" W 79°37'17.0" 955
8 w GCOT1 S 04°02'27.4" W 79°38'11.8" 1703
8° GCOT2 S 04°02'25.8" W 79°38'11.0" 1699
GAL1 S 04°01'18.9" W 79°59'16.4" 1150
° GAL2 (Ar) S 04°01'09.3" W 80°01'21.7" 1325
< GAL3 S 04°01'11.2" W80°01'29.8" 1266
GAL 4 S 04°01'04.8" W 080°01'49.3" 1205
o GZP1 S 04°23'11.1" W 80°14'35.1" 193
g GZP2 S 04°2316.1" W 80°14'42.7" 176
N GZP3 S 04°23'16.1" W 80°14'43.2" 176
o GMAC1 S 04°22'41.3" W 79°56'35.1" 473
§ GMAC2 S 04°2317.6" W 79°57'39.0" 412
GMAC3 S 04°21'42.7" W 79°56'10.9" 512
B GCG1 S 04°2014.5" W 79°35'40.5" 1818
3 GCG2 S 04°19'18.7" W 79°38'56.7" 2039
-,O% GCG3 S 04°19'39.0" W 79°38'28.9" 1937
GCG4 S 04°19'50.5" W 79°37'33.4" 1889
GCT1 S 04°02'08.7" W 79°22'43.0" 1174
g GCT2 S 03°59'30.4" W 79°21'42.9" 1253
g GCT3 S 03°58'24.7" W 79°22'32.5" 1252
GCT4 S 03°58'45.1" W 79°22'01.9" 1245
g Gvil S 04°15'07.1" W 79°13'52.0" 1500
3 GVI2 S 04°15'53.9" W 79°13'29.7" 1599
LOJA s GVI3 S 04°15'20.3" W 79°13721.1" 1544
T GVD1 S 04°32'54.5" W 79°07'52.8" 1603
g GVD2 S 04°33'09.8" W 79°07'57.8" 1596
> GVD3 S 04°33'10.5" W 79°07'59.5" 1598
8 GCz1 S 03°59'40.5" W 78°52'04.3" 875
g GCZ2 S 03°59'40.3" W 78°51'56.1" 876
3 GCZ3 S 03°59'29.4" W 78°51'59.6" 912
ZAMORA g8 GPD1 S 04°39'06.9" W 79°07'54.0" 1151
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GPD2 S 04°38'52.1" W 79°07'53.0" 1145
GPD3 S 04°38'57.6" W 79°08'00.5" 1158
GZR1 S 04°02'31.3" W 78°59'47.8" 1102
: GZR2 S 04°02'46.9" W 78°59'12.3" 1027
S GZR3 S 04°02'39.2" W78°59'18.9" 1015
GZR4 S 04°03'35.1" W 78°57'58.4" 997
GYZ1 S 03°50'56.9" W 78°45'43.0" 827
g GYZ2 S 03°50'28.6" W 78°45'40.8" 830
S GYZ3 S 03°49'07.8" W 78°45'29.9" 811
GYZ4 S 03°49'01.9" W 78°45'26.3" 811
g GGU1 S 03°29'58.5" W 78°21'0.1" 801
g GGU2 S 03°25'16.1" W 78°34'17.4" 817
3 GGU3 S 03°24'54.0" W 78°34'28.0" 834
g _ GBC1 S 03°09'35.6" W 78°32'52.5" 1589
z3 GBC2 S 03°08'30.1" W 78°32'21.6" 1320
® GBC3 S 03°07'29.8" W 78°31'57.0" 1101
) GMS1 S 02°22'42.9" W 78°09'51.9" 950
§ GMS2 S 02°21'25.9" W 78°09'21.9" 962
MORONA GMS3 S 02°19'34.1" W 78°08'19.4" 954
S GLU1 N 00°10'07.7" W 79°23'42.7" 157
3 GLU2 N 00°12'34.2" W 79°24'27.4" 138
GCU1 N 00°34'13.3" W 79°34'01.0" 71
£ GCU2 N 00°35'17.2" W 79°33'36.0" 64
GCUS3 N 00°36'54.5" W 79°33'12.3" 75
3 GSM1 N 00°53'45.2" W 79°39'57.8" 51
= GSM2 N 00°53'04.5" W 79°39'32.7" 129
ESMERALDAS 3 GSM3 N 00°52'23.9" W 79°39'05.2" 54
@8 GVH1 S 00°06'17.4" W 79°17'07.5" 339
52”7 GVH2 S 00°06'35.8" W 79°16'30.7" 400
SANTO e GALL1 S 00°18'54.7" W 79°02'00.7" 720
DOMINGO 2 GALL2 S 00°18'51.8" W 78°58'27.7" 754
5 GECAL1 S 00°16'10.1" W 79°32'07.3" 170
g GECA2 S 00°16'24.2" W 79°33'52,7" 180
o GECA3 S 00°16'13.7" W 79°34'46.2" 191
N GCHO1 S 00°41'33.7" W 80°03'49.5" 9
s GCHO?2 S 00°42'22.9" W 80°09'27.1" 8
GCHO3 S 00°43'56.4" W 80°11'01.8" 3
g GMC1 S 01°02'43.7" W 80°39'18.1" 100
5 GMC2 S 01°03'14.9" W 80°39'49.6" 246
MANABI 5c8uy GPLm1 S 01°32'23.8" W 80°48'06.6" 9
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GPLm2 S 01°33'45.3" W 80°48'45.2" 23
% GMAL1 S 01°50'51.4" W 80°44'41.1" 17
s GMAL2 S 01°50'59.1" W 80°44'35.1" 16
SANTA ELENA § GMAL3 S 01°52'54.1" W 80°44'04.7" 8
_ GNO1 S 01°55'14.9" W 80°00'49.7" 21
§ GNO2 S 01°54'42.9" W 80°01'15.8" -11
GNO3 S 01°53'03.9" W 80°0029.5" 8
% © GPL1 S 01°37'00.2" W 79°58'33.7" 28
g GPL2 S 01°3726.4" W 79°58'40.4" 19
ki GBAl S 01°23'07.0" W 79°54'33.9" 38
GUAYAS @ GBA2 S 01°23'07.2" W 79°54'38.0" 33
8 GVC1 S 01°33'44.6" W 79°45'48.5" 34
s GVvC2 S 01°3421.9" W 79°44'32.4" 36
28 GPVI1 S 01°32'54.6" W 79°31'41.8" 37
LOS RIOS &> GPVJ2 S 01°34'09.5" W 79°29'36.5" 29
© GCL1 S01°37'42.6" W 79°17'17.3" 297
T% GCL2 S 01°37'45.1" W 79°16'59.1" 319
° GCL3 S 01°37'50.1" W 79°16'28.7" 329
‘é GECH1 S01°29'30.9" W 79°09'21.6" 1335
BOLIVAR 8 GECH?2 S 01°29'31.2" W 79°09'20.2" 1336
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Anexo B Individuos seleccionados para el proceso de amplificacion, para cada muestra se indica
los resultados de la cuantificacion de ADN utilizando NanoDrop.

. ) Nombre Concentracion
Provincia Localidad muestra (ng/ul) A260/280 | Azs0i230
£
g GCa2 955,4 1,99 15
<
3
<
(@]
GCa3 942.,6 1,92 1,63
p GMi2 694,2 2,08 1,22
g
< GNp1l 535,3 2,12 -55,43
.S,
2
Napo GBj2 428 2,15 141,02
iz
175 GShul 268,4 2,22 -17,54
E GSCe2 419,7 2,19 -145,44
[+
g
GSCe3 586,7 2,09 -14,39
e
S
& GGp2 506,83 1,92 | -422
3
5
O
SUCUMBIOS GGp3 309,8 2,11 -7,53
g GLo2 468,9 1,88 1,58
et
ORELLANA GLo3 454.6 1,81 1,31




GMal 568,7 188 | 169
5
[s+]
= GMa2 634.,6 18 1,57
GMa3 569 1,83 16
GShl 1022.9 103 | 164
&
GSh2 816,2 194 | 123
GSh3 879 102 | 141
g GsC1 1154.9 1,04 16
(]
5
PASTAZA GSC3 1258 9 103 | 161
o GLi2 1799 2 2,08 15
g
GLi3 2042.2 101 | 113
e GAb1 1245.9 196 | 156
=
<
GAb3 1000.3 196 | 123
©
z
=
IMBABURA 3 GPN3 708,4 1.9 1,43
o
2
PICHINCHA s GNanl 484 18 | 1,18
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GNan2 377,5 1,98 1,75
o £
£
GPV2 941,2 2,05 1,61
IS
g 5
%_Q
3 GGual 1997,8 2,03 1,26
g GPal 675,9 1,96 1,51
&
GPa3 2399 2 1,94
< GAgl 1727 1,88 1,27
E GRV2 1553,3 1,97 1,75
2
o
TUNGURAHUA GRV3 686 1,91 1,63
2 GPt1 1127,4 2,02 1,68
&
GPt2 1321,4 1,98 1,35
‘E’ GSlI1 1360 18 1,12
g
GSI2 724,17 2,12 0,91
©
s
S
AZUAY S GLV1 383,3 1,94 1,58
&
EL ORO GPJ1 1009,3 19 1,63
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GPJ2 2012,1 1,93 | 1,63
5
£ GSROL 786,5 1,85 13
3
GSRO5 704,8 195 | 1,48
= GHU1 1387,9 1,85 1,2
2
GHU3 3966 203 | 2,09
g GSY2 7759 186 | 1,36
3
GSY3 543,2 188 | 131
E GZM2 1592,6 187 | 123
S
GZM3 1032 19 | 1,77
8
8 GCOT1 819,3 1,79 | 111
o GAL2 18234 202 | 1,73
2
GAL3 1167,7 19 | 1,58
o
El
N GzP1 14446 1,74 | 0,97
LOJA = GMAC3 892,2 195 | 1,46
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(]
5 GCG2 1530,1 19 1,47
<
S
GCG4 2990,6 1,85 1,25
S
£ GCT1 1015,1 2.06 1,37
5
GCT3 895,2 175 1,11
=
=
5
S GVI2 2391,2 1,93 1,56
%
S GVD2 12346 19 1,56
E
3 GCZ2 768 1,96 1,39
s
o GPD1 2310,5 1,93 1,49
§ GZR1 1407,9 1,9 1,62
N
GZR4 1465 2 11
ZAMORA £
CHINCHIPE > GYZ3 984 2.02 1,72
S
E GGU1 8231 2.05 1,39
3
GGU3 1061,8 2 1,54
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San Juan
Bosco

GBC2 4773 1,81 1,05
g
MORONA g
SANTIAGO GMS3 322,8 1,83 1,16
S GLU1 564,2 208 | 138
)
S
GLU2 487,7 1,99 1,62
3 GCU2 639,3 1,95 1,74
3
GCU3 1321,2 2,08 1,31
o
s
ESMERALDAS & GSM1 583,8 2,06 1,5
5
o
£ GVH1 1446 2,11 17
T
S
GVH2 198 2 0,82
B8 GALL1 388,2 1,89 1,49
<
SANTO
DOMINGO GALL2 390,3 2,26 0,91
£
S
] GECA2 2281,2 1,96 1,76
g GCHO1 4860,6 2,02 1,77
&)
MANABI GCHO2 1049,2 1,94 1,46
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Montecristi

GMC1 1905,7 1,9 1,37
on
58
GPLmM1 1096,2 2,01 1,64
s
g <
SANTA ELENA GMALS3 1650 1,93 1,61
©
L
GNO3 969,5 1,96 1,54
s
& GPL1 641.6 1,91 153
g GBAl 1090,3 1,87 1,69
&

GUAYAS GBA2 5442 1,91 1,58
8 GVC1 717,7 1,84 1,43
£

GVC2 1904,8 1,96 1,83
2,
> GPVIJ1 726,1 1,89 1,55
E

LOS RIOS GPVJ2 5427 1,81 1,21
§ GCL2 1186.,4 2,09 1,58
5

GCL3 647,1 1,99 1,21
%’
BOLIVAR Lo GECH1 1049 2,07 1,41
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GECH2

276,8

2,04

1,63
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