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RESUMEN

Las Islas Galapagos son conocidas como un escenario modelo para estudios evolutivos,
sobre todo por sus especies Unicas en el mundo, siendo una de estas Psidium galapageium,
conocido localmente como guayabillo, que se destaca por sus interacciones con la fauna local
y por ser hospedadora de liquenes. Este ecosistema insular es afectado por la presencia de
especies invasoras introducidas desde el continente, como lo es la guayaba, Psidium guajava,
la cual ha sido identificada como altamente invasiva en estas islas. Se ha reportado que P.
guajava ha llegado a crecer junto a arboles de P. galapageium, siendo posible la cruza entre
ambas especies, la cual generaria hibridos. Estos hibridos presentarian una amenaza para la
especie endémica en cuestion, por fendmenos como genetic swamping, reduccion de la
efectividad reproductiva de las especies, entre otros. El objetivo de este trabajo fue usar analisis
basados en marcadores moleculares que permitan identificar individuos hibridos entre estas
dos especies. Se utilizd marcadores moleculares microsatélites, especificos de Psidium
guajava, para amplificar muestras de Psidium galapageium provenientes de diferentes
localidades en las islas Santa Cruz e Isabela. También se amplificaron estas regiones para dos
posibles individuos hibridos recolectados en Santa Cruz, nombrados como Psidium sp. 1y
Psidium sp. 2. Posteriormente, se determinaron los tamafios de alelos por electroforesis capilar,
y al compararlos con los ya reportados para P. guajava en anteriores estudios, se identificaron
alelos exclusivos y compartidos entre ambas especies. Se realizé un analisis de componentes
principales (PCoA), en el que se distingue como los individuos forman dos agrupaciones
distintivas, correspondientes a las dos especies. Entre estos dos grupos mencionados se
encuentran ubicados los individuos Psidium sp.1 y Psidium sp. 2. Por otro lado, utilizando el
método bayesiano Structure, se obtuvo que el modelo 6ptimo para la estructura poblacional de
los individuos analizados es el de dos grupos, los cuales nuevamente indican que Psidium
guajava 'y Psidium galapageium se agrupan independientemente. En este analisis, se distingue
que Psidium sp. 1 presenta una mezcla de las dos especies, con una mayor contribucion de
Psidium galapageium. Se utilizo el software NewHybrids para determinar si los potenciales
hibridos en realidad lo eran, obteniendo un valor de 15% para Psidium sp. 1. Los demas
individuos analizados presentaron una probabilidad menor al 1% de pertenecer a un grupo
hibrido. Ademas, se realizé un andlisis de parentesco mediante el software Coancestry, que
sugiere que tanto Psidium sp. 1 como Psidium sp. 2 estan mas emparentados entre si, que con
los demas individuos de Psidium galapageium y Psidium guajava analizados en esta
investigacion. Con los resultados obtenidos, no se puede afirmar ni descartar del todo la
presencia de hibridos entre Psidium guajava 'y Psidium galapageium. Se requiere profundizar
estos andlisis para poder determinar o no la presencia de hibridos que podrian poner en peligro
el bienestar de Psidium galapageium en las Islas Galapagos.

Palabras clave: Psidium galapageium, Psidium guajava, Islas Galapagos, hibridacion,
marcadores moleculares, microsatélites heterélogos.



ABSTRACT

The Galapagos Islands are a model scenario in evolutionary studies, having unique
species that are not present anywhere else in the world. One of these is Psidium galapageium,
locally known as Guayabillo, which has interactions with local fauna and is a lichens’ host.
The Galapagos have been perturbed by the presence of invasive species, most of them
introduced from the continent, such as Psidium guajava, which has been identified as a highly
invasive in these islands. It has been reported that, in some localities, P. guajava grows together
with P. galapageium trees, so hybrids between these species could be present. These hybrids
would represent a threat to the endemic species, by events like genetic swamping, reduction of
reproductive effectiveness, and others. The objective of this study was to use molecular
markers to identify hybrids between these two species. Specific microsatellite markers for
Psidium guajava, were used to analyze Psidium galapageium samples, that were collected from
different locations on the islands of Santa Cruz and Isabela. Also, two putative hybrids
collected in Santa Cruz, named as Psidium sp. 1 and Psidium sp. were analyzed. Subsequently,
the sizes of alleles were determined by capillary electrophoresis and then, compared with those,
reported for P. guajava in previous studies; identifying exclusive and shared alleles for both
species. A principal component analysis (PCoA) was carried out, in which the analyzed
individuals form two distinctive clusters, corresponding each one to one of the two species.
The individuals Psidium sp.1 and Psidium sp. 2 were located between these two groups. Also,
using the bayesian method Structure, it was determined that the optimal model for the
population structure, is the one that considers two groups, showing again that Psidium guajava
and Psidium galapageium group independently one from the other. In this analysis, it is
remarkable that Psidium sp. 1 shows admixture from the two species, having a principal
contribution from Psidium galapageium. The NewHybrids software was used to determine if
whether or not, the putative hybrids were real ones; obtaining a probability of 15% for Psidium
sp. 1 to belong to a hybrid group. All the other analyzed individuals held a probability of less
than 1%. In addition, a relatedness analysis was performed using the Coancestry software,
which suggests that both Psidium sp. 1 and Psidium sp. 2 are more related to each other than
to the other individuals of Psidium galapageium and Psidium guajava analyzed in this study.
With these results, it cannot be confirmed nor dismissed, the existence of hybrids between
Psidium guajava and Psidium galapageium. 1t is required to perform a more profound analysis
to determine if there are hybrids that can endanger the conservation and welfare of Psidium
galapageium in the Galapagos.

Keywords: Psidium galapageium, Psidium guajava, Galapagos Islands, hybridization,
molecular markers, heterologous microsatellites.



TABLA DE CONTENIDO
L. INTRODUCCION.....cuncoreirssserssssssssssssmsssssmsssssmmsssssmssssssmssssssmssssssmssssssmssssssnssssssnss 12
1.1 Hibridacion: Definicion, sus causas y efectos en el ecosistema..........ccceevveeeriiserericnnns 12
1.2 Hibridacion en islas y archipiélagos. .......cccocccveriiniuriiiisiiieiinnieneniireineenenesncnene 14
1.3 El caso de las Islas GalApagos .......ccccvcvvureiiiiueeiiiiniieniinineeiierenere e ssssssessesanne 15
14 Psidium galapageium, una especie nativa de las Islas Galapagos. .........ccccevrrreiiiiinnnnns 16
1.5 Psidium guajava, una especie invasora en las Islas Galapagos. ........ccccoccereeiiieiiiiiinnnnns 17
1.6 Marcadores moleculares microsatélites en estudios de hibridacidn............................. 18
2. OBJIETIVOS accuuonuevnvvnnencnnennvisnessssssssessssisssesssssssssssssessssssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssss 21
2.1 ODbjetivo general:.......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s esssesaes 21
2.1.1  ODbjetivos eSPecifiCos......cccvrriiireiiiiiieiiiiiiitiiiiiteiiieter s 21
3. JUSTIFICACION.....ouncocerserrsssssnssssssmsssssssssssssmsssssmsssssssssssssmssssssmssssssmssssssmssssssnss 22
4. AREA DE ESTUDIO.cu....ounoovcererrsssssssssssssssssmsssssssssssssmssssssmssssssmssssssmssssssnssssssnss 23
5. MATERIALES........uueeueeernennrennenssnecsessssesssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssase 24
5.1 Material Vegetal........coovvuiiiiiiiiiiiiinniiiiniiiiiiiiesesiieeeessssieeesenmssseeees 24
5.2 Extraccion de ADN......cccccviivieiiiineniiiininiininieeisresissnessssssessssssesssssseesssssssessessnns 24
5.3 Cuantificacion de ADN.......cccovvvviiiiiiiiiiiininiiiieee s sese s sesase e 25
5.4 Amplificaciéon de regiones microsatélites por PCR ........cccccvvireeriiiisineiiisseeiniisnnennan, 25
5.5 Electroforesis en gel de a8arosa ..........cceiviiiiiiinenieiiiiiiiininniiieeiieinseeee. 26
5.6 Genotipado de productos de PCR ........coouuiiiiiiiiiiininniiiiniiininmseeen. 26

5.7 ANALISIS (@ (ALOS eveuuerennirennirennireeniersesrenserenseressessssssrssssssssersssessssssessssesssessssesssssssssssanses 26



6. METODOLOGIAuu..ouconvuncrrcrrsisssssnssssnssssssssssssssssnssssssssssssssssassssssssssssssssssssssass 27
6.1 Recoleccion de muestras de Psidium galapageium ............oeuuevervcnereriisseeersissereniennns 27
6.2 ExXtraccion de ADN......ccocceiiiiiiiiiiiieniiiiiiniisesesessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 28
6.3 Cuantificacion de concentracion de ADN e indices de pureza de extraccion.............. 29
6.4 Preparaciéon de muestras para amplificacion de microsatélites .........c..coceeerriiiererrennans 29
6.5 Seleccion de primers especificos de Psidium guajava para amplificar regiones
microsatélites en PSidium galapageitn .............uueeevvnuereriisureiiisssneeiiisieienicssresisseenssssessenen 29
6.6 Amplificacion de regiones microsatélite por PCR.........cccccovverriiiiiiiiiiiicnennninieisisisnnnns 30
6.7 Electroforesis en gel de a8arosa ..........ccevviiiiiinnenieiiiiiiiininnnieeeiiiiseeen. 31
6.8 Genotipado de producto de PCR para determinacion de alelos..............coccuurrerrrannnneee 32
6.9 ANALSTS de datoS. ..ceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiierre s sannees 32

7o RESULTADOS .....uuuuuuuonuaineenneninrensnnennenssnesssnssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasnss 34
7.1 Extraccion de ADN de Psidum galapageium y cuantificacion. ..........cccoevveeerviverenienans 34
7.2 Amplificacién con primers heterélogos y genotipado ........ccceevueeeriiseeeiiisineiniisenennnn. 35
7.3 ANALSTS de dAL0S ..cueeiiiiiiiiiiiniriiiiiiiiiirrer et e s sannees 35

7.3.1  Alelos compartidos y exclusivos entre P. galapageium, P. guajava y las 2 muestras Psidium sp.

35
7.3.2  Analisis de Coordenadas Principales (PCOA) .......ccoceriinieiiniiiniciciesee e 36
7.3.3  Analisis de hibridacion mediante StrUCIUFe. ..........oocvecveviiiiniiiiiiiice e 37
7.3.4  Asignacion de individuos dentro de categorias hibridas mediante NewHybrids .......................... 38
7.3.5  Analisis de parentesco COANCESIIY .....cereruieriirririrrirteieresre ettt st st s re st nenes 39
8. DISCUSION..ouu.oomevrreerrsssssrssssmsssssmsssssssssssssmssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40

8.1 Regiones microsatélites mPgCIR para el estudio de P. guajava y P. galapageium. .....40



8.2 Grupos puros y posibles hibridos........cccceeveeiiiiieiiiiiiseiincniicee e 42
83 Consideraciones en estudios de hibridacion.........cccceevveeeiiciveeiiiiiciniiiiieeincnieenicneeeen, 45
9. CONCLUSIONES.......uinuinsrinsuensainssensnisssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssssssssse 47
10. RECOMENDACIONES ......uinrensrrnrreisainssnnsssisssnssssssssessssessssssssssssassssessssssssssssasnss 48
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cceeveereereresssissessessessessesssssesssssssssssssassassasses 49
2. TABLAS ..ucouuuennevnnirnvennenntnennnissenssessssesssnssssesssessssessssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassnss 54
Tabla 1. Primers mPgCIR usados, secuencia, temperatura de annealing determinada, y
numero de alelos encONtrados......c.ccvvereriiiiureiiiiiieiiiiniereire e aaee 54
Tabla 2. Probabilidad de pertenencia de 22 (de las 272 en total) individuos a 6 diferentes
grupos puros 0 hibridos. ........eeiiiiiiiiiiniiiiiiiii e 55
Tabla 3. Individuos con porcentaje mayor al 0.1% de pertenecer a grupos hibridos............. 57
Tabla 4. indices de Wang comparados entre Psidium guajava, Psidium galapageium, y las dos
muestras a identifiCar .......ouuvveiiiiiiiiiiiiiiii s aes 58
I3, FIGURAS ....uuuunuuenninnneirnensrnennnisnisssesssecssnsssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssassssesssssssassssassses 59

Figura 1. Alelos compartidos entre Psidium guajava 'y Psidium galapageium, obtenidos de

regiones MPZCIR microsatélite. ........ccccvevvuieiiiiineiiiisieriiiiiiieiinieiner e seaene 59

Figura 2. Alelos compartidos entre Psidium guajava, Psidium galapageium,y Psidium sp 1,

obtenidos de regiones mPgCIR microsatélite. .........cccceeriisvreiiiisnniiiisineniisineninssneenneneniennn 59

Figura 3. Alelos compartidos entre Psidium guajava, Psidium galapageium,y Psidium sp 2,

obtenidos de regiones mPgCIR microsatélite. ..........ccceeriisiureriiisinneiiisireniisineninssneennenenienen 60

Figura 4. Alelos compartidos entre Psidium guajava, Psidium galapageium, Psidium sp 1y 2,

obtenidos de regiones mPECIR microSatélite ..........cocceerviviuririiisiniiiisireniisineninssneennsenenienene 60

Figura 5. PCoA por individuio .......cccceiiiiiiiinniiiiiiiiiiiiniiiiiiieeeeemmssseeees 61



Figura 6. Diagrama de estructura poblacional con K optimo de 2..........cccocovueerviiueeiiiinnnennn. 61
Figura 7. Diagrama de estructura poblacional con K de 3.........ccccceviiiiiiiinnniiiiiiiiiisinnnnecennn 62
ANEXOS ..uuuonnonnneennneninnenneisninssensssensseissssssssssssessssssssesssssssssssssssssssssassssssssssssassssassssassssss 63

14.1 Anexo 1. Mapa de localidades en la Isla Santa Cruz, en donde se recolectaron individuos

PSidium Galapageitm .........uuueveeeviiiinnnnneiiiiiiiiiiisnnniieiiiiciinniiieeiiicssieiesiisieeesesssie 63

14.2 Anexo 2. Mapa de localidades en la Isla Isabela, en donde se recolectaron individuos

PSidium Galapageitm ........uuueveeeviiiiinnnnnniiiiiiiiiiisnnnieeiiiiciiisiiiieesiiciseieiesiissieeesesssie 63

14.3 Anexo 3. Coordenadas, concentraciones de ADN e indices de calidad para las 66

muestras extraidas en 12 iSIa SANEA CrUZ.....ccccvveuierreiireenirenirennietneieresseresseressesessessssssessssssssesses 64

14.4 Anexo 4. Coordenadas, concentraciones de ADN e indices de calidad para las 66

muestras extraidas en 12 iSIa SANEA CrUZ.....cccceveeiereeiireenirenireeeieteeierenseresseressesessssessssessssssssesses 66

14.5 Anexo 5. Matriz de alelos identificados en la region mPgCIR de individuos

P.galapageium en las Islas Santa Cruz e Isabela..........ccoiiiiiiiiiiiiiinnniiiiiiiiiinnnnnnieniinenen, 67

14.6 Anexo 6. Matriz de frecuencias alélicas para dos alelos en los diferentes grupos

propuestos para el software NewHYDIidS......ccccccviviinnniiiiiiiiiiiiiniiciiiiincneeeeeenn. 70

14.7 Anexo 7. Ejemplos de geles de electroforésis de producto de PCR con primers

mPgCIR18 (arriba) y mPECIR11 (aDajo)....ccccvviviiummiiiiiiiiiiisinnniieiiiiiininnnniieeniscnnnneeeesinne. 70

14.8 Anexo 8 Ejemplos de electroferogramas obtenidos a partir del genotipado por

electroforesis capilar en Macrogen Corea ........ccoovvueeieeiiiiiiiiinnniieeniiiininnnieeeniicseeesines 71

14.9 Anexo 9 Arbol de Psidium galapageium (izquierda), creciendo junto a un arbol de

Psidium guajava (derecha). .........ocovieeeiiiiiiiiiiinniiieiiiiiiiiseemems. 72

14.10 Anexo 10. Arboles de Psidium galapageium en la localidad Los Gemélos, en la isla Santa

Cruz. 72



12

1. INTRODUCCION

1.1 Hibridacion: Definicion, sus causas y efectos en el ecosistema.

Una especie se refiere a un grupo de organismos dentro del cual existe un
entrecruzamiento de sus poblaciones naturales, estando aislado de manera reproductiva de
otros grupos como este (Mayr, 1963). Dentro de la Biologia, este concepto es mayormente
aceptado, y es un referente para diferentes estudios de especiacion y eventos de cruza. Uno de
estos es la hibridacion, la cual se define como el cruzamiento entre dos especies distintas
(Daehler y Carino, 2001), o entre dos poblaciones genéticamente distintas (Arnold, 1997). Este
fendémeno ha sido constatado en varias investigaciones, en donde la hibridacion es el producto
de dos especies de un mismo género (Stebbins, 1969; Arnold, 1992; Ellstrand et al., 2010).

La hibridacion, al implicar el flujo de genes en especies relacionadas (Skulason y Smith
1995), puede tener ciertos efectos a nivel evolutivo, entre ellos: aumentar la diversidad genética
intraespecifica, originar adaptaciones genéticas, originar nuevos ecotipos o especies y afectar
a las barreras reproductivas (Rieseberg, 1997). Por otro lado, en ciertos escenarios, la
hibridacién también puede amenazar a las especies parentales del hibrido con la extincion
(Levin et al, 1996; Vila et al., 2000; Daehler y Carino, 2001). Amplios estudios sobre esto se
han dado en especies de peces como la lobina y la trucha en el suroeste de Estados Unidos, en
donde se ha reportado que debido a la presencia de hibridos agresivos, se ha puesto en peligro
a sus parentales, e incluso se ha dado la perdida de taxones naturales (Edwards, 1979; Dowling
y Childs 1992).

En especies vegetales, el producir semillas hibridas se da a expensas de obtener semillas
de las especies parentales, de modo que se reduce la efectividad reproductiva de ambas especies
parentales, incluso si estos productos hibridos no son viables o pasan a ser abortados (Levin,
1996). Mas adelante, si es que estos hibridos son viables y tienen una adaptabilidad o fitness

que promueva su estabilidad a través de las generaciones, pueden competir con sus parentales
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por los recursos de su nicho, y ademds también compiten por su interaccion con herbivoros,
polinizadores, e incluso plagas (Levin, 1996).

Cabe recalcar que se ha reportado que incluso hibridos infértiles compiten por el espacio
con sus especies parentales (Vila et al., 2000). Los efectos mencionados anteriormente se
pueden catalogar como ecoldgicos, ya que estos afectan a especies nativas que no se limitan
solo a sus parentales. Esto es comtn cuando se generan hibridos estables con una proliferacion
extensa, capaz de invadir habitats y reemplazarlas (Vila et al., 2000).

La hibridacién también causa efectos genéticos, ya que dicho entrecruzamiento entre
dos especies origina nuevos genotipos que pueden o no brindar al hibrido la competitividad
mencionada (Stebbins, 1969). Ademas de estos genotipos de adaptabilidad, se considera
importante los que permitan a los hibridos estar reproductivamente aislados de sus parentales
(Reisenberg, 1997), como por ejemplo los que generen alelos de incompatibilidad reproductiva
(Levin, 1996). De cumplirse, esto puede promover a que los hibridos sean estables durante las
siguientes generaciones, sean favorecidos por la seleccion, y que sus genotipos no se pierdan
dentro del pool genético de sus parentales (Reisenberg, 1997).

Este ultimo fenémeno tiene gran relevancia ya que, si los hibridos pueden formar cruzas
con sus parentales, se da una hibridacion introgresiva (Vila et al., 2000). Esta, si bien puede
generar nuevas adaptaciones para los parentales (Vila et al., 2000), es reconocida también por
reducir la diversidad de las especies parentales, tanto en componentes de diversidad 3
(diferencia en la composicion de especies entre localidades) y diversidad y (riqueza total de
especies en todas las localidades) (Seehausen et al, 2008).

Es asi como varios autores sugieren que la hibridacion es capaz de amenazar a especies
nativas y sobre todo a especies consideradas raras o poco comunes, las cuales se presenten en

poblaciones pequefias (Daehler y Carino, 2001; Levin, 1996; Reisenberg, 1997).
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En cuanto a estas Ultimas, Levin afirma que las especies insulares son particularmente
vulnerables a la hibridacion ya que suelen tener: nimeros pequeios de individuos en sus
poblaciones, mayor facilidad para la cruzarse con especies del mismo género, poca
diferenciacion en la arquitectura floral, polinizadores no especializados, y baja cantidad de
semillas producidas (Levin, 1996).

1.2 Hibridacion en islas y archipiélagos.

En los ultimos cientos de anos los seres humanos han generado un movimiento masivo
de especies en todo el mundo, generando invasiones bioldgicas de especies exdticas. Estas
especies colonizan ambientes y aumentan su nimero, provocando efectos ecologicos tales
como la hibridacién con especies taxondmicamente relacionadas (Vila et al, 2000). En el caso
de las islas, se afirma que este fendémeno puede promover a que estas especies colonizadoras
se estabilicen a lo largo de sus generaciones en las islas, mientras que los hibridos resultantes
pueden expandirse en nichos abiertos o no usados (Seehausen et al., 2008).

Dicha cruza entre especies se ha estudiado en varias islas, tal es el caso de la
caracterizacion molecular de hibridos entre Rubus hawaiensis y R. rosifolius, en la isla Maui
en el archipiélago de Hawaii; siendo la primera una especie endémica de la isla y la segunda
una introducida (Randel et al., 2004). En dicho estudio, se determind eventos de hibridacion
asimétrica entre las dos especies, mencionando que no existia evidencia de retro-cruzas con los
parentales (Randel et al., 2004). Asi, al reconocer hibridos de primera generacion entre estas
dos especies, sugieren que se debe mantener un control de las especies R. rosifolius en la isla,
asi como de otras especies introducidas (Randel et al., 2004).

Otro estudio analiz6 posibles hibridos entre individuos del género Psidium en la Isla
de Socorro en México (Lopez-Caamal et al., 2013). Estas especies estan separadas por
diferencias altitudinales, siendo asi que la endémica P. socorrense habita a altitudes mayores a

los 800 m.s.n.m (metros sobre el nivel del mar), mientras que la introducida e invasora P.
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sartorianum se encuentra entre 500 y 300 m.s.n.m. A pesar de las diferencias altitudinales, los
resultados de dicho estudio, basados en marcadores moleculares RAPD y morfologia de hojas,
sugieren que existe una zona intermedia donde ocurre flujo génico entre las dos especies, esta
se encuentra entre los 400 y 700 m.s.n.m.

Segun los resultados, los individuos de esa zona intermedia, fueron asignados como
hibridos entre las dos especies (Lopez-Caamal et al., 2013). Sugieren también que las barreras
reproductivas entre las dos especies, fueron afectadas por la presencia de rebafios de ovejas la
cual causo6 erosion y otros impactos en el ecosistema en cuestion. Ademas, los autores indican
haber encontrado indicios de hibridacion introgresiva entre los hibridos y la especie endémica
Psidium socorrense, lo cual puede afectar a la conservacion de esta.

1.3 El caso de las Islas Galapagos

Las Islas Galdpagos se originaron a partir de erupciones volcanicas en el Océano
Pacifico, que formaron un archipiélago de 14 islas y otros islotes, a aproximadamente 960 km
de Ecuador (Jackson, 1993). Es asi como estas son un escenario modelo para el estudio de
especies invasoras (Schultz, 2003; Hamann, 2001); ya que sus especies endémicas no han
tenido contacto con masas terrestres continentales, siendo este un ecosistema aislado. En este,
se asume que las especies que colonizaron tempranamente las islas, llenaron los nichos
ecoldgicos no ocupados, y evolucionaron de manera independiente de especies relacionadas en
el continente (Dal Forno et al., 2017).

En estas islas, las especies vegetales nativas han sido afectadas por eventos naturales
como erupciones volcénicas, incendios, el fenomeno de El Nifio, entre otros; y asi también por
diversos eventos antropogénicos como introduccion de especies, incendios, fragmentacion de
habitat y explotacion de recursos (Hamann, 2001). Estos fendmenos tienen atin un mayor
impacto en especies nativas consideradas como raras o poco comunes, las cuales representarian

alrededor de un 24% de la flora total nativa de estas islas (Adsersen, 1989). Dentro de estas, se
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encuentra Psidium galapageium, la cual se ha visto amenazada por eventos de sequia, tala
agricola, tala maderera, el fenémeno de El Nifio, erosion, entre otros (Adsersen, 1989; Dal
Forno et al., 2017).

A parte de estas amenazas, Psidium galapageium es amenazado por la presencia de
Psidium guajava en su ecosistema, ya que al pertenecer al mismo género Psidium, existe la
posibilidad de que produzcan hibridos que tendrian el potencial de afectar a la conservacion de
esta especie endémica (Torres y Gutiérrez, 2018). Esta hipdtesis surge al evidenciar que, en las
Islas Santa Cruz, Isabela, y San Cristobal, existen espacios geograficos en los que Psidium
guajava 'y Psidium galapageium co-existen (Aldaz y Tye, 1999; Valdebenito, 2018).

1.4 Psidium galapageium, una especie nativa de las Islas Galapagos.

Psidium galapageium Hook.f., conocido localmente como guayabillo, es una especie
endémica de las Islas Galdpagos, la cual pertenece a la familia Myrtaceae y se ha reportado
distribuida en islas Santa Cruz, Isabela, San Cristobal, Fernandina y Santiago; generalmente en
las llanuras aridas y las areas altas huimedas (McMullen, 1999). En la isla Santa Cruz, se lo
conoce ampliamente por ser un arbol tipico en el bosque de transicion de Scalesia junto a los
arboles de este género y también junto a otros de Pisonia floribunda (Itow, 1992), (Bungartz
et al., 2013), (Schofield, 1989).

En cuanto a la morfologia de esta especie, es un arbusto o arbol pequeio que puede
llegar hasta los 8 metros de alto, sus hojas son opuestas simples elipticas, llegando incluso a
ser ovaladas, las cuales tienen un rango de 1,8 a 5,5 centimetros. En cuanto a sus flores, su
tamafio puede llegar a los 1,5 cm, son solitarias, axilares, con una corola blanca y cinco pétalos
de 0.4 a 0.9 cm; con numerosos estambres y filamentos blancos. El fruto de P. galapageium se
caracteriza por ser una baya de 0.6 hasta 1.3 cm, con colores que van desde el amarillo hasta

el café rojizo a negro después de su maduracion y con numerosas semillas (McMullen, 1999).
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Psidium galapageium presenta dos variedades, P. galapageium var. howelii y P.
galapageium var. galapageium; siendo la primera mas comun en San Cristobal y Santa Cruz;
mientras que la segunda se encuentra en las islas Fernandina, Isabela, Pinta, Santiago y también
Santa Cruz (McMullen, 1999). Tomando en cuenta que la morfologia anteriormente descrita
corresponde a P. galapageium var. galapageium, las diferencias entre estas dos variedades son
que, la variedad howelii presenta un tamafio que va desde los 2 hasta los 6 metros de altura, sus
yemas tienen 5 l6bulos apicales, abiertos a la antesis, son tomentosas, y con un caliz que se
abre irregularmente en 4 16bulos desiguales (Porter, 1968).

Se ha reportado que, por su madera, esta especie ha sido explotada por los habitantes
de estas islas para usarla en edificaciones y embarcaciones; siendo incluso alguna vez
exportada a Guayaquil (Wiggins et al., 1971). Actualmente se promueve su conservacion ya
que varios estudios han resaltado la importancia ecologica de P. galapageium por sus
interacciones con la fauna local y por ser hospedador de varios liquenes (Cimadom et al., 2016;

Traveset et al., 2016; Schultz, 2003; Dal Forno et al., 2017).

1.5 Psidium guajava, una especie invasora en las Islas Galapagos.

Psidium guajava L., también pertenece a la familia Myrtaceae, es un arbol pequeiio de
hasta 8 metros de alto, conocida como guayaba o guava en inglés. Sus ramas presentan cuatro
angulos, son tomentosas y con tricomas blancos o grises (McMullen, 1999). Sus hojas son
opuestas, con un tamafio de 5 a 14 cm de largo y de 2 a 6 cm de ancho y van desde ovaladas a
lanceoladas; ademads, estas también son venosas en la superficie, con margenes enteros,
tomentosas y con un apice obtuso a redondeado. Sus flores son axilares y se pueden presentar
solitarias o en grupos de 2 a 3, con una corola blanca, 5 pétalos que van desde el 1 hasta 2 cm
de largo (Wiggins et al., 1971).

Los frutos de P. guajava se caracterizan por ser una baya globosa, de un amarillo palido,

de textura glabra y rugosa; alcanzan de hasta 5 cm de diametro en su madurez, con una pulpa
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de color rosa que contiene numerosas semillas (Wiggins et al., 1971; Porter, 1968). Estos frutos
tienen un aroma caracteristico, sabor agridulce, y tienen un gran contenido de vitamina A,
vitamina C, niacina y riboflavina. Esto ha contribuido a que sea una especie importante
comercial y nutricionalmente (Soares et al., 2007). Es asi como P. guajava, a pesar de ser un
arbol nativo de la América tropical, su cultivo se ha expandido a demas regiones tropicales y
subtropicales del mundo tales como Brasil, Asia, Sudafrica, y Egipto; llegando a estar presente
en mas de 60 paises (Nishimura et al., 1989).

En el caso de las Islas Galapagos, P. guajava, se sugiere que fue introducida en las Islas
Galapagos desde el continente, posiblemente por sus primeros colonizadores en 1850 (Walsh
et al., 2008), para su alimentacion y la de su ganado (McMullen, 1999). Especies nativas como
aves y tortugas consumen sus frutos y dispersan en sus heces numerosas y pequeiias semillas
(Schultz, 2003; Guerrero y Tye, 2009). Esto ha promovido el escape de su estado de cultivo y
que se vuelva comun en los bosques de las islas Santa Cruz, San Cristobal, Floreana e Isabela
(Porter, 1968). A esto se le suma que es una especie que se reproduce sexual y asexualmente,
con ciclos de reproduccion cortos, y que no requiere de condiciones especiales de suelo o luz
para crecer; estos son caracteres de una especie altamente invasiva (Heywood y Jackson, 2012;
Somarriba, 1986). El control de esta especie invasora es una prioridad en las islas dado que,
ademas de competir con las especies nativas, genera cambios en el ecosistema como menos
paso de luz y modificacion estructural del suelo (Jager et al., 2009).

1.6 Marcadores moleculares microsatélites en estudios de hibridacion.

Existen estudios que mediante el uso datos fenotipicos como morfologia o fisiologia,
estudian posibles organismos hibridos, y las relaciones entre ellos y sus parentales (Buren et
al., 1974; Lambert y Johnson 1978; Cardi et al., 1993). Sin embargo, en las tltimas décadas, el
desarrollo de distintas técnicas y metodologias de la biologia molecular han permitido asociar

un fragmento de ADN con una posicion en el cromosoma, estableciendo marcadores
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moleculares (Henry, 2001). Estos proveen informacion directa o indirecta de la secuencia de
acidos nucléicos, lo cual permite que estos estudios se realicen usando sistematica molecular
(Avise y Ferguson, 1995).

Uno de estos marcadores son los microsatélites, los cuales son secuencias nucleotidicas
simples repetidas (SSRs) en tandem, que generalmente presentan motivos desde 1 a 6 pares de
bases (Horst y Wenzel, 2007). Estas repeticiones, usualmente son causadas por un
deslizamiento de la hebra replicada y existan errores por apareamiento de las bases (Tomar,
2010). De esta forma, se generan menos, 0 aun mas repeticiones de los motivos presentes en
estas regiones, de modo que el numero de estas puede ser variable entre individuos (Spooner,
2005); develando polimorfismos que permiten identificar variedades dentro de especies,
analizar el germoplasma, y establecer relaciones genéticas entre organismos o entre
poblaciones de estos (Horst y Wenzel, 2007).

De conocerse la secuencia de nucledtidos que flanquean estas regiones microsatélites
se pueden disefiar primers especificos para amplificarlas por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Horst y Wenzel, 2007). Esta utiliza ciclos de temperatura, por los cuales
una muestra de ADN se desnaturaliza a 94° C para separar la doble cadena, generando hebras
molde. Luego se enfria a una temperatura especifica para permitir la unidon de los primers, y
vuelve a aumentar la temperatura a 72° C para que la polimerasa sintetice una hebra
complementaria a la molde, generando un niamero de copias de la secuencia del microsatélite,
el cual serd exponencial al repetir estos ciclos varias veces (Tomar, 2010).

Este proceso hace que la cantidad de ADN sea suficiente para identificar los tamafios
de estos fragmentos, de forma visible en geles de agarosa o poliacrilamida (Tomar, 2010). La
electroforesis capilar es otra forma de genotipado, en la cual se emplea una PCR en la que
interviene un tercer primer que tiene anclado un fluoréforo, de modo que este es incorporado

al momento de amplificar el fragmento de ADN (Heller y Altria, 1997). Asi, el amplicon es
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excitado por un laser y consecuentemente emite una luz de cierta intensidad, que es detectada
y traducida a una sefal eléctrica, la cual genera picos en un electroferograma. En este, usando
tamafios de referencia, se indica el tamafio en pares de bases de dicho fragmento amplificado
(Butler, 2005).

Usando estas técnicas se puede identificar el tamafio de los amplicones obtenidos de
determinada muestra, los cuales al variar en su tamafio de pares de bases, indicarian la variacion
de repeticiones en tdndem en el microsatélite (Horst y Wenzel, 2007). De esta forma se puede
determinar cudles son los alelos para estas regiones, que pueden ser polimorficas al presentar
varios alelos (Henry, 2001). Ademas de esta ventaja, los microsatélites también son abundantes
a lo largo del genoma y son codominantes. Esto Gltimo permite diferenciar si un alelo es homo
o heterocigoto (Kaundun y Matsumoto, 2002).

Otra caracteristica de estos marcadores moleculares es que las regiones que flanquean
a los microsatélites suelen ser relativamente conservadas en taxones relacionados, permitiendo
asi que los primers disefiados especificamente para una especie, se puedan usar también en una
especie emparentada, o cercana evolutivamente a esta (Westman y Kresovich 1998). A estos
primers se los conoce como heterdlogos (Spooner, 2005). De este modo, al realizar estudios de
hibridacion, se puede amplificar las mismas regiones microsatélites tanto en individuos
parentales como hibridos. Con esta informacion alélica, se procede a realizar un perfil genético
de los individuos intermedios, estudiar el estado de estos, como se relacionan con las
parentales, el estado de su diversidad genética, entre otras (Pollegioni et al., 2004; Schrey et
al., 2007; Pisanu et al., 2011).

En el presente estudio se utilizaron 10 pares de primers especificos para Psidium
guajava para amplificar regiones microsatélite de Psidium galapageium, con el fin de

identificar individuos hibridos entre las dos especies, en las islas Santa Cruz e Isabela.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

e Identificar posibles eventos de hibridacion entre P. galapageium y P. guajava; en las

islas Santa Cruz e Isabela, Galdpagos, mediante el analisis de regiones microsatélite.

2.1.1 Objetivos especificos

Usar primers heterologos, especificos para Psidium guajava, para amplificar y analizar

regiones microsatélite en Psidium galapageium.

Comparar los alelos obtenidos con los identificados en individuos P. guajava en las

islas Santa Cruz e Isabela

Analizar los posibles eventos de hibridacion entre Psidium galapageium, y Psidium
guajava en las islas Santa Cruz e Isabela mediante el uso de softwares que emplean

estadistica bayesiana.

e Determinar si dos muestras catalogadas como hibridos potenciales, son en realidad

hibridos o pertenecen a Psidium galapageium o Psidium guajava.
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3. JUSTIFICACION

En las Islas Galapagos, de 168 especies endémicas vegetales evaluadas, el 60% estan
amenazadas (Tye, 2006). En el caso de Psidium galapageium, esta especie tiene un estado de
vulnerable; el cual se estableci6 tanto en reportes del 2002 como del 2006 (Tye, 2006).

El hecho de que P. galapageium esté en esta categoria es preocupante también para la
conservacion de otras especies con las que interactia. Por ejemplo, existen liquenes que viven
sobre la superficie del guayabillo, como Ramalina usena, Dictyonema pectinatum, Collema
Sfurfuraceum; estas dos ultimas son endémicas de las Islas Galapagos (Bungartz, 2008; Aptroot
y Bungartz, 2007; Dal Forno et al., 2017). Ademas, existen varios estudios demuestran que P.
galapageium es consumida por animales de las islas como diferentes especies de tortugas e
iguanas terrestres. Esto se constatd al encontrar sus semillas en las heces de estos animales
(Schultz, 2003; Traveset et al., 2016; Puga et al., 2017).

No se encontraron reportes en la bibliografia sobre aves de estas islas que consuman
esta especie, aunque se menciona que sus frutos les son potencialmente atractivos (Guerrero y
Tye, 2009). Sin embargo, se ha descrito una importante relaciéon entre cuatro especies de
pinzones con las hojas de P. galapageium. Estos frotan las hojas de esta especie endémica en
sus alas, lo cual se demostrd que repele a la mosca hematdfaga Philornis downsi, tanto en su
estado adulto como larval (Cimadom et al., 2016). Esto encamina a futuros estudios sobre
compuestos quimicos de interés obtenidos de P. galapageium, recalcando que ya se la habia
estudiado por ser una posible fuente de ciandgenos (Adsersen et al., 1988).

Tanto fenomenos naturales como antropogénicos amenazan a P. galapageium, entre
ellos la introduccién y la dispersion de la invasiva P. guajava, provocando que estas compartan
nichos (Aldaz y Tye, 1999). Asi, existe la posibilidad de eventos de hibridacion entre estas
(Torres y Gutiérrez, 2018); que, como se menciond, generarian efectos negativos para P.

galapageium y su ecosistema.
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4. AREA DE ESTUDIO

Este proyecto abarca las islas Santa Cruz e Isabela en el archipié¢lago de Galapagos, en
las cuales existen individuos de Psidium galapageium y Psidium guajava. En salidas de campo
realizadas por el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de
Quito, se recolectaron muestras de P. galapageium y P. guajava en varias localidades en estas
islas. Para este estudio en particular, se seleccionaron localidades donde cohabitan las dos
especies.

En la isla Santa Cruz, hubo 16 localidades, nombradas: Bellavista, Camote, Cascajo,
Caseta, Chato, Centro Mesa, Elias Cando, Garrapatero, Granillo Rojo, Los Gemelos, Los
Guayabillos, Manzanillo, Occidente, Pajaro Brujo, Salasaca y Tomés de Berlanga. Mientras.
En la isla Isabela, las localidades fueron las siguientes 6: Barrio Loja, Cerro Grande, E1 Mango,
Finca Morocho, Finca Ricardo Garcia y San Joaquin. Se plante6 usar 5 muestras de P.
galapageium de cada una de estas localidades, siendo cada muestra un individuo diferente. Sin
embargo, para Centro Mesa, Caseta, Elias Cando, Pjaro Brujo y Barrio Loja, se usaronde 1 a
3 segun la disponibilidad de estas. De este modo se seleccionaron en total 67 individuos de la
isla Santa Cruz y 27 de la isla Isabela.

Estas muestras se conservaron en congelacion en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la estacion de investigacion Galapagos Science Center (GSC), que se encuentra en la isla
San Cristobal. Fue asi como en la estacion, se realizo la extraccion de ADN de las hojas y
también su cuantificacion; posteriormente se trasladaron estas extracciones al Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. Alli se llevé a cabo la
amplificacion de microsatélites mediante PCR, los respectivos geles de electroforesis, y los
amplicones obtenidos fueron enviados a Macrogen en Corea para que se ejecute la

electroforesis capilar.
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5. MATERIALES
5.1 Material Vegetal

e Hojas de 67 individuos Psidium galapageium recolectados en 16 localidades de la Isla

Santa Cruz (Anexo 1)

Bellavista: 5 muestras
Camote: 5 muestras
Cascajo: 5 muestras
Caseta: I muestra

Chato: 5 muestras
Centro Mesa: 3 muestras
Elias Cando: 2 muestras
Garrapatero: 5 muestras
Granillo Rojo: 5 muestras
Los Gemelos: 5 muestras
Los Guayabillos: 5 muestras
Manzanillo: 5 muestras
Occidente: 5 muestras
Péjaro Brujo: 1 muestra

Salasaca: 5 muestras
Tomas de Berlanga: 5 muestras

e Hojas de 27 individuos Psidium galapageium recolectados en 6 localidades de la Isla

Isabela (Anexo 2)

Barrio Loja: 2 muestras
Cerro Grande: 5 muestras
El Mango: 5 muestras
Finca Morocho: 5 muestras
Finca Ricardo Garcia: 5 muestras
San Joaquin: 5 muestras

5.2 Extraccion de ADN

Hojas de 94 individuos Psidium galapageium, tanto de Santa Cruz como de Isabela

Balanza analitica OHAUS (Pioneer )

e Mortero y pistilo

Cama de arena Multi-Blok Heater (ThermoScientific)
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Microcentrifuga 5415D (Eppendorf)
DNeasy ® Plant Mini Kit (QIAGEN)
Tubos Eppendorf 1.5 mL

Pipetas de 1-10, 20-200, 100-1000 pL

Puntas plasticas para pipetas de 1-10, 20-200, 100-1000 pL

5.3 Cuantificacion de ADN

ADN extraido de Psidium galapageium
UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)
Buffer AE for elution (QIAGEN)
NANODROP 1000 (Thermo Scientific)
Pipetas de 1-10 pL

Puntas plésticas para pipetas de 1-10 pL

5.4 Amplificacion de regiones microsatélites por PCR

UltraPureTM Distilled Water (GIBCO)
BSA (Thermo Fisher Scientific)
Buffer PCR 10X (Invitrogen)
MgCl12 50mM (Invitrogen)
dNTPs 10 mM (Invitrogen)
10 pares de primers heterdlogos (Kanupriya et al., 2011), Tabla 1.
o 10  primers forward modificados con la  cola  universal
5’GCCTCCCTCGCGCCA-3’ (Blackett, et al., 2012)
o 10 primers reverse
Oligonucleotidos 3’-CGGAGGGAGCGCGGT-5’, complemetarios a la cola universal,

marcados con los fluréforos VIC, 6FAM, NED o PET.
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Taq platinum ADN polimerasa SU/uL (Invitrogen)

ADN de Psidium galapageium en concentracion de 20 ng/uL
Microcentrifuga 5415D (Eppendorf).

T Personal Thermocycler (Biometra)

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

Pipetas de 1-10, 20-200, 100-1000 pL

Puntas plasticas para pipetas de 1-10, 20-200, 100-1000 pL

5.5 Electroforesis en gel de agarosa

UltraPureTM Agarose (Invitrogen)

TBE 1X (Tris-base-Acido Bérico-EDTA)

SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)

Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)

Cémara de electroforesis Enduro Gel XL ( Labnet International)
Ladder 100bp (Invitrogen)

Fotodocumentador Gel Doc XR (BioRad)

5.6 Genotipado de productos de PCR

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

Software GeneMarker ® (SoftGenetics LLC, 2012)

5.7 Analisis de datos

Software R-studio (RStudio Team, 2015), incluyendo:
o Paquete adegenet (Jombart, et al., 2016)

o Paquete ape (Paradis, et al., 2018a)
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o Paquete pegas (Paradis, et al., 2018b)

o Paquete ade4 (Dray, et al., 2018)

o Paquete diveRsity (Keenan, 2018)

o Paquete hierfstat (Goudet y Jombart, 2018)

o Paquete ggplot2 (Whickham y Chang, 2018)
e Software STRUCTURE 2.3.4. (Pritchard, et al., 2004)
e Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2014)
e Software NewHybrids (Anderson y Thompson, 2002).
e Software Coancestry (Wang, 2011)

e Microsoft Excel ®

6. METODOLOGIA

6.1 Recoleccion de muestras de Psidium galapageium

En mayo del 2015 y julio del 2016, personal del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
de la Universidad San Francisco de Quito, realiz6 salidas de campo a las islas Santa Cruz e
Isabela respectivamente. Durante estas se recolectaron entre 3 a 5 individuos de P.
galapageium y P. guajava a lo largo de localidades establecidas para estudios de diversidad
genética de estas especies (Urquia, 2018; Soria, 2018; Espin, 2018; Cazco, 2018).

De cada uno de estos individuos se recolectaron de 2 a 5 hojas, y se tomaron las
coordenadas de estos usando un GPS (Anexo 3 y Anexo 4). Este material vegetal fue
respectivamente almacenado en fundas plasticas, asi como rotulado. Se los mantuvo en
congelacion a -20° C en el Laboratorio de Biologia Molecular de la estacion de investigacion
Galapagos Science Center (GSC), ubicada en la Isla San Cristobal.

Las siguientes etapas de la Metodologia descritas a continuacion: Extraccion y

cuantificacion de ADN, Amplificacion de las regiones microsatélite, y Genotipado; se refieren
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a los 94 individuos P. galapageium mencionados en la seccion Area de Estudio. Para la
seleccion de estos, se eligieron individuos de localidades en las que se recolectaron tanto

individuos de P. galapageium como de P. guajava en las islas Santa Cruz e Isabela.

6.2 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN de los 94 individuos mencionados, se ejecutd siguiendo el
protocolo del kit de extraccion DNeasy ® Plant Mini Kit (QIAGEN). Asi como este requiere,
para cada individuo, se pes6 60 mg de hojas en la balanza analitica; y este material vegetal se
lo triturd usando el mortero y pistilo. Una vez triturado el material, se lo colocod en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, dentro de los cuales se anadio 400 uL del Buffer AP1 y 4 uL del RNase
A, provistos por el kit. A esta mezcla, se le dio un vortex y posteriormente, se la incub6 en la
camara de arena a 65° C por 10 minutos. Durante este tiempo de incubacion, se invirtieron los
tubos, mezclando su contenido, cada 3 minutos.

A continuacion, se coloco 130 pL del Buffer P3, se mezcl6 vigorosamente y se incubd
en hielo por 5 minutos, y una vez transcurrido este tiempo, se centrifugo por 5 minutos a 14
000 rpm. El lisado obtenido de este proceso, se lo pasé a una columna QIAshredder spin; y una
vez en esta, se centrifugd por 2 minutos a 14 000 rpm. Después, se transfirio el sobrenadante a
un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL, sin topar, ni tomar el pellet con la pipeta. En este se
agregd, 700 nL del Buffer AW1 y se lo resuspendi6 con la pipeta.

Una vez realizado este procedimiento, se transfiri6 alicuotas de 650 pL esta mezcla a
la columna DNeasy Mini spin, la cual se encontraba acoplada a un tubo de recoleccion de 2
mL. A esta, se la centrifugd por un minuto a 8000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Esto se
repitio con el resto de alicuotas por cada muestra. A continuacion, se coloco esta columna en
un nuevo tubo de recoleccion, se afiadio 500 uL. de Buffer AW2 y se centrifug6 a 8000 rpm
por un minuto. Siguiente a esto, se descarto el sobrenadante, se afiadieron otros 500 ul de Buffer

AW?2 y ahora se centrifug6 por 2 minutos a 14 000 rpm.



29

Posteriormente, se transfirid la columna DNeasy Mini spin, a un nuevo tubo Eppendorf
de 1.5 mL, se afiadi6é 100 pL de Buffer AE for elution, se repos6 por 5 minutos, y se centrifugd
por 1 minuto a 8000 rpm. Se repitid este ltimo paso una vez, pero usando solo 50 uLL de Buffer
AE for elution, ya que se esperaba recuperar menos ADN de la columna. De este modo, se
obtuvo dos tubos Eppendorf de extraccion por individuo, contenidos en 100 y 50 uL del buffer
de elucion del kit.

6.3 Cuantificacion de concentracion de ADN e indices de pureza de extraccion

Se uso el espectrofotometro NANODROP 1000 (Thermo Scientific) para determinar la
concentracion y calidad para cada una de las extracciones obtenidas de las muestras. Para esto
se us6 como blanco el buffer de elucion del kit mencionado anteriormente, ya que en este se
encuentran diluidas las extracciones. Ademas, al cuantificar este parametro, también se obtuvo
la calidad de ADN, reflejada en los indices 260/280 y 260/230 nm, que son un indicador de

contaminacion por proteinas o fenoles respectivamente.

6.4 Preparacion de muestras para amplificacion de microsatélites
Con los datos obtenidos de concentracion de ADN, se procedio a diluir las muestras de
ADN a una concentracion de 20 ng/pL. Para esto se utiliz6 como solvente agua ultra pura, la
misma que se usa para la reacciéon de PCR. Vale mencionar que también se obtuvo muestras
con concentraciones menores a 20 ng/uL. Para trabajar con estas, se procedio a realizar
alicuotas de 25 pL directamente desde el tubo de extraccion, es decir sin diluir, y al momento

de realizar la reaccion de PCR, se tomo 2 pL de esta alicuota.

6.5 Seleccion de primers especificos de Psidium guajava para amplificar regiones
microsatélites en Psidium galapageium

Para este estudio se usaron primers mPgCIR especificos para Psidium guajava, los

cuales fueron descritos por Kanupryia et al. (2011). Estos mismos fueron usados por estudios

previos de diversidad genética de P. guajava en las islas San Cristobal, Santa Cruz e Isabela,
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(Ponce 2014; Urquia, 2018; Espin, 2018) y un estudio sobre eventos de hibridacion con P.
galapageium en la Isla San Cristobal (Ponce, 2016).

Para seleccionar estos primers SSR heter6logos se tomaron en cuenta dos criterios:
Primero, se escogieron a los pares de primers que demostraron ser polimoérficos en estudios de
diversidad genética de P. guajava en la isla Santa Cruz (Urquia, 2018) mencionados
previamente. Segundo, de estos primers polimorficos, se escogié aquellos que también fueron
usados en el estudio de hibridacion de San Cristobal (Ponce, 2016). De este modo, se eligieron
10 pares de primers SSR, descritos en la Tabla 1.

Es preciso aclarar que todos los primers forward mencionados en esta seccion, tienen
una modificacion en la secuencia descrita por Kanupryia et al. (2011). A esta se le aumento
una secuencia referida como cola universal, la cual tiene complementariedad con la secuencia
de los oligonucle6tidos marcados con fluoréforos. La unidn de estas, permitieron llevar a cabo
el genotipado siguiendo la metodologia de Blacket et al. (2012).

6.6 Amplificacion de regiones microsatélite por PCR

En cuanto a las reacciones en cadena de la polimerasa PCR ejecutadas en este estudio,
en un inicio se llevaron a cabo siguiendo las mismas concentraciones y programa de ciclado
usado en el ya mencionado, proyecto de diversidad genética de P. guajava en la isla Santa Cruz
(Urquia, 2018). La razon fue que en ese proyecto se usaron los mismos primers mPgCIR, pero
estos ya incluian la cola universal mencionada anteriormente. Por el contrario, el protocolo
empleado por Ponce (2016) quien amplificd P. galapageium con estos mismos primers
heter6logos, no tenian dicha modificacion de estas secuencias, por lo cual no se lo utilizo.

Como volumen final por reaccion de PCR, se establecieron 30 puL, tal como lo hicieron
otros proyectos que usaron electroforesis capilar para el genotipado (Soria, 2018; Espin, 2018;
Cazco, 2018). La razdn fue que este volumen era el suficiente para realizar la electroforesis en

gel de agarosa, y también para tener al menos dos alicuotas para enviar al genotipado por
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electroforesis capilar. Algo que también se adapto al protocolo fue el uso de suero de albimina
bovina BSA, ya que se ha reportado que previene la accidon de inhibidores de la actividad de la
polimerasa (Butler, 2005); los cuales se presume que existen en la especie P. galapageium.

Asi, el protocolo general de PCR para un volumen de 30 pL por reaccidon, mantuvo las
siguientes concentraciones de reactivos: 1X de BSA, 1X de Buffer de PCR, 2.5 mM de MgCl,,
0.2 uM de dNTPs, 0.15 mM de primer forward, 0.5 mM de primer reverse y 0.5 mM de
oligonucledtidos complementarios a la cola universal marcados con uno los fluoréforos VIC,
6FAM, NED o PET; 1 U de Taq Polimerasa Platinum, y 2 uLL. de ADN con una concentracion
maxima de 20 ng/uL. El programa de termociclado fue el siguiente: denaturacion inicial a
95°C por 15 min, seguido de denaturacion a 94° C por 30 s, después annealing a 55 °C por 30
s, elongacion a 72° C por 1 min, y elongacién final a 72° C por 5 minutos; repitiéndose los
pasos de denaturacion a elongacion por 40 ciclos.

Al usar este protocolo para algunos primers no se obtuvo amplificacion o se presentaron
inespecificidades, por lo que se realiz6 un gradiente de la temperatura de annealing, definiendo
una diferente para 5 primers (Tabla 4).

Aunque esto solventd la mayoria de problemas, algunas muestras no amplificaron con
dichas concentraciones de reactivos, ni programa de ciclado. Dado que estos problemas no
parecian ser independientes del primer o de la muestra, se optd por realizar dichas
amplificaciones a 45 ciclos, con lo cual se logré un producto de amplificacion. Incluso asi,
existieron otras pocas muestras que aun no presentaban amplificacion, para lo que se
implementd un aumento a 1.5 min la etapa de Elongacion.

6.7 Electroforesis en gel de agarosa

Después del programa de ciclado, se procedid a realizar un gel al 1.5% de agarosa y

0.003% de SYBR Safe; dado los tamafios de los amplicones que iban desde los 170 a los 320

pares de bases. Con este como matriz, se corrid la electroforesis de los amplicones obtenidos



32

de la reaccion de PCR, a 100 V por 30 min, el cual posteriormente se reveld en exposicion a
luz UV por el fotodocumentador. Es de esta manera como se evidencio si la amplificacion fue
exitosa. De tener el amplicon adecuado, la muestra pasaba al envi6 de genotipado detallado a
continuacion.
6.8 Genotipado de producto de PCR para determinacion de alelos.

Se llenaron en cada uno de los pocillos de la placa MicroAmp® Optical, desde 3 hasta
4 amplicones, los cuales debian cumplir con la condiciéon de haber sido amplificados con
diferentes fluordforos. Estas placas una vez llenadas, fueron centrifugadas y enviadas a
Macrogen Corea, en donde se llevo a cabo la electroforesis capilar por medio del secuenciador
3130 Genetic Analyzer. Tal como se menciond en la seccion 1.5 de la Introduccion, esta técnica
permitid obtener los tamafos en pares de bases de los alelos para cada amplicon genotipado.

Fue asi como desde Macrogen Corea, se recibié un archivo .fsa por cada pocillo llenado
en la placa. Estos archivos se analizaron en el software GeneMarker ®, el cual permitid
visualizar picos de absorbancia de cada amplicon a un determinado tamaino de pares de bases.
Con esta informacion, se generé una matriz de tamafios de alelos por cada primer mPgCIR

analizado (Anexo 5), para cada una de las 94 muestras.

6.9 Analisis de datos.

Para el presente estudio se realizé una matriz que abarca los alelos de los 94 individuos
de Psidium galapageium de Santa Cruz e Isabela, genotipados; asi como los alelos obtenidos
de Psidium guajava obtenidos en estudios previos para estas dos islas, en los que también se
usaron los primers mPgCIR (Urquia, 2018; Espin, 2018). Ademas, se incorpord la informacion
de dos muestras mencionadas en el estudio de Urquia como HBGel y Psp SCZ 02; que por
sus caracteristicas morfoldgicas, se reportaron como posibles hibridos entre las dos especies
analizadas. En el presente estudio, se las mencionard como Psidium sp. 1 y Psidium sp. 2,

respectivamente.
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Con esta matriz de datos se llevo a cabo los siguientes andlisis. En primer lugar, se la
transformo en un formato .csv para usarla en el Software R. En este, se uso el paquete adegenet
para calcular distancias genéticas euclidianas entre estas muestras, y posteriormente se uso el
paquete ade4 para generar un Analisis de Coordenadas Principales PCoA, mediante el comando
dudi.pco.

Esta matriz también se transformé a un formato .stru, el cual permite correr estos datos
en el software Structure. Para ejecutar los analisis de estructura poblacional en este, se cre6 un
protocolo, en el cual se ingres6 como priors: un modelo admixture, ademés de proponer 4
posibles agrupaciones para las muestras analizadas. Este modelo se probd con 1 millon de
cadenas de Marklov Monte Carlo y 1 millén también para burnin. Cada una de estas
agrupaciones, se probd con 10 iteraciones. Los resultados obtenidos se comprimieron en una
carpeta .zip, y se subieron a Structure Harvester para la determinacion del K, o numero de
agrupaciones, 6ptimo.

Se uso6 el software NewHybrids, el cual calcula la probabilidad posterior de que un
individuo pertenezca a un grupo parental o a un grupo de categoria hibrida (Anderson y
Thompson, 2002). Los modelos que usa este programa, le permiten realizar inferencias a partir
de marcadores moleculares dominantes y codominantes (Anderson, 2008).

Para el andlisis en el software NewHybrids, se transform¢6 la matriz .stru en una
adecuada para software, por medio del programa PGD Spider. Se us6 la consola no grafica de
NewHybrids para correr esta matriz se us6 nuevamente un millon de cadenas de Marklov
Monte Carlo, y 200 mil de burnin. Dado que no se us6 ninguna informacion genética extra, se
escogid los parametros correspondientes al modelo de Jefreys, para correr estas simulaciones.
Este modelo usa priors que permiten correr los andlisis como resultado de una sola

observacion, en la que no se cuenta con informacion sobre frecuencias alélicas, teniendo como
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resultado probabilidades posteriores muy similares a las obtenidas con el otro modelo
disponible, que es el uniforme (Anderson y Thompson, 2002).

NewHybrids asigna a cada individuo analizado, a uno de 6 grupos ya establecidos por
este software, entre ellos los denominados Grupo Puro 1, y Grupo Puro 2. Vale aclarar que
estos dos grupos se refieren a cada una de las dos especies, o grupos genéticos distintos, que
son los parentales para los posibles hibridos (Anderson y Thompson, 2002). Los otros 4 grupos
propuestos son F1 que es el resultado de la cruza directa entre los dos grupos parentales, F2, es
decir el resultado de la cruza entre dos individuos de la F1. Los dos tltimos grupos pertenecen
a los posibles retrocruces de la F1 con cada uno de los dos grupos parentales. Este programa
ya tiene por default una matriz que caracteriza a cada uno de estos grupos por la frecuencia que
tendrian para alelos exclusivos en cada uno de los grupos parentales (Anexo 6).

Finalmente, se us6 el programa PGD Spider para transformar la matriz al formato del
programa Coancestry, en el cual se corri6 una simulacioén con 100 iteraciones, con un 95% de
confiabilidad indices de parentesco, tales como el indice de Wang. Este indice representa el
parentesco que existe entre dos individuos a partir de datos genéticos codominantes (Wang,
2017). La comparacion que realiza este método permite obtener también un indice de
parentesco entre grupos como un promedio de los parentescos entre sus individuos (Wang,

2002).

7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de ADN de Psidum galapageium y cuantificacion.
Se extrajo el ADN de los 94 individuos de Psidum galapageium definidos en el area de
estudio, y una vez cuantificadas estas extracciones, se obtuvo concentraciones muy variables
entre las muestra, yendo desde 2.5 ng/uL hasta 386.2 pL; teniendo una media de 45.2 ng/uLL

de ADN para todas las muestras extraidas. También se obtuvo lecturas de los indices de pureza
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de extraccion para cada una de las muestras, que son las relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230. En cuanto a la primera, se presentan valores desde 0.84 a 2.66, con un promedio de
1.61; mientras que para la segundo se obtuvieron valores desde 0.58 a 2.59, con un valor
promedio de 1.33.

7.2 Amplificacion con primers heterologos y genotipado

Se amplificaron por PCR las 94 muestras extraidas de P. galapageium con los 10
primers especificos para P.guajava seleccionados para este proyecto (Tabla 1). Las
amplificaciones fueron consideradas exitosas si en la imagen de electroforesis en gel de
agarosa, se presentaban bandas claras o tenues, alrededor del tamafio esperado para cada uno
de los primers mPgCIR (Anexo 7). En total, se obtuvo una amplificacién del 99.8%. En otras
palabras, de las 940 reacciones realizadas, 2 no presentaron banda al analizar la electroforesis
en gel de agarosa; de todas formas, el producto de PCR de estas también se envio a genotipar
por electroforesis capilar en Macrogen Corea.

Al analizar los electroferogramas producto del genotipado (Anexo 8), se identificaron
alelos para el 98,6% de las reacciones realizadas en este estudio, teniendo un 1,64% de datos
que no se pudieron determinar (Anexo 9). Con este andlisis, se determin6 que los 10 loci
analizados son polimorficos, al encontrar mas de un alelo en cada uno de los locus analizados
en todas las 94 muestras. Esto se evidencia en la Tabla 1, la cual indica cuantos alelos se

encontraron por cada locus.
7.3 Analisis de datos

7.3.1 Alelos compartidos y exclusivos entre P. galapageium, P. guajava y las 2
muestras Psidium sp.

Tal como se observa en la Figura 1, al comparar los alelos obtenidos de muestras de P.

galapageium y P. guajava con los primers mPgCIR, se identificaron tanto alelos exclusivos

como compartidos entre estas dos especies. Del total de alelos reportados entre ellas, el 56.2%
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pertenecen solo a individuos P. galapageium, mientras que para P. guajava se reportan 5.5%
alelos exclusivos. El porcentaje de alelos compartidos entre las dos especies es de 38.4%.

Al incluir en este grupo los 17 alelos identificados en el individuo Psidium sp. 1, se
evidencia en la Figura 2, como este individuo, comparte 4 de sus alelos (23%) con P.
galapageium 'y P. guajava, 7 alelos (41%) solo con P. galapageium, y tiene 3 alelos exclusivos
(17,64%). De la misma manera, se compard los alelos que comparten las dos especies con el
individuo denominado Psidium sp. 2 (Figura 3). Este presenta 13 alelos, de los cuales comparte
2 alelos con ambas especies (15.38%); ademas tiene 10 alelos (76.92%) compartidos solo con
P. galapageium y presenta solo 1 alelo exclusivo (7.69).

En la Figura 4, se presenta un Diagrama de Venn que abarca a todos los alelos
encontrados en los individuos de P. galapageium y P. guajava, asi como en las 2 muestras
Psidium sp. En este grafico se evidencia que los alelos que Psidium sp. 1y Psidium sp. 2
comparten con P. guajava, son alelos que también se presentan en P. galapageium. De la
misma manera, los 8 alelos que comparten Psidium sp. 1 y Psidium sp. 2 entre ellos, coinciden

con alelos reportados para P. galapageium.

7.3.2 Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)

En la Figura 5 se observa el grafico obtenido a partir del Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA), en el cual, el eje x representa el 77.02% de la variacion de los alelos en los
individuos analizados; mientras que el eje y solo representa el 7,48% de la variacion existente
en estos.

Al observar como se distribuyen los individuos a lo largo del eje x, se identificd dos
agrupaciones principales con una apreciable distancia entre ellas, las cuales corresponden a P.
guajava 'y P. galapageium. Se resalta como los individuos de P. guajava presentan una mayor
dispersion entre ellos a lo largo de este eje, que los de P. galapageium dentro de estas

agrupaciones.
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En cuanto al individuo Psidium sp. 1, su ubicacion en el eje x, se encuentra entre estas
dos agrupaciones, tendiendo a estar un poco més cercano a la agrupacion de P. guajava.
Mientras tanto, el individuo Psidium sp. 2, se encuentra a la altura de varios individuos de P.
galapageium a lo largo del eje x; sin embargo, hay que destacar que a lo largo del eje y (7.48%
de la variacion existente), este se encuentra mas alejado de esta agrupacion.

7.3.3 Analisis de hibridacion mediante Structure.

Al correr la matriz de datos en el programa Structure y en Structure Harvester, bajo los
parametros mencionados en metodologia, se obtuvo que el K dptimo para el total de individuos
analizados es de 2. Esta seleccion se hizo al comparar los valores de AK obtenidos de Structure
Harvester, entre los cuales, el mayor fue AK=4013.92, correspondiente al K=2. Este valor es
4 6rdenes de magnitud mayor que el AK de K=3, el cual tenia un valor de 0.75. Aunque también
se corri6 la simulacion para K=1, K=4, y K=5; Structure Harvester no proporciond valores
para de AK para estos tres ultimos.

Es en base a este K=2, que el modelo de estructura poblacional que mejor se ajusta a
los datos analizados es el que presenta 2 linajes o acervos genéticos (Schoettle et al., 2011). De
hecho, en la Figura 6, se evidencia como uno de estos linajes corresponde a los individuos P.
guajava (color rojo); mientras que el otro corresponde a los individuos de P. galapageium
(color verde). En esta figura se puede ver graficamente como Psidium sp. 1, principalmente
tiene una contribucion del linaje de P. galapageium, también es notorio como existe una
pequeiia contribucion del linaje de P. guajava.

Vale destacar que al observar detenidamente la Figura 6, a lo largo de los individuos de
P. guajava y de Psidium galapageium analizados, se identifican otros individuos que también
presentan minimas contribuciones de mas de un linaje. Sin embargo, es en Psidium sp. 1 que

la contribucidon parece ser mayor que en éstos, y por lo tanto mas distintiva. En cuanto a
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Psidium sp. 2, este individuo ha sido asignado dentro del mismo linaje que los individuos de
P. galapageium, presentando una franja a completa de color verde, en la Figura 6.
7.3.4 Asignacion de individuos dentro de categorias hibridas mediante NewHybrids

Los resultados de este andlisis infieren que los individuos de P. galapageium y P.
guajava tienen una probabilidad superior a 99% de pertenecer a grupos puros (Tabla 2), los
cuales representan los grupos parentales a partir de las cuales se darian los hibridos (Anderson
y Thompson, 2002). Es asi como se asigné6 un grupo puro para los individuos de P.
galapageium, mientras que otro grupo puro para P. guajava.

También se evidencia como ninguna de las muestras tienen una probabilidad de
pertenecer la categoria de hibridacion F1, excepto Psidium sp. 1, el cual tiene una probabilidad
de 0,002% de pertenecer a este grupo. En cuanto a la probabilidad de pertenecer al grupo F2,
esta nunca es mayor al 0,01% y se encuentra distribuida en pocos individuos P. galapageium
y P. guajava. Nuevamente, Psidium sp. 1 es la excepcion a este patron, presentando una
probabilidad del 6,28% de pertenecer a una categoria hibrida F2.

Solo los individuos de P. guajava tienen un porcentaje de pertenecer al grupo de
Backcrossing 1, el cual corresponde al cruce de la F1 con P. guajava. De la misma forma, el
grupo de Backcrossing 2, que corresponde al cruce de la F1 con P. galapageium, solo se
presenta en individuos de guayabillo. Psidium sp. 1 presenta porcentajes para estas dos
categorias también, con un valor de 0,002% para el Backcrossing con P. guajava y de 9,64%
para el Backcrossing con P. galapageium.

Otra forma de analizar los porcentajes de hibridacion en cada uno de los individuos fue,
sumar las probabilidades de que pertenezcan a las categorias hibridas F1, F2, Backcrossing 1
y Backcrossing 2; excluyendo a los grupos puros. Esto fue calculado de la misma manera por
Zhang y colaboradores en el 2011. Esto se reporta en la Tabla 3, donde se indica a los

individuos con una posibilidad > 0,1% de pertenecer a un grupo hibrido. Asi, se logra
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identificar como Psidium sp. I tiene un 15,93% de probabilidad de pertenecer a uno de estos
grupos de hibridacion. En cuanto a los otros individuos, su porcentaje de no pertenecer a un
grupo puro esta entre 0,9% y 0,1%.

El individuo Psidium sp. 2 no presentd un porcentaje de pertenencia a un grupo hibrido,
como se observa en la Tabla 2, se indica que este tiene el 99,975% de probabilidad de
pertenecer a un grupo puro de P. galapageium y un 0,024% de probabilidad de pertenecer al
grupo de Backcrossing 2, es decir la cruza de un individuo F1 con un P. galapageium.

7.3.5 Analisis de parentesco Coancestry

En la Tabla 4 se reportan los indices de Wang al comparar los individuos de cada
especie en cada isla, asi como los 2 individuos Psidium sp. 1 y 2. Se obtuvo valores positivos
al comparar individuos de la misma especie pertenecientes a la misma isla; por ejemplo, el
indice de Wang entre individuos de P. guajava en Isabela es de 0.47, y entre individuos de P.
galapageium en Isabela es de 0.22. Sin embargo, entre los individuos de P. galapageium de
Santa Cruz este indice es ligeramente negativo con un valor a -0.08.

Al obtener los indices de Wang entre los individuos Psidium sp, posibles hibridos, y las
dos especies, se obtuvieron valores negativos, siendo todos estos menores a - 0.5. Asi, por
ejemplo, al comparar P. galapageium de Santa Cruz e Isabela, con Psidium sp. 1 y 2, se obtuvo
indices de -0.82 y -0.79 respectivamente; manteniendo este patrén al compararlos con
individuos de P. guajava de ambas islas (Tabla 4). También vale destacar como el indice de
Wang entre estos dos individuos Psidium sp. 1y 2, es de 0.28, siendo mayor incluso que, el
que existe entre individuos de P. galapageium de Santa Cruz.

Asi, es claro como las dos muestras Psidium sp. 1 y 2 presentan el menor parentesco al
compararlas con los individuos de P. guajava 'y P. galapageium de las dos islas; mientras que

presentan el mayor parentesco entre ellas.
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8. DISCUSION

8.1 Regiones microsatélites mPgCIR para el estudio de P. guajava y P. galapageium.

Estudios en las Islas Santa Cruz e Isabela, reportan que a lo largo de estas islas hay
espacios geograficos en los que Psidium guajava 'y Psidium galapageium co-existen (Anexo
9) (Aldaz y Tye, 1999; Valdebenito, 2018). Dada su asignacion taxonémica dentro del mismo
género Psidium, por caracteres morfologicos (Porter, 1968), se considera que P. guajava y P.
galapageium estdn emparentadas, sugiriendo que comparten un ancestro comun dentro de este
género (Avise y Ferguson, 1995).

En un proyecto realizado en 2016 por Ponce, se realizdé un andlisis preliminar para
identificar posibles eventos de hibridacion entre estas dos especies en la Isla Santa Cristobal.
En dicho proyecto, se logré la amplificacion de 9 de 23 pares de primers mPgCIR especificos
para Psidium guajava (Kanupriya et al., 2011), en muestas de Psidium galapageium (Ponce,
2016).

En el presente estudio, 10 de los 10 pares de primers probados, amplificaron en
individuos Psidium galapageium, recolectados en la Isla Santa Cruz e Isabela. De estos 10
pares de primers, 7 son los mismos que fueron amplificados por Ponce en su proyecto. Estos
fueron: mPgCIR05, mPgCIR10, mPgCIR11, mPgCIR13, mPgCIR17, mPgCIRI1S, y
mPgCIR21. Los otros 3 pares de primers amplificados en el presente proyecto fueron:
mPgCIR07, mPgCIR08 y mPgCIR09, los cuales se probaron ya que resultaron ser polimoérficos
en un estudio de diversidad genética de P. guajava en la isla de Santa Cruz (Urquia, 2018).

Tanto el presente proyecto como el de Ponce (2016) demuestran la amplificacion de
regiones microsatélite en individuos Psidium galapageium usando primers heterologos
especificos para P. guajava. A partir de esto, se puede inferir que las regiones flanqueantes a
los 10 loci microsatélites amplificados, se mantienen conservadas en estas dos especies

(Spooner, 2005).
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Esto también se ha evidenciado en varios estudios que utilizan primers heter6logos,
tales como el de Westman y Kresovich, quienes amplificaron loci microsatélite de Arabidopsis
thaliana, en especies del género Brassica, demostrando que las regiones que limitan los SSR,
pueden llegar a estar conservadas incluso entre géneros relacionados (Westman y Kresovich,
1998). De forma mas puntual, existen estudios en los que se demuestran la transferibilidad de
microsatélites de Psidium guajava, a especies de otros géneros dentro de la familia Myrtaceae
(Nogueira et al., 2016).

Se sugiere que la diferente metodologia usada en el genotipado, es la posible razén para
que el presente proyecto reporte amplificacion usando los primers mPgCIR07, mPgCIR08 y
mPgCIR09, los cuales no presentaron transferibilidad a P. galapageium en el estudio de Ponce
(2016). Sciacchiato manifiesta que el genotipado por poliacrilamida, ademds de ser laborioso
y manejar reactivos quimicos toxicos; no ofrece una sensibilidad tan alta para detectar alelos
en comparacion a técnicas como la electroforesis capilar (Sciacchiato, 1996). Esto explicaria
las dos muestras mencionadas en la seccion 7.2 de Metodologia, las cuales, a pesar de no tener
una banda visible en el gel de agarosa, se mandaron a genotipar por esta técnica y mostraron
picos de absorbancia en el electroferograma.

Otra evidencia de que las regiones que flanquean los microsatélites se encuentran
conservadas en las dos especies, es que de los 32 alelos identificados en P. guajava, 28
coinciden con alelos de P. galapageium. De la misma forma, al analizar la cantidad total de
alelos obtenidos para estas dos especies, estas comparten un 38.4% de alelos, entre todas las
regiones microsatélite amplificadas en este estudio, como se menciona en la seccion 7.1. Es asi
como, mediante el andlisis de dichos alelos compartidos y no compartidos; asi como su
frecuencia, se puede establecer relaciones de parentesco entre dos especies (Westman y
Kresovich, 1998), tal como se lo hara al final de esta discusion, incluyendo ya a los individuos

de estudio Psidium sp. 1y 2.
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8.2 Grupos puros y posibles hibridos

Las dos agrupaciones que se observan en el analisis de coordenadas principales PCoA,
coinciden con las dos especies en este estudio: P. guajava y P. galapageium. Como se
menciond en la seccion 7.3.2, la distancia que mantienen los individuos a lo largo del eje x,
brinda mas informacion sobre que tanto se diferencian los individuos en base a sus distancias
genéticas euclidianas (Kierepka y Latch, 2015). Dado que en este analisis este porcentaje de
contribucion es moderadamente alto, se sugiere que las dos agrupaciones presentadas
corresponden a dos grupos taxondmicos claramente distintivos (Zhang et al., 2011), en este
caso, la especie invasora y la endémica.

En el PCoA, el individuo Psidium sp. 1 se encuentra entre el espacio que existe entre
estas dos agrupaciones mencionadas. Frente a este patron, varios estudios de hibridacion
sugieren que a este se lo puede denominar un individuo intermedio entre los dos taxones (Zhang
et al., 2011; Schrey et al., 2007), o también se lo denomina un posible hibrido (Pisanu et al.,
2011; Turcheto et al., 2015). Cabe mencionar que, aunque se encuentra intermedio entre estos
dos grupos, este individuo Psidium sp. 1, parece tender a estar mas proximo al agrupamiento
de individuos de P. guajava, pudiendo presentar mas parentesco con este grupo, que con el de
P. galapageium

Es de la misma manera que al analizar el individuo Psidium sp. 2, se sugiere que este
guarda una mayor relacion con los individuos P. galapageium, ya que este se encuentra a la
misma altura que la agrupacion de esta especie a lo largo del eje horizontal. Cabe destacar que
los individuos de P. galapageium con los que Psidium sp. 2 esta préximo, son aquellos en el
extremo de esta agrupacion dirigiéndose hacia la zona intermedia entre P. galapageium y
Psidium guajava. Asi también es interesante como Psidium sp. 2, se encuentra a una mayor
altura en el eje y, que cualquiera de los individuos P. galapageium con los que esta cercano. Si

bien la dispersion de los individuos a lo largo este eje solo explica un 7% la variabilidad entre
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ellos, esta observacion es un indicio de que la relacion de este individuo con los individuos de
P. galapageium es cuestionable.

Para dilucidar cudl de las hipdtesis planteadas es mas probable para los individuos
Psidium sp. 1y 2, se realizd el andlisis de estructura poblacional con el software Structure,
obteniendo un modelo 6ptimo de dos agrupaciones para todos los individuos analizados.
Nuevamente como en el PCoA, éstas dos corresponden a los individuos de P. guajava y P.
galapageium. Este andlisis destaca que el individuo Psidium sp. 1, tiene una contribucion del
linaje de P. galapageium y P. guajava; aunque la de esta Glltima se presenta en menor cantidad.
Mientras tanto, el individuo Psidium sp. 2 solo presenta un linaje de P. galapageium.

Como se mencion6 en la seccion 7.3.3, el numero de agrupaciones dptimas obtenido
fue de 2 (Figura 6). Mientras tanto, al analizar el grafico de estructura poblacional que
contempla 3 agrupaciones (Figura 7), se obtuvo que la estructura en los dos posibles individuos
hibridos se mantiene, mientras que los individuos de P. galapageium, ahora presentan dos
grupos, uno de los cuales corresponde casi en su totalidad en a los individuos de la Isla Isabela,
y en menor cantidad a los individuos de la Isla Santa Cruz.

Diferentes estudios de hibridacion realizan el anélisis de estructura poblacional con
Structure, en el cual incluyen individuos hibridos previamente identificados, ademas de los
parentales. De este obtienen que los individuos hibridos suelen presentan una contribucién
notoria de ambos linajes parentales (Zhang et al., 2011; Ladner y Palumbi, 2012; Burgarella et
al., 2009). Esto se interpretaria como evidencia de mezcla o admixture entre las dos especies
parentales del hibrido. Este patron de contribucion de mas de un linaje es claro para el individuo
Psidium sp. 1, pero dado que dicha contribucion se muestra como pequefia, se propuso realizar
analisis que distingan hibridos de individuos puros o parentales.

Ademas, el analisis de hibridos mediante el software Structure, presenta una limitacion,

la cual es que no puede distinguir en eventos de hibridacion reciente (Anderson, 2008). Es por
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esta razon que, se analizaron los alelos obtenidos con el software NewHybrids, el cual infiere
la probabilidad posterior de que los individuos pertenezcan a grupos parentales, hibridos F1,
F2, o retrocruces. Mediante este, se asign6 una probabilidad del 15.92% a que el individuo
Psidium sp. 1 pertenezca a un grupo hibrido, el cual se compone de un 6.28% de probabilidad
de ser un individuo F2 de la cruza de estas dos especies, y un 9,64% de probabilidad de ser un
individuo resultante de una cruza entre un hibrido F1 y P. galapageium.

El individuo Psidium sp. 1 es el que presenta la mayor probabilidad de pertenecer a un
grupo hibrido, de todos los analizados. Se considera que esta probabilidad del 15.92%, ofrece
un sustento bajo de que un individuo sea verdaderamente un hibrido. Esto se infiere en base a
lo postulado por Zhang y otros, quienes, refiriéndose a este software, sugieren que
probabilidades entre 5 y 50% de pertenecer a un grupo hibrido, ofrecen un sustento bajo a
moderado de que un individuo pertenezca realmente a estos grupos; y que se necesita una
probabilidad entre 50% y 100% para tener un sustento moderado a alto, de que si pertenece a
tal categoria (Zhang et al., 2011). Vale mencionar que el individuo Psidium sp. 2 presenta un
99,9975% de probabilidad de pertenecer al grupo de Psidium galapageium, asignacién que
concuerda con lo obtenido en los analisis en el PCoA y Structure.

Este mismo sistema de analisis es aplicado por varias investigaciones que usaron este
software tales como estudios de hibridacion en robles (Burgarella et al., 2009), gatos silvestres
(Olivira et al., 2015) y orquideas (Pinheiro et a., 2010); determinando asi que individuos tienen
la mayor probabilidad de pertencer a un grupo hibrido.

Entonces se tiene que el individuo Psidium sp. 1, si bien presenta una contribucion del
linaje de P. guajava segun Structure, y una cercania a este taxon segiin el PCoA; este no tiene
sustento suficiente para asignarlo con como un individuo hibrido, segun el analisis realizado
por NewHybrids. Esto apuntaria a que este individuo parece estar mayormente relacionado con

la especie P. galapageium, pudiendo ser un individuo de esta especie genéticamente
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divergente. Por otro lado, Psidium sp. 2, bajo estos tres analisis, indica estar altamente
relacionado con P. galapageium.

Para comprobar este parentesco que existiria entre P. galapageium y las dos muestras
Psidium sp. 1 y Psidium sp. 2, se llevo a cabo un analisis Coancestry. Tal como se mencion6
en la seccion 6.9, este analisis permite obtener un indice de parentesco entre cada individuo de
un grupo al compararlo con otro individuo, de modo que es posible realizar inferencias en base
a indices obtenidos entre cada uno de los dos posibles individuos hibridos, con el resto de
grupos para determinar su parentesco.

En la seccion 7.3.5, ya se mencion6 que estos dos individuos presentan indices de Wang
moderadamente negativos al analizarlos tanto con los individuos de Psidium guajava, como
con Psidium galapageium. Wang menciona que el obtener valores negativos para este indice,
indica que las especies estdin muy poco relacionadas taxondmicamente, pudiendo ser una
especie o posibles hibridos (Wang, 2014). Sin embargo, es interesante como el indice de Wang
para estas dos muestras es de 0.28, el cual indica que estos dos individuos tienen un nivel
moderado de parentesco entre si.

Es en base a este ultimo analisis que no se cierra la posibilidad de que estos individuos
sean en efecto, producto de eventos de hibridacion recientes o que se hayan dado hace ya
generaciones atrds. Ademas, aparece una nueva hipdtesis de que estos individuos pueden
pertenecer a una especie diferente, posiblemente del mismo género Psidium sp.

8.3 Consideraciones en estudios de hibridacion

Vale recalcar que para que existan eventos de hibridacion se deberia superar las barreras
reproductivas de cada especie, asi como no tener incompatibilidad gametofitica, y producir
individuos con un fitness que les permita sobrevivir en el ambiente (Stebbins, 1969). Otras

consideraciones al estudiar eventos de hibridacion, son aquellas espacio temporales y



46

ecosistémicas que permitirian que los hibridos, una vez formados sean estables a lo largo de
las generaciones (Reisenberg, 1997).

Al momento de realizar este estudio, no se contd con informacidn sobre compatibilidad
sexual, viabilidad de la cruza de ambas especies, o una descripcion detallada del ecosistema en
las que cohabitan ambas especies. Lo que si se tiene es una fecha aproximada en la que Psidium
guajava fue introducida en las islas, siendo esta entre los afios 1850 y 1860 (Walsh et al., 2008).
Bajo esta afirmacion, se sugiere que Psidium guajava tiene al menos 160 afios en las islas desde
dicha introduccion, sin embargo, tampoco se tienen fechas obre su escape del estado de cultivo,
ni tampoco se tiene reportes de desde cuando se evidencid que esta crece junto a Psidium
galapageium.

De la misma manera, existen varios estudios con las mismas interrogantes sobre el
tiempo en el que eventos de hibridacion se han llevado a cabo (Cardi et al., 1993, Ladner y
Palumbi, 2012). Segun Mooney y Cleland, depende de las caracteristicas reproductivas y de
adaptabilidad de cada especie invasiva, asi de como también depende del tipo de ecosistema
que invade, para que los efectos de dicha especie se evidencien en una determinada cantidad
de afios (Mooney y Cleland, 2001). Es asi como estos autores mencionan ciertos ejemplos, uno
de ellos en las que a los 14 afos, especies de lagartijas muestran ya adaptaciones morfologicas
a las islas colonizadas.

Otro ejemplo mas puntual, es la hibridacion entre dos tipos de ciervos en Gran Bretafia,
a partir de una especie endémica y una introducida desde Japon hace aproximadamente 100
afios, mostrando ya cierta amenaza al venado nativo (Mooney y Cleland, 2001). También existe
un estudio de hibridacion entre Spartina maritima endémica, y Spartina alterniflora,
introducida en Southampton, Inglaterra; para el cual se registran que se evidenciaron individuos

hibridos 70 afos después de la introduccion de dicha especie (Terje et al., 1999).
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Es con esta informacion que no se puede descartar que durante los 160 afios,

aproximadamente, de presencia de P. guajava en Galépagos, se hayan dado los eventos de

hibridacién necesarios para generar hibridos estables. Frente a esto, hay que tomar en

consideracion el escape de esta al ecosistema, y la adaptabilidad de los hibridos en este.

9. CONCLUSIONES

e Este estudio demuestra que es posible amplificar microsatélites de individuos Psidium

galapageium, con primers mPgCIR especificos para Psidium guajava.

e Losloci microsatélite analizados en estas dos especies, sugieren que, si bien estas tienen

alelos exclusivos, también comparten varios alelos entre si.

e Tres diferentes analisis, PCoA, Structure, y NewHybrids; indican que los individuos de

Psidium galapageium y Psidium guajava se pueden identificar claramente como dos

grupos taxondmicas diferentes.

e Elindividuo Psidium sp. 1 presenta una contribucion mayoritaria del linaje observado

en individuos de Psidium galapageium, aunque también presenta en menor grado

contribucion del linaje de Psidium guajava.

e De todos los individuos analizados, el individuo Psidium sp. 1, es el que presentd una

mayor probabilidad de pertenecer a un grupo hibrido, con un 15%.

e El individuo Psidium sp. 2. tiene el mismo linaje Psidium galapageium, asi como una

probabilidad del 99% de pertenecer a este grupo.

e En base a indices de parentesco, no se descarta la posibilidad de que Psidium sp. 1y

Psidium sp. 2, estén relacionados con individuos hibridos, o formen parte de una tercera

especie.
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10. RECOMENDACIONES

Recolectar mds muestras que presenten las mismas caracteristicas morfologicas que
aquellas presentes en Psidium sp. 1 y Psidium sp. 2; de modo que se puedan ejecutar
estos analisis con un numero de muestras mayor.

Estudiar la compatibilidad sexual entre individuos Psidium galapageium y Psidium
guajava, asi también entre estas dos especies y los posibles hibridos.

Caracterizar las zonas en las que co-existen Psidium galapageium con Psidium
guajava, de modo que se obtengan tanto datos de dichos ecosistemas, los cuales
permitirian proponer bajo que condiciones crecerian posibles hibridos entre estas dos
especies.

Usar otros marcadores moleculares como mitocondriales para analizar patrones
evolutivos, de modo que se establezcan relaciones filogenéticas entre estas dos

especies, los posibles hibridos, o diferentes especies relacionadas.
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Tabla 1. Primers mPgCIR usados, secuencia, temperatura de annealing determinada, y

numero de alelos encontrados.

Secuencia de Primer Rango de tamafio
o T. de No. de
Loci Forward (5-3) (no Secuencia de Primer encontrado para
o annealing Alelos
mPgCIR | incluye secuencia de Reverse (5-3) alelos (pares de
(°O) encontrados
cola universal) bases)
05 GCCTTTGAACCACATC TCAATACGAGAGGCAATA 55 9 170-260
07 ATGGAGGTAGGTTGATG | CGTAGTAATCGAAGAAATG 55 15 134-180
08 ACTTTCGGTCTCAACAAG | AGGCTTCCTACAAAAGTG 57 8 268-270
09 GCGTGTCGTATTGTTTC ATTTTCTTCTGCCTTGTC 55 9 194-246
10 GTTGGCTCTTATTTTGGT GCCCCATATCTAGGAAG 58 16 268-270
11 TGAAAGACAACAAACGAG | TTACACCCACCTAAATAAGA 55 10 214-332
13 CCTTTTTCCCGACCATTACA | TCGCACTGAGATTTTGTGCT 57 12 250-270
17 CCTTTCGTCATATTCACTT CATTGGATGGTTGACAT 57 22 190-260
18 TAAGCTGCATGTGTGC ATGGCTTTGGATGAAA 55 14 176-204
21 TGCCCTTCTAAGTATAACAG | AGCTACAAACCTTCCTAAA 59 24 150-200

En la presente tabla se presentan las secuencias forward y reverse para cada uno de los

primers utilizados en este proyecto, los cuales son especificos para guayaba. Ademas, se indica

la temperatura de annealing con la que se estandarizé la PCR. También se indican el numero

de alelos que se encontrd para cada uno de estos, y el rango de tamafio en pares de bases que

tuvieron estos alelos.
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Tabla 2. Probabilidad de pertenencia de 22 (de las 272 en total) individuos a 6 diferentes

grupos puros o hibridos.

Informacion Individuos

Probabilidad de pertenecer

a grupos puros

Probabilidad de pertenecer a grupos hibridos

F1
Indi- Especie e F2 BC1 BC2
Guayaba | Guayabillo | (Guayaba*
viduo Isla (F1*F1) | (F1*Guayaba) | (F1*Guayabillo)
Guayabillo)
Guayaba
CH6 100.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
SantaCruz
Guayaba
EC1 99.900% 0.000% 0.000% 0.015% 0.085% 0.000%
SantaCruz
Guayaba
EC2 100.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
SantaCruz
Guayaba
EC3 100.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
SantaCruz
Guayaba
GUA2 100.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
SantaCruz
Guayaba
GUA3 100.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
SantaCruz
Guayaba
GME2 99.999% 0.000% 0.000% 0.000% 0.001% 0.000%
Isabela
Guayaba
GME3 99.912% 0.000% 0.000% 0.012% 0.076% 0.000%
Isabela
Guayaba
GME4 100.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
Isabela
Guayabillo
YCAM2 0.000% 99.987% 0.000% 0.000% 0.000% 0.013%
SantaCruz
Guayabillo
YCAM3 0.000% 99.958% 0.000% 0.000% 0.000% 0.041%

SantaCruz




56

Guayabillo
YCAMA4 0.000% 99.953% 0.000% 0.001% 0.000% 0.047%
SantaCruz
Guayabillo
YCAMS 0.000% 99.981% 0.000% 0.000% 0.000% 0.019%
SantaCruz
Guayabillo
YCASI 0.000% 99.965% 0.000% 0.001% 0.000% 0.034%
SantaCruz
Guayabillo
YRG1 0.000% 99.999% 0.000% 0.000% 0.000% 0.001%
Isabela
Guayabillo
YRG2 0.000% 99.999% 0.000% 0.000% 0.000% 0.001%
Isabela
Guayabillo
YRG3 0.000% 99.990% 0.000% 0.000% 0.000% 0.010%
Isabela
Guayabillo
YRG4 0.000% 99.999% 0.000% 0.000% 0.000% 0.001%
Isabela
Guayabillo
YRGS 0.000% 99.999% 0.000% 0.000% 0.000% 0.001%
Isabela
Psidiums | Psidium_sp
0.000% 84.076% 0.002% 6.282% 0.001% 9.640%
pl SantaCruz
Psidiums | Psidium_sp
0.000% 99.975% 0.000% 0.000% 0.000% 0.024%
p2 SantaCruz

En esta tabla, se presentan solo 22 individuos dentro del anélisis en NewHybrids, en los
que constan individuos de Guayaba, Guayabillo y dos posible hibrido. En esta evidente como
todos los individuos de Guayaba y Guayabillo tienen una probabilidad superior a 99,9% de
pertenecer a grupos puros; mientras que tienen 0% de pertenecer al grupo puro de la otra especie,

lo cual es constante en todas las 272 muestras analizadas.
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Tabla 3. Individuos con porcentaje mayor al 0.1% de pertenecer a grupos hibridos

Informacion Prob. de pertenecer a Suma de
Probabilidad de pertenecer a grupos hibridos
Individuos grupos puros probabilidad
de
F1 BC1 BC2
Indivi- Especie e F2 pertenecer a
(Guayaba* (F1* (F1*
duo Isla Guayaba Guayabillo (F1*F1) grupos
Guayabillo) Guayaba) | Guayabillo)
hibridos
Psidium | Psidium_sp
0.000% 84.076% 0.002% 6.282% 0.001% 9.640% 15.925%
_spl SantaCruz
Guayabillo
YOCC2 0.000% 99.066% 0.000% 0.045% 0.000% 0.889% 0.934%
SantaCruz
Guayabillo
YCAM1 0.000% 99.292% 0.000% 0.091% 0.000% 0.617% 0.708%
SantaCruz
Guayabillo
YMANI1 0.000% 99.800% 0.000% 0.005% 0.000% 0.195% 0.200%
SantaCruz
Guayabillo
YBE2 0.000% 99.834% 0.000% 0.002% 0.000% 0.164% 0.166%
SantaCruz
Guayabillo
YBE1 0.000% 99.892% 0.000% 0.001% 0.000% 0.107% 0.108%
SantaCruz
Guayaba
EC1 99.900% 0.000% 0.000% 0.015% 0.085% 0.000% 0.100%
SantaCruz

En esta tabla se presentan los individuos con una probabilidad mayor al 0,1% de pertenecer a

grupos hibridos. Este valor se calculo al sumar las probabilidades de que pertenezcan a las categorias

F1, F2, BC1, BC2; de modo que se excluye a los grupos puros. Esto fue calculado de la misma manera

por (Zhang et al., 2011). Asi, se logra identificar como el posible individuo hibrido tiene un 15,93% de

porcentaje de pertenecer a un grupo hibrido. En cuanto a los otros individuos, su porcentaje de no

pertenecer a u grupo puro esta entre 0,9% y 0,1%.
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Tabla 4. indices de Wang comparados entre Psidium guajava, Psidium galapageium, y las

dos muestras a identificar

Grupo 1 Grupo 2 indice de Wang
Guayaba Isabela Guayaba Isabela 0.468
Guayaba Isabela Guayaba Santa Cruz 0.237
Guayaba Isabela Guayabillo Isabela -0.822
Guayaba Isabela Guayabillo Santa Cruz -0.757
Guayaba Santa Cruz | Guayaba Santa Cruz 0.243
Guayaba Santa Cruz | Guayabillo Isabela -0.831
Guayaba Santa Cruz | Guayabillo Santa Cruz -0.772
Guayabillo Santa Cruz | Guayabillo Santa Cruz -0.083
Guayabillo Isabela Guayabillo Isabela 0.215
Guayabillo Santa Cruz | Guayabillo Isabela -0.144
Psidiumspl Guayaba Isabela -0.52
Psidiumspl Guayaba Santa Cruz -0.562
Psidiumspl Guayabillo Isabela -0.885
Psidiumspl Guayabillo Santa Cruz -0.818
Psidiumsp2 Guayaba Isabela -0.859
Psidiumsp2 Guayaba Santa Cruz -0.809
Psidiumsp2 Guayabillo Isabela -0.849
Psidiumsp2 Guayabillo Santa Cruz -0.791
Psidiumspl Psidiumsp2 0.278

La presente tabla indica los indices de Wang obtenidos al comparar dos poblaciones. Para
obtener estos, se compara un grupo con el otro, los cuales se formaron dependiendo de la especie y la

isla. Los dos individuos posibles hibridos se consideraron como un solo grupo.
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13. FIGURAS

Figura 1. Alelos compartidos entre Psidium guajava y Psidium galapageium, obtenidos de

regiones mPgCIR microsatélite.

GUAYABA GUAYABILLO

La presente figura representa en un diagrama de Venn, los alelos compartidos y exclusivos

para guayabillo (Psidium Galapageium) y la guayaba (Psidium guajava)

Figura 2. Alelos compartidos entre Psidium guajava, Psidium galapageium, y Psidium sp

1, obtenidos de regiones mPgCIR microsatélite.

GUAYABA GUAYABILLO

PS1

La presente figura representa en un diagrama de Venn, los alelos compartidos y exclusivos

para el individuo Psidium sp.1, guayabillo (Psidium Galapageium) y la guayaba (Psidium guajava)



60

Figura 3. Alelos compartidos entre Psidium guajava, Psidium galapageium, y Psidium sp

2, obtenidos de regiones mPgCIR microsatélite.

GUAYABA GUAYABILLO

Ps2

La presente figura representa en un diagrama de Venn, los alelos compartidos y exclusivos

para el individuo Psidium sp.2, guayabillo (Psidium Galapageium) y la guayaba (Psidium guajava)

Figura 4. Alelos compartidos entre Psidium guajava, Psidium galapageium, Psidium sp 1

y 2, obtenidos de regiones mPgCIR microsatélite

La presente figura representa en un diagrama de Venn, los alelos compartidos de todos los

individuos analizados.
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Figura 5. PCoA por individuo
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En la presente figura se observa como el individuo Psidium sp. 1 esta entre los grupos
de guayaba y guayabillo, estando mas cercano a este primero. Mientras se evidencia que el

individuo Psidium sp. 2 se agrupa a la altura de los guayabillos.

Figura 6. Diagrama de estructura poblacional con K 6ptimo de 2

3.Guayablllo 4.Guayablllo
1.0uaym Isabela Z.Gillym Sama Cruz Isabela Santa Cruz

1.00
0.80
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0.60
0.40
0.20

0.00

En la presente figura se identifican que uno de los individuos Psidium sp tiene una
contribucion mayoritariamente de guayabillo, aunque se evidencia una pequefia o moderada

contribucion de Guayaba.
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Figura 7. Diagrama de estructura poblacional con K de 3
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0.20
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Este diagrama representa un K de 3, en el cual se identifican dos grupos que contribuyen

a los individuos de guayabillo (azul y verde). Si bien este no es el mejor K, se queria evidenciar

si existe algun tercer grupo donde se agrupen exclusivamente alguno de los individuos Psidium

Sp.
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1. ANEXOS

14.1 Anexo 1. Mapa de localidades en la Isla Santa Cruz, en donde se recolectaron

individuos Psidium galapageium

Q seLLAVISTA

@ camore
CASCAJO

Q casera

Q cuaro

Q cenTRO MESA

Q euas canoo

Q EL GARRAPATERO

Q Los GEMELOS

@ L0s GuAYABILLOS

@ ManzaniLLO

Q@ occipente

Q PAJARO BRUJO

@ GRANILLO ROJO
SALASACA

¥ TOMAS DE BERLANGA

14.2 Anexo 2. Mapa de localidades en la Isla Isabela, en donde se recolectaron individuos

Psidium galapageium
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14.3 Anexo 3. Coordenadas, concentraciones de ADN e indices de calidad para las 66

muestras extraidas en la isla Santa Cruz.

Concentracién Coeficiente Coeficiente
Localidad Muestra
Coordenadas de ADN (ng/pl) 260/280 260/230

YBEI S 00 41.634 W 090 19.280 453 1.41 0.81
YBE2 S 0041.594 W 090 19.216 70.9 1.56 1.43
Bellavista YBE3 S 0041.688 W 090 19.162 36.4 1.75 2.19
YBE4 S 0041.558 W 090 19.037 19.5 1.65 2.12
YBES S 0041.407 W 090 18.974 77.7 1.49 0.88
YCAMI1 | S0038.264 W 090 17.508 17 1.64 3.57
YCAM2 | S0038.298 W 090 17.552 7.2 1.28 1.06
Camote YCAM3 | S0038.327 W 090 17.627 70 1.46 0.91
YCAM4 | S0038.191 W 090 17.478 185.5 1.73 1.97
YCAMS | S0038.279 W 090 17.448 27.1 1.63 1.82
YCAS1 | S0040.251 W 090 16.279 386.2 1.26 0.57
YCAS2 | S0040.270 W 090 16.183 61.7 1.5 1.02
Cascajo YCAS3 | S0040.216 W 090 16.211 343 1.14 1.49
YCAS4 | S0040.226 W 090 16.263 161.5 1.34 0.66
YCAS5 | S0040.301 W 090 16.263 86.7 1.59 1.13
Caseta YKZ1 S 00 39.979 W 090 26.363 44.7 1.31 1.21
YCHI S 0040.118 W 090 26.341 64.9 1.58 1.39
YCH2 S 0040.118 W 090 26.341 34.1 1.43 1.56
Chato YCH3 S 00 40.336 W 090 26.280 423 1.74 1.82
YCH4 S 00 40.295 W 090 26.237 85.9 1.35 1.87
YCHS5 S 00 38.534 W 090 17.137 7.6 1.27 0.58
YCM1 S 00 38.563 W 090 17.080 107.7 1.53 1.03
Centro Mesa | YCM2 S 00 38.574 W 090 17.284 25 1.61 1.44
YCM3 S 00 40.631 W 090 20.401 110.5 1.43 1.11
YECI1 S 00 40.507 W 090 20.390 52 0.92 0.52

Elias Cando
YEC2 S 00 40.397 W 090 14.335 65.2 1.63 1.98
Garrapatero | YGAP1 | S0040.617 W 090 14.053 14.7 1.64 0.77




YGAP2 | S0040.367 W 090 14.460 53.1 1.56 1.07
YGAP3 | S0040.398 W 090 14.537 61.5 1.49 1.2
YGAP4 | S0040.394 W 090 14.602 18 1.85 2.08
YGAPS | S0037.486 W 090 23.027 29.7 1.82 1.6
YGRI1 S 00 37.558 W 090 23.092 8.1 1.67 0.49
YGR2 S 00 37.547 W 090 23.123 8.2 1.86 1.14
Granillo
YGR3 S 00 37.568 W 090 23.257 132 1.79 1.73
Rojo

YGR4 S 00 37.466 W 090 23.159 35.6 1.48 0.93
YGRS S 0037.120 W 090 21.984 335 1.75 1.26
YGEIL S 0037.158 W 090 21.960 40.2 1.76 1.68
YGE2 S 0037.267 W 090 21.926 59.1 1.6 1.09
Los Gemelos |  YGE3 S 00 37.009 W 090 22.024 17 1.8 1.8
YGE4 S 0036.931 W 090 22.048 424 1.7 1.45
YGES S 0041.910 W 090 20.484 432 1.77 1.55
YGUAL | S0041.891 W 090 20.436 153.7 0.84 0.8
YGUA2 | S0042.053 W 090 20.498 184.2 1.64 1.59
s YGUA3 | S0042.174 W 090 20.596 69.5 1.6 1.35

Guayabillos
YGUA4 | S0042.286 W 090 20.620 13.7 1.56 1.22
YGUAS | S0041.227 W 090 24.810 63.5 1.6 1.47
YMANI1 | S0041.759 W 090 24.102 33.8 1.8 1.9
YMAN2 | S0041.780 W 090 24.045 4.5 1.86 1.22
Manzanillo | YMAN3 | S0041.855 W 090 24.065 34.7 1.76 1.76
YMAN4 | S0041.907 W 090 24.118 77.8 1.76 1.82
YMANS | S0041.915W 090 24.199 422 1.67 1.29
YOCC1 | S0042.526 W 090 21.422 42.5 1.75 2.13
YOCC2 | S0042.461 W 090 20.925 102.5 1.77 1.79
Occidente YOCC3 | S0042.465 W 090 21.038 20.6 1.81 1.96
YOCC4 | S0042.471 W 090 21.111 16.2 1.8 2.02
YOCC5 | S0042.485W 090 21.366 30.8 1.75 1.65
Pajaro Brujo YPBI S 00 39.461 W 090 24.534 81.9 1.42 1.01
YSALI S 0037.957 W 090 26.149 39.4 1.41 1.35

Salasaca

YSA2 S 0037.916 W 090 26.188 345 1.82 1.36

65
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YSA3 S 00 37.899 W 090 26.261 30.4 1.83 2.24

YSA4 S 00 38.010 W 090 26.333 10 1.75 1.93

YSAS S 00 37.876 W 090 26.246 4.5 2.16 1.36

YTBI1 S 0042.394 W 090 19.304 19.9 1.51 0.86

YTB2 S 0042.387 W 090 19.234 11.6 1.77 1.51
Tomas de

YTB3 S 0042.433 W 090 19.324 15.6 1.58 0.76
Berlanga

YTB4 S 0042.559 W 090 19.218 19.5 1.82 2.16

YTBS5 S 0042.525 W 090 19.100 31 1.66 1.17

14.4 Anexo 4. Coordenadas, concentraciones de ADN e indices de calidad para las 66

muestras extraidas en la isla Santa Cruz.

Concentracion de | Coeficiente
Localidad Muestra Coordenadas Coeficiente 260/230
ADN (ng/pl) 260/280
YBLI1 S0051.307 W91 0.122 16.7 1.7 1.52
Barrio Loja
YBL2 S0051.211 W91 00.051 7.7 1.72 1.35
YCGI1 S 0049.496 W 91 00.241 30.5 1.36 0.36
YCG2 S 0049.495 W 91 00.243 33.1 1.75 1.57
Cerro Grande YCG3 S 0049.510 W91 00.216 7.6 1.44 0.95
YCG4 S 0049.506 W 91 00.215 46.4 1.66 1.34
YCGS5 S 0049.516 W91 00.177 39 1.78 2.09
YMAL S 00 52.475 W91 0.410 63.9 1.67 1.2
YMA2 S 00 52.598 W 91 0.492 28.4 1.72 1.11
El Mango YMA3 S 00 53.135 W91 0.430 52 1.74 0.76
YMA4 S 00 53.153 W910.394 22.6 1.5 0.83
YMAS S 0053.182 W91 0.333 6.5 1.65 0.88
YFMI S0051.277 W 90 59.588 244 1.86 1.9
YFM2 S0051.270 W 90 59.580 36.9 1.65 1.23
Finca Morocho YFM3 S0051.296 W 90 59.570 353 1.63 1.44
YFM4 S0051.277 W 90 59.532 30.6 1.71 1.55
YFMS5 S0051.269 W 90 59.526 43.7 1.79 1.8
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YRG1 S 0051.290 W 91 00.076 323 1.83 2.23
YRG2 S 0051.331 W 91 00.060 32.8 1.83 1.97
Finca Ricardo
YRG3 S 0051.332 W 91 00.060 255 1.77 0.93
Garcia
YRG4 S 0051.350 W 91 00.027 353 1.63 1.29
YRG5 S 0051.313 W91 00.034 30.5 1.71 1.9
YSJ1 S 0049.445 W91 01.139 357 1.65 2.9
YSI2 S 0049.164 W91 01.371 24.2 1.7 1.17
San Joaquin YSJ3 S 0049.170 W91 01.350 15.1 1.74 1.49
YSJ4 S 0049.179 W 91 01.349 17.7 1.6 0.92
YSJ5 S 0049.169 W91 01.388 2.5 1.29 0.91

14.5 Anexo 5. Matriz de alelos identificados en la region mPgCIR de individuos

P.galapageium en las Islas Santa Cruz e Isabela

Alelos identificados para cada primer mPgCIR
Individuo Ista Localidad CIR05 | CIR07 | CIR08 | CIR09 | CIR10 | CIRI1 | CIRI3 | CIR17 | CIRI8 | CIR21
YBEI | Santa Cruz 176/176 | 134/180 | 192/234 | 186/206 | 270/270 | 314/318 | 253/253 | 204/234 | 192/200 | 150/168
YBE2 | Santa Cruz 176/176 | 134/180 | 192/234 | 186/206 | 270/270 | 314/324 | 263/263 | 204/258 | 192/200 | 150/168
YBE3 | Santa Cruz Bellavista 1741216 | 134/180 | 192/234 | 186/206 | 270/270 | 320/328 | 263/263 | 2001240 | 174/174 | 170/192
YBE4 | Santa Cruz 176/176 | 134/180 | 192/234 | 186/206 | 270/270 | 314/318 | 263/263 | 204/260 | 174/174 | 150/170
YBE5 | Santa Cruz 1741216 | 134/134 | 192/234 | 206/206 | 270/270 | 320/328 | NA NA | 1901216 | 170/192
YCAMI | Santa Cruz 176/216 | 134/166 | 194/236 | 178/178 | 270/270 | 314/320 | 263/263 | 204/258 | 190/200 | 150/168
YCAM2 | Santa Cruz 174/174 | 134/134 | 232/232 | 182/182 | 270/270 | 314/320 | 239/239 | 204/258 | 190/200 | 150/180
YCAM3 | Santa Cruz Camote 176/176 | 134/134 | 194/236 | 176/180 | 270/270 | 314/320 | 261/261 | 204/258 | 190/200 | 150/168
YCAM4 | Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 194/236 | 184/186 | 270/270 | 314/320 | 263/263 | 204/258 | 190/200 | 150/168
YCAM5 | Santa Cruz 176/176 | 134/166 | 194/236 | 176/176 | 270/270 | 314/320 | 263/263 | 204/258 | 190/200 | 160/180
YCAS! | Santa Cruz 176/216 | 134/166 | 194/236 | 178/178 | 270/270 | 318/324 | 239/239 | 190/190 | 188/198 | 160/178
YCAS2 | Santa Cruz 176216 | NA | 194/236 | 170/180 | 270/270 | 318/324 | 263/263 | 190/208 | 188/198 | 150/168
YCAS3 | Santa Cruz Cascajo 176/176 | 134/166 | 236/236 | 170/180 | 270/270 | 314/322 | 263/263 | 208/254 | 188/198 | 160/186
YCAS4 | Santa Cruz 176/176 | 134/166 | 148/150 | 170/180 | 270/270 | 318/324 | 263/263 | 204/258 | 188/192 | 152/160
YCAS5 | Santa Cruz 176/176 | NA | 148/150 | 178/178 | 270/270 | 314/320 | 263/263 | 190/252 | 190/200 | 160/178
YKZI | Santa Cruz Caseta 176/176 | 132/134 | 148/194 | 170/182 | 270/280 | 318/322 | 251/257 | 204/254 | 186/192 | 188/200
YCHI | Santa Cruz 176/176 | 134/180 | 194/236 | 170/182 | 270/270 | 314/322 | 257/257 | 210/254 | 188/194 | 160/178
YCH2 | Santa Cruz 176/176 | 134/164 | 194/236 | 170/182 | 270/270 | 314/322 | 257/257 | 204/254 | 188/194 | 160/178
Chato
YCH3 | Santa Cruz 176/216 | 134/182 | 194/236 | NA | 270/270 | 314/322 | 239/239 | 250/250 | 192/202 | 168/168
YCH4 | Santa Cruz 176/176 | 134/134 | NA | 186/206 | 270/270 | 316/324 | 239/239 | 208/254 | -9/194 | 160/178




YCHS5 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 236/236 | 186/206 | 270/270 | 314/324 | 239/239 | 190/252 | 188/194 | 160/166
YCMI Santa Cruz 176/216 | 134/134 | 194/236 | 186/206 | 270/270 | 314/324 | 239/239 | 208/252 | 190/200 | 160/178
YCM2 Santa Cruz Centro Mesa 176/220 | 134/134 | 194/236 | 168/168 | 270/270 | 314/320 | 257/257 | 204/258 | 190/200 | 160/178
YCM3 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 236/236 | 206/206 | 162/270 | 314/320 | 251/251 | 210/252 | 188/194 | 160/178
YEC1 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 148/150 | 186/206 | 250/274 | 318/322 | 251/251 | 254/254 | 186/200 | 160/178
Elias Cando
YEC2 Santa Cruz 176/220 | 134/134 | 148/150 | 206/206 | 258/270 | 314/320 | 269/269 | 254/258 | 190/198 | 150/168
YGAPI Santa Cruz 176/216 | 134/174 | 194/236 | 186/206 | 162/270 | 318/322 | 239/239 | 204/258 | 188/198 | 160/180
YGAP2 Santa Cruz 204/238 | 134/134 | 194/194 | 182/206 | 270/270 | 318/332 | 239/239 | 190/258 | 188/188 | 160/184
YGAP3 Santa Cruz Garrapatero 174/216 | 134/180 | 236/236 | 186/206 | 270/270 | 318/332 | 239/239 | 190/252 | 190/198 | 160/182
YGAP4 Santa Cruz 174/216 | 134/184 | 236/236 | 186/206 | 270/270 | 318/332 | 239/239 | 204/258 | 190/198 | 160/182
YGAPS5 Santa Cruz 174/216 | 134/134 | 194/194 | 186/206 | 256/270 | 318/332 NA 190/252 | 190/198 | 160/180
YGR1 Santa Cruz 176/216 | 156/156 | 236/236 | 182/206 | 180/270 | 314/328 | 239/239 | 190/252 NA 160/178
YGR2 Santa Cruz 176/216 | 156/156 | 194/236 | 182/206 | 270/270 | 318/322 | 239/239 | 190/252 | 192/202 | 160/180
YGR3 Santa Cruz Granillo Rojo 176/176 | 134/156 | 236/236 | 186/206 | 270/270 | 314/324 | 239/239 | 186/250 | 176/188 | 180/180
YGR4 Santa Cruz 176/216 | 136/176 | 194/236 | 186/206 | 270/270 | 314/324 | 239/239 | 214/254 NA 150/158
YGRS Santa Cruz 176/216 | 134/156 | 194/236 | 182/206 | 270/270 | 318/322 | 239/239 | 190/252 | 176/192 | 150/158
YGE1 Santa Cruz 176/216 | 134/156 | 148/194 | 182/206 | 270/270 | 314/324 | 263/263 | 204/250 | 188/194 | 160/180
YGE2 Santa Cruz 176/176 | 134/174 | 148/194 | 182/206 | 256/270 | 314/324 | 269/269 | 204/204 | 188/194 | 160/178
YGE3 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 148/194 | 178/206 | 270/270 | 314/324 | 263/263 | 208/252 | 188/194 | 156/176
Los Gemelos
YGE4 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 148/194 | 180/206 | 270/270 | 314/324 | 263/263 | 216/258 | 188/194 | 160/180
YGE5 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 148/194 | 180/206 | 270/270 | 314/324 | 263/263 | 216/258 | 188/194 | 160/178
HBGel Santa Cruz 208/220 | 158/162 | 234/234 NA 286/364 | 328/328 | 227/231 | 240/256 | 192/226 | 136/166
YGUAL Santa Cruz 176/224 | 176/176 | 150/236 | 180/206 | 270/270 | 314/324 | 239/239 | 204/258 | 186/200 | 160/178
YGUA2 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 194/236 | 180/206 | 268/268 | 314/322 | 251/251 | 204/258 | 190/200 | 160/178
YGUA3 Santa Cruz Los Guayabillos 176/176 | 176/176 | 194/236 | 180/206 | 270/270 | 314/320 | 239/239 | 204/258 | 190/200 | 160/178
YGUA4 Santa Cruz 176/176 | 176/176 | 194/236 | 180/186 | 270/270 | 314/320 | 239/239 | 208/254 | 188/194 | 160/178
YGUAS Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 148/150 | 180/206 | 270/270 | 318/322 | 251/251 | 208/252 | 188/194 | 160/180
YMANI1 Santa Cruz 176/216 | 134/156 | 194/236 | 178/206 | 270/270 | 314/324 | 239/239 | 250/250 | 192/202 | 152/192
YMAN2 Santa Cruz 176/214 | 134/156 | 194/236 | 180/206 | 270/270 | 316/324 | 269/269 | 260/260 | 188/194 | 164/180
YMANS3 Santa Cruz Manzanillo 176/214 | 134/156 | 194/236 | 186/206 | 270/270 | 314/324 | 251/251 | 204/254 | 188/194 | 162/186
YMAN4 Santa Cruz 176/176 | 134/156 | 194/236 | 186/206 | 268/268 | 314/322 | 261/261 | 190/250 | 188/194 | 160/178
YMANS5 Santa Cruz 176/176 NA 194/236 | 182/206 | 270/270 | 316/324 | 263/263 | 204/252 | 188/194 | 160/178
YOCC1 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 194/236 | 170/180 | 256/270 | 314/322 | 251/251 | 208/254 | 188/194 | 160/180
YOCC2 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 194/236 | 170/178 | 270/280 | 314/320 | 263/263 | 208/256 | 190/200 | 150/166
YOCC3 Santa Cruz Occidente 176/176 | 134/134 | 194/236 | 170/178 | 268/268 | 314/322 | 237/237 | 208/256 | 188/194 | 160/178
YOCC4 Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 194/236 | 170/178 | 268/268 | 314/322 | 251/251 | 212/254 | 188/194 | 160/180
YOCC5 Santa Cruz 176/216 | 134/134 | 194/236 | 170/178 | 268/268 | 314/322 | 237/237 NA 192/202 | 150/184
YPBI Santa Cruz Pajaro Brujo 176/216 | 142/180 | 258/258 | 206/206 | 270/270 | 314/322 | 239/239 | 240/252 | 192/202 | 160/180
YSA1 Santa Cruz 176/176 | 132/156 | 194/236 | 186/206 | 268/268 | 316/322 | 237/237 | 212/254 | 188/194 | 160/186
YSA2 Santa Cruz 176/176 | 132/132 | 194/236 | 186/206 | 268/268 | 316/322 | 263/263 | 214/254 | 188/194 | 160/178
Salasaca
YSA3 Santa Cruz 176/176 | 132/166 | 194/236 | 186/206 | 270/310 | 316/322 | 263/263 | 208/254 | 188/194 | 160/182
YSA4 Santa Cruz 176/176 | 132/156 | 194/236 | 186/206 | 256/270 | 316/322 | 263/263 | 214/258 | 188/194 | 160/182
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YSAS5 Santa Cruz 176/176 | 132/156 | 194/236 | 182/206 | 270/270 | 316/322 NA 208/254 | 188/194 | 160/184
Psp_SCZ_02 | Santa Cruz Santa Rosa 208/220 | 158/162 NA 182/182 | 272/272 | 326/326 | 227/231 | 240/256 | 192/224 | 134/136
YTBI Santa Cruz 176/176 | 134/134 | 236/236 | 206/206 | 270/270 | 314/322 | 235/235 | 208/254 | 186/194 | 172/184
YTB2 Santa Cruz 176/216 | 134/134 NA 206/206 | 268/268 | 318/326 | 263/263 | 190/260 | 190/192 | 172/184
YTB3 Santa Cruz | Tomas de Berlanga | 176/216 | 134/180 | 194/236 | 206/206 | 270/270 | 318/326 | 257/257 | 190/260 | 190/192 | 160/178
YTB4 Santa Cruz 176/216 | 134/180 | 194/236 | 206/206 | 268/268 | 318/332 | 237/237 | 190/260 | 190/198 | 170/184
YTB5 Santa Cruz 176/216 | 134/180 | 236/236 | 206/206 | 270/270 | 318/326 NA 190/260 | 190/192 | 160/178
YBLI Isabela 176/216 | 134/156 | 194/236 | 186/206 | 180/270 | 324/332 | 239/239 | 190/190 | 188/198 | 160/178
Barrio Loja
YBL2 Isabela 176/216 | 134/156 | 194/236 | 206/206 | 160/268 | 324/332 | 337/257 | 190/190 | 188/198 | 160/178
YCG1 Isabela 176/216 | 134/134 | 194/236 | 176/206 | 268/268 | 318/322 | 237/237 | 260/260 | 198/210 | 160/178
YCG2 Isabela 176/216 | 134/134 | 194/236 | 186/206 | 268/268 | 324/332 | 237/261 | 190/190 | 188/198 | 160/178
YCG3 Isabela Cerro Grande 176/176 NA 236/236 | 186/206 | 270/270 | 314/320 | 237/237 | 260/260 | 188/198 | 160/178
YCG4 Isabela 176/216 | 134/134 | 236/236 | 170/206 | 268/268 | 318/332 | 239/239 | 260/260 | 188/198 | 160/170
YCG5 Isabela 176/216 | 134/134 | 236/236 | 170/206 | 268/268 | 324/332 | 261/261 | 190/190 | 188/198 | 154/180
YMAL Isabela 176/216 | 134/134 | 148/150 | 178/206 | 266/266 | 314/324 | 251/251 | 190/190 | 190/198 | 160/178
YMA2 Isabela 176/216 | 132/132 | 148/150 | 170/206 | 268/268 | 324/332 | 237/237 | 190/190 | 190/198 | 160/178
YMA3 Isabela El Mango 176/176 | 134/134 | 148/150 | 180/182 | 270/270 | 310/328 | 251/251 | 190/190 | 190/198 | 160/178
YMA4 Isabela 176/216 | 134/134 | 148/150 | 178/182 | 250/270 | 324/332 | 251/251 | 190/190 | 190/198 | 160/178
YMAS Isabela 176/216 | 134/134 | 194/236 | 206/206 | 256/270 | 324/332 | 251/251 | 190/190 | 186/198 | 154/182
YFM1 Isabela 176/216 | 134/134 | 194/236 | 186/206 | 178/268 | 324/332 | 237/237 | 196/238 | 190/198 | 160/178
YFM2 Isabela 176/216 | 134/182 | 194/236 | 186/206 | 270/270 | 324/332 | 237/237 | 196/238 | 190/198 | 160/178
YFM3 Isabela Finca Morocho 176/216 | 134/134 | 194/236 | 186/206 | 268/268 | 318/332 | 237/237 | 196/238 | 198/202 | 160/178
YFM4 Isabela 176/216 | 134/134 | 194/236 | 186/206 | 180/268 | 318/332 | 239/239 | 196/238 | 198/202 | 160/178
YFM5 Isabela 176/216 | 134/182 | 194/236 | 186/206 | 270/270 | 324/332 | 237/237 | 190/190 | 190/198 | 160/178
YRG1 Isabela 176/216 | 134/180 | 194/236 | 186/206 | 256/270 | 324/332 | 251/251 | 190/190 | 190/198 | 160/178
YRG2 Isabela 176/216 | 134/182 | 194/236 | 186/206 | 270/270 | 324/332 | 237/251 | 190/190 | 190/198 | 154/178
YRG3 Isabela | Finca Ricardo Garcia | 176/216 | 134/190 | 194/236 | 186/206 | 256/270 | 318/332 | 251/257 | 190/252 | 198/202 | 152/178
YRG4 Isabela 176/216 | 134/190 | 194/236 | 186/206 | 256/270 | 326/332 | 257/257 | 190/190 | 190/198 | 154/178
YRG5 Isabela 176/216 | 134/134 | 194/236 | 186/206 | 268/268 | 324/332 | 251/251 | 190/190 | 190/198 | 154/192
YSI1 Isabela 176/176 | 134/134 | 194/236 | 206/206 | 256/268 | 318/326 | 251/257 | 190/252 | 188/200 | 162/174
YSI2 Isabela 176/176 | 134/190 | 194/236 | 206/206 | 268/268 | 318/326 | 239/239 | 212/234 | 188/200 | 164/176
YSI3 Isabela San Joaquin 176/216 | 134/134 | 194/236 | 206/206 | 256/268 | 318/332 | 237/251 | 236/262 | 198/202 | 152/160
YSJ4 Isabela 176/216 | 134/190 | 194/236 | 206/206 | 270/270 | 324/332 | 237/251 | 190/236 | 190/198 | 154/180
YSJ5 Isabela 176/216 | 156/156 | 194/236 | 206/206 | 268/268 | 318/332 | 239/239 | 190/236 | 198/202 | 152/178
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14.6 Anexo 6. Matriz de frecuencias alélicas para dos alelos en los diferentes grupos

propuestos para el software NewHybrids

Grupo Parental 1 1 0 0 0
Grupo Parental 2 0 0 0

Fl1 0 0.5 0.5 0
F2 0.25 0.25 0.25 0.25
Retrocruce con Parental 1 0.5 0.25 0.25

Retrocruce con Parental 2 0 0.25 0.25 0.5

14.7 Anexo 7. Ejemplos de geles de electroforésis de producto de PCR con primers

mPgCIR18 (arriba) y mPgCIR11 (abajo)

PRIMER 18.40X.2.0 Mg.BSA. 55C

YGUA1 YGUA3
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14.8 Anexo 8 Ejemplos de electroferogramas obtenidos a partir del genotipado por

electroforesis capilar en Macrogen Corea

YCAS5-P10P11P13 fsa X

310 315 320 325 33

2,000+

1,000

0-

3123136 [318319.0
(BE3-P10P11P13 fsa

264 266 268 270 272

6,000
4,000
2,000

|268.3| |269.3I

YGAPS-P10P11P13.fsa

140 160 180 200 220 240 260 280

6,000 -
4,000
2,000 1

[238.4|
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14.9 Anexo 9 Arbol de Psidium galapageium (izquierda), creciendo junto a un arbol de

Psidium guajava (derecha).

Fotografia: Hugo Valdebenito

14.10 Anexo 10. Arboles de Psidium galapageium en la localidad Los Gemelos, en la isla

Santa Cruz.




