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RESUMEN

Se evalud la variabilidad genética y morfolégica de 17 genotipos
de guayabo (Psidium guajava L.), provenientes de los Estados de Na-
yarit, Chiapas, Morelos, Zacatecas, Michoacin, Tamaulipas y Vera-
cruz en México, y del Brasil. Los genotipos se estudiaron mediante
patrones RAPD (Polimorfismos en el ADN Amplificados al Azar). De
226 bandas evaluadas, 84.07 % fueron polimérficas. El anilisis de
conglomerados de RAPD detecté una similitud genética maxima de
91.3 % entre los genotipos MOR9 y MOR10 procedentes de Morelos,
y una similitud minima de 41 % entre los genotipos JROS22 y PALS
de Michoacin y Brasil, respectivamente. De las 40 variables morfol6-
gicas medidas, 10 presentaron fuerte contribucién a la variacion de
los genotipos, y fueron: longitud de peciolo de hoja chica y de hoja
grande, dngulo de la 3a nervadura de hoja chica y de hoja grande,
4ngulo de la 5a nervadura de hoja chica y de hoja grande, forma de
hoja chica y de hoja grande, curvatura de la seccion transversal de
hoja chica y de la hoja grande. El dendrograma generado de los 15
genotipos de guayabo a partir de caracteres morfologicos construido
con el método de agrupamiento de Ward y distancias euclidianas,
formé siete grupos en los que los genotipos tendieron a agruparse con
los de su mismo lugar de origen, lo que coincidié con los grupos for-
mados por el dendrograma construido con los marcadores tipo
RAPD.

Palabras clave: Psidium guajava, RAPD, polimorfismo, disimilitud,
caracteres morfoldgicos.

SUMMARY

The genetic and morphological variability of 17 guava (Psidium
guajava L.) genotypes from the States of Nayarit, Chiapas, Morelos,
Zacatecas, Michoacan, Tamaulipas and Veracruz in México, and
from Brazil, were evaluated. The genotypes were studied by obtai-
ning RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) patterns. Of
226 bands evaluated, 84.07 % were polymorphic. The cluster analysis
of RAPD detected a maximum genetic similarity of 91.3 % among the
genotypes MOR9 and MOR10 from Morelos, and a minimum simila-
rity of 41 % between the genotypes JROS22 and PALS from Michoa-
cin and Brazil, respectively. Of the 40 morphological variables
measured, ten of them make a strong contribution to the genotypic
variability: longitude of petioles of small and big leaves, angles of the
3rd rib of small and big leaves, angles of the 5th rib of small and big
leaves, forms of small and big leaves, bend of traverse section of
small and big leaves. The dendrogram generated of 15 guava geno-
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types by utilizing morphological traits and the Ward method of clus-
ter and euclidian distances, showed that genotypes are grouped ac-
cording to their geographical origin. This result agrees with the
groups formed by utilizing RAPD markers.

Index words: Psidium guajava, RAPD, polymorphism, dissimilarity,
morphological traits.

INTRODUCCION

La diversidad genética que se encuentra en los cultiva-
res y sus parientes silvestres es un tesoro bioldgico que
constituye la materia prima para el mejoramiento genético.
México es el segundo productor mundial de guayaba (Psi-
dium guajava L.) después de la India, con 22 828 ha plan-
tadas con guayabo en 2002, y un volumen de produccién
de 281 946 t (SAGARPA, 2004). La produccién comercial
de México se obtiene principalmente de genotipos proce-
dentes de poblaciones nativas o introducidas de unas re-
giones a otras, pero cuya variacién genética se desconoce,
a diferencia de Estados Unidos de Norteamérica y la India
donde utilizan 50 variedades mejoradas (Gonzélez et al.,
2002).

En el pais son pocos los trabajos donde se ha caracteri-
zado la diversidad morfolégica y agrondmica del guayabo,
la cual seria util para identificar una especie o cultivar.
Padilla et al. (2002) evaluaron 12 selecciones de guayabo
cultivado en la region Calvillo-Cafiones mediante caracte-
res morfoldgicos y observaron que éstos, a pesar de la va-
riabilidad encontrada, tendieron a ser similares a los tipos
‘China’ y ‘Media China’ que son las variedades genéricas
mas cultivadas en dicha regién, por lo que concluyeron
que el guayabo ‘Media China’ tiene una reducida variabili-
dad fenotipica. Luego, al evaluar 24 selecciones de guaya-
bo con base en caracteristicas cualitativas de hoja, Padilla
et al. (2003) encontraron que la mayor parte de las selec-
ciones tuvieron hojas de forma oblonga, cordadas de la
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base y obtusas del 4pice; aunque en la curvatura de la sec-
cién transversal observaron las tres variantes (débil, media
y fuerte), el nivel fuerte fue el que predominé en todas las
selecciones. Por su parte, Hernidndez et al. (2003) obser-
varon una amplia variabilidad fenotipica en caracteristicas
de la planta de guayabo entre y dentro de 12 arboles selec-
cionados procedentes de cuatro plantaciones analizadas.

Segtin Picca et al. (2002), los marcadores genético-
moleculares son un punto de referencia en un cromosoma,
que puede o no corresponder a un gen. Con la identifica-
cion genética se pueden asociar marcadores moleculares a
los fenotipos y al comportamiento de los cultivos en el
campo. En México Padilla et al. (2002) utilizaron marca-
dores moleculares RAPD y 12 selecciones de guayabo
‘Media China’; observaron una similitud genética de 88 a
96 % entre las selecciones, lo que indicé una reducida va-
riabilidad genotipica. Con la técnica RAPD, Martinez de
Lara et al. (2004) detectaron diversidad genética en ger-
moplasma de guayabo colectado en la regién Calvillo-
Cafiones en Aguascalientes entre y dentro de arboles pro-
cedentes de cuatro huertas distintas; estos autores sugieren
que probablemente la diversidad genética encontrada se
debe a la obtencién de plantas via reproduccion sexual pa-
ra el establecimiento de estos huertos.

Prakash et al. (2002), al estudiar la variabilidad mole-
cular de 41 genotipos de guayabo, que incluyeron cinco
especies de Psidium, 23 variedades, 12 selecciones y un
hibrido, concluyeron que a pesar de que la base genética
de los guayabos de la India es reducida, varios cultivares
no fueron genéticamente idénticos y mostraron diversidad
y origenes independientes. Hernandez et al. (2003), al eva-
luar la diversidad genética de arboles de guayabo de cuatro
huertas de San Tadeo, Calvillo, Aguascalientes mediante la
técnica RAPD, encontraron una amplia variabilidad gené-
tica entre los arboles dentro y entre las plantaciones, pues
resulté un agrupamiento no muy definido con base en las
huertas de origen.

En este trabajo de investigacién se caracterizaron 17
cultivares de guayabo mediante técnicas basadas en marca-
dores moleculares tipo RAPD y algunas variables morfo-
l6gicas, y se determind la eficiencia de los marcadores mo-
leculares vs. variables morfoldgicas para diferenciar geno-
tipos. El propdsito fue monitorear la variabilidad existente
en genotipos de guayabo cultivados en México, dado que
este pais es un centro de origen de dicho frutal.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal. Se evaluaron 17 cultivares de guaya-

bo colectados en tres localidades de Nayarit (NAY3,
NAY4 y NAYS5) provenientes de semilla; tres de Brasil,
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variedad ‘Paluma’ (PAL8) y ‘Sassaoka’ (SASS15 vy
SASS16) obtenidos de estacas herbaceas; dos de Tlayaca-
pan, Morelos (MOR9 y MOR10); tres de Chiapas (CHI11,
CHI12A y CHI24); dos de Tamaulipas (TAMI13 vy
TTAM26); un criollo de Zacatecas (CZAC21); un criollo
blanco de Eytepequez, Veracruz (CVER12) y dos de Mi-
choacan (JROS22 y RMICH25), propagados a partir de
semilla.

Extraccion y amplificacion del ADN. El ADN de ca-
da genotipo se purific6 mediante el protocolo descrito por
De la Cruz et al. (1997). Se usaron 0.3 g de tejido de
hojas jovenes y frescas, que se desinfectaron con etanol
70 % y agua estéril. El tejido se secd antes de congelarse
en N: liquido. El ARN se eliminé por adicién de 2 pL de
una solucion de 10 mg mL"' de ARNasa A por muestra. El
ADN se resuspendi6 en un amortiguador TE (10 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA), y la concentraciéon de cada
muestra se cuantificé con la absorbancia a 260 nm, me-
diante un espectrofotometro Jenway 6305 UV/vis. La cali-
dad del ADN se verifico mediante electroforesis en geles
de agarosa 1.2 % (p/v) tefiidos en una solucién de bromu-
ro de etidio (0.5 mg mL™). Se hicieron diluciones del
ADN a una concentracién de 10 ng pL!, cantidad necesa-
ria para amplificar los RAPD.

Los 17 genotipos de guayabo se analizaron con la téc-
nica RAPD. Se usaron 15 iniciadores para el anilisis de
los genotipos (OPA-02, OPA-04, OPA-05, OPA-07, OPA-
08, OPA-12, OPA-18, OPA-19, OPB-01, OPB-03, OPB-
04, OPB-05, OPB-06, OPB-09 y OPB-10; Operon Tech-
nologies, Alameda, Cal. EE. UU.). La amplificacién al
azar del ADN genémico de los genotipos se hizo mediante
la reaccién en cadena de la Taq ADN-polimerasa (PCR),
en 25 uL de solucién que contenia 3.2 L. de agua bidesti-
lada estéril, 2.5 uL de amortiguador de PCR (10 X), 10.0
pL de dNTP’s (500 uM), 1.0 uL de MgCl (50 mM), 3.0
uL de oligonucledtidos (10 pmol pL™), 0.3 ul de Taq
ADN Polimerasa (5 U uL") de Invitrogen y 5.0 pL de
ADN genémico (10 ng uL™). La amplificacion consistié de
un ciclo de pre-desnaturalizacion de 9 min a 94 °C; 35 ci-
clos de 1 min a 94 °C; 1 min a 37 °C, y 1 min a 72 °C,
seguidos de 1 ciclo de 7 min a 72 °C de extension final.
La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un termo-
ciclador Techne TC-412. La electroforesis se hizo en geles
de agarosa 1.2 %. Las bandas amplificadas y separadas en
el gel se tifieron con bromuro de etidio 0.5 mg mL™, y se
observaron y fotografiaron con un transiluminador de luz
UV y una cdmara Kodak EDAS 290.

Evaluacion de caracteres morfologicos. De los 17 ge-
notipos caracterizados a nivel molecular, en 15 de ellos se
evaluaron caracteres morfoldgicos. Para cada genotipo se
eligieron ocho hojas chicas y ocho grandes, las cuales se
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escanearon y mediante el programa Image Tool Ver. 3.0
(Wilcox et al., 2002) se cuantificaron las variables presen-
tadas en el Cuadro 1. Las tres primeras variables se cuanti-
ficaron con la regla que proporciona el programa al pro-
longar una linea vertical de la punta del dpice hasta la base
de la hoja, y una linea horizontal en la parte media de la
hoja. Para el peciolo se prolong6 una linea de la base de la
hoja hasta el punto de corte del peciolo. Los angulos de la
tercera y quinta nervaduras se determinaron al prolongar-
las con la ayuda del icono de 4ngulos del programa. La
cuantificacion de las variables indice de redondez y com-
pactacion, area foliar, 4ngulo del eje mayor, angulo del eje
menor, elongacién y didmetro feret la hizo automaticamen-
te el programa con sdlo seleccionar cada hoja. La variable
angulo de insercion del peciolo se midi6 con ayuda de un
transportador, cuya parte central se coloco en la rama del
arbol. Adicionalmente a la medicién proporcionada por el
Image Tool versién 3.0 para determinar el 4rea foliar, se
utilizé un integrador de 4rea foliar (LI-3000, Inc. Lincoln,
Nebraska, EE. UU.), mientras que el nimero de nervadu-
ras se contd visualmente. A las mismas hojas se les evalua-
ron cuatro caracteres morfoldgicos cualitativos (Cuadro 2),
que se calificaron segun la lista de descriptores morfoldgi-
cos de la Uni6n Internacional para la Proteccion de Nuevas
Variedades de Plantas (UPOV, 1987).

Cuadro 1. Caracteres morfologicos cuantitativos evaluados en 15
genotipos de guayabo.

Claves para Claves para
Caracter hoja chica hoja grande
Angulo de insercién (°) AICH AIGR
Area foliar (cm?). Integrador AFICH AFIGR
Area foliar (cm?). Image Tool AFCH AFGR
Longitud del peciolo (cm) LPCH LPGR
Nuamero de nervaduras NCH NGR
Perimetro (cm) PECH PEGR
Indice de redondez REDCH REDGR
Indice de compactacién COMCH COMGR
Angulo de la tercera nervadura (°) A3NCH A3NGR
Angulo de la quinta nervadura (°) ASNCH ASNGR
Longitud del eje mayor (cm) LEMACH LEMAGR
Longitud del eje menor (cm) LEMECH LEMEGR
Angulo del eje mayor (°) AEMACH AEMAGR
Angulo del eje menor (°) AEMECH AEMEGR
Elongacion (cm) ELOCH ELOGR
Diémetro feret DIFECH DIFEGR

Anélisis estadistico

Patrones RAPDs. A partir de los patrones de bandeo
generados por los productos de los iniciadores se constru-
y6 una matriz base de datos (MBD). Con la informacién
de la MBD se calculd una matriz de similitud con el coefi-
ciente de Jaccard (citado por Sokal y Sneath, 1963), misma
que se usé para construir un dendrograma con el programa
NTSYS-Pc version 2.1 (Rohlf, 1992). Posteriormente, con
la misma MBD se hicieron 1000 remuestreos con el pro-
grama FreeTree versién 0.9.1.50 (Hampl et al., 2001) pa-
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ra obtener un dendrograma de mayor robustez, el cual se
grafico con el programa TreeView version 1. 6. 6 (Page,
1996). Las colectas distintas provenientes de un mismo es-
tado se consideraron como miembros de una sola pobla-
cién y se les hizo un anilisis de poblaciones con el pro-
grama Popgen ver. 3.1 (Yeh et al., 1999), y asi se evalua-
ron las poblaciones de Nayarit, Morelos, Chiapas, Tamau-
lipas, Michoacan y Brasil. Los genotipos procedentes de
Veracruz y Zacatecas no se analizaron debido a que no se
contd con al menos dos individuos.

Caracteres morfolégicos. Las variables morfologicas
se seleccionaron mediante componentes principales a partir
de una matriz de correlacién de los datos. Con los prime-
ros vectores propios de este analisis se determind la impor-
tancia de los caracteres con respecto a la variabilidad de
los datos, con el procedimiento PROC PRINCOMP de
SAS ver. 8.0 (SAS Institute, 1999). Con las variables se-
leccionadas y estandarizadas se hizo un andlisis de agru-
pamiento mediante el uso de distancias euclidianas cuadra-
das y la técnica de varianza minima de Ward para la cons-
truccién del dendrograma. La altura de corte para definir
los grupos se determind con base en el criterio ctibico de
agrupamiento y la T> de Hotelling (Johnson, 2000), me-
diante el procedimiento PROC CLUSTER y PROC TREE
de SAS. Con los grupos formados en el punto anterior
considerados como clases categdricas, se aplicd un analisis
discriminante candnico mediante el procedimiento PROC
DISCRIM de SAS, con el propdsito de corroborar dichos
agrupamientos y detectar las variables con mayor impor-
tancia que diferenciaran los grupos generados (Bowley,
1999). Con las variables seleccionadas y estandarizadas se
realiz6 un segundo andlisis de agrupamiento mediante el
uso de distancias euclidianas cuadradas y la técnica de va-
rianza minima de Ward, para detectar relaciones fenotipi-
cas entre genotipos, y se construyo el dendrograma corres-
pondiente con el programa PROC CLUSTER y PROC
TREE de SAS. Finalmente, se aplicd esta misma metodo-
logia a los datos moleculares con base en la distancia gené-
tica de Nei (1972), para obtener el dendrograma respectivo
y compararlo con el generado a partir de las variables
morfoldgicas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis RAPD

Los 15 iniciadores analizados en el analisis RAPD amplifi-
caron un total de 226 bandas, de las cuales 84.07 % mos-
traron polimorfismo (Cuadro 3). Este resultado supera al
encontrado por Padilla et al. (2002), quienes de un total de
107 bandas RAPD evaluadas s6lo 60 % fueron polimorfi-
cas. Los iniciadores OPAO2 y OPA18 (Figuras 1A-02 y
1A-18) revelaron un polimorfismo de 41.66 y 60 %,
mientras que los iniciadores OPB09 y OPB10 (Figuras 1B-
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09 y 1B-10) detectaron 93.33 y 95.65 % de polimorfismo genotipos de guayaba evaluados, que fueron colectados en
respectivamente, entre los genotipos evaluados. Lo ante- distintos estados de la Republica Mexicana y del Brasil.
rior sugiere la existencia de diferencias genéticas entre los

Cuadro 2. Caracteres morfoldgicos cualitativos evaluados en 15 genotipos de guayabo, segiin la lista de descriptores de la Unién Internacional para
la Proteccién de Nuevas Variedades de Plantas (UPOV, 1987).

Caracter Clave para hojas chicas Clave para hojas grandes Escala de medicién
Forma de la hoja FORCH FORGR 1= Redonda, 2= Ovalada
3= Obovada, 4= Lanceolada 5= Oblanceolada, 6=
Oblonga
Curvatura de la seccion transversal CUSTCH CUSTGR 3= Débil, 5= Media
7= Fuerte
Forma de la base FBACH FBAGR 1= Obtusa, 2= Redonda
3= Acorazada
Forma del 4pice FAPCH FAPGR 1= Acuminado,

2= Apiculado, 3= Agudo, 4= Obtuso, 5= Redondo

Cuadro 3. Niimero de bandas amplificadas con los iniciadores de las series A y B de Operon® en 17 genotipos de guayabo.

Productos amplificados % de % de bandas
monomorficas

Iniciador Secuencia (5°-3°) Totales Polimérficos polimorfismo

A02 TGC CGA GCT G 12 5 41.7 58.3
A04 AAT CGG GCT G 20 18 90.0 10.0
AO5 AGG GGT CCT G 21 17 80.9 19.0
A07 GAA ACG GGT G 24 22 91.7 8.3
A08 GTG ACG TAG G 12 9 75.0 25.0
Al2 TCG GCG ATA G 4 2 50.0 50.0
Al18 AGG TGA CCGT 5 3 60.0 40.0
A19 CAA ACG TCG G 1 1 100.0 0.0
BO1 GTT TCG CTC C 21 18 85.7 14.3
BO3 CATCCCCCTG 9 9 100.0 0.0
B04 GGA CTGGAGT 20 16 80.0 20.0
BOS TGC GCC CTT C 18 16 88.9 11.1
B06 TGC TCT GCC C 21 18 85.7 14.3
B09 TGG GGG ACT C 15 14 93.3 6.7
B10 CTG CTG GGA C 23 22 95.6 4.3

226 190 84.1 16.0
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Figura 1. Amplificacion de los iniciadores RAPD A-02, A-18, B-09 y B-10 en 17 genotipos de guayabo. Genotipos: 3 = NAY3, 4 = NAY4, 5
NAYS5, 8 = PALS, 9 = MORY, 10 = MORI10, 11 = CHI11, 12 = CVER12, 12A = CHII2A, 13 = TAMI13, 15 = SASS15, 16 = SASS16, 21
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CZAC21, 22 = JROS22, 24 = CHI24, 25 = RMICH25, 26 =TTAM26. M = Marcador de peso molecular 1 kb plus; B = Blanco.

La Figura 2 muestra la robustez del agrupamiento ob-
tenido mediante un andlisis de 1000 remuestreos con el
programa Free Tree Ver. 0.9.1.50. El arbol de consenso
obtenido corrobor6 los grupos formados en el dendrogra-
ma de similitud (no mostrado), e indica con ello la consis-
tencia de los grupos detectados. Estos resultados muestran
en un mismo grupo a algunos genotipos originarios de una
region; tal fue el caso de NAY3 y NAY4 del grupo I, los
genotipos MOR9 y MORIO del grupo III, CHI12A y
CHI24 del grupo IV, y SASS15 y SASS16 del grupo V, lo
que indica que estdn genéticamente emparentados. Sin em-
bargo, algunos genotipos resultaron agrupados con genoti-
pos de otras regiones, lo que sugiere la posibilidad de flujo
genético. Tal es el caso del grupo II que contiene genoti-
pos de Nayarit y Chiapas; el grupo III que contiene dos
genotipos de Morelos, uno de Zacatecas, uno de Michoa-
cdn y uno de Tamaulipas, respectivamente; el grupo IV
con dos genotipos de Chiapas y uno de Veracruz; un geno-
tipo de Tamaulipas con dos de Brasil conforman el grupo
V. Los materiales JROS22 de Michoacan y PALS de Bra-
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sil formaron grupos individuales (VII y VI, respectivamen-
te).

Los genotipos genéticamente més alejados entre si fue-
ron JROS22 de Michoacdn, NAYS, PAL8 y CHI11 de
Nayarit, Brasil y Chiapas, respectivamente, con un valor
de similitud de 41 %, mientras que los genéticamente mas
relacionados fueron MOR9 y MOR10 procedentes de Mo-
relos, con 91 % de similitud. Los valores de similitud en-
contrados abarcaron un rango mayor al encontrado por Pa-
dilla et al. (2002) que fue de 88 a 97 %, lo cual muestra
que los genotipos evaluados en el presente trabajo presen-
taron una mayor variabilidad genética entre ellos, proba-
blemente debido a que se incluyeron genotipos procedentes
de varios estados del pais, asi como del Brasil. En cambio,
Padilla er al. (2002) evaluaron materiales procedentes de
una sola regién del pais. Se puede inferir entonces que
existe intercambio de genotipos entre diferentes regiones
del pafs y entre paises; dicho intercambio pudo haberse
llevado a cabo mediante el transporte de semillas por aves
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migratorias; sin embargo, la explicacion mas plausible es lo que indica que los materiales de Chiapas poseen varian-
que los productores hayan transportado semillas o esquejes tes alélicas semejantes a las de los materiales brasilefios;
de genotipos para propagarlos. las genéticamente mas alejadas fueron Morelos y Michoa-
can (0.72 de identidad de Nei), lo cual sugiere que entre
Analisis de poblaciones dichas poblaciones ha existido menor intercambio genético

(Figura 3).

Las poblaciones genéticamente mas cercanas fueron las
de Chiapas y Brasil (0.88 de identidad de Nei) (Figura 3),

Grupos

JROS22 —___ VII
PALS VI
TTAM26
RMICH25
CZAC21
MORI10

100 MORY
CH11 —
NAYS5 _—
CHI24
CHI12A
CVER12 = IV
TAM13
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SASS16 L v
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NAY4 n

r I

100
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Figura 2. Dendrograma construido a partir de 1000 combinaciones de remuestreo obtenida mediante el coeficiente de Jaccard de los productos
RAPD de 17 genotipos de guayabo. Los niimeros en las ramas indican el niimero de veces en porcentaje en que la topologia de una rama particular
se repite. Genotipos procedentes de Nayarit (NAY3, NAY4 y NAY5), Morelos (MOR9 y MOR10), Chiapas (CHI11, CHI12A y CHI24), Veracruz
(CVER12), Tamaulipas (TAM13 y TTAM26), Michoacan (JROS22 y RMICH25), Zacatecas (CZAC21) y Brasil (PAL8, SASS15 y SASS16). La lon-
gitud de la linea indica una disimilitud = 0.1.
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Figura 3. Dendrograma de relaciones genéticas entre poblaciones de guayabos procedentes de Brasil, Chiapas, Michoacan, Morelos, Nayarit y
Tamaulipas.
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El coeficiente de diferenciacién genética entre pobla-
ciones (Gsr=0.52) (Cuadro 4) indic6 que aproximadamente
52 % de la variabilidad genética se presenta entre pobla-
ciones y el resto (48 %) dentro de poblaciones. El grado
de flujo génico (Nm) de 0.44 sugiere que existe menos de
un migrante entre poblaciones por generacién (Cuadro 4),
lo que puede ocasionar que las poblaciones tiendan a la
homogeneidad y hacerse susceptibles a cambios ambienta-
les, plagas y enfermedades y que con el paso del tiempo
desaparezcan, o bien se diferencien y formen nuevas espe-
cies.

Las poblaciones de Nayarit y Brasil presentaron el ma-
yor porcentaje de loci polimorficos (43.36 %), lo cual
puede indicar que con estos materiales ocurre una mayor
frecuencia de intercambio de genotipos o que predomina la
propagacion por semilla, mientras que con lo genotipos de
Morelos que es la menos diversa (6.19 %) (Cuadro 4) no
se ha dado con frecuencia el intercambio de materiales o se
han propagado en su mayoria por hijuelos de raiz o acodo.
El indice de diversidad de Nei indic6 una baja diversidad
tanto al nivel de especie (interpoblacional) (0.27) como
intrapoblacional. El indice de Shannon que es un indicador
de los cambios en la diversidad de las especies (Pla y Mat-
teucci, 2001; Daniel, 1998), tuvo un valor de 0.41 para el
total de las poblaciones, lo que revela una baja diversidad
entre las poblaciones. Los valores del indice de Shannon
(S) para cada poblacién también indican una baja diversi-
dad dentro de poblaciones.

Variables morfologicas

Componentes principales. Fueron necesarios 13 com-
ponentes principales (CP) para explicar 81 % de la variabi-
lidad observada para las variables morfoldgicas evaluadas
(Cuadro 5). Con la suma de los coeficientes correspon-

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 30 (4), 2007

dientes a cada variable, se identificaron los caracteres que
tuvieron la mayor contribucién a la variabilidad para dis-
criminar genotipos, que fueron: longitud de peciolo de
hoja chica y de hoja grande, dngulo de la 3a nervadura de
hoja chica y de hoja grande, 4dngulo de la 5a nervadura de
hoja chica y de hoja grande, forma de hoja chica y de hoja
grande, curvatura de la seccion transversal de hoja chica y
de la hoja grande. Estos resultados concuerdan con lo en-
contrado por Andrés et al. (2004) quienes al caracterizar
desde el punto de vista morfométrico a hojas de nueve se-
lecciones y ocho cultivares de chirimoyo (Annona cherimo-
la Mill.), observaron que la longitud del peciolo y el angu-
lo de la quinta nervadura fueron descriptores que contribu-
yeron de forma importante a la variabilidad entre genoti-
pos y presentaron un buen nivel de independencia. Por su
parte, UPOV (1987) sefiala a la forma y curvatura de la
seccién transversal de la hoja como buenos descriptores
para diferenciar genotipos de guayabo.

Descripcion de grupos. El anilisis de agrupamientos
mostréd que las 10 variables morfoldgicas seleccionadas
permitieron agrupar de manera aceptable a la mayoria de
las ocho repeticiones consideradas dentro del genotipo co-
rrespondiente. Tanto el andlisis del criterio cubico de
agrupamiento como la T> de Hotelling, indicaron que los
15 genotipos estudiados podrian agruparse en siete grupos.
El anélisis discriminante canénico corrobor6 la pertinencia
de los grupos sugeridos por el analisis de agrupamiento, y
se identificaron las variables que tuvieron mayor importan-
cia en la definicién de éstos; dicho anlisis determind que
dos funciones discriminantes candnicas describieron 93 %
de la variabilidad presente en los grupos (Cuadro 6), con
variacion individual de 74 y 19 %.

Cuadro 4. Variabilidad genética entre y dentro de poblaciones de Psidium guajava L., con base en sus patrones RAPD.

Poblacion

Pardmetro genético Nayarit Morelos Chiapas Tamaulipas Michoacén Brasil M S
p 43.4 6.2 39.4 25.2 38.9 43.4 327  14.6
A 1.4 1.1 1.4 1.2 1.4 1.4 1.3 0.1
Ae 1.2 1.0 1.3 1.2 1.3 1.3 1.2 0.1
S 0.2 0.0 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1
H 0.1 0.0 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.0
Gst 0.5
Nm 0.4
Nloci 226 226 226 226 226 226

P = % de loci polimérficos; A = Namero de alelos por locus; Ae = Namero efectivo de alelos por locus; S = Indice de Shannon; H = Diversidad genéti-
ca de Nei (1973); Gsr = Coeficiente de diferenciacién genética entre poblaciones; Nm = Grado de flujo génico; Nloci = Nimero de loci; M= Media; S

= Desviacion estandar.
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Cuadro 5. Valores propios y proporcion explicada de 13 componentes principales, obtenidos a partir de 40 variables morfologicas de guayabo.

CP Valor propio Diferencia Proporcién Proporcién acumulada
1 7.40 2.28 0.19 0.19
2 5.12 1.51 0.13 0.31
3 3.61 0.62 0.09 0.40
4 2.99 0.80 0.07 0.48
5 2.20 0.23 0.05 0.53
6 1.97 0.17 0.05 0.58
7 1.79 0.21 0.04 0.63
8 1.59 0.22 0.04 0.67
9 1.36 0.18 0.03 0.70
10 1.19 0.04 0.03 0.73
11 1.14 0.06 0.03 0.76
12 1.08 0.10 0.03 0.79
13 0.98 0.08 0.02 0.81

CP = Componente principal.

Cuadro 6. Valores propios de funciones discriminantes canénicas de
siete grupos de genotipos de guayabo.

Cuadro 7. Estructura canénica de variables discriminantes canénicas
definidas a partir de genotipos de guayabo.

Variable Valor . Proporcién
R . Proporcion

discriminante propio acumulada

VDC1 7.58 0.74%* 0.74

VDC2 1.95 0.19%* 0.93

VDC3 0.45 0.07 1.00

VDC1, VDC2, VDC3 =
respectivamente.
**= Diferente de cero, con a.< 0.01

Variables discriminantes candnicas 1, 2, 3,

La estructura total candnica que representa a las corre-
laciones lineales entre las funciones discriminantes genera-
das con las medias de las 10 variables seleccionadas, de-
terminé que la variable discriminante canénica 1 (VDC1)
tuvo mayor asociacion positiva con los caracteres angulo
de la 3a nervadura hoja chica, dngulo de la 5a nervadura
hoja chica y curvatura de la seccion transversal hoja chica,
y asociacion negativa con longitud de peciolo hoja chica,
longitud de peciolo hoja grande y forma de hoja grande.
Es decir, valores altos de VDC1 representan a genotipos
con mayor expresion de angulo de la 3a nervadura hoja
chica, angulo de la 5a nervadura hoja chica y curvatura de
la seccién transversal hoja chica y valores bajos de longi-
tud de peciolo hoja grande, longitud de peciolo hoja chica
y forma de hoja grande (Cuadro 7). Respecto a la VDC2,
los caracteres con los que tuvo mayor asociacion positiva
fueron 4ngulo de la tercera nervadura hoja grande y angulo
de la 5a nervadura hoja grande, y asociacién negativa con
forma de hoja grande y curvatura de la seccion transversal
hoja chica.
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Coeficiente

candnico
Variable Can 1 Can 2
Longitud del peciolo hoja chica -0.193 0.209
Longitud del peciolo hoja grande -0.154 0.107
Angulo 32 nervadura hoja chica 0.329 0.615
Angulo 32 nervadura hoja grande 0.271 0.631
Angulo 52 nervadura hoja chica 0.395 0.301
Angulo 52 nervadura hoja grande 0.185 0.839
Forma de la hoja chica 0.006 -0.861
Forma de la hoja grande -0.165 -0.033
Curva seccion transversal hoja chica 0.454 -0.340
Curva seccion transversal hoja grande -0.180 -0.247

La Figura 4 presenta las variables discriminantes con
base en las medias por genotipos. El cuadrante I que sepa-
ra a los genotipos con mayores angulo de la 3a nervadura
hoja chica, 4ngulo de la tercera nervadura hoja grande,
angulo de la 5a nervadura hoja chica y angulo de la 5a ner-
vadura hoja grande, agrupa a los genotipos NAY3, NAY4,
NAY5, PAL8, MOR9, MORI10, SASS15, SSASIe6,
CHI12A y TAMI13. Ocho de estos diez genotipos estan
agrupados por su lugar de origen: Nayarit, Morelos, Bra-
sil, Chiapas y Tamaulipas, respectivamente; los genotipos
CHI12A y TAMI13 se salen del agrupamiento por origen
pero comparten caracteristicas morfologicas similares al
resto de los genotipos del cuadrante I. El cuadrante II co-
rresponde a genotipos con hojas grandes y chicas con me-
nor longitud de peciolo y forma de la hoja grande obova-
da, e incluye a los genotipos JROS22, CHI24 vy
RMICH25, donde dos de ellos coinciden en lugar de ori-
gen, en este caso Michoacan; el genotipo CHI24 que
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proviene de Chiapas comparte caracteristicas fenotipicas
similares a los otros dos genotipos. El cuadrante III estd
definido por hojas grandes con curvatura media de la sec-
cion transversal, dentro del cual s6lo se ubica el genotipo
CZAC21 proveniente de Zacatecas, caracteristicas que no
compartid con los genotipos restantes, por lo que formé un
grupo de un individuo. Situacion similar ocurrid en el cua-
drante IV definido por los caracteres hojas chicas ovobadas
con curvatura pronunciada de la seccidn transversal, donde
s6lo el genotipo TTAM26 de Tamaulipas present6 dichas
caracteristicas.

Agrupamiento de genotipos por caracteres morfol6-
gicos. El dendrograma de la Figura 5 muestra la forma-
cién de siete grupos, lo cual coincide con el nimero de
grupos predichos segin el andlisis de agrupamiento que
considera todas las repeticiones. En el grupo I se encuen-
tran los genotipos NAY3, NAY4 y NAYS5 procedentes de
Nayarit; el grupo II estd conformado por el genotipo brasi-
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lefio PALS; el grupo III contiene a los genotipos SASS15 y
SASS16, mientras que el grupo IV engloba a los genotipos
MORY9, MOR10, CZAC21 y RMICH25 procedentes de
Morelos, Zacatecas y Michoacin, respectivamente. El
grupo V incluyé los genotipos CHI24 de Chiapas y
TAM13 de Tamaulipas; el grupo VI se formé con los ge-
notipos CHI12A de Chiapas y TTAM26 de Tamaulipas.
Finalmente, el genotipo JROS22 de Michoacan formé el
grupo VIL

Los grupos I, IIT y IV incluyeron genotipos procedentes
del mismo lugar de origen, que ademas fueron semejantes
en caracteristicas morfolégicas. No obstante, el grupo IV
ademas de incluir a los genotipos MOR9 y MORI10, agru-
p6 a genotipos procedentes de otros estados de la Republi-
ca Mexicana, lo que puede deberse al intercambio de ma-
terial genético. Los grupos V y VI presentaron un menor
grado de concordancia en relacion al lugar de origen de los

Cuadrante 1T Cuadrante I
Hojas grandes y chicas con menor a Hojas grandes y chicas con mayores
longitud del peciolo y forma de la angulos de la 3? y 52 nervaduras
hoja grande obovada
4
G24 G4
G25 G2 G3
G221_ G9 GI15 GI3 G5 G8
G10 Gl16
[
8 T T T T T T T T T T T 1
> -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
G21 -2
-5
Cuadrante 111 G26 Cuadrante IV
Hojas grandes con curvatura media -8 Hojas chicas ovobadas con curvatu-
de la seccion transversal VDC1 ra pronunciada de la seccién trans-

versal

Figura 4. Representacién grafica de variables discriminantes para medias de quince genotipos de guayabo. Donde: G3 = NAY3, G4 = NAY4, G5
= NAYS5, G8 = PALS, G9 = MORY, G10 = MOR10, G12 = CHI12A, G13 = TAM13, G15 = SASS15, G16 = SASS16, G21 = CZAC21, G22 =

JROS22, G24 = CHI24, G25 = RMICH25 y G26 = TTAM26.
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genotipos, ya que contienen a los genotipos de Chiapas y
Tamaulipas. Estos resultados nuevamente sugieren la exis-
tencia de intercambio de genotipos de una region a otra. El
material brasilefio PALS y el JROS22 de Michoacén fue-
ron morfolégicamente muy diferentes al resto de los geno-
tipos evaluados, por lo que formaron grupos individuales.

Analisis de agrupamiento de caracteres morfologicos
vs. moleculares. Los dendrogramas generados a partir de
caracteres morfoldgicos (Figura 5) y marcadores molecula-
res tipo RAPD (Figura 6) mostraron similitud en los agru-
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pamientos dado que ambos forman siete grupos en general,
tres de ellos bien diferenciados segtn el origen de los ge-
notipos. De los genotipos destacan los brasilefios SASS15
y SASS16, los de Morelos MOR9 y MORI10, y los genoti-
pos NAY3 y NAY4 de Nayarit. Aunque en el dendrogra-
ma construido con datos morfoldgicos los tres genotipos de
Nayarit formaron un sélo grupo, en el dendrograma cons-
truido con datos RAPD (Figura 6) el genotipo NAYS5 for-
mo un grupo aparte con el PALS8 de Brasil, por lo que es-
tos genotipos deben compartir informacién genética.

Grupos ~ NAY3
_ NAYS — |
II — PALS
™ SASS15
I SASS16 — |
B MORY9
v MOR10 :l_
CZAC21 | |
RMICH25
CHI24
vV 7 TAM13
CHI12A
VI *L TTAM26

! I T I
0.000 0.025 0.050 0.075

0.100

T T T T T T 1
0.125 0.150 0.175 0.200 0.225 0.250 0.275

R? Semi-parcial

Figura 5. Dendrograma de 15 genotipos de guayabo construido a partir de caracteres morfolégicos mediante el método de agrupamiento de Ward

usando la R? semi-parcial calculada a partir de distancias euclidianas.

Grupos
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Figura 6. Dendrograma construido mediante el método de agrupamiento de Ward usando la R? semi-parcial generada por patrones de bandas
RAPD obtenido de 15 genotipos de guayabo. Genotipos procedentes de Nayarit (NAY3, NAY4 y NAYS5), Morelos (MOR9 y MOR10), Chiapas
(CHI12A y CHI24), Tamaulipas (TAM13 y TTAM26), Michoacan (JROS22 y RMICH25), Zacatecas (CZAC21) y Brasil (PAL8, SASSI15 y

SASS16).
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Tanto en el dendrograma morfol6gico como en el mo-
lecular, se observa que la mayoria de los genotipos tendie-
ron a agruparse con genotipos del mismo lugar de origen.
También se observa que genotipos procedentes de Tamau-
lipas y Chiapas formaron un grupo, probablemente debido
a que comparten cierto grado de informacion genética que
los hace molecularmente muy parecidos y que ademas, se
expresan morfolégicamente de manera muy similar.

Aln cuando las relaciones genéticas determinadas a
partir de marcadores moleculares deben ser mas confiables
debido a que no interactian con el ambiente, los resultados
obtenidos en el presente estudio demostraron que los ca-
racteres morfoldgicos evaluados generaron agrupamientos
semejantes a los generados por marcadores moleculares,
por lo que en este caso resultaron ser igualmente confia-
bles.

CONCLUSIONES

La mayoria de los cultivares de guayabo procedentes de
la misma region tendieron a agruparse juntos, pero algunos
formaron parte de otros grupos lo que probablemente se
deba al intercambio de material genético entre regiones de
México y del Brasil. Diez variables morfoldgicas utilizadas
para diferenciar los cultivares permitieron formar grupos
semejantes a los obtenidos mediante los marcadores mole-
culares, por lo que ambos métodos podrian considerarse
confiables y utilizarse en estudios posteriores para diferen-
ciar cultivares de guayabo.
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