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RESUMEN

La variabilidad morfologica y bioquimica en guayabo (Psidium
guajava L.) es notable entre y dentro de huertas productoras de Méxi-
co, pero se desconoce su diversidad genética la cual servira para su
mejoramiento genético. Se determiné la diversidad fenotipica y geno-
tipica de arboles de cuatro huertas de guayabo localizadas en San
Tadeo, Calvillo, Aguascalientes. Se seleccionaron al azar 12 arboles
en cada huerta, y en cada arbol diez frutos en los que se determina-
ron diferentes caracteristicas morfologicas, y los 48 arboles se anali-
zaron con la técnica del ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD). Se detectaron diferencias en fenotipo y genotipo entre y
dentro de huertas de guayabo, en cuanto al color de pulpa (crema,
blanco, amarillo o rosa) y forma de fruto (ovalada o aperada). El
analisis de componentes principales revelo que las variables diametro
polar, diametro ecuatorial, grosor del mesocarpio, peso de frutos,
largo de hoja y ancho de hoja fueron las caracteristicas que mejor
explicaron la variabilidad fenotipica de los arboles. Los 15 oligonu-
cletidos RAPD amplificaron 112 fragmentos de ADN (7-8 fragmen-
tos por oligonucledtido) y todos fueron polimérficos. El analisis de
conglomerados con datos fenotipicos y de RAPD demostré que no
existi6 agrupamiento definido de los arboles con base a la huerta de
origen. La diversidad morfolégica y genética observada es desfavora-
ble debido a que la variacién en formas y colores de frutos afecta la
uniformidad y la calidad de la produccion.

Palabras clave: Psidium guajava L., diversidad fenotipica, anilisis
RAPD.

SUMMARY

Significant morphological and biochemical variability among and
within guava (Psidium guajava L.) orchards of México has been
found, but their genetic diversity remains unknown although it could
be useful for the crop breeding. The phenotypic and genetic diversity
of four guava orchards located in San Tadeo, Calvillo, Aguascalientes
was determined. Twelve trees per orchard and ten fruits per tree
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were randomly selected and different morphological characteristics
were determined in both fruits and trees; the 48 trees were analyzed
by the Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) technique.
Phenotypic and genetic differences across and within the tested or-
chards were detected, on basis to mesocarp color (beige, white, yel-
low, pink) and fruit shape (ovoid or pear-like). Principal component
analysis revealed that polar diameter, equatorial diameter, mesocarp
thickness, fruit weight, leaf length, and leaf width were the charac-
teristics that best explained the phenotypic variation among trees.
The 15 RAPD oligonucleotides amplified 112 ADN fragments (7-8
fragments per oligonucleotide) and all were polymorphic. Cluster
analysis of phenotypic and RAPD data demonstrated no clear cluster-
ing of trees in relation to the orchard of origin. The morphological
and genetic diversity is unfavorable due to the variation in fruit
shapes and mesocarp color, which affect uniformity and quality of
production.

Index words: Psidium guajava L., phenotypic diversity, RAPD
analysis.

INTRODUCCION

México es el segundo productor mundial de guayaba
(Psidium guajava L.) después de la India, con aproxima-
damente 20 000 ha, de las cuales 67 % se encuentran ubi-
cadas en la regiéon denominada Calvillo-Cafiones (SA-
GARPA, 2001) en el municipio de Calvillo, Aguascalien-
tes, y en los municipios de Tabasco, Jalpa, Huanusco,
Apozol y Juchipila, Zacatecas. La guayaba que se produce
en la region Calvillo-Cafiones se considera de la mejor ca-
lidad para consumo en fresco, debido a su aroma, sabor y
consistencia; esta ultima caracteristica faculta al fruto para
tener mayor vida de anaquel (Mercado-Silva et al., 1998).
En esta region los rendimientos de fruta son bajos (de 13 a
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15 t ha), debido a suelos con baja fertilidad, reducida dis-
ponibilidad de agua para riego y la incidencia de agentes
bidticos (plagas y enfermedades) y abidticos (sequia y
heladas) que merman la produccién (Padilla-Ramirez ez
al., 1999).

En México no existen variedades mejoradas que se cul-
tiven extensamente y que ademas presenten diferentes ven-
tajas agrondmicas que permitan la homogenizacién de las
huertas. La variabilidad morfolégica y bioquimica en el
germoplasma regional es notable entre y dentro de huertas
productoras, y se debe fundamentalmente a que el guayabo
se propaga a través de semillas e hijuelos de raiz (Laksmi-
narayama y Moreno, 1978; Tong er al., 1991). Actual-
mente predomina el material criollo conocido con los
nombres “China” y “Media China”, y no existen trabajos
consistentes de selecciéon de germoplasma sobresaliente y,
menos aun, registros de variedades clonales mejoradas.

El incremento en la produccién de guayaba puede lo-
grarse mediante mejoramiento genético del cultivo, lo
cual requiere caracterizar la variabilidad genética disponi-
ble para asi poder detectar poblaciones apropiadas para las
condiciones agrocliméiticas de cada regién productora. En
este trabajo se presentan los resultados de la caracteriza-
cion fenotipica y genética de arboles de cuatro huertas lo-
calizadas en la region productora de Calvillo, Aguascalien-
tes.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz en cuatro huertas ubicadas en la
localidad de San Tadeo, Municipio de Calvillo, Aguasca-
lientes, México, cuyas ubicaciones geograficas se presen-
tan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Localizacion geogrdfica de cuatro huertas de guayabo en Calvillo,
Aguascalientes.

Localidad Huerta Latitud Norte Longitud Oeste Altitud (m)
La Loma 1 21°55° 102° 417 1801
La Loma 2 21° 557 1027 41° 1798
La Cuchilla 3 21° 55° 102° 43° 1783
El Charcote 4 21° 557 102° 427 1777

Material biologico

Los arboles de las cuatro huertas estaban plantados a
una distancia de 3 x 3 m en suelos de textura arcillo-
arenosa, pH alcalino, topografia ondulada y pendiente de 7
a 10 %. En todos los casos las huertas presentan mezclas
de 4rboles con origen desconocido (forma de propagacion,
origen de plantas, etc.), y denominados “Media China”
(frutos con forma ovoide, pulpa crema y tamafio de me-
diano a grande), “China” (frutos redondos, pulpa crema,
pequefios), y otros (frutos con pulpa salmén, rosa, blanca
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y amarilla). Los arboles de las huertas 3 y 4 tenian 12 afios
de edad, los de las huertas 1 y 2 tenian 9 afos.

Caracterizacion fenotipica

Morfologia de frutos. La caracterizacion del fruto se
llevo a cabo durante los meses de noviembre de 2002 a
enero de 2003. En cada huerta se seleccionaron al azar 12
arboles al azar y 10 frutos de cada arbol, a los que con un
vernier se les midié didmetro polar, didmetro ecuatorial y
grosor del mesocarpio; el peso fresco de cada fruto con
una balanza granataria (aproximacioén de 1 g); y el color de
pulpa y forma del fruto, de acuerdo con UPOV (1987).

Morfologia de arboles. En cada arbol se midi6 el largo
y ancho de 10 hojas tomadas al azar y el perimetro del
tronco al nivel del suelo. Con los datos de perimetro se
calcul6 el didmetro y el 4rea transversal del tronco de cada
arbol.

Caracterizacion genética

Extraccion de ADN. Se hizo mediante el protocolo
descrito por Padilla-Ramirez er al. (2002), a partir de 1 g
de hojas jovenes cosechadas de cada arbol. E1 ADN obte-
nido se cuantific6 visualmente en geles de agarosa 0.8 %
(Padilla-Ramirez et al., 2002).

Analisis RAPD. Los 48 érboles incluidos en este traba-
jo se analizaron por RAPDs, con la adaptacién hecha por
Padilla-Ramirez et al. (2002) para guayaba. Se incluyeron
15 oligonucledtidos decaméricos para el anilisis de todo el
germoplasma (OPA-2, OPA-8, OPA-9, OPA-10, OPA-11,
OPA-12, OPA-14, OPA-15, OPA-16, OPA-18 y OPC-1 a
OPC-5; Operon Technologies Alameda, Ca., EEUU) para
llevar a cabo la amplificaciéon el ADN gendmico de las
muestras por medio de la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR). La PCR se hizo en un volumen de 25 pL de
solucién que contenia 15.8 pL de agua desionizada estéril,
2.5 pL de buffer de PCR 10 X, 3 uL del oligonucleétido 2
1M, 2 pL del ADN genémico (un total de 10 ng), 1 uL de
dNTP’s (10 mM de cada dNTP) y 0.2 uL de enzima Taq
polimerasa (5 U pL™?). La amplificacién consistié de un
ciclo de calentamiento de 2 min a 94 °C, 40 ciclos de 1
min a 94 °C de desnaturalizacién, 2 min a 37 °C para la
alineacion del iniciador y 2 min a 72 °C para la polimeri-
zacion. Al final se aplic6 un ciclo de extensién adicional
de 7 min a 72 °C. La amplificacién se llevd a cabo en un
termociclador (modelo 9700, Perkin-Elmer, Alemania) y
los productos se separaron por medio de electroforesis en
gel de agarosa 1.2 %. Finalmente, el gel se tiid con bro-
muro de etidio y se fotografi6 bajo luz UV.
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Analisis estadistico

La informacién morfolégica de frutos y arboles se so-
metio al analisis de varianza con un disefio estadistico de
bloques completos al azar, en el que los tratamientos fue-
ron las huertas y los arboles las repeticiones. En los casos
en que el andlisis de varianza detectd diferencias significa-
tivas entre tratamientos, las medias se separaron con el va-
lor de la Diferencia Minima Significativa (DMS, P=0.05).
Luego, los datos morfoldgicos se sometieron al analisis de
componentes principales para determinar las caracteristicas
con el mayor valor descriptivo y que mejor explican la va-
riabilidad entre arboles de guayabo. Con las variables que
mostraron mayor valor descriptivo se calcularon las dis-
tancias euclidianas y se construyd un dendrograma por
medio del método de agrupamiento de Ward (Hair ef al.,
1992).

En el anilisis genético se cuantific el nimero de pro-
ductos de amplificacion generados por cada oligonucle6ti-
do y se les asignd un valor de acuerdo con su migracién en
el gel. A las bandas con el peso molecular méas alto se le
asignd el nimero uno y asi sucesivamente hasta la banda
con el menor peso molecular. Se supuso que las bandas
con el mismo peso molecular en individuos diferentes eran
idénticas. Para cada individuo, la presencia o ausencia de
una banda se determiné al designar la presencia de la ban-
da como 1 y la ausencia como 0. La distancia genética en-
tre individuos se estimé por medio del coeficiente de apa-
reamiento simple. La matriz de distancias generadas se uti-
liz6 para producir un dendrograma por el método de Ward
(Hair et al., 1992). El anilisis estadistico se llevd a cabo
con el paquete Statistica versidon 5 para Windows (StatSoft
Inc., 1997).
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RESULTADOS
Analisis morfologico

Se observaron diferencias morfoldgicas, entre y dentro
de las huertas de guayabo, en las caracteristicas medidas
de los frutos (datos no incluidos). Los frutos de mayor ta-
mafio fueron los de la huerta La Cuchilla (3) y los més pe-
quefios se registraron en la huerta El Charcote (4). Tam-
bién hubo variacién en el color de la pulpa del fruto y en
la forma de frutos; en todas las huertas al menos se obser-
varon tres colores de pulpa distintos (crema, blanco, ama-
rillo o rosa), con predominio del color crema (60.4 %); en
cuanto a la forma del fruto, en dos huertas fue ovalada (1
y 4) y en las otras dos fue aperada u ovalada (2 y 3) (Cua-
dro 2).

No hubo diferencias significativas en el tamafio de las
hojas entre los arboles de cada huerta, pero la huerta 3
mostrd los arboles con mayor didmetro y 4rea transversal
del tronco (que super$ en cinco veces a los arboles de la
huerta 1, por ejemplo), en parte debido a las diferencias
en edad de los arboles (Cuadro 3).

El andlisis de componentes principales (ACP) indic
que los primeros dos componentes explicaron poco mas
de 58 % del total de la varianza observada. El didmetro
polar, didmetro ecuatorial, grosor del mesocarpio, peso de
frutos (CP1); largo de hoja y ancho de hoja (CP2) fueron
las caracteristicas que mejor explicaron la variabilidad fe-
notipica de los arboles incluidos en este trabajo (Cuadro
4). El andlisis de conglomerados evidencié una amplia di-
versidad fenotipica entre 4rboles de la misma huerta, y los
arboles de las huertas 3 y 4 fueron los mas variables (Figu-
ra la).

Cuadro 2. Promedio de caracteristicas fenotipicas en frutos de drboles de cuatro huertas de guayaba en Calvillo, Aguascalientes.

Huerta DP’ DE GM PF Cp FF
—————————— mm ------------ - g -

La Loma (1) 54.4 ab™ 43.6b 6.3 ab 52.5ab C@®),B@),R(1 0 (12)
La Loma (2) 59.8b 48.0 ab 8.1a 50.8b C(),A#),R(1) 0 (6), A (6)
La Cuchilla 613a 52.8a 7.8 ab 70.4 a C(6), A(5),B () 0 (10), A (2)
El Charcote 49.8b 42.0b 53b 4480 C@®),A2),B(),R1) 0 (12)
DMS (P=0.05) 10.5 7.3 2.5 19.2

CV (%) 18.9 14.7 12.3 24.1

" DP=Diametro polar; DE=Didmetro ecuatorial; GM =Grosor del mesocarpio; PF=Peso fresco de fruto; CP=Color de pulpa (C=Crema; B=Blanca; R=Rosa;
A=Amarillo). El nimero entre paréntesis indica el nimero de 4rboles con dicho color de pulpa en los frutos); FF=Forma del fruto (O=Ovalado; A=Aperado),

CV = Coeficiente de variacion.

T Valores con la misma letra dentro de cada columna no son significativamente diferentes (DMS, 0.05).
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Figura 1. Dendogramas de drboles de guayabo cultivados en Calvillo, Aguascalientes, (a) con base a datos morfologicos y (b) en datos genéticos tipo RAPD. HI =
La Loma 1; H2 = La Loma 2; H3 = La Cuchilla; y H4 = EI Charcote. Los niimeros después del guion corresponden al niimero de drbol en cada huerta.
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Cuadro 3. Promedio de caracteristicas morfologicas de drboles de cuatro
huertas de guayaba en Calvillo, Aguascalientes.

Huerta Edad de ar- Largode Anchode  Area transver-
boles (afos) hojas hojas (mm)  sal del tronco
(mm) (cm?)
La Loma 1 9 95.8a’ 453 a 275d
La Loma 2 9 101.0a 44.6 a 438 ¢
La Cuchilla 12 96.4 a 44.6a 1439 a
El Charcote 12 99.4a 44.0 a 1029 b
DMS (P=0.05) 7.3 4.2 119
CV (%) 7.4 9.2 16.9

"Valores con la misma letra dentro de cada columna no son significativamente
diferentes (DMS, 0.05). CV = Coeficiente de variacion.

Cuadro 4. Valores caracteristicos de los primeros tres componentes principa-
les del andlisis de componentes principales de caracteristicas fenotipicas de
guayaba en Calvillo, Aguascalientes.

Variable CP1'T Cp2 CP3
DP* 0.88 0.16 0.22
DE 0.97 0.11 0.07
GM 0.75 0.16 0.50
PF 0.80 -0.05 -0.02
Cp -0.19 -0.37 -0.14
FF -0.04 -0.04 0.90
LH -0.05 0.81 0.04
AH -0.01 0.89 -0.26
ATT 0.44 -0.32 -0.09

" DP=Di4metro polar; DE=Didmetro ecuatorial; GM=Grosor del mesocar-
pio; PF=Peso fresco de fruto; CP=Color de pulRa; FF=Forma de fruto;
LH=Largo de hojas; AH=Ancho de hojas; ATT=Area transversal del tron-
co.

"t CP=Componente principal.
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Analisis genético

Los 15 oligonucleétidos RAPD amplificaron 112 frag-
mentos. Los productos amplificados fueron 100 % poli-
morficos y produjeron un nimero variable de fragmentos
(OPA2 = 5, OPA8 = &, OPA9 = 3, OPAIO = 8§,
OPAI1l = 7, OPA12 = 11, OPA14 = 4, OPA15 = 5,
OPA16 = 1, OPA18 = 8, OPC1 = 11, OPC2 = 13,
OPC3 = 9, OPC4 = 8, OPC5 = 10). Con los datos de
los productos RAPD amplificados (Figura 2) se construyd
un dendrograma (Figura 1b) entre arboles, el cual no indi-
ca un agrupamiento definido de 4rboles con base en la
huerta de origen.

DISCUSION

El estudio reveld6 una amplia diversidad fenotipica y
genética entre arboles de guayabo de una misma huerta y
entre huertas productoras en Calvillo, Aguascalientes. Es-
tos resultados son contrarios a los mostrados en un grupo
de selecciones de guayabo cultivado en México (Padilla-
Ramirez et al., 2002) o en germoplasma cultivado en otros
paises (Du Preez y Welgemoed, 1990; Tong et al., 1991;
Ribeiro er al., 1998). Las caracteristicas del fruto como
didmetro ecuatorial, grosor de mesocarpio y forma de fru-
to poseen un alto valor descriptivo de la variabilidad feno-
tipica en guayabo. En comparacién con el germoplasma de
otros paises como Colombia (Quijano et al., 1999), Vene-
zuela (Tong et al., 1991), Malasia o Vietnam (Yusof,
1989), los arboles aqui evaluados exhiben menores tama-
fios de fruto y de grosor de mesocarpio.

re oy

J!Edoiu-u----n----

Figura 2. Productos amplificados RAPD de drboles de guayabo de las huertas La Cuchilla (HI) y El Charcote (H2) de San Tadeo, Calvillo, Aguascalientes (oligonu-
cledtido OPA10). M = Marcador de peso molecular (ADN del Fago A digerido con Hindlll). Los niimeros a la izquierda de la figura indican los pesos moleculares

de los marcadores, en pares de bases (pb).
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La similaridad genética entre arboles varié de 78 a 97
% vy el polimorfismo de los productos RAPD amplificados
fue de 100 %. Los niveles de variabilidad genética detec-
tados en este trabajo son mayores a los valores de similitud
de 88 a 97 % reportados por Padilla-Ramirez et al. (2002)
en arboles originarios de la region de Calvillo. El agrupa-
miento de los arboles estudiados hecho con base en la
huerta de origen indica que el material genético establecido
en cada huerta tiene origenes diferentes. Esta diversidad
probablemente fue generada por la forma de propagacion y
produccién de plantas, principalmente por semilla (Laks-
minarayana y Moreno, 1978).

La diversidad fenotipica y genética dentro de una huer-
ta de guayabo tiene dos implicaciones importantes. La
primera es ecoldgica y es positiva, pues la mayor diversi-
dad genética podra favorecer la mayor capacidad de los
arboles para tolerar los efectos de factores adversos bidti-
cos y abibticos, los cuales constantemente inciden en la
produccion de guayaba en la region Calvillo-Cafiones. Se
considera que la mayor diversidad genética en caracteristi-
cas adaptativas ventajosas para la especie son una condi-
cién necesaria para su supervivencia y evolucion (Koski,
2000).

La diversidad genética en las huertas de guayabo podria
constituirse como un mecanismo de conservaciéon de la
biodiversidad, pues a medida que se incrementa dicha di-
versidad de especies, se mantiene la abundancia de espe-
cies benéficas, tales como insectos polinizadores (abejas,
Apis mellifera) (Kevan et al., 1997; Allen-Wardell ef al.,
1998; Vergara, 2002). También, los huertos de manzano
(Malus domestica Borkh.) exhiben mayor diversidad que
campos cultivados con especies anuales como el chile
(Capsicum annuum L.), dado que la diversidad se relacio-
na con el nivel de disturbio; cuando el disturbio en un eco-
sistema es frecuente y alto, las especies anuales no tienen
suficiente tiempo para establecerse apropiadamente en su
nicho del ecosistema (Kruger, 2000). Por ello, para huer-
tos de especies frutales Kruger (2000) sugiere conocer y
mantener la diversidad, para que los agricultores puedan
planear sus practicas de manejo y optimizar sus rendimien-
tos.

La segunda implicacién de la diversidad en los huertos
de guayabo es econdmica y es negativa, debido a que es
probable que la mayor diversidad sea una caracteristica
desfavorable para la comercializacién de la produccion,
pues la calidad del fruto disminuye a medida que se incre-
menta la diversidad de las caracteristicas de los frutos. Lo
anterior podra traducirse en la reduccién en los precios de
venta, y con ello, la reduccién en la rentabilidad del culti-
vo en la region; por ejemplo, en el mercado mexicano se
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prefiere la guayaba con colores de pulpa amarilla o crema
(Reyes-Muro et al., 2002).

Se vislumbran entonces tres posibilidades para la pro-
duccién de guayaba en la region de Calvillo, Aguascalien-
tes: 1) Inducir la homogenizacién de las huertas con mate-
rial genético certificado propagado asexualmente; 2) Esta-
blecer bloques de arboles con caracteristicas distintas entre
si, pero homogéneas dentro de bloques, para mantener
cierta diversidad en tipos de guayaba y que permite un
manejo similar en cada bloque; y 3) Mantener la diversi-
dad genética actual en las huertas y en las proximas a esta-
blecerse o ser renovadas, con la idea de mantener diferen-
tes opciones de produccion de acuerdo con el uso de cada
tipo de guayaba producida; por ejemplo, guayabas con
pulpa color rosa o salmén para uso industrial en la fabrica-
cioén de ates, dulces y jugos, y guayabas blancas, cremas y
amarillas para consumo en fresco en el mercado local o
nacional, con el consiguiente mantenimiento de los benefi-
cios de la diversidad en la huerta mencionados anterior-
mente.

CONCLUSIONES

Existen diferencias morfoldgicas significativas entre y
dentro de huertas de guayabo, en cuanto al color de pulpa
y forma de frutos, asi como en el genotipo RAPD de los
arboles, pues no se observé agrupamiento definido de ar-
boles con base en la huerta de origen.

Dicha diversidad morfologica y genética observada en
los arboles de guayaba de cuatro huertas de la regién de
Calvillo, Aguascalientes, es desfavorable para la uniformi-
dad y calidad de la produccién.
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