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Resumen

Las técnicas biotecnolégicas contribuyen positiva y significativamente en los programas de propagacién, conservacion y
mejoramiento de las especies vegetales. Dentro de éstas, el cultivo de tejidos, el desarrollo de mapas de ligamientos gené-
ticos y de QTLs y la deteccion de genes de interés han demostrado ser de gran utilidad para los mencionados propésitos.
En este sentido, se estandarizé una técnica para la multiplicacién in vitro de la forma silvestre de guayabo en tres fases de
cultivo: establecimiento, multiplicacién de propdgulos y enraizamiento. La misma constituye una via de utilidad para la pro-
pagacion, la conservacion de germoplasma y el mejoramiento genético en la especie. Ademas, se estandarizé un método
de conservacion a corto-mediano plazo. Por otra parte, se construyé un mapa de ligamiento genético para la especie em-
pleando marcadores AFLP y SSR. Los 11 grupos del mapa de ligamiento genético y los 50 QTLs relacionados con caracteres
vegetativos y de calidad interna y externa del fruto, constituyen el punto de partida para el clonaje de genes de interés agri-
cola y la implementacién futura de la seleccion asistida por marcadores en el guayabo. De igual forma, las 176 secuencias
candidatas a genes de resistencia (RGL) y del desarrollo de la planta (MADS-box y HOMEO-box) detectadas pueden ser de
gran utilidad en la saturacién del mapa de ligamiento referido, el estudio de la variabilidad presente en el cultivo, asi como
en la solucion de problemas relacionados con el rendimiento, la produccion y la resistencia a estrés biético y abidtico.
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Abstract

Biotechnologies contribute positively and significantly in the propagation, conservation and breeding programs of many
plant species. From them, tissue culture, linkage maps and QTLs detection for interesting genes have been proved to be
of great utility for these purposes. In this sense, a technique for in vitro multiplication of wild guava was standardized in
three culture phases: establishment, multiplication and rooting. This technique constituted a useful way for propagation,
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germplasm conservation and genetic breeding in the specie. A method for short-medium term conservation was also stan-
dardized. On the other hand, a genetic linkage map was constructed for the specie using AFLP and SSR markers. The 11
groups of the genetic linkage map and the 50 QTLs related with vegetative and internal/external fruit characters constitute
the starting point for genes cloning of agricultural interest and the future implementation of markers assisted selection in
guava. Also, the 176 candidate sequences for resistance-gene-like (RGL) and plant development (MADS-box and HOMEO-
box) genes detected can be of great utility in linkage map saturation, variability studies in this crop, as well as in the solution
of problems related with yielding and resistance to biotic and abiotic stresses.

Key words: in vitro, linkage map, QTLs, RGL, development genes, guava.
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Introduccién

Las técnicas biotecnoldgicas contribuyen positiva y
significativamente en los programas de propagacion,
conservacion y mejoramiento de las especies vegeta-
les, y el guayabo no constituye una excepcion. Dentro
de éstas, el cultivo de tejidos, el desarrollo de mapas
de ligamientos genéticos y de QTLs y la deteccion de
genes de interés han demostrado ser de gran utilidad
para los mencionados propositos.

El cultivo de tejido de plantas es una herramienta im-
portante tanto para estudios basicos como aplicados,
asi como para propésitos comerciales. Ademas de
contribuir a la propagacion acelerada de plantas, se
ha convertido en una técnica basica y ventajosa para
la biotecnologia moderna, incluyendo la produccién
de plantas transgénicas (Loyola, 2008). Dentro de la
familia Myrtaceae, se ha intentado establecer la propa-
gacion in vitro de diferentes frutales, entre los que se
encuentran especies del género Fucalyptus (Contreras
et al., 2008), Calycolpus moritzianus (Contreras et al.,
2008), Eugenia squarrosa Ekman & Urban y E. subdis-
ticha Urban (Montalvo et al., 2010); Psidium guajava
L. (Rodriguez et al.,, 1994; 1995; 1998; Concepcion,
2008), Psidium salutare (H. B. K.) Berg. (Sotolongo et
al., 1998) y Feijoa sellowiana Berg. (Oltramari et al.,
1988). La conservacion de germoplasma en el guaya-
bo se encuentra limitada generalmente a colecciones
de campo (Gonzdlez et al., 1996-97), aunque se han
desarrollado semillas sintéticas a partir de embriones
somaticos, lo que favorece la conservacion de la espe-
cie (Yadav et al., 2008).

Por otra parte, se ha referido que la principal aplicacion
de los marcadores moleculares en el mejoramiento de
las plantas esta vinculada a la construccion de mapas
genéticos y a la asociacion de QTLs, para la seleccion
indirecta del material vegetal a través de marcadores
ligados a un caracter de importancia econémica (Pers-
son, 2001). Recientemente se estableci6 el primer
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mapa de ligamiento en guayabo (Valdés-Infante et al.,
2003), el cual se ha seguido saturando con otros mar-
cadores de ADN y donde se han asociado caracteres
de importancia econémica (Valdés-Infante, 2009).

Ademas, durante las dltimas décadas, se ha hecho re-
ferencia a la deteccion de diferentes genes involucra-
dos en la resistencia y el desarrollo de las plantas para
algunos cultivos (Fonseca de Oliveira et al., 2005). La
identificacion de secuencias candidatas a estos tipos
de genes se ha referido recientemente en el guayabo
(Gonziélez et al., 2010).

El presente trabajo tiene como objetivo mostrar la uti-
lidad de herramientas biotecnolégicas tales como i) las
técnicas de cultivo in vitro; ii) los marcadores molecu-
lares para la construccion de mapas de ligamiento ge-
nético y de loci de herencia cuantitativa (QTLs); v (iii)
los arreglos (arrays) para la deteccién de secuencias
candidatas a genes de resistencia (RGL) y del desa-
rrollo de la planta (MADS-box y HOMEO-box), como
métodos complementarios para la propagacién, con-
servacion y mejoramiento del guayabo.

Técnicas de cultivo in vitro

El progreso de las técnicas de cultivo in vitro hacen
razonable el considerar al cultivo de tejidos como una
herramienta complementaria valiosa. De hecho, ya se
encuentra incluida en distintos niveles de los progra-
mas de mejoramiento de muchas especies de plantas
(Doré, 1987).

El cultivo de tejidos tiene dos papeles importantes en
los frutales: facilitar la multiplicacion de las plantas y
como via para la creacion de nuevas fuentes de varia-
bilidad genética en los cultivares existentes. Para esto
ultimo, la variacion somaclonal resulta de gran interés
(Mullins, 1987).
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La hibridaciéon convencional puede presentar barreras
naturales de compatibilidad sexual, lo cual limita su
uso. Tres tecnologias emergentes han demostrado su
potencial para superar estas limitaciones: el rescate de
embriones, la fusion de protoplastos y la introgresion
via transformacion de genes (Valdés-Infante, 2009).

Por otro lado, la alta variabilidad genética observada
en los cultivos in vitro; asi como las correlaciones que
se presentan en ocasiones con la respuesta “in vivo”
de un hospedero frente a la infestacion con un patége-
no, corroboran el uso de estas técnicas en los progra-
mas de mejoramiento encaminados a la bisqueda de
resistencia (Wenzel et al., 1987).

Dentro de la familia Myrtaceae, se ha intentado esta-
blecer la propagacion in vitro de diferentes frutales,
sin embargo, hay poca informacion referente a la
conservacion a corto-mediano plazo utilizando estos
métodos biotecnolégicos. En el guayabo, Yadav et
al, (2008) y Manoj et al., (2010a) han referido que el
desarrollo de semillas sintéticas puede ser empleado
en la propagacion, el almacenamiento a corto plazo;
asi como en el intercambio y distribuciéon de germo-
plasma, tomando como base los trabajos desarrolla-
dos por ellos en Estados Unidos. En este sentido, en
Cuba se han desarrollado algunos trabajos enfocados
mayormente a lograr algunos de los propdsitos men-
cionados anteriormente.

Tal es el caso de la determinacién hecha por Rodriguez
et al., (1999), de los medios de cultivo mas eficientes
que garantizan una conservacion a mediano plazo
del guayabo (tabla 1). El manejo de las sustancias que
componen el medio de cultivo ha sido eficaz para la
conservacion in vitro de frutales. La reduccion de los
macroelementos y la fuente de carbono a la mitad de

la concentracion original del medio de Murashige y
Skoog (1962), asi como el empleo de la cuarta parte
de la concentraciéon de reguladores del crecimiento
(Bencilaminopurina - BA y Acido 1 naftil acético - ANA)
propuestos por Rodriguez et al., (1999) para el esta-
blecimiento del cultivo in vitro de la especie, puede
prolongar el periodo de conservacion a seis meses a
la temperatura de 21°C. Gil et al., (1998) obtuvieron
resultados similares en la conservacion in vitro del cul-
tivar criollo de papayo (Carica papaya L.) en Cuba.

Por otra parte, las técnicas de micropropagacion son
utilizadas por los mejoradores de plantas como medi-
da de seguridad ante la pérdida de materiales vegeta-
les, para una rapida introduccion de nuevos genotipos
de interés, como un sistema eficiente y confiable para
la seleccion de caracteres cuya expresion es afectada
por el ambiente, asi como una forma econémica y facil
de mantener genotipos, entre otras (Doré, 1987).

El establecimiento in vitro de este frutal se ha caracte-
rizado por un bajo porcentaje de explantes asépticos
y un alto porcentaje de explantes necréticos; dado
posiblemente como consecuencia de la oxidacién
de compuestos fendlicos presente en los tejidos. En
Cuba, Rodriguez et al., (1999) detectaron que puede
disminuirse la oxidacion de los explantes utilizando
material etiolado y realizando el cultivo de los mismos
en la época de invierno. De igual forma, en Egipto,
Youssef et al., (2010) validaron la utilizacion de la sili-
cona para cubrir los explantes y sus extremos, como
método para prevenir la oxidacion por fenoles.

La edad de la planta y el tipo de explante, son facto-
res que pueden afectar el establecimiento in vitro de
este cultivo (Amin y Jaiswal, 1987; Ramirez y Salazar,
1997), lo cual se ha reportado también para otras es-

Tabla 1. Formulaciones empleadas para la conservacién in vitro de P. guajava L (Rodriguez et al., 1999). Medio basal de Murashige

y Skoog (1962).
Macro- L0 Vitaminas Sacarosa C.A LA
Trat. Nutrientes Nutrientes "N (mg/L)

o o (%) (%) (%)

(%) (%) BA ANA
1 50,0 100,0 100,0 15 0,0 0,25 0,025
2 50,0 100,0 100,0 15 1,0 0,25 0,025
3 50,0 50,0 100,0 15 0,0 0,25 0,025
4 50,0 50,0 100,0 15 1,0 0,25 0,025

C.A. Carbdn activado; BA: 6 bencil aminopurina; ANA: Acido 1 naftil acético
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pecies de frutales como por ejemplo la fresa (Fraga-
ria anannassa Duch. Guedes) (Litz y Conover, 1981).
El empleo de soluciones estériles antes y durante la
desinfeccion superficial, asi como su incorporacién al
medio de cultivo, posibilita en gran medida el control
de la oxidacion (Amin y Jaiswal, 1987; Collado et al.,
2002).

Por ejemplo, Ocampo y Nunez (2007), en Colombia,
han empleado el hipoclorito de sodio para reducir o
eliminar la contaminacién de los explantes una vez
inoculados en los medios de cultivo. De igual forma,
en Venezuela han evaluado el empleo del hipoclorito
de sodio o de calcio, cloruro de mercurio y el nitrato
de plata, unido al benomil y la rifampicina, para el con-
trol de los microorganismos contaminantes durante el
establecimiento in vitro de este cultivo y de Psidium
friedrichsthalianum (Berg) Nierdz (Ramirez y Salazar,
1998; Ramirez et al., 1999; 2000). En contraste, Liu y
Yang (2011) realizaron una desinfeccion inicial de los
explantes en solucién de peréxido al 15%, seguido de
su cultivo en medio Murashige-Skoog suplementado
con Polivinilpirrolidona (PVP), como uno de los méto-
dos que se emplean en Estados Unidos para disminuir
la carga contaminante.

En Cuba se han empleado diferentes antioxidantes
para solucionar este problema en Psidium salutare
(Delgado vy Froirian, 1994) y en Psidium guajava (Ro-
driguez et al.,, 1994, 1995; Concepcion et al., 2005).
Ademas, se han realizado estudios para determinar la
micobiota epifitica y los contaminantes fungosos pre-
sentes en las plantas a emplear como fuente de explan-
tes tanto en el guayabo como en otros representantes
de Myrtaceae (Acosta et al., 2002, 2007; Hernandez
y Gonzalez, 2010). Esta informacion es de gran valor
para la metodologia a emplear en la desinfeccion del
material de partida. Para el caso de la India, donde
también han partido de semillas como fuente explante,
se ha demostrado la efectividad de combinar solucio-
nes de peroxido y acidos fuertes como el clorhidrico
y el sulfidrico en la reduccién al 0% de los rangos de
contaminacion (Ali et al., 2012). Trabajos en China de-
sarrollados por Lee y Yang (1994) y Lee (1998) com-
binan la eleccion del material en determinada época
del afo, junto con la aplicacion de 4cido ascérbico y
acido citrico antes de la desinfeccién con hipoclorito
de sodio, como alternativas para el control de la con-
taminacion por hongos durante el establecimiento in
vitro del guayabo.

Por otra parte, se ha informado que el origen topofi-
sico del explante influye sobre la oxidacion del tejido
vegetal, ya que en el guayabo se ha detectado menor
cantidad de fenoles totales cuando provienen de bro-

tes de raices con respecto al resto de la planta (Con-
cepcion et al., 2005; Concepcidn, 2008).

Respecto al tipo de explante, se ha logrado establecer
la propagacion in vitro de este frutal a partir de plan-
tas jovenes de semillas e injertadas (Loh y Rao, 1989;
Rodriguez et al.,, 1994; 1995; 1998; Mohamed et al.,
1995); asi como de plantas adultas (Amin y Jaiswal,
1987; Manoj et al., 2010a; Liu y Yang, 2011; Mora,
2012) en paises como Cuba, Estados Unidos, India
y Costa Rica. Para ello, se han utilizado brotes apica-
les y explantes nodales; sin embargo, los ultimos han
mostrado un mejor comportamiento, debido posible-
mente a la ausencia de dominancia apical, a que las
yemas axilares se encuentran en estado de desarrollo
mas avanzado y a que los brotes apicales sean mas su-
ceptibles a dafos durante el proceso de desinfeccion
superficial (Amin y Jaiswal, 1987).

De igual forma, Rodriguez et al., (1999) resaltaron
la efectividad de los medios suplementados con 1,0
mg/L de BA; 1,0 mg/L de BA + 0,3 mg/L de AIA (4cido
indolacético); 1,0 mg/L de BA + 0,5 mg/L de AIA 6
1,0 mg/L de BA + 0,1 mg/L de ANA para el estableci-
miento del cultivo in vitro en el guayabo. Estos resul-
tados coinciden con los obtenidos por Amin y Jaiswal
(1987) en esta especie y con Sotolongo et al., (1998)
en Psidium salutare. Loh y Rao (1989) sefalaron que
en plantas en estado juvenil cultivadas in vitro, las con-
centraciones mas adecuadas son las de 0,1 mg/L de
BA para brotes apicales y 0,5 mg/L del regulador para
explantes nodales. Las respuestas diferenciadas a la
concentracion de reguladores pueden deberse al tipo
de explante, a las condiciones de cultivo de las plantas
donadoras y al grado de juventud.

A su vez, durante la fase de enraizamiento in vitro, se
obtienen buenos resultados cuando al medio basal MS
diluido a la mitad de su concentracién original se le
anaden concentraciones bajas de auxinas (0,2 mg/l).
La adicion de carbén activado a razéon de 1 g/L tam-
bién incrementa el porcentaje de enraizamiento vy fa-
vorece el crecimiento de las raices (Rodriguez et al.,
1999).

En Cuba se han puesto a punto métodos para la micro-
propagacion del cultivar “Enana Roja Cubana” (Pérez
et al., 2002), asi como la técnica de embriogénesis so-
matica a partir de embriones cigéticos utilizando, in-
cluso, sistemas de inmersion temporal (Vilchez, 2001;
Vilchez et al., 2002; Concepcion et al., 2004; Concep-
cion, 2008; Kessel, 2008). Igualmente, Chowdhury y
Yadav (2008), Manoj et al. (2010 a y b), Manoj et al.,
(2012) y Madhu et al., (2011) promueven la micropro-
pagacion y la embriogénesis somatica como métodos
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complementarios a emplear en la conservacion, pro-
pagacion y mejoramiento de este cultivo en la India. A
su vez, en Colombia, se ha validado la organogénesis
directa a partir de segmentos nodales como una for-
ma de propagacion clonal in vitro de accesiones élites
(Ocampo y Nunez, 2007); mientras que en México se
indujo la formacién de callos organogénicos a partir
de hojas, hipocatilos y embriones, siendo las hojas las
de mejores resultados (Beas y Batista, 2010). De igual
forma, en Estados Unidos Yang et al., (2005) han traba-
jado en el establecimiento de un protocolo eficiente
que permita la regeneracion in vitro de callos embrio-
génicos de guayabo. Esta linea de trabajo, basada en la
embriogénesis somatica, también ha sido desarrollada
en Brasil por Ferreira y Yoshimitsu (2009) a partir de
semillas inmaduras de cultivares élites.

Por otra parte, Hao (2008) y Hao et al., (2009) realiza-
ron un estudio sobre la tolerancia a las bajas tempera-
turas y la aclimatacion al frio de genotipos de guayaba,
teniendo en cuenta que la temperatura constituye la
principal limitante para ampliar la comercializacion de
este frutal a otras regiones menos tropicales. Basado
en estos resultados, Biswas et al., (2004, 2007) han
empleado el cultivo in vitro como herramienta para la
bidsqueda de tolerancia al frio en el guayabo mediante
transformacion genética. El objetivo fundamental de
este trabajo es disminuir los costos que representan el
cultivar este frutal en casas de cultivo en regiones con
un clima templado. El experimento consistié en eva-
luar la transferencia de los genes CBF1, CBF2 y CBF3,
relacionados con la tolerancia al frio, mediante la trans-
formacién con Agrobacterium tumefaciens en tejidos
de plantas de guayabo. Para esto emplearon vectores
plasmidicos con marcadores para genes de resistencia
a antibidticos y el gen GUS para confirmar la eficiencia
de la transformacion. Las plantas mostraron resistencia
al marcador para antibiético seleccionado, lo que indi-
ca que estos genes fueron transferidos al genoma del
guayabo y habla a favor de la efectividad del método
empleado.

De igual forma, Zamirl et al., (2009) combinaron la in-
duccion de mutaciones con el cultivo in vitro como
uno de los métodos a emplear para el mejoramiento
genético de caracteristicas con interés comercial en
el guayabo. Esto permite disminuir el tiempo, la la-
boriosidad, los recursos a utilizar y el personal invo-
lucrado en el mejoramiento de los frutales perennes
por métodos clasicos. El estudio incluye el andlisis de
la sensibilidad de segmentos de tallo, brotes lefiosos
y semillas desarrolladas in vitro a diferentes dosis de
radiacion. Las semillas provenientes de los frutos irra-
diados (M1) fueron sembradas y su descendencia fue
evaluada también (M2). Para estas ultimas se detecto

variacion en un grupo de caracteristicas de interés co-
mercial que fueron mejoradas a partir de la utilizacion
de este método biotecnoldgico para complementar el
mejoramiento clasico de este frutal.

En la actualidad, el establecimiento y estandarizacion
de protocolos in vitro con tejidos de alta respuesta de
regeneracion en especies lefosas se considera funda-
mental para procesos de micropropagacion masiva y
para facilitar la tecnologia de transformacion genética
(Ocampo y Nunez, 2007).

Marcadores moleculares para la construccién
de mapas de ligamiento genético y de loci de
herencia cuantitativa (QTLs)

Muchos de los caracteres de mayor interés agronémi-
co son de naturaleza cuantitativa y su control genético
esta determinado por mdiltiples loci con distintos efec-
tos y con complejas interacciones genéticas y ambien-
tales. Por ello se hace necesaria, como herramienta
basica de trabajo, la generacion de muiiltiples pobla-
ciones segregantes para los caracteres de interés y la
construcciéon de mapas genéticos. Estos mapas son
imprescindibles en el caso de caracteres cuantitativos
y absolutamente necesarios cuando se quiere cono-
cer la localizacion cromosomica y el efecto relativo de
cada uno de los genes responsables de estos caracte-
res (Valdés-Infante, 2009).

Un mapa de ligamiento genético es una representa-
cion grafica del ordenamiento de los innumerables
loci detectados tanto por marcadores morfolégicos,
bioquimicos, como moleculares basados en el ADN a
lo largo del cromosoma. La distancia entre los loci es
expresada en centimorgan (cM), el cual representa la
frecuencia de recombinacion entre los loci (1cM=1%
de recombinacién) (Sunil, 1999).

El desarrollo de la Biologia Molecular en los dltimos
anos ha generado mudiltiples marcadores moleculares
con los que saturar rapidamente un mapa genético.
Para abordar la construccion de los mapas genéti-
cos se dispone de numerosas clases de marcadores
moleculares. Los marcadores dominantes, como los
RAPD (Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar) y
los marcadores de alta eficacia como los AFLP (Poli-
morfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados),
permiten el andlisis de un elevado nimero de loci por
experimento sin requerir informacion previa sobre su
secuencia, constituyendo una herramienta clave para
la construccién, de forma rapida, del armazén de los
mapas genéticos en el que se localizan los marcadores
codominantes; asi como en la saturacion de regiones
gendmicas de interés (Grando et al., 2000).
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Por otro lado, los marcadores codominantes como
RFLP (Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos
de Restriccion), SSR (Secuencias Simples Repetidas),
CAP (Polimorfismo de la Restriccion Aleatoria), EST
(Secuencias Blanco Expresadas) y SNP (Polimorfismo
de Nucledtidos Simples), aunque analizan un sélo lo-
cus por experimento, son mas informativos al permitir
diferenciar las variantes alélicas de los loci analizados.
Sin embargo, para su desarrollo se precisa conocer la
secuencia y, por lo tanto, son menos numerosos que
los dominantes. Conjuntamente con los marcadores
dominantes comunes para ambos progenitores (segre-
gacion 3:1), permiten identificar grupos de ligamiento
homélogos entre los mapas de ambos parentales (Ca-
bezas et al., 2001).

La Seleccion Asistida por Marcadores (MAS) esta basa-
da en el concepto de que es posible inferir la presen-
cia de un gen a partir de la presencia de un marcador
que esté estrechamente ligado al gen de interés (Sunil,
1999). Para cumplimentar este objetivo, es necesaria
la saturacion de las regiones del mapa de ligamiento.
La saturacion es un término relativo y el grado de sa-
turacion depende del propdsito para el cual se cons-
truy6 el mapa. El grado de saturacion es la proporcién
del genoma que sera cubierta por los marcadores, a
una densidad tal que el maximo de separacion entre
los marcadores moleculares no sea mayor que unos
cuantos cM (Sunil, 1999).

En los programas de mejoramiento de especies peren-
nes como la mayoria de los frutales, la estrategia de
mapeo utiliza el pseudocruzamiento prueba o pseu-
doretrocruzamiento en dos sentidos, el cual involucra
a una progenie F1 debido a la dificultad de obtener
generaciones avanzadas. La técnica aprovecha el ele-
vado nivel de heterocigosidad que muestran algunas
especies para construir mapas genéticos estudiando la
segregacion de marcadores en progenies F1. Esta ge-
neracion F1, derivada del cruce controlado entre dos
plantas, se asemeja a una progenie F2 o a un retro-
cruzamiento de los modelos clasicos de los cultivos
anuales. Se denomina pseudocruzamiento prueba en
dos sentidos porque permite obtener, de forma simul-
tanea, los mapas genéticos de ambos progenitores,
empleando marcadores que segregan 1:1 en la pro-
genie, 0 sea, presentes en heterocigosis en uno de
los progenitores y ausentes en el otro (Cabezas et al.,
2001; Siviero et al., 2002).

Aunque muchas de las investigaciones iniciales sobre
mapeo genético han sido desarrolladas en especies ce-
reales, estas técnicas pueden tener un gran impacto en
los programa de mejora de especies frutales; los cuales
presentan, entre sus principales limitaciones, el largo

periodo juvenil que extiende por un buen ndmero de
anos la evaluacion de caracteres importantes del fruto
y del desarrollo de la planta (Moore y Durham, 1992;
Clegg et al., 2004; Graham et al., 2004; Sanchez-Pérez
et al., 2004).

Por otra parte, una aplicacion directa de los mapas de
ligamiento genético ha sido el seguimiento de genes
con importancia econémica a través de marcadores
moleculares. Caracteres tales como productividad,
calidad, maduracién y resistencia a estrés biotico y
abidtico estan controlados por un ndmero relativa-
mente grande de loci, cada uno de los cuales tiene
una pequefa contribucion positiva o negativa al valor
fenotipico final del caracter. Estos loci son llamados
“loci de caracteres cuantitativos” (QTLs, Quantitative
Trait Loci); los cuales muestran una variaciéon continua
en el fenotipo y son llamados caracteres poligénicos,
debido a que la expresion fenotipica final esta deter-
minada por la variaciéon genética en un gran nimero
de loci que son modificados por efectos ambientales
(Sunil, 1999).

El objetivo del mapeo genético es identificar marcado-
res con herencia simple que se encuentren muy cerca-
nos a los factores genéticos que afectan los caracteres
cuantitativos, o sea, a los QTLs (Ochieng et al., 2007).
Con los marcadores moleculares es posible asignar
una posicion en el cromosoma a los QTLs individual-
mente, determinar el tipo y la magnitud del efecto de
cada QTL e incluso cual parental posee el alelo positi-
vo (Sunil, 1999). Esta localizacion esta basada en crear
una asociacion estadistica entre el marcador y el QTL,
proceso que detecta esta asociacion en funcion de la
distancia entre el marcador y el QTL (Ochieng et al.,
2007). La habilidad de encontrar una relacién entre un
QTL y un marcador molecular depende de la magni-
tud del efecto del QTL en el caracter, el tamafo de la
poblacion evaluada y la frecuencia de recombinacion
entre el marcador y el QTL (Cummins, 2005; Malm-
berg y Mauricio, 2005).

La identificacion y utilizacion de estos marcadores aso-
ciados a caracteres de interés agrondomico permitird
la evaluacién precoz y la seleccion de individuos por-
tadores del caracter deseado (Clegg et al., 2005). Por
otro lado, las regiones del genoma donde se localizan
los loci responsables de dichos caracteres y los marca-
dores asociados a los mismos, constituyen el punto de
partida para iniciar el clonaje posicional de genes que
controlan estos caracteres mediante saturacion de la
region que contiene el gen con marcadores flanquean-
tes. Una vez identificados y caracterizados, estos ge-
nes pueden emplearse en estrategias de ingenieria
genética para introducir dichos caracteres en especies
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heterocigotas y mantener la combinacion génica de los
genotipos de interés (Georgiady et al., 2001).

Estudios de este tipo se han desarrollado en algunos
miembros de la familia a la cual pertenece el guayabo
(Myrtaceae), tales como los géneros Eucalyptus (Bun-
dock et al., 2000; Morana et al., 2002; Brondani et al.,
2006; Myburg et al., 2004; Grattapaglia et al., 2012) y
Corymbia (Shepherd et al., 2008). Para el caso especifi-
co del guayabo, los trabajos realizados que involucran
la aplicacién de esta herramienta moderna para asistir
los programas de mejoramiento clasicos son limitados.

Valdés-Infante et al., (2003) reportaron el primer mapa
de ligamiento desarrollado para el guayabo basado en
la utilizacion de los marcadores moleculares AFLP y en
la caracterizacion de parentales y descendientes del
cruce ‘Enana Roja Cubana’ x ‘N6’. El mismo contenia
11 grupos de ligamiento que probablemente se corres-
pondan con el nimero de cromosomas haploide de la
especie, una longitud total de 1349cM y 15 QTLs de-
tectados para caracteres vegetativos. Posteriormente,
se incrementd el ndmero de combinaciones de ceba-
dores AFLP empleadas a 48 y se desarroll6 un segun-
do mapa que contenia 220 marcadores mapeados,
una longitud total de 1379cM y 21 QTLs relacionados
con caracteres del fruto (Rodriguez et al., 2005).

Esfuerzos adicionales enfocados a continuar con la sa-
turacion del mapa establecido conllevaron al uso no
s6lo de marcadores AFLP sino también de microsatéli-
tes para establecer homologias entre los mismos. Esto
permiti6 mapear un total de 393 marcadores AFLP y
SSR, para una longitud de 1983cM, y 50 QTLs identi-
ficados para caracteres vegetativos y del fruto (Rodri-
guez et al., 2005; Valdés-Infante, 2009) (figura 1).

Recientemente, se ha trabajado en el desarrollo de
otros dos mapas de ligamiento para los cruces ‘Enana
Roja Cubana’ x ‘Suprema roja’ y ‘Enana Roja Cubana’ x
‘Belic L-207’, basados en marcadores AFLP y SSR. Esto
tiene como objetivo identificar marcadores comunes
que permitan homologar grupos de ligamiento para
la construccion futura de un mapa integrado para la
especie. Para esto se han referido combinaciones de
cebadores SSR que pueden ser de utilidad para lograr
este proposito (Ritter et al., 2010a).

También se han detectado QTLs para los tres cruza-
mientos de guayabo realizados en el 2001 en Cuba.
La localizacién de los mismos en los respectivos ma-
pas de ligamiento constituye un reflejo de las corre-
laciones detectadas entre los caracteres analizados e
incluso estan cercanos a marcadores SSR, lo que ga-
rantizara un proceso de seleccién mas eficiente du-

rante la implementacion futura de la seleccion asistida
por marcadores para este cultivo (Ritter et al., 2010b).

En este sentido, en la India también se han realizado
trabajos similares. Tal es el caso del estudio realizado
por Padmakar (2012) con marcadores SSR tomando
como base dos genotipos de guayabo con diferencias
contrastantes para un grupo de caracteres de interés
comercial. Como resultado, se desarroll6 un mapa de
ligamiento que puede ser utilidad para la identificacion
de QTLS, el clonaje posicional y la identificacion de
marcadores ligados a caracteres de importancia para
el mejoramiento y la produccién.

Arreglos (arrays) para la deteccién de
secuencias candidatas a genes de resistencia
(RGL) y del desarrollo de la planta
(MADS-box y HOMEO-box)

La hibridacion de arreglos (macro y microarrays) de
ADN se ha convertido en una herramienta poderosa
para la evaluacion de cientos de genes simultanea-
mente, en diferentes tejidos u érganos y bajo distintos
estimulos. Esto permite contar con un analisis general
del perfil de expresion diferencial de los genes en un
tejido especifico y en un momento o condicion dado
(Golkary et al., 2007).

Existen referencias en la literatura acerca de la corre-
lacion que se establece entre el patrén detectado por
los arreglos y los resultados observados en algunos
métodos utilizados para chequear la presencia de se-
cuencias de ADN o ARN (Félix et al., 2002). Tal es el
caso de la técnica de Southern-blot, la cual se emplea
de forma rutinaria en la Biologia Molecular para con-
firmar la presencia de una secuencia de ADN en una
muestra de ADN (Mergaert et al., 2003).

Durante las dltimas décadas, se ha hecho referencia en
la literatura a la deteccion de algunos genes involucra-
dos en la resistencia y el desarrollo de las plantas para
algunos cultivos (Liu y Ekramoddoullah, 2003; Hake et
al., 2004; Fonseca de Oliveira et al., 2005). Los genes
MADS-box y los HOMEO-box codifican para regulado-
res transcripcionales de funciones biolégicas diversas e
importantes. En las plantas, los genes MADS-box regu-
lan el desarrollo de la flor, el fruto, la hoja y las raices;
mientras los HOMEO-box actian como interruptores
que determinan el destino de una célula, su crecimien-
to y desarrollo (Alvarez-Buylla et al., 2000). Por otra
parte, el conocimiento de la base genética relaciona-
da con los genes que confieren resistencia a plagas y
enfermedades puede contribuir a elevar la efectividad
de los programas de mejoramiento (Richter y Ronald,
2000).

La biotecnologia como herramienta para la propagacién, conservacién y el mejoramiento genético del guayabo 13



Figura 1. Mapa de ligamiento reportado para el guayabo, basado en marcadores AFLP y SSR (Valdés-Infante, 2009).
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En este sentido, Gonzalez et al., (2010) detectaron un
total de 117 clones positivos para secuencias RGL, 37
para MADS-box y 22 para HOMEO-box en el guayabo
con la utilizacién de los macroarreglos y sondas hetero-
logas para la identificacion de estos genes. El nimero
de clones positivos detectados sugiere la existencia de
cierto grado de diversidad para estos tipos de secuen-
cias en este frutal. Los perfiles de Southern- blot con-
firmaron lo observado por macroarreglos y mostraron
multiples bandas, como era de esperar teniendo en
cuenta que éstas son familias multigénicas (Mergaert
et al., 2003). Resultados similares se han observado en
otros representantes de Myrtaceae, como los pertene-
cientes al género FEucalyptus (Leland y Podila, 2004).

Estas 176 secuencias candidatas a genes RGL, MADS-
box y HOMEO-box pueden ser utilizadas como sondas
para identificar la presencia de otros genes de este
tipo en el género e incluso en la misma familia. Tam-
bién pueden ser convertidas en marcadores molecula-
res para ser utilizados en una futura seleccion asistida
por marcadores en el guayabo, e incluso en el clonaje
de nuevos genes, elevando de esta forma la eficien-
cia del programa de mejoramiento para este frutal. La
utilidad de estos cebadores debe ser evaluada en el
futuro en las tres poblaciones de mapeo empleadas en
la construccién y saturacion del mapa de ligamiento y
la asociacion a QTLs (Valdés-Infante et al., 2003; Rodri-
guez et al., 2005; Valdés-Infante, 2009).

A su vez, el conocimiento del funcionamiento de estos
genes contribuye a estudiar los procesos del desarrollo
responsables de la gran diversidad de formas encon-
tradas en las especies de plantas. Esto puede conllevar
a la mejora en caracteres de interés comercial como
tiempo de floracion y de cosecha, altura de la planta,
forma del fruto, nimero de semillas, entre otros. Res-
pecto a esto, Gonzalez et al., (2010) observaron, en
la coleccion cubana de guayabo caracteristicas, feno-
tipicas similares a las que se refieren para genotipos
mutantes de genes MADS-box y HOMEO-box en Ara-
bidopsis thaliana. Los mismos mostraron diferencias
en cuanto a caracteristicas relacionadas con la flor,
la hoja, el fruto y la altura de la planta. Es necesario
realizar estudios posteriores con estas accesiones para
corroborar que estas variaciones estan relacionadas
con el posible patrén de expresion de estos genes en
la especie.

Por otra parte, también se han dado los primeros pa-
sos para la deteccion de genes o proteinas de interés
en esta especie, con vistas a una futura transformacion
genética que involucre no sélo el mejoramiento de un
grupo de variables sino también para la resistencia a
estrés biodtico y abidtico. Tal es el caso en México de

Hernandez et al., (2011); los cuales realizaron la carac-
terizacion de genes relacionados con la sintesis de me-
tabolitos secundarios de interés farmacéutico en hojas
de guayabo. Esta planta tiene mudltiples funciones de
utilidad para la medicina, por lo que esta es una linea
de trabajo que comienza a explotarse para la busque-
da de bioproductos.

De igual forma, Agliero et al., (2003) refirieron el ais-
lamiento de un fragmento del ADNc ACC Oxidasa
expresado durante la maduracién del fruto del culti-
var ‘Enana Roja Cubana’. Esta enzima es clave en la
biosintesis del etileno, razon por la cual dicha enzima
se selecciona para silenciar su actividad utilizando la
tecnologia del ARN antisentido unida a la transforma-
cion genética. El trabajo muestra por primera vez el
aislamiento y la secuenciaciéon de un fragmento de
ADNCc ACC oxidasa a partir de frutos maduros de gua-
yaba enana con la perspectiva de ser usado para el
futuro control de la biosintesis de etileno en frutos de
este cultivo. Esto constituye un aspecto de gran impor-
tancia si se tiene en cuenta que el guayabo es un fruto
climatérico y de muy corta vida de anaquel, lo que
dificulta las labores de poscosecha y comercializacion
(Valdés-Infante, 2009).

A su vez, Hao et al., (2009) determinaron la acumu-
lacion de cuatro proteinas (69, 48, 23.5 y 17.4 kDa)
en respuesta a las bajas temperaturas y dos proteinas
(17.4 y 16 kDa) en respuesta al estrés por sequia du-
rante un estudio sobre tolerancia y aclimatacion al frio
en Estados Unidos. Se pudo identificar una proteina
en comun (17.4 kDa) que se manifiesta tanto para la
tolerancia al frio como al déficit hidrico, lo que sugiere
que estos son procesos multifactoriales que involucran
cambios fisiolégicos y bioquimicos complejos y que,
ademas, se solapan en su respuesta (Hao et al., 2009).

Otro tanto fue referido por Manoj et al.,, (2010) en
un estudio, en la India, de regeneracion de plantas
de guayaba a partir de embriones desarrollados bajo
condiciones de estrés a salinidad. En este caso, se pro-
dujo la acumulacién de los aminodacidos Prolina y
Glicina a medida que aumentaban los niveles de sal
en el medio, lo que sugiere que pueden jugar un papel
importante en el ajuste osmético de plantas de guaya-
bo sometidas a este tipo de estrés abidtico (Manoj et
al, 2010).

Respecto a esta misma temdtica, en Venezuela se co-
mienzan a dar también los primeros pasos relaciona-
dos con la puesta a punto de la metodologia para el
clonaje del gen que codifica para la enzima hidrope-
roxidoliasa, vinculada al olor de la fruta de guayaba
(Valecillos y Fermin, 2010).
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Muchos son los retos a los cuales se enfrenta en la
actualidad el cultivo del guayabo en el mundo, relacio-
nados fundamentalmente con la mejora en caracteres
de interés y la tolerancia a estrés bidtico y abiético que
limitan su comercializacién a gran escala. Los métodos
convencionales de mejoramiento tienen sus desventa-
jas y barreras debido a la naturaleza altamente hetero-
cigota de esta especie y el largo periodo juvenil que
presenta por ser un frutal perenne, entre otras razones.
Lo comentado en el presente trabajo pone de mani-
fiesto la utilidad de las herramientas biotecnoldgicas
como complemento para elevar la eficiencia en los tra-
bajos de propagacion, conservaciéon y mejoramiento
en el guayabo.

Conclusiones

La inclusién de las técnicas de cultivo in vitro en el pro-
grama de mejoramiento del guayabo permitira elevar
la eficiencia en la propagacion, la conservacion vy el
desarrollo de nuevas fuentes de variabilidad con resis-
tencia a estrés bidtico y abidtico.

La construccion de mapas de ligamiento y la asocia-
cion a QTLs mediante la utilizacién de los marcadores
moleculares garantiza la reduccién en recursos, tiem-
po y personal involucrados en la seleccién de genoti-
pos élite en el guayabo.

Los andlisis de expresion basados en arreglos y las hi-
bridaciones de ADN con sondas heterélogas sobre ge-
notecas permiten la deteccién de mudiltiples secuencias
de genes de interés en el guayabo, facilitando de esta
forma los trabajos de mejoramiento en el cultivo.
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