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RESUMEN

RESUMEN.

Introduccion. El gran nimero de habitantes en el mundo que utilizan a las plantas
medicinales como recurso para solucionar sus problemas de salud, atrae la atencién
de instancias gubemamentales e internacionales que establecen métodos de control
de calidad para garantizar su seguridad y eficacia. Los documentos oficiales
reconocen como pruebas de autenticidad, a las de identificacion taxonomica y de
compuestos quimicos que son caracteristicos de la especie; sin embargo, en afios
recientes se estdn empleando marcadores de ADN para la identificacion de la
especie y discriminacion de aduiterantes. Entre los marcadores de ADN se
encuentran los del tipo RAPD, RFLP, AFLP, secuencia especifica y microsatelital. La
hoja de guayaba (Psidium guajava L.} ampliamente cultivada en México, se utiliza
popularmente en et tratamiento de trastomos estomacales y estudios clinicos
recientes demuestran su eficacia en el tratamiento del sindrome de colon irritable.

Planteamiento del problema. Debido a la escasa informacion genética existente de P.

guafava, el presente trabajo se enfocé en la obtencion de marcadores genéticos que
se relacionen con la acumulacion de quercetina y permitan la autentificacion de la
especie, como una herramienta en el control de calidad en el desarrollo de
fitofarmacos. Hipdtesis. Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de
P. guajava cultivados en diferentes estados de la Repubiica Mexicana estan
asociadas a la acumulacién de flavonoides mientras que las regiones conservadas lo
estan con la identificacion de la especie. Objetivos. a) Caracterizar las variaciones u
homologias de secuencia en segmentos tipo RAPD provenientes del ADN genémico

~ de P. guajava L.; b) Obtener la distribucién de la frecuencia alélica de diferentes
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muestras de P. guajava L. a partir de la construccion de una biblioteca gendmica de

loci microsatélite de la clase dinucleétida. Materiales y Métodos. Retofios limpios se

colectaron en 40 arboles en cuatro estados de la Republica Mexicana. El material
vegetal se procesd para obtener por un lado un extracto metandlico hidrolizado para
la cuantificacién de quercetina por HPLLC usando columnas RP-18 y un detector
PDA, y por otro lado se obtuvo ADN gendmico. En éste se amplificaron regiones
aleatorias tipo RAPD con seis oligonucledtidos de 10-mer {(Amersham Bioscience,
UK), v por ofra parte se fracciond con enzimas de restriccion de acuerdo a lo
informado previamente. Los amplificados aleatorios RAPD se analizaron y
correlacionaron con fa acumulacién de quercetina total, mientras que los fragmentos
RFLP se hibridaron con sondas (GT)s bictiniladas, para capturar fragmentos con
secuencias dinucledtidas repetidas. Las bibliotecas tipo RAPD y microsatelitales, se
clonaron, secuenciaron, analizaron y de acuerdo con esto se disefiaron
oligonucledtidos especificos. Los marcadores de ADN seleccionados se utilizaron en
la autentificacion de la especie y discriminacion con otras plantas morfologicamente
semejantes. Resultados. Los estados seleccionados producen el 84% de |la guayaba
que se cultiva en México. Las muestras de Aguascalientes mostraron la mayor
acumulacién de quercetina total en primavera, pero en el estado de México se
encontrd un arbol con la mayor acumulacion de quercetina total. Las otras muestras
de los estados de Querétaro y Michoacan tuvieron valores inferiores. En el
ampiificado aleatoric RAPD se usaron seis oligonucleétidos para generar 91
amplificados con una homologia entre 74 y 100% entre los individuos. El

~ oligonucledtido 1 gener¢ dos amplificados polimérficos de 560 y 610pb diferenciando
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los patrones de bandeo 1a, 1b y 1c¢; el 2 mostré un amplificado polimérfico de 370pb
con lo gue se diferenciaron los patrones 2a y 2b; el 3 dié un amplificado polimérfico
de 690pb que distingue los patrones 3a y 3b; el 4 generd dos amplificados
polimdrficos de 460 y 480pb diferenciando los patrones de bandeo 4a, 4b y 4c, y los
oligonuclettidos 5 y 6 mostraron un solo patron de bandeo cada uno. El aumento en
la acumulacion de quercetina se correlaciona con la presencia de Ios patrones de
bandeo 1a y 2a con 4¢. De las bibliotecas se obtuvieron 36 secuencias; 5 de ellas
con microsatelites dinucledtidos; una similar en un 91% a Arabidopsis thaﬁana_y se
logrd disefiar oligonucledtidos especificos para 22 secuencias de P. guajava. Se
establecieron las condiciones de amplificacion para 11 secuencias usando 10 ng de
ADN genomico y 1 mM MgCl. o para 12 secuencias usando 5 ng de ADN gendmico y
1.5 mM MgCl;. Cinco de las secuencias seleccionadas fueron exclusivas para P.

guajava. Conclusiones. El marcador quimico de quercetina, permiti¢ identificar a los

individuos del estado de Aguascalientes en primavera como los de mayor
acumulacién de quercetina. Los marcadores genéticos tipo RAPD 1a y 2a con 4¢ se
correlacionan con un aumento de quercetina con un valor LoD de 9.498 (p<0.05). En
la autentificacion de la especie los marcadores 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 y 5.5 fueron
especificos para P. guajava, permitiendo discriminar ia guayaba de otros individuos

taxondmicamente similares de la familia Mirtacea.



ABSTRACT

ABSTRACT.

Introduction. People around the world use medicinal plants to attend their health
problems so government and international institutions are now taking attention in
quality control methods to guarantee the security and efficiency of plant drug material,
avoiding the incorporation of related species that lack the active compound or
intrinsically have inhibitory compounds. Official guidelines recognize taxonomic
identification and chemical fingerprinting with authenticity tests; however RAPD,
RFLP, AFLP, specific-sequence and microsatellital DNA markers are used on species
identification and adulterant discrimination in basic preparative research projects.
Guava (Psidium guajava L.) leaf is an extensive crop in Mexico and it is used in
abdominal disorders, and recently in the treatment of irritable bowel syndrome.
Justification. Due to limited genetic information of P. guajava, the purpose of this work
was to identify genetic markers related to quercetin accumulation and that aliow the
authentication of this species to be used in the development of phytodrugs, as a tool
of quality control. Hypothesis. Some genetic variations between individuals of P.
guajava cultivated in different states from Mexico are associated with a variation in
the accumulation of flavonoids while conserved regions are associated with the
identification of the species. Objectives. a} To characterize varieties or homologies in
RAPD fragments sequences from P. guajava DNA; b) To obtain a dinucleotide

microsatellite genomic library from P. guajava L. Material and methods. Young clean

leaves of 40 trees where collected from four Mexican states and processed for DNA
genomic and quercetin extraction. The raw material was used to obtain a methanglic

~ hydrolyzed extract for quercetin quantification by the HPLC technique using RP-18
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columns and a PDA detector. On the other hand, it was used for DNA extraction,
amplification of random DNA regions by the RAPD technique using 10-mer primers,
and to obtain DNA fragments with restriction enzymes. RAPD analysis was éorrelated
with high quercetin accumulation. RFLP fragments were hybridized with biotilinated
tandem sequences. RAPD and microsatellites library were cloned, sequenced,
analyzed and specific primers were designed. DNA markers were used in
authentication and discrimination from other morphologically alike species. Results.
Selected states account for 84% of the guava fruit production in Mexico. Spring
samples collected from Aguascalientes showed a high quercetin accumulation, but
one individual sample from the state of Mexico had the highest. Six decamer
commercial RAPD primers generated a total of 91 fragments, sharing 74 — 100% of
bands among collected trees. The oligonucleotide 1 amplified twb polymorphic
segments of 560 and 610 bp to recognize the 1a, 1b and 1¢ banding patterns,
aligonuclectide 2 amplified one polymorphic segment of 370 bp to recognize the 23,
and 2b banding patterns, oligonucleotide 3 amplified one polymorphic segﬁent of 680
bp to recognize the 3a and 3b banding patterns, oligonucleotide 4 amplified two
polymorphic segments of 460 and 480 bp to recognize the 4a, 4b and 4c¢ banding
patterns, oligonucleotides 5 and 6 amplified a pattern band each. Quercetin
accumulation increase was correlated between 1a and 2a with 4¢ pattern bands.
Thirty-six sequences were obtained from genomic libraries, five of them with tandem
regions, one with a similarity of 91% with Arabidopsis thaﬁana,_ and only 22
sequences were viable for specific primer design. Ampiified conditions were

developed for 11 sequences using 10 ng of genomic DNA and 1 mM MgCl, or 12
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sequences using 5 ng of genomic DNA and 1.5 mM MgCl,. Five fragments were
specific for P. guajava. Conclusions. The chemical marker quercetin ailowed the
identification of individuals from Aguascalientes state in spring with the highest
accumulation of quercetin among selected regions. The banding patterns 1a and 2a
with 4c are correlated with an increase of quercetin with a LoD value of 9.498
(p<0.05). In the authentication of species markers 1.A, 4.1, 4.3, 5.8 and 5.5 amplified
for P. guajava, allowing to discriminate against guava from others individuals

morphologically similar.

11
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION.

1.1. Control de calidad de las plantas medicinales.

Actualmente las plantas medicinales tienen gran importancia por su aplicaéién en fa
medicina alternativa, captando la atencién de instancias internacionales como la
Organizacién Mundial de la Salud que sefiala que el 80% de la poblacion de paises
en desarrollo resuelve sus problemas de salud por esta via (Romero-Cerecero y
cols., 2004); con ello, se ha incrementado de igual forma el niumero de remedios
herbolarios y medicamentos elaborados a partir del material vegetal o sus extractos.
La demanda del material vegetal ha inducido el cultivo de especies con importancia
terapeutica en diferentes zonas geograficas, propiciande una alteracion en la
acumulacion de los principios activos relacionados con el entorno ambiental en el
que crecen. En otros casos, la explotacién comercial y necesidad econdmica ha
favorecido la confusién, sustitucion y adulteracion de las plantas de interés (Barnes,
2002).

Debido a lo anterior, los palses y sus e'stancias gubernamentales han elaborado
documentos oficiales o farmacopeas herbolarias donde se recopila toda la
informacion reglamentaria, los métodos de control de calidad y las monografias de la
parte de la planta con uso medicinal (SSA, 2001). Particularmente, las monografias
descritas por la farmacopea mexicana se enfocan en la descripcién de la parte de la
planta con interés medicinal, ensayos de identidad, anélisis quimicos y conservacion;
variando su contenido de acuerdo al conocimiento que se tenga de la misma (SSA,

2001).

17
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Por otro lado, tanto la Organizacién Mundial de la Salud como diversas asociaciones
cientificas alrededor del mundo, relacionadas con la farmacognosia de las plantas
medicinales y fitoterapia, han publicado monografias no oficiales con informacion
técnica y cientifica.

Entre los aspectos sobresalientes en el control de calidad del material vegetal se
encuentran los aspectos boténicos, morfolégicos y qulmicos que en conjunto
proporcionan los caracteres de autentificacién de la materia prima (WHO, 1999;
Vanaclocha y cols., 2003).

[.1.1 Aspectos botanicos y morfolégicos.

En una primera instancia, la informacion botanica y morfolégica se obtiene de la
identificacion taxondmica proporcionada por el ejemplar de interés colectado en
campo. Una vez corroborada la especie, se realizan una serie de descripciones
macro y microscopicas de la parte de la planta con propiedades terapéuticas. El nivel
de la descripcion dependera de su integridad como material vegetal y la similitud con
sus adulterantes; entendiendo como adulterante al reemplazo o mezcla con ofra
especie gue no posee propiedades terapéuticas, pero que es morfologicamente
similar, generalmente tiene un costo menor y puede ser la misma parte de la planta
que se esta reemplazando (Harkey y cols., 2002). La informacidn microscopica es
mas completa y detallada en comparacion con la macroscopica, sobre todo en
aquellas muestras incompletas. Los especialistas en esta técnica hacen uso de
herramientas histologicas con la finalidad de describir las estructuras celulares
propias de la especie (Ruzin, 1999). Esta informacion puede ser utilizada en un

primer contacto con el material vegetal adquirido por terceros, que es lo comin
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cuando los laboratorios carecen de la opcidn de una sola agroindustria abastecedora.
Sin embargo la autentificaciéon de la especie presenta ciertas limitaciones cuando el
material vegetal se encuentra adulterado con especies ﬂlogenéticaménte muy
cercanas.
1.1.2 Aspectos quimicos.

La identificacion de adulterantes desde el punto de vista quimico se realiza a través
de técnicas de caracterizacion de los compuestos en el extracto de la planta o
identificacion por perfil cromatografico. Las técnicas de andlisis desarrolladas son la
cromatografia en capa fina (TLC, Thin layer chromatography), cromatografia de
liquidos de alta resolucidbn (HPLC, High Performance Liquid Chromatography),
| cromatografia de gases y diversas técnicas espectroscopicas (Drasar y Moravcova,
2004). La informacion colectada se considera confiable debido a que los individuos
de la misma especie y cultivados en la misma zona geogréﬁca-presentan un perfil
cromatografico muy similar, como consecuencia del medio ambiente que favorece la
acumulacién de principios activos. Las huellas quimicas identificadas permiten
determinar la autenticidad, calidad, seguridad v eficacia de la materia prima antes de
convertirse en un medicamento de origen vegetal o fitomedicamento (Huang y Song,
2001). Por lo anterior, la deteccion de adulterantes se presenta cuando existe alguna
alteracion importante en las huellas quimicas, siendo el aspecto mas relevante la
ausencia del principio activo. Estos compuestos también son utilizados en el control
de calidad del extracto durante el desarrollo de! fitomedicamento; cobrando

relevancia al momento de cuantificar al principio activo o en su defecto, al compuesto

19



INTRODUCCION

con mayor abundancia, que se relaciona indirectamente con éste (Schaneberg y
cols., 2003).

A pesar de los avances tecnolbgicos en la identificacion quimica del materiél vegetal,
al igual que en la identificacion macro y microscopica, esta técnica presenta
limitaciones cuando el extracto a analizar se compone de individuos de diferentes
especies con una estrecha cercania filogenética. En estos casos, el extracto
presenta perfiles cromatograficos muy similares, sobre todo si el adulterante se

encuentra en cantidades inferiores.

l.2. Aplicacion de la biologia molecular en {a identificacion del material vegetal;
La domesticacion y explotacidon de plantas con interés econémico impulsa a los
agricultores a seleccionar y mejorar lineas o cultivos con caracteristicas deseadas.
Los individuos de un cultivo pueden presentar heterogeneidad en sus caracteres
debido a que provienen de diferentes semillas (origen policlonal), por la acumulacion
de mutaciones somaticas presentes en la semilla (origen monoclonal) y/o por las
alteraciones provocadas por una infeccion (origen patologico) (Pecetti y cols., 2004;
Hoffmann-Sommergruber y cols., 1997).

EI ADN se encuentra en el nicleo y en algunos organelos de las células (mitocondria
y cloroplasto en los organismos vegetales), siendo similar en cualquier célula de la
planta, lo que permite su identificacion independientemente si se tiene el ejemplar de
herbario completo o solo una parte (Singer y Berg, 1993). Esta molécula de doble
cadena, saper enroliada y gran estabilidad contiene la informacién genética capaz de

identificar la especie de un individuo. En ella se encuentra almacenada la informacion
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necesaria para la expresién de las caracteristicas fisicas o morfolégicas (fenotipo)
que los botanicos utilizan para poder diferenciar entre los organismos, utilizando las
claves de identificacion taxonomica.

En la actualidad se ha recurrido a técnicas de biologia molecular con el fin de obtener
marcadores genéticos especie especificos, encontrar diferencias polimoérficas y
proporcionar la informacién necesaria para la identificacién de variedades. Los
marcadores moleculares permiten estimar la distancia genética, la identificacion y
discriminacién de poblaciones, variedades, lineas puras e hibridos; ademas
establecen relaciones de parentesco y localizan e identifican regiones del ADN
cualitativos que afectan caracteres cuantitativos. El analisis de los marcadores
genéticos es util por el polimorfismo, herencia mendeliana sin epistaxis (0 sea, sin
interaccion entre los genes), insensibilidad a los factores ambientales o al desarrollo
de la planta y su facil identificacion y co-dominancia (Heckenberger y cols., 2005).
Estos conocimientos son aplicados antes del desarrollo y elaboracion de
fitomedicamentos con la finalidad de autentificar la especie e identificar adulterantes.
La corroboracidén de la especie se logra mediante la comparacion de marcadores
geneticos entre la especie identificada en campo y la muestra problema.

I.2.1 Extraccion del material genético.

El primer paso en la identificacion de la especie es la extraccion del material
genético, el cual debe estar lo suficientemente puro para su manipulacion,
fraccionamiento, amplificacibn y secuenciacion. Actualmente existen diferentes
sistemas comerciales que permiten la extraccion del ADN a partir del material

vegetal, sin embargo no hay que descartar el uso de técnicas especiales que se han
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desarrollado con el fin de disminuir la interferencia que pudieré presentarse por un
alto contenido de polifenoles, poﬁsacéridos o mucopolisacaridos en la muestra que
disminuyen su pureza y rendimiento (Friar, 2005; Wulff y cols., 2002; TeI-Zbr y cols.,
1999). El método de purificacién ademas, debe contemplar la integridad del material
genético a fin de garantizar la reproducibilidad de los resuitados, ya que un
fraccionamiento parcial o total del ADN modifica la forma en que s-e distribuyen
algunos marcadores genéticos al momento de someterlos a una separacion
electroforética, obteniéndose patrones diferentes a los que se presentan cuando las
condiciones son Optimas.
1.2.2 Marcadores genéticos de tipo RFLP, RAPD y AFLP.

En un primer acercamiento de la especie a nivel de material genético, varios grupos
de investigacién han optado por la segmentacién controlada del ADN con la finalidad
de abtener un patrén conservado a partir de dichos segmentos. De la misma manera,
también se considera un grupo de marcadores geneticos, un gen, un sitio de
restriccion, una secuencia o una regidn del genoma que permita identificar su
caracterizacion y/o ubicacidn en un cromosoma.

La particion del ADN se puede realizar mediante el fraccionamiento con enzimas de
restriccion (endonucleasas que cortan la doble cadena de ADN) y/o la reaccién en
cadena de la polimerasa {(PCR, polymerase chain reaction) (Becerra y Paredes,
2000), y dependiendo de la técnica empleada se nombran marcadores tipo RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms o Polimorfismo en los Fragmentos de

Restriccion), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o Fragmentos polimoérficos
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de ADN Amplificados al Azar) o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms o
Polimorfismo en los Fragmentos Amplificados de ADN).

La técnica RAPD ampliamente utilizada en plantas medicinales, fue propuesta por
Williams y cols en 1990 como una altemativa a la técnica RFLP en la identificacion
de individuos de diferente especie y al igual que en la amplificacidbn por PCR se
compone de ciclos de desnaturalizacién del ADN, hibridacidon pero a temperaturas
bajas (36°C) y amplificacion usando oligonucléétidos cortos {10 nucledtidos), que se
disefiaron inicialmente en ausencia de cualquier informacion de secuencia de las
especies Glycine max variedad Bonus, Glycine soja, Zea mays lineas CM37 y T232,
Neurospora crassa, Homo sapiens lineas Hu2 y Hu3, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, una composicion
G+C entre un 50 — 80% y que no fueran palindromes (Williams y cols., 1990). Al
término de la reaccién, el numero de amplificados aleatorios separados
electroforéticamente se ve modificado en funcién del tamafio y la secuencia del
oligonucleétido utilizado {Abdel-Ghany y Zaki 2003), dando lugar a amplificados
polimérficos que representan diferentes /oci (varios focus) que en plantas indican su
herencia dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN altamente variables
(5-10 foci por fragmento cebador), su potencialidad en la localizacién de genes,
identificacion de variedades, estudios de hibridacion inter e intraespecifica y el
estudio de la variacion genética en poblaciones emparentadas (Gan y cols., 2003;
Amarger y Mercier, 1985). Los marcadores tipo RAPD con una poca cantidad de
ADN permiten obtener resultados con rapidez, a un bajo costo € inversion de

equipos; sin embargo, presenta la desventaja en la inconsistencia de datos, ya que la
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reproducibilidad se afecta con pequefias variaciones en las condiciones de
amplificacién (Williams y cols., 1990). Esta desventaja se puede reducir con un alto
grado de estandarizacion de las condiciones de reaccidén y de amplificacién, usando
un control interno para asegurar la reproducibilidad de los productos de la
amplificacion, y llevando un registro de las bandas nitidas y consistentes (Antoni,
1997)

La aplicacion de esta técnica en la identificaciéon de especies de plantas, con uso
medicinal y sus adulterantes, ha sido informada por Cheng y cois. (1997) para la
diferenciacién de ocho rizomas del género Copfis, utilizadas en la medicina
tradicional china para el tratamiento de la fiebre. Hosokawa y cols. (2000} lograron
diferenciar entre tres especies del género Scufeflania muy similares
morfolégicamente, empleando partes aéreas secas de las plantas; que son utilizadas
en Europa, Estados Unidos y Asia para combatir la fiebre causada por el paludisma.
Cheng y cols. (2000) identificaron a la especie Asfragalus membranaceus de su
adulterante Hedysarum polybotrys en un grupo de 20 muestras con presentacion
comercial y adquiridas en diferentes establecimientos; ambas especies presentan el
principio activo ' astragaloside IV con actividad diurética. Cheng y cols (2001)
identificaron tres especies del género Afractylodes con una relacién filogenética muy
cercana a partir de muestras adquiridas en el mercado de plantas y que son
utilizadas en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales.

1.2.3 Marcadores genéticos de secuencia especifica.
El conocimiento cada vez méas extenso sobre las proteinas y los genes involucrados

en el funcionamiento de las plantas ha permitido identificar con mayor facilidad tanto
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secuencias codificables (exones) como no codificables (intrones y regiones
intergénicas) en un mayor nimero de especies (Lewin, 2000). Las regiones
codificables son muy apreciadas en el campo de la biologia, quimica, bioquimica y
medicina ya que permiten dilucidar vias metabélicas y enfermedades relacionadas
con la presencia o ausencia de una sustancia o proteina especifica. En el caso de las
regiones no codificables se desconocia o ignoraba su funcion, ahora se sabe que
muchas de estas regiones permiten el ordenamiento de exones, como sucede con
los intrones, y logran una distribucion adecuada de los genes en el cromosoma,
como es el caso de las regiones intergénicas. En la practica, la amplificacién de
regiones no codificables ha permitido la identificacidbn de especies cuando el ADN
esta fraccionado, como sucede en muestras secas de plantas. Esto se debe a tres
razones principales: 1) el tamafio del producto amplificado no se ve afectado por la
degradacién parcial del ADN, 2) los oligonucledtidos ﬂandueantes son altamente
conservados y 3) las regiones ampilificadas presentan una variacion franca entre
secuencias de diferentes especies.

En el campo de las plamtas medicinales la caracterizacion de la regién intergénica -
ARNr-58 (acido ribonucleico 5S) nuclear, la regién ribosomal ITS1-5.85-ITS2 que se
encuentra en el plastido y la regién trnii/tmF del cloroplasto se han empleado en la
identificacién de especies; sin embargo, la mayoria de los trabajos publicados
estudian a la region intergénica ARNr-58 nuclear (Buchanan, 2000). En los
eucariontes superiores, se compone de una regién codificable de unidades repetidas
{cistron), de aproximadamente 120 pares de bases (pb), separadas por un espacio

~ cercano a 300 pb. Este gen es considerado altamente conservado, pero el espacio
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que separa las regiones es muy variable entre las diferentes especies; lo que permite
utilizarlo como un método de identificacion. La técnica consiste principaimente en la
utilizacién de cebadores conservados que delimiten la regidn intergénica ARrNr-SS de
la planta de estudio, para llevar a cabo su amplificacién y secuenciacion.
Posteriormente se pueden utilizar enzimas de restriccion que relacionen al producto
digerido con la identificacion de la especie. En un estudio realizado a 25 individuos,
en donde se incluian especies y variedades del genero Fritillaria, 1la amplificacion
especifica de la region intergénica ARNr-58 y su digestion con la enzima EcoR |,
permitio identificar a Fritillaria cirrosa de F. pugiensis, F. anhuiensis y F. thunbergii,
una vez que el fragmento de interés fue secuenciado en cada una de las especies. F.
cirrosa es muy apreciada por sus propiedades antitusivas y expectorantes por lo que
su bulbo Hega a ser hasta 100 veces mas caro que el de F. thunbergii, aunque la
toxicidad de esta sea mucho mayor, de ahi la importancia en la identificacién del
material vegetal (Cai y cols., 1999).
1.2.4 Marcadores geneticos microsatelitales.

Los microsatélites son secuencias simples repetidas en tandem de ADN con
unidades mono, di, tri, tetra, penta y hexanucleotidas, que se encuentran de forma
abundante en genomas eucariontes, son altamente polimérficas debido al
mecanismo mutacional conocido como deslizamiento de una hebra durante la
replicacion del ADN (slippage de la ADN polimerasa), y estan presentes como
regiones codificables y no codificables en todo el genoma (Toth y cols, 2000). Los
loci microsatélites, desde el punto de vista de herencia Mendeliana, son

~ codominantes y su identificacion alélica es reproducible, io que ha permitido
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utilizarlos como marcadores genéticos altamente informativos en pruebas de
paternidad, identificaciéon de individuos, desarrcllo de mapas genéticos, relacién con
enfermedades, estudios filogenéticos y en genética en poblaciones (Weiséenbach y
cols., 1992; Goldstein y Pollock, 1997; Hakki y cols., 2002). En platas, la mayor
frecuencia dinucledtida se presenta como (AT), v (GT), (Rakoczy-Trojanowska,
2004), ta Tabla 1 muestra las unidades mono y dinuclotidas en Caenorhabditis
elegans, embriofitas, Saccharomyces cerevisiae y hongos de diferentes regiones del
ADN. La aplicacion de estas secuencias en especies tropicaies y agronémicas se
extiende a la identificacidn y caracterizacidn de los genctipos y especies,
conservacion del germoplasma y generacion de colecciones; analisis de la variacion
genética de la poblacion; seleccidn de variedades resistentes a enfermedades;
identificacion de especies de facil o dificil propagacion; construccion de arboles
filogenéticos que permitan identificar relaciones de parentesco, cercania evolutiva y
formacién de hibridos, asi como la ventaja de identificar genes o regiones
cromosomicas que estan relacionadas con caracteristicas poligénicas como la

resistencia a enfermedades o el color de la fruta.

27



INTRODUCCION

Tabla 1 Distribucidn de la frecuencia de microsatélites de las clases mono, di y

tetranucleotidos C. elegans, embriofitas, levadura y otros hongos (Toth y cols, 2000)

Grupo Regiones Unidad repetida
taxonomico del ADN A Cc AC AG AT CcG
c rhabditi Intergémcas 252 321 249 353 219 1
aenoma sy TMER g P I L TP 1 B R e =
elegans }fﬁfﬁﬂ&-

Exones 2 20 16 ;.59

2
Embrioﬁta o nigaries. a1 I" .-1'_ LAy A e by LR el -

Exones 17 1 4 39 7 -

Intergénlcas 3121 19 266 57 1552 -

Saccharomyces Tihtro e g o e e T e s e

cerevisiae nirones. it 29945 ol 2 1 BINIEES o 2Bl 20 - L 1385 :

Exones 36 - 5 - 14 -

Intergénicas 2024 56 140 136 279
Fungf e TP i = .-‘*7';'." NP AT ITSED =t T R AL T ] AA

) ‘, Sy ¥ -;._._ A L2 . Lim AW . = 1 2
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El exito en el aislamiento y seleccién de microsatélites, obtenidos principalmente en
especies de plantas de interés agrondémico, se ha logrado gracias a la construccién y
escrutinio de bibliotecas enriquecidas de secuencias simples repetidas. Este
enriquecimiento se logra fraccionando el ADN y empleando sondas marcadas
disefiadas de acuerdo a la regidn repetida tandem que se desea capturar. Una vez
identificados, secuenciados y clonados, los marcadores microsatelitales pueden ser
comparados intra e interespecificamente, identificando la homologia y variaciéon en la
secuencia dentro de las variedades o especies cercanas taxonémicamente (Rafalski
y Tingéy, 1993). En variedades de cebada, se ha descrito la frecuencia de
microsatélites de la clase dinucledtida (ACho y (AGlo cada 220 Kb (Lui y cols.,
1996), similar a lo reportado en Arabidopsis (Bell y Ecker, 1994), arroz (Wu y

Tanksley, 1993) y trigo (Roder y cols., 1995).

1.3. Psidium guajava Linn.
1.3.1 Descripcion taxonémica.

Psidium guajava (guayaba) pertenece al reino vegetal, subreino Fanerdégamas, clase
Angiospermas, subclase Dicotiledonea, subdivisidn Lignosae, orden Myrtales, familia
Myrtaceae, género Psidium, especie guajava. Dentro del género Psidium se
encuentran aproximadamente 140 especies cuyos frutos son comestibles. P. guajava
es un arbusto arborescente, su corteza es lisa, de color café rojizo oscuro, tersa
escamosa. Las hojas son simples, opuestas, de forma ovaladas, tienen de 10 a 25
pares de nervaduras laterales. Las flores de color blanco se encuentran en grupos

dos a fres. Los frutos son de color amarillo verdoso en su exterior 0 de color amarillo
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claro en su plena madurez, rugosos o lisos, punteados densamente, brillantes y
fragantes. La pulpa es jugosa, de color bianco amariliento, rosado o rojo subido, con
sabor dulce notoriamente almizclado y aromatico. Las semillas son numerosas,
pequefas, de color amarillo claro o café amarillento. Debido al aito contenido en
vitamina C y azlcar, los frutos son consumidos en forma directa o utilizados en la
fabricacién de dulces y jugos {(Gonzalez y cols., 2002). El origen de esta planta es
incierto pero se le ubica en Mesocameérica para ser propagada por los espafioles y
portugueses a todos los tropicos del mundo donde se ha naturalizado con la ayuda
de los pajaros.

1.3.2 Estudios realizados en P. guajava.
El guayabo es explotado comercialmente por sus frutos, también es utilizado en la
medicina tradicional mexicana para el tratamienfo de la diarrea y el malestar que
ocasiona, empleando la infusion de sus hojas (Lozoya X, 1994). Debido a su interés
comercial y aplicacion terapéutica, grupos de investigacion alrededor del mundo han
estudiado su identidad anatémica y morfolégica, composicién quimica, efecto
farmacéutico, estudios biotecnolégicos y de biologia molecular.
Los estudios realizados de identidad anatomica y morfoldgica, describen las
caracteristicas macro y microscopicas de la hoja de guayaba con la finalidad de
obtener un parametro de control de calidad que permita identificar a la droga vegetal
utilizada con fines terapéuticos (Rivera-Arce y cols., 2003).
Con respecto a la composicién quimica, |dstein y cols. (1985) identificaron en €l fruto
los aceites esenciales acido cinamoico y acido hexandico; Lozoya y cols. (1994)

identificaron en el extracto metandlico de la hoja de guayaba, un grupo de glicosidos
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de quercetina con actividad espasmolitica; Mercadante y cols. {1899) identificaron 14
tipos de carotenocides de la pulpa rosada de una variedad Brasilefia; Begum y cols.
(2002) identificaron ftriterpenos caracteristicos de la hoja. En relacion 'af efecto
farmaceutico, Cheng y cols. (1983) observan un efecto hipoglucemiante en ratones y
humanos al consumir jugo de guayaba; Lozoya y cols. (1990) observaron el efecto
antidiarreico del extracto metandlico de la hoja de guayaba, al emplear un modelo in
vitro de ileon de cobayo estimulado eléctricamente; Jaiarj y cols (1999) observaron
actividad anti tusigena con los extractos acuosos de la hoja de guayaba, al inducir la
irritacion con  Acido capsaicinico en cobayos y ratas, paralelamente también
observaron la inhibicidn del crecimiento de Staphylococcus aureus al emplear
extractos acuosos, metabdlicos y cloroférmicos de la hoja; Arima y cols (2002)
aislaron flavonoides de la hoja de guayaba con actividad antimicrobiana a Safmonelfa
enteritidis y Bacillus cereus; Conde-Garcia y cols (2003) detectaron un efecto
inotropico negativo (relajacidon del musculo cardiaco) producido por un extracto
acuoso-etandlico de la hoja de guayaba en un modelo in vitro del étrio izquierdo de
cobayo estimulado eléctricamente para su contraccién. En referencia a los estudios
biotecnolégicos, en P. guajava se han empleado técnicas biotecnologicas para la
micropropagacion y cultivo de plantulas provenientes de callos generados a partir de
tejido frutal (Madhavi y cols,, 1892) y de anteras {Babbar y Gupta, 1986).

Con respecto a estudios de genética poblacional, Prakash y cols (2002) utilizaron 36
genotipos diferentes de P. guajava y 5 individuos del genero Psidium, cultivados en
India, para determinar la distancia genética. El frabajo emplea la técnica de

amplificacion aleatoria con 8 oligonucledtidos diferentes. Los resultados, analizados
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por el método de Distancia Cuadrada Euclidiana, presentaron un intervalo entre el
54% ai 11%, donde Ja mayor diferencia se obtuvo en individuos de las especies P.
guajava y P. quadrangufaris, y su contraparte entre individuos de aiferentes
selecciones de guayaba.

En relacion a la identificacion de secuencias funcionales en P. guajava L. se
identificé la secuencia de una enzima abundante en fruto, 13-hidroxiperoxidasa liasa,
empleando oligonucledtidos cebadores homdlogos en ofras especies (Tijet y cols.,
2000). También esta planta se ha utilizado como madelo para la identificacion de
secuencias funcionales en sistemas biocinformaticos QSAR {Quantitative structure-
activity relationship o Refacién cuantitativa estructura-actividad) para la identificacion
de miembros de la familia ACC oxidasa, estudiando estructuras secundarias de RNA
(Gonzalez-Diaz y cols., 2005).

Al inicio del presente estudio, el Servicio de Informacion y Estadistica
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la SAGARPA, informé que los 3 estados de la
Republica Mexicana con mayor produccién de P. guajava en el 2002 fueron:
Michoacan (106,854 Ton), Aguascalientes (46,168 Ton) y Zacatecas (31,620 Ton)

{hftp://www.siea.sagarpa.qob.mx).
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it PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta el momento los estudios a nivel genético de P. guajava se limitan a la
identificacion de enzimas relacionadas al metabolismo de los azucares y acidos
grasos, la obtencidn de marcadores tipo RAPD en variedades hindies, asi como la
comparacion morfolégica del fruto con estos marcadores en arboles mexicanos. Sin
embargo, esta informacién no se relaciona con el control de calidad o la acumulacion
de quercetina en la hoja del guayabo para la elaboracion de fitomedicamentos. El
presente trabajo propone utilizar-las herramientas de la biologia molecular para la
obtencién de marcadores genéticos polimérficos informativos, del tipo RAPD y loci
microsatélite, que se relacionen con la acumulacion de flavonoides, autentifiquen a la
especie y/o variedades, y permitan la discriminacidn con otras especies utilizadas

como posibles aduiterantes.
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i HIPOTESIS
Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de P. guajava cultivados
en diferentes estados de la Republica Mexicana estan asociadas con la acumulacion
de flavonoides mientras que las regiones conservadas con la identificacion de la
especie.
IV OBJETIVOS
IV.1 Objetivos Generales.
IV.1.1 Caracterizar las variaciones u homologias de secuencia en los
amplificados aleatorios tipo RAPD provenientes del ADN gendmico de
P. guajava L.
IV.1.2 Construccién de una biblioteca gendmica de loci microsatélite de la
clase dinuclettida para P. guajava L.
IV.2.0bjetivos Particulares.
IV.2.1 Obtencién del ADN genémico de P. guajava para la amplificacion
aleatoria de segmentos y su secuenciacion.
[V.2.2 Obtencidon de una biblioteca microsatelital rica en secuencias
dinucledtidas repetidas.
ivV.2.3 Identificar variaciones genéticas de las muesfras colectadas de P.
guajava.
IV.2.4 identificar marcadores genéticos que correlacionen con la acumulacion
de quercetina.
IV.2.5 Emplear la base de daftos NCBI paré genomas de plantas en la

identificacidn de secuencias homologas.
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IV.2.6 Disefiar oligonucledtidos especificos para la identificacion genética de

P. guajava.
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V DISENO EXPERIMENTAL

La caracterizacion y analisis en las homologias y variaciones de las secuencias de P.
guajava L. se realizd mediante la construccion de las bibliotecas genomicas tipo
RAPD vy foci microsatélite, empleando el ADN gendmico de retofios provenientes de
40 -arboles seleccionados al azar de los estados de Aguascalientes, estado de
México, Querétaro y Michoacéan.

Los amplificados aleatorios tipo RAPD fueron obtenidos del ADN genémico con
oligonucledtidos comerciales (Amersham Biosciences, England), separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.8%, capturados y analizados por un
documentador de geles. Aquellos individuos que mostraron diferencias en los perfiles
de bandeo fperon analizados en la acumulacibn de quercetina, ya que este
flavonoide es utilizado como huella quimica en la seleccién de hoja de guayaba para
la elaboracion de fitomedicamentos. Este compuesto se extrae de las hojas secas
con metanol de forma exhaustiva, se hidrolizan sus derivados glucosilados y se
cuantifica por cromatografia liquida de aita resolucion (HPLC).

Los fragmentos tipo loci microsatélites se obtuvieron con la digestion del ADN
gendmico empleando las enzimas de restriccion Rsa |, Alu | y Sau 3A y la hibridacion
con oligonucledtidos biotilinados que contienen secuencias repetidas deseadas.

Los segmentos de ADN con un tamafio entre 200 a 1200 pb fueron clonados en el
vector pCR-TOPO y propagados en células E. coli (TOP10), quimicamente
competentes. Las colonias transformadas seleccionadas por el tamano del inserto,
se propagaron, los plasmidos se purificaron, se secuenciaron los insertos y las

secuencias obtenidas se compararon con las descritas por el GenBank NCBI para
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encontrar regiones homologas. Las secuencias que no presentaron alguna
homologfa se disefiaron sus cebadores de amplificacion para comprobar su

presencia en las muestras colectadas y especies similares a P. guajava, Figura 1.
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Figura 1. Obtencién de mancadores asociados a la acomuiacidn de quesceting y en ta astentificacion de Psidim
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VI MATERIALES Y METODOS
VI.1. Obtencién de muestras de P. guajava.

Para este estudio se seleccionaron 4 huertos de diferentes estados de la Republica
Mexicana con diferente importancia en la produccion de guayaba, y diferentes
condiciones geograficas, climaticas y agrondmicas: La Labor {Calvillo, Ags), Rancho
Arizmendi (Cuatepec Harinas, Edo. Mexico}, Los Pinzanes (Zitacuaro, Mich) y El
Exilio (Jalpan, Qro). El criterioc de inclusion mas scbresaliente fue el agrondmico,
debido a que los 4 estados representaron el 80% de la produccion nacional total
entre 1998 - 2002 segln reportes estadisticos de la secretaria de agricultura,
ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion (SAGARPA).

El contacto con los agricultores se establecid a través de las delegaciones estatales
de la SAGARPA, quienes a su vez refirieron a los principales productores de
guayaba de cada estado. Cada productor fue contactado telefénicamente, se les
explico el proyecto y pidid una autorizacidn para visitar sus cultivos. Los productores,
una vez informados y con disponibilidad de su participacion, se concertdé una primera
cita donde se realizé el muestreo aleatorio de 10 é&rboles. En esta visita, se
seleccionaron cultivos al final de la floracion inicio de fructificacion, con el fin de
homogenizar el estado fenoldgico de los arboles en la toma de muestra. Los arboles
fueron localizados en un mapa del terreno y por estacas clavadas a un lado detl arbol
sefialando su numero correspondiente, esto permitic facilitar su localizacion en
visitas posteriores (ANEXO 1).

En cada huerta se seleccioné de manera aleatoria 10 arboles de P. guajava L.,

obteniendo tanto ejemplares de herbario como retofios de hoja para su
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procesamiento. Los ejemplares de herbario, fueron depositados en el Herbario de
Plantas Medicinales del .M.8.S. del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSSM) para
su determinacion botanica.

Vi.2. Cuantificacion de quercetina por cromatografia de liquidos de alta

resolucién (HPLC).
V1.2.1 Preparacion de la muestra.

Un gramo de hoja limpia y seca con aire caliente (40 °C), se pulverizd, empagqueté en
cartucho y colocé en el aparato Soxhlet para su extraccion exhaustiva con 25 ml de
metanol por 3 hr. El extracto evaporado al vacio se resuspendid en 20 ml de solucion
metanolica HC! 0.5 N y se sometio a reflujo por 1 hr. La solucion resultante se aforo
con metanol en un matraz volumeétrico de 25 ml. Posteriormente un mililitro de la
solucién se diluyd 10 veces con el mismo solvente y se filtrd en una membrana de

0.45 wm para su analisis cromatrografico.
V1.2.2 Cuantificacion y analisis cromatografico

El equipo utilizado fue el sistema Waters 2796 (Milford, USA), conformado de un
inyector automatico simple, una bomba binaria, un desgasificador continuo con vacio,
una columna con sistema de calentamiento y un detector PDA Waters 996.

La separacién cromatografica se llevd a cabo en una columna de 4.6 mm X 150 mm,
RP-18, 5 um (Metachem Technologies, USA) a 35 °C en una fase movil compuesta
de acido fosforico 0.01 M (A} y acetonitrilo (B). La velocidad del flujo fue constante, a
0.6 mi/min durante los 35 min que durd el corrimiento de la muestra y con la siguiente

proporcion en el gradiente: 0-2 min una relacién 80%-20% B, 2-30 min una relacion
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40-60% B, 30-32 min una relacion 40-60% B, 32-35 min una relacion 80-20% B. La
muestra se filtré con GHF Acrodisc (Pall Gelman, USA) de 0.45 um antes de su uso y
el volumen de inyeccion fue de 10pl. La concentracion de los cinco glicdsidos de
quercetina se determind como la concentracion final de su aglicona quercetina,
interpolando del area del pico correspondiente en la curva de referencia. El pico de
quercetina en los cromatogramas fue asignado en base a su tiempo de retencién en
el rango UV de 200 a 450 nm.
V1.3 Extraccion y purificacion del ADN gendmico.

Para la obtencién del ADN, se emplearon 150 mg de hoja colectada en campo,
limpia, congelada con nitrogeno liquido y pulverizada en un mortero estéril.

La hoja pulverizada se calentd a 60°C por 1 hr con 1 ml de amortiguador de
extraccion (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM EDTA pH 8.0, 1.5 M NaCl, 0.2 % p-
Mercaptoetanol, 0.1% PVP 40). Al término de la incubacion, se agregd un volumen
igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se extrajo la mezcla por 15 min.
Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd a 8,000 rpm por 10 min. La fase
acuosa se transfirid a un tubo limpio, se agregd 0.5 vol de 5M NaCl, se mezcls, se
agregaron 0.6 vol de isopropanol y se mezcld nuevamente. La solucion se dejé toda
la noche a 4°C. La purificacion se complementd al utilizar el sistema DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Alemania), sequn las recomendaciones del proveedor. La
cuantificacion del ADN se realizd6 mediante la lectura de la absorbancia
espectrofofométrica a 260 nm y su integridad se verificd en un gel de agarosa al

0.8%. El material extraido se guard6 a -70°C hasta su uso.
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V1.4 Obtencion de amplificados aleatorios tipo RAPD.
El ADN individual de las 40 muestras colectadas en campo se amplificaron
aleatoriamente usando la técnica RAPD. Para ello, se emplearon 15 ng de ADN
gendmico, una esfera del sistema RAPD Analysis Bead (Amersham Biosciences,
England) y 25 pmoles de uno de los seis cebadores 10-mer, en un volumen total de
25 pl. Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados fueron: 1 5-
d[GGTGCGGGAAJ-3; 2 5'd[GTTTCGCTCC)-3; 3 5-d[GTAGACCCGT)]-3; 4 5-
d[AAGAGCCCGT]-3; 5 §-d[AACGCGCAAC]-3; 6 5-d[CCCGTCAGCA]-3
(Amersham Biosciences, England) . El perfil de temperaturas que se programd en el
termociclador 7T-Gradient (Biometra, Alemania) para la amplificacién fue: 1 ciclo a
95°C por 5 min y 45 ciclos a 95°C por 1 min, 36°C por 1 min y 72°C por 2 min. Los
amplificados aleatorios se separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al
1.8% junto con 1ug del marcador molecular de 100 bp (Invitrogeh Life Technologies,
USA). La imagen del gel se capturé con el sistema de documentacioén Biolmaging
(UVP, UK) vy las bandas se analizaron con el programa de cémputo LabWorks
v1.1.27 (UVP, UK).
V1.5 Digestion del ADN gendmico.

La digestidn del ADN gendmico se realizé con las enzimas de restriccion Rsa |/, Alu |
y Sau 3A, donde se cobtuvieron extremos rasurados y pegajosos (New England
Biolabs, USA). Las condiciones de digestion y el nimero de unidades de actividad

empleadas fueron las recomendadas por el fabricante.
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V1.6 Hibridaciéon con oligonucledtidos biotinilados y captura con
estreptavidina.
La hibridacion se realiz6 en una mezcla de reaccion compuesta por ADN gendmico
desnaturalizado, un amortiguador (NaPO; 0.5M y SDS 0.5%) vy el oligonucleotido
marcado con biotina en el extremo 5' (GT)4s, incubando toda la noche.
Después de la hibridacion, la mezcla se incubd con esferas magnéticas (Fe'™ y
estreptavidina) y el amortiguador 1 (Tris 100 mM, pH 7.5 y NaCl 150 mM), por 45
minutos a temperatura ambiente. Los hibridos biotilinados se capturaron con un
magneto y el sobrenadante se removio por centrifugacion. El precipitado se lavé dos
veces con el amortiguador 1 y una vez con TE (Tris-EDTA, pH 7.5).

VI.7 Clonacién y transformacién de los amplificados aleatorios tipo
RAPD y fragmentos con regiones repetidas.
Se tomaron de 1 a 4 pl de la reaccion de amplificacion aleatoria tipo RAPD, obtenida
de la muestra del arbol S'del estado de México (muestra con mayor acumulacion de
quercetina), se mezclaron con 1 pl de solucion salina y 1ul del vector pCR-TOPO (3.9
kb. Invitrogen Life Technologies, USA), obteniéndose un volumen final de 6 ul. La
reacciéon se incubé por 30 min a temperatura ambiente. Se tomaron 2 ul de la mezcla
de cilonacion, se colocaron en un tubo de células E. coli guimicamente competentes
cepa TOP10 y se incubaron en hielo por 5 min. Posteriormente se did un chogue
térmico de 45 seg a 42°C, se agregaron 250 mi de medio liquido SOC y se incubod

por 1 hr a 37°C sin agitacion. Se tomaron 50, 100 o 150 ul de la mezcia con las
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células transformadas y se esparcieron en placas con medio agar Luria-Bertani (LB),
40 pl de X-Gal (40‘ mg de X-Gal/ml| en dimetilformamida) y kanamicina (50 pg de
kanamicina/ ml de medio). |
Los hibndos biotinilados se adenilaron antes de su clonacién, para ello, en 10 ul de
volumen de reaccién compuesta por 6 pl de la solucion de elusion con los hibridos
biotinilados, 1 ! de solucion amortiguadora PCR 10x, 0.2 ul de MgCl, 50mM, 0.2 ul
de dATP 10 mM y 0.2 pl de Tag ADN polimerasa 5 U/ul (Invitrogen Life Technologies,
USA); se incubaron a 72°C por 30 min. Posteriormente se realizo el procedimiento de
clonacion y transformagién descrito anteriormente.

VI.8 Escrutinio de las bibliotecas de amplificados aleatorios RAPD y
fragmentos con regiones repetidas.
La seleccion de las clonas transformadas se hizo en base al tamafo del inserto
identificado por PCR (200 a 1200 pb). Las colonias blancas se picaron con una punta
de 200 ul y resuspendieron en 10 p! de la mezcla de reaccién compuesta por 1 ul de
solucién amortiguadora PCR 10x, 0.2 pl de MgCl, 50mM, 0.2 ul de dNTPs 10 mM
(Promega, USA), 0.2 ) de cebadores M13 sentido y contrasentido 10 mM y 0.2 pl de
la enzima de amplificacién Tag ADN polimerasa & U/pl {Invitrogen Life Technologies,
USA). El perfil de temperaturas que se programé en el termociclador T-Gradient
(Biometra, Alemania) para ta ampilificacién fue: 1 ciclo a 95°C por 5 min y 30 ciclos a
95°C por 1 min, 53°C por 1 min y 72°C por 2 min. Posteriormente, se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se determind su longitud cuando se

compard con el marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA). Antes de
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ser resuspendidas en la mezcla de reaccion, se hiza un respaldo de cada colonia en
una placa con agar LB tratada con kanamicina, cuadriculada y enumerada para su
identificacion. Las colonias seleccionadas se propagaron en 10 mi de medio liquido
LB/Kanamicina a 37°C con agitacion toda la noche. La purificacion de los plasmidos
se hizo con ‘el sistema QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Alemania) segun las
indicaciones del proveedor.

VL9 Secuenciacion de los amplificados aleatorios RAPD y fragmentos
con regiones repetidas.
Los plasmidos purificados con los insertos de tamafio requerido se secuenciaron en
ambas direcciones con los oligonuclebtidos flanqueantes. La solucion de
secuenciacion se llevd a cabo con 500 ng del plasmido, 1 ul del amortiguador de
secuenciacion 5X, 1 ul del reactivo BigDye V 3.0 y 1 ul de los cebadores
flanqueantes 10 mM, en un volumen total de 5 pl. El perfil de temperaturas que se
programé en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania)} para la amplificacion
fue: 25 ciclos de 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg y 60°C por 4 min. Después de la
amplificacion, las reacciones fueron purificadas con el sistema DyeEx 2.0 (Qiagen,
Alemania) segun las indicaciones del proveedor y se analizaron con el secuenciador
ABI 3700 (ABI; USA). Los nucledtidos adenina, citosina, guanina y timina del sistema
BigDye, estan marcados con dR6G, dROX, dR110 y dTAMRA para su identificacion.
Las secuencias se compararon con fos genomas de las plantas Aegilops fauschii,
Aegilops umbellulata, Allium cepa, Arabidopsis thaliana, Avena sativa Beta vulgaris,

Brassica juncea, Brassica napus, Brassica nigra, Brassica oleracea, Brassica rapa,
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Capsicum annuum, Eragrostis tef, Glycine max, Hordeum vulgare, Lotus japonicus,
Manihot esculenta, Medicago sativa, Oryza sativa, Phaseolus vulgaris, POpufUS'
frichocarpa, Prunus dulcis, Secale cereale, Setaria italica, Solanum fycopérsicor‘des,
Solanum lycopersicum, Solanum melongena, Solanum peruvianum, Sorghum bicolor,
Theobroma cacao, Triticum aestivumn, Triticum turgidum, Vigna radiata y Zea mays _
subspecies mays empleando el programa de computo BLAST Gene Bank (Benson y
cols., 2004) disponible en la direccién de Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.qov/Genomes/index.himl.

Vi.10 Disefio de oligonucleétidos especificos.
Las secuencias seleccionadas de las bibliotecas RAPD vy foci microsatélite, se
utilizaron en el disefio de cebadores especificos, utilizando el programa de computo
Web  Primer  DNA disponible en la direccion de Internet:

hitp.//seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer. Los oligonucledtidos resultantes,

fueron seleccionados por su temperatura de hibridaciéon (55 °C), tamafio (18 — 22 pb)
y secuencia inica (ANEXO 7). Los cebadores fueron sintetizados por una casa
comercial (Invitrogen Life Technologies, USA) a una concentracion de 50nmoles,
desalados y desprotegidos. |

VI.11 Estandarizacién de la amplificacién por PCR de secuencias de P.
guajava empleando oligonucleétidos especificos.
Para establecer las condiciones de amplificacion se utilizaron 5 - 20 ng de ADN
plasmidico o 1 - 50 ng de ADN gendmico proveniente de hoja fresca y seca de la

muestra del arbol 8 del estado de México. La amplificacion se realizé en 10 pl de la
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mezcla de reaccion compuesta por 1 pul de solucidbn amortiguadora PCR 10x, 0.2 pl
de MgCl; 50mM, 0.2 i de la mezcla de dNTPs (Promega, USA), 0.2 pul de los
oligonuciedtidos especificos sentido y contrasentido 10 mM, 0.2 ul de Taqg ADN-
polimerasa (Invitrogen Life Technologies, USA) y el templado de ADN. El perfil de
terﬁperaturas que se programoé en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania)
para la amplificacion fue: 1 ciclo a 95°C por 5 min y 35 ciclos de 95°C por 1 min,
56°C por 1 min y 72°C por 2 min. Los amplificados se separaron electroforéticamente
en un gel de agarosa al 2.0% y se determind su longitud por comparacion con el
marcador de ADN, 100 bp ADN fadder (Invitrogen Life Technologies, USA).

V112 Validacion de los fragmentos en muestras representativas y
diferentes a P. guajava.
La amplificacion de las muestras de P. guajava y de las otras especies recolectadas
se hizo empleando la concentraciéon del ADN genomico, MgCl,, mezcla de reaccién y
programa de amplificacion, utilizadas durante la estandarizacion. Los fragmentos se
separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 2.0% y se determind su
longitud por comparacion con el marcador de 100 pb (Invitrogen Life Technologies,
"USA).

VI1.13 Analisis de los resultados.
El anélisis estadistico en la acumulacién de quercetina total de las muestras
colectadas como el de la amplificacién de marcadores especificos para P. guajava,
se hicieron por ANOVA de una via empleando el programa de coémputo SPSS 10.0.

Los parametros de normalidad en la acumulacion de quercetina fueron evaluados
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estadisticamente con el programa de cémputo Sigma Stat y la prueba Kolmogorov-
Smirmnov. Posteriommente las muestras se agruparon considerando su distribucion
Gaussiana en los rangos establecidos, y se identificaron a las muestras que salieran
de la normalidad, o sea, con mayor y menor acumulacion de flavonoides.

La evaluacion estadistica de los amplificados aleatorios RAPD y su correlacion con la
acumulacién de quercetina se obtuvo con el programa de computo SNP analyzer
(ISTECH, Corea) disponible en la direccion de Internet:

http://www.istech.info/istech/board/login form.isp. Para e! analisis, los perfiles RAPD

se clasificaron segun las variaciones polimoérficas que presentaron los segmentos en
al menos 2 muestras utilizando el mismo oligonucledtido. Las variaciones se
consideraron homocigotas, por la presencia o ausencia de una sola banda; o
heterocigotas en varias bandas. La estimacibn de las frecuencias alelicas
dominantes se obtuvo usando la prueba estadistica Chi cuadrada y el analisis en el
desequilibrio de unién de dichas frecuencias segun lo descrito por Lewontin (1964,
1995). El analisis de asociacion se realizd entre todos los perfiles RAPD obtenidos en
cada muestra y su mayor acumulacion de quercetina en primavera, para calcular el

algoritmo de méxima expectacion segun lo descrito Excoffier y Slatkin (1995).
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VIl RESULTADOS

Vil.1 Seleccion de la materia prima
En el presente estudio, se seleccionaron 4 estados de la Republica Mexicaﬁa por sus
caracteristicas agrondmicas. Datos estadisticos recientes de la SAGARPA de 1980 a
2005 reportan que los estados de Aguascalientes y Michoacan son los principales
productores de guayaba en el pais, mientras que el estado de México y Querétaro
son productores pequefios. Los 4 estados producen mas del 70% de la fruta desde
1980, alcanzando un 86% de la produccion total en septiembre del 2006. Al margen
de estos datos, también se midié la altitud y condiciones climaticas (temperatura y
precipitacién pluvial) al momento de la recolecta. En cada estado se presentaron
condiciones geograficas y climéaticas diferentes, presentes en el ANEXO 2.
Los ejemplares representativos de cada regidbn que fueron depositados en el
Herbario de plantas medicinales del IMSS {IMSSM) se clasificaron como P. guajava
Linn, Myrtaceae con los numeros de registro: 15,155; 15,158; 15,156 y 15,157
correspondientes a los estados de Aguascalientes, México, Querétaro y Michoacan,
' respectivamente.

VIl.2 Cuantificacién del principio active
A los extractos de etanol hidrolizados, obtenidos a partir de hojas limpias y secas se
les determind la concentracion de quercetina (principio activo) per cromatografia
liquida de alta resolucién. Los datos obtenidos durante el afio presentan diferencias
significativas (p<0.001) en los promedios totales, entre los estados de Aguascalientes
y México en comparacion con Querétaro y Michoécén. La mayor concentracion de

quercetina se encontrd en la estacion de primavera correspondiente a los estados de
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Aguascalientes y de México con valores de 9.34 y 8.51 mg/g de hoja seca, en
comparacion con Michoacan y Querétaro con valores de 2.48 y 5.90 respectivamente

(Figura 2).
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Concentracion de Quercetina

[] Aguascaientes [ ] Michoacan
= EstadodeMéxico | Querstaro

T4

Quercetine mg/g de hola seca

O

*p < 0.01

Figura 2. Acumulacion de quercetina total en hojas secas de P. guajava L. de los
estados de Aguacalientes, México, Michoacan y Querétaro, colectadas en Invierno
(Enero y Febrero), Primavera (Abril y Mayo), Verano (Julio y Agosto) y Otofio
(Octubre y Noviembre). El promedio + DS se obtuvo de los mismos 10 arboles

aleatorios muestreados en cada region todo el afio.
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Al margen de las condiciones de cultivo y la etapa fisioldgica de la planta, existen
individuos que presentan una elevada y baja acumulacion de quercetina.
Especificamente, un arbol del estado de México presenta la mayor acumulacion de
quercetina de 12.62 mg/g de hoja seca en primavera, observandose una variacién de
hasta 2.12 veces con respecto a otros individuos de la misma zona.

VIL.3 Seleccion de los individuos para el estudio genético en base a la
acumulacién de flavonoides.
La caracteristica fenotipica a considerar en este estudio fue la acumulacion de
quercetina que présentaron en el afio de recolecta 2002.
Los arboles con mayor acumulacion de quercetina en primavera fueron A2, A3 y A9
de Aguascalientes, EM5 del estado de México, M2 y M3 de Michoacan, y Q2 y Q6 de
Quereétaro, por otro lado, los arboles con menor acumulacion de quercetina fueron
A1, A7, EM1, EM7, M4 y Q9 de los respectivos estados (ANEXO 3). Por Ultimo, se
seleccionaron muestras representativas con mayor y menor acumulacion de
quercetina en cada estado, adicionando a este grupo mue§tras con un polimorfismo
caracteristico por su amplificacion aleatorial RAPD con los oligonucledtidos 1, 2 y 3.
En el ANEXQ 4 se muestra la clave original de la muestra, el nimero reasignado y la
mayor acumulacion de quercetina obtenida en el afio.
El &rbol 5 del estado de México o muestra Vlil, se toma como referencia genética
para estudios posteriores por presentar la mayor acumulacién del principio activo
(12.62 mg/g hoja seca en primavera). Las muestras |V, V y XVI se integraron a este
grupo, débido a que presentaron un polimorfismo evidente con los oligonucledtidos 1,

2 y 3 respectivamente.
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Una vez seleccionadas las muestras se purificaron, cuantificaron y se les verifico la
integridad del ADN total.

Vil.4 Identificacibn de fragmentos polimérficos en las muestras
colectadas utilizando el fraccionamiento de amplificacion aleatoria RAPD.
La primera etapa del estudio genético de P. guajava se enfoca la amplificacion
aleatoria tipo RAPD utilizando 6 oligonucléotidos comerciales nombrados del 1 al 6.
En el analisis de los segmentos se consideran a los que tienen un tamarfo entré 200
a 1200 pares de bases (pb). Los seis cebadores generan un total de 91 segmentos,
dando lugar a diferentes perfiles genéticos. Las diferencias se encuentran tanto al
utilizar diferentes oligonucleétidos como al utilizar el mismo oligonucieétido en
diferentes muestras.
La Figura 3 muestra la separacion electroforética de los diferentes perfiles RAPD
obtenidos en las muestras colectadas, donde se observan claras diferencias
polimorficas (flechas) que se distinguen de las bandas conservadas o repetidas. De
los 91 segmentos RAPD que se generan con los oligonucledtidos utilizados, el 77%
se comparten con ef oligonucledtido 1, 74% con el 2, 87% con el 3, 94% con el 4, con
los oligos 5 y 6 se comparten casi en su totalidad las bandas. La amplificacion
aleatoria con el oligonucledtido 1 se representa en A con muestras del estado de
Michoacan, donde se generan dos segmentos polimorficos y por consiguiente tres
- patrones de bandeo diferentes. La amplificacion aleatoria con el oligonucleé6tido 2 se
representa en B con muestras d‘el estado de Aguascalientes, donde se genera un
segmento polimorfico y dos patrones de bandeo diferentes. La amplificacién aleatoria

con el oligonucledtido 3 se representa en C con muestras del estado de Querétaro,
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donde se genera un segmento polimoérfico y dos patrones de bandas diferentes. La
amplificacion aleatoria con el oligonucleétido 4 se representa en D con muestras del
estado de Aguascalientes, donde se generan dos segmentos polimOrﬂéos y tres
patrones de bandeo diferentes. Las amplificaciones aleatorias con los
oligonucledtidos § y 6 se representan en E y F con muestras del estado de México y
Michoacan respectivamente, en ellos no se observan segmentos polimorficos

facilmente distinguibles.
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Figura 3 Patrones de bandas tipo RAPD de P. guajava provenientes de diferentes
estados.

Carrit M: Marcador 100 bp. A Carriles 1a, 1b y 1c: representan perfiles polimérficos
RAPD usando el cebador 1 (muestras del estado de Michoacan). B Carriles 2a y 2b:
representan los perfiles polimorficos RAPD usando el cebador 2 (muestras del
estado de Aguascalientes). C Carriles 3a y 3b: representan los perfiles polimdrficos
RAPD usando el cebador 3 (muestras del estado de Querétaro). D Carriles 4a, 4b y
4c: representan los perfiles polimérficos RAPD usando el cebador 4 (muestras del
estado de Aguascalientes). E: Carril 5 representa el perfil RAPD usando el cebador 5
(muestras del estado de México). F: Carril 6 representa el perfil RAPD usando el
cebador 6 {muestras del estado de Michoacan). Las flechas indican las variaciones

polimérficas con comportamiento alélico.
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La Figura 4 es la representacion esquemética de los segmentos polimorficos
identificados en la Figura 3. En el esquema se muestran Unicamente ias bandas
representativas obtenidas con los oligonucleétidos 1 al 4 que se localizan en los
diferentes estados muestreados. El esquema nos indica que el patrdn de bandec 1a
se encuentra en arboles de todos los estados y se caracteriza por la presencia de
una banda de 590 pb; el patrén 1b se localiza en un arbol de Michoacan,
presentando una banda de 610 pb y el patron 1c¢ esta presente en arboles de
Aguascalientes y Michoacan, con las 2 bandas anteriores de 590 y 610 pb. Con la
amplificacion aleatoria del oligo 2, el patréon de bandeo 2a se encuentra en arboles de
todos los estados y el patrén 2b se localiza en Aguascalientes y Michoacan, este
patron se caracteriza por una banda de 370 pb. Con el tercer oligonucle6tido, el
patron de bandeo 3a se encuentra en arboles de todos los estados y el patrdn 3b
unicamente se localiza en 2 arboles, uno en Querétaro y otro en Michoacéan, este
perfil se caracteriza por una banda de 690 pb. Por ultimo, el cuarto oligonucledtido
genera 4a presente en arboles de los estados de Aguascalientes, Meéxico y
Michoacan; el patron 4b que se caracteriza por una banda de 460 pb y el patrén 4c
por 2 bandas de 460 y 480 pb, estos dos altimos se encuentran en todos los estados.
En cada amplificaciéon aleatoria se determinaron los perfiles con mayor frecuencia,
resuitando en cada caso los patrones 1a, 2a, 3a y 4b. El patrén representativo (PR) o
suma de los patrones con mayor frecuencia se identifica por la banda de 590 pb

proveniente de 1a y las 2 bandas de 460 y 480 pb provenientes de 4c.
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Figura 4 Esquema de los fragmentos polimorficos RAPD usando oligonuceittidos 1 —

4.

La escala superior indica la longitud relativa de los segmentos, tomando como

referencia un marcador de ADN (7100 bp fadder). Cada simbolo representa los

segmentos polimérficos con un comportamiento  homocigoto © heterocigoto,

presentes en los patrones de bandeo (combinacién de los nimeros y letras a ia

izquierda), y las barras ( == ) sobre las lineas continuas { — ) a la derecha

representan las regiones donde se encontraron. La linea inferior PR es la

representacion global de P. guajava resultado de los patrones de bandeo poliméficos

con mayor frecuencia (1a, 2a, 3a y 4b). AGS: Aguascalientes, MEX: Estado de

Meéxico, QRO: Querétaro, MICH: Michoacan.
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En la Tabla 2 se resume el oligonucledtido utilizado, los segmentos polimérficos y
totales, los patrones con la banda o bandas caracteristicas y el patrén con mayor
frecuencia en cada fraccionamiento, para correlacionar por ultimo con el desequilibrio
genético entre los patrones con mayor frecuencia. Estos resultados se obtienen
utilizando los datos del ANEXQO 5 en combinacion con el programa de computo SNP

analyzer.
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Tabla 2 Secuencias de los oligonucledtidos 10-mer usados para el analisis RAPD,

- nimero de segmentos polimdficos y totales (pb), su frecuencia, patrén de bandas

dominante y su desequilibrio genético en individuos de P. guajava L.

Nmero de Nl de Patrones de bandeo Patrn de
Secuencia segmentos i generados de los bandeo Desequlibio
Cebador 5a3d) polimarficos : wg s segmentos dominanie genéico
{pb) polimnériicos {frecuencia)

&p<0.05

Los patrones de bandas con mayor frecuencia estdn marcados con asterisco (*) v se sefala su

correspondiente desequilibrio genético.
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Como se observa, los patrones de bandas 1a, 2a y 3a se encuentran en desequilibrio
genético con 4c y 4b.
Posteriormente, se explord la posibilidad de usar a los perfiles RAPD como
indicadores de la acumulacion de quercetina (caracteristica fenotipica). -El andlisis de
correlacion entre las combinaciones posibles de dos perfiles RAPD con mayor
frecuencia y una alta acumulacion de quercetina, fue evaluado usando el programa
SNPanalyzer. Los resultados indicaron una relacién entre los perfiles 1a y 2a con 4c,
con valor F de 5.184 y 5.652, respectivamente y a una diferencia significativa de
p<0.05, con el aumento en la acumulacién del principio activo. Por Gltimo, el valor
LoD que representa la caracteristica cuantitativa (QTL) arrojé un valor de 9.498,
afirmando como la presencia de 1a y 2a con 4c como marcadores genéticos, se
correlacionan con un aumento en la acumulacidén de quercetina en los arboles
muestreados.

VIiL.5 Identificacion de secuencias similares y regiones repetidas.
En la construccibn de las bibliotecas genémicas se utilizaron los cuatro
oligonucledtidos que generan segmentos polimérficos, el oligonuciedtido 5 que no
genera segm-entos polimérficos y los fragmentos obtenidos por captura de hibndos.
En total se obtuvieron 350 colonias, de las cuales se seleccionaron 60 con un
tamano de inserto diferente y de estos solo se obtuvieron 36 secuencias.
En el ANEXO 6 se presentan las secuencias con tamafios entre 200 a 1200 pb,
obtenidas con |la amplificacién aleatoria RAPD; asi como la digestion con enzimas de
restriccion e hibridacion con las sondas (CA)s y GATA del grupo de muestras

seleccionadas del ANEXO 3. La nomenclatura de las secuencias en los segmentos
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RAPD a emplear es: el nUmero del oligonuclettido utilizado (a la izquierda del punto),
el nimero asignado en la caja de respaldo y la letra A si proviene de la repeticién en
la construccion de la biblioteca. La nomenclatura de los fragmentos con repeticion en
tandem o microsatelitales a emplear es: las iniciales SK o CAG para indicar la
primera 0 segunda biblioteca y el nimero que corresponde a su ubicacion en la caja
de respaldo.

En la seleccion de las clonas a partir de una misma biblioteca gendmica se observa
que varias de ellas presentan un peso molecular muy cercano y en ocasiones la
misma secuencia con minimas diferencias. Tal es el caso de las clonas 1.33 y 1.2A
cc.)n un peso molecular de 315 y 316 pb respectivamente, que solo se diferencian por
una adenina en la posiciéon 13 de la clona 1.2A y que no se presenta en 1.33. En el
caso de las clonas CAG.37 y CAG.38, se observa una gran similitud entre sus
secuencias excepto por el cambio de una adenina en la posicion 60, una supresion
en la posicidén 62, un cambio de una citosina en la posicién 537 y el cambio de una
guanina en la posicion 550. La mayor diferencia entre clonas similares, se observa
en la regién repetida de las clonas CAG.1 y SK2 con la ausencia de 14 nucledtidos
en las posiciones 186 a la 200 en SK2, y en las clonas 4.38 y 4.3 donde se observa
una regién homdioga de 166 pb al inicio y final de su secuencia respectivamente.
Como caso  particular, se observa una region de 24 pb
(TCTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGCA) que se encuentra repetida al inicio y dentro
de las secuencias SK5, SK2, CAG.28, CAG.1, CAG.20, CAG.7, CAG.S?_y CAG.38,

pero especialmente en CAG.4 ya que se repite hasta 5 veces.
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Entre las secuencias con una misma longitud pero diferente lectura, se encuentra la
clona 1.1 con un tamarfo de 316 pb similar a las clonas 1.33 y 1.2A, asi como las
clonas 2.2A y 2.1 con tamarfios de 210 y 215 pb respectivamente. Las éecuencias
con regiones repetidas no son exclusivas de las bibliotecas generadas por captura de
hibridos, ya que también se presenta la region (CT)oCC(CT), en la secuencia 1.5A.
Por otro lado, las secuencias capturadas con la sonda bictinilada (GT)is que
presentan un microsatélite claramente identificable son SK2, CAG1, SK3 y SK4,

corresponden a un 33% de [as clonas secuenciadas (Tabla 3).

63



RESULTADQS

Tabla 3 Secuencias obtenidas de las bibliotecas gendmicas tipo RAPD vy
microsatelitales, namero de secuencias similares e identificacion de regiones tipo

tandem.

Biblioteca - Secuencias
# Secusncias

, e Clonas con regiones tipo tandem
gendmica similares g P

Oligonuciedtido

SK2, (CA)AA
CAG.1, (CA},AA(CA},
SK3, (CAly
SK4, (CA,

ivicrosatelite
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VIL.6 Identificacion de secuencias homdlogas utilizando la base de datos
Gene Bank de NCBI.
Las secuencias del ANEXO 6 analizadas con la base de datos Gene Bank de NCBI
para plantas, no mostraron una homologia significativa a excepcion del fragmento de
la clona 1.1A con 549 pb. Este inserto muestra una homolegia del 91% en un
fragmento de 229 pb del cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana.

VIL.7 Disefio de oligonucleétidos especificos para la identificacion de las
clonas seleccionadas.
De las 36 secuencias presentes en el ANEXO 6, se descartd el inserto 1.1A por su
homologia con A. thaliana. De las 35 clonas restantes, solo es posible disefiar
oligonucledtidos flanqueantes especificos (cebadores) para 24 secuencias.
Al comparar las 35 secuencias unicas y las regiones flanquentes disefiadas para su
amplificacion, observamos que se obtuvieron 6 pares de cebadores de las 8
secuencias obtenidas con la biblioteca gendmica RAPD 1, se obtuvo sole un par de
cebadores de las 7 secuencias obtenidas con la biblioteca genémica RAPD 2, se .
obtuvieron 2 pares de cebadores de las 2 secuencias obtenidas con la biblioteca
genomica RAPD 3, se obtuvieron 4 pares de cebadores de las 4 secuencias
obtenidas con la biblioteca gendomica RAPD 4, se obtuvieron 3 pares de cebadores
de las 8 secuencias ob;tenidas con la biblioteca genémica RAPD & y se obtuvieron 6
pares de cebadores de las 12 secuencias obtenidas con la biblioteca gendmica
(GThs. La lista de los 22 pares de cebadores seleccionados por su tamafo,
temperatura de hibridacién, contenido de GC, minimo alineamiento entre cebadores

y secuencia unica tanto de la clona como del cebador, se presentan en el ANEXO 7.
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VII.8 Estandarizacion en la amplificacion de secuencias usando ADN
genomico de P. guajava y oligonucledtidos especificos.
La concentracidbn de magnesio utilizada en futuros experimentos, se 'determiné
mediante el disefio de una matriz donde se probaron concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0
y 2.5 mM de MgCl,, 10 ng de ADN plasmidico proveniente de las diferentes clonas y
los oligonuclettidos disefiados. En cada caso, se obtuvo el amplificado a la longitud
esperada entre 1.0 a 2.0mM MgCl,.
La concentracion minima de ADN plasmidico y ADN genomico proveniente de
material vegetal fresco y seco se determiné al emplear 1.0 mM MgCl,, con los
oligonucledtidos disefiados previamente. La muestra ES nuevamente es utilizada en
esta etapa del trabajo.
Los resultados muestran que la amplificacion de los plasmidos seleccionados se
obtiene desde 10 pg y que la cantidad de ADN gendmico necesaria en la
amplificacion de estos mismos segmentos puede variar de 1 — 20 ng. Finalmente
observamos que son 13 las regiones de ADN gendmico que se amplifican a partir de
los 16 pares de cebadores obtenidos de las bibliotecas genémicas tipo RAPD
(ANEXO 8).

VIL.9 Validacion de las secuencias en la identificacion genotipica de P.
guajava.
Los criterios y condiciones de amplificacion que se obtuvieron durante la
estandarizacion se utilizaron para validar la amplificacidn de los segmentos
seleccionados de las bibliotecas gendmicas tipo RAPD. Los productos de

amplificacién se obtuvieron empleando 10 pg de ADN plasmidico, 10 ng de ADN
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genémico con 1.0 mM MgCl,. El ADN -utilizado corresponde de las muestras
seleccionadas del ANEXO 3, también se incluyd el plasmido control y un arbol
ancestral obtenido del primer huerto establecido en Calvillo, Aguascalientes (ANEXO
9).

Los productos de amplificacion obtenidos no fueron homogéneos en ninguno de los
casos, observandose ausencia o baja intensidad en las muestras. En el amplificado
1.2A fueron las muestras Vil y XVI; en 1.12A las muestras Il - VI, X, XV y XVI; en
1.3A 1as muestras Vil y IX; en 3.15 las muestras V - VII, [X, X, Xlll y XVI; en 4.1 las
muestras lll y IX; en 4.3 las muestras lll, [V y VIl; en 4.9 las muestras IV, Vil y Xi|; en
5.8 las muestras G1, |, Il - IX, Xl y XIV; y en 5.39 las muestras Il - IX y XII.

Para el analisis estadistico, se emple6 ANOVA de una via para comparar l0s
marcadores contra la regién geografica y la concentracion de quercetina. El analisis
se hizo cualitativamente (presencia © ausencia del amplificado) como
cuantitativamente (densitometria de la banda). Los resultados indican que
aparentemente el marcador 1.3A pudo ser empleado como un indicador diferencial
entre las regiones con una p< 0.02 en el nive!l cuantitativo; el marcador 4.3 pudo
identificar a individuos con una alta produccién de quercetina puesto que a nivel
cualitativo muestra una diferencia superior del 330 al 340%, con una p< 0.007; el
alelo 5.39 no tiene una diferencia cuantitativa con respecto al estado y |la cantidad de
quercetina cuantificable, sin embargo cualitativamente podria ser considerado como
potencial marcador; el aielo 5.5 a nivel cuantitativo es el mas representativo, ya que
esta relacionado tanto con la concentracién de quercetina, como las condiciones

ambientales (p< 0.05); el marcador 3.15 que identifica 2 alelos en el genoma, a pesar
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de tener una relacién del 100% con respecto a la regionalizacién y el 280% en la
concentracion de quercetina, lo debemos considerar solamente en el aspecto
cualitativo.

Posteriormente, a estas mismas muestras se modificaron las condiciones de
amplificacion a 5 ng de ADN genomico y 1.5 mM de MgCl; (ANEXO 10).

Los resultados presentan una amplificacién no homogénea entre las muestras
aunque se presenten en un mayor numero de ellas. Los amplificados 1.12A, 5.8 y
5.39 se favorecen especialmente y en menor grado la region intergénica 5S rRNA y
la region de ADN 1.11A. Las muestras que no amplificaron o que presentan una bajo
producto en la region intérgénica 58 rRNA fueron la G1, VI - IX, XV y XVI; en 1.12A
la muestra VIII, XV y XVI; en 1.11A el ADN plasmidico l1I- 1X, XII, XIV y XVI; en 3.15
las muestras G1, Ill, IV, Vil, IX y XIV; y en 5.8 la muestra 5. La muestra XIV del
segmento 4.9, la muestra Xl de 5.5 y la muestra IX de 5.39 no se consideran porque
la solucidn se evaporé durante la reaccion.

El analisis estadistico ANOVA de una via realizado bajo estas nuevas condiciones de
amplificacion, mostraron que los marcadores 1.11A, 3.15a y 3.15b pueden ser
utilizados como indicadores diferenciales cualitativos y cuantitativos por la region y
concentracion de quercetina, sin embargo se ven afectados por la calidad del ADN
empleado.

El dato mas interesante obtenido en el andlisis estadistico fue entre los valores
densitométricos de los marcadores y su relacién con la zona geografica, donde los
fragmentos 1.2A, 2.3, 4.3, 4.9, 55, 5.8 y 5.39 presentan una diferencia significativa

~ sin que interfiera la calidad de material genético. Debido a lo anterior se decidio
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hacer una tabla comparativa para conocer que marcadores eran representativos de
la’zona geografica.
VII.10 Identificacidn genotipica de P. guajava.

Por dltimo, se determinaron los segmentos especificos para autentificar con
marcadores geneticos a la especie P. guajava L. y aquelios que puedan discriminar
especies con caracteristicas fisicas semejantes o nombres populares similares.

La Figura 5 muestra 11 de los 13 segmentos utilizados bajo diferentes
concentraciones de ADN y MgCl; durante la validacion, excluyendo a 1.11A y 3.15
por su baja especificidad. Las muestras A y B se colectaron en Querétaro con el
nombre popular de “guayabita” o “arrayan” e identificadas como Psidium sarforium, la
muestra C fue obtenida de un arbol cultivado en la ciudad de México con el nombre
popular de “guayaba brasilefia” e identificada como F. seflowiana, la muestra D es
una variedad michoacana de guayaba que se caracteriza por su forma tipo pomo, las
muestras E - | fueron colectadas de diferentes arboles de guayabo silvestres del
estado de Oaxaca; la muestra J fue obtenida de un arbol de guayabo cultivade de la
ciudad de México y la muestra K se compré a la empresa (Hangzhou Singho

Co. Ltd.) de origen chino.

69



RESULTADOS

PM P, A B,C,D,E F G J | K
T T T T g I
1.24 s ek e e
e[ T T |
138 | — ] ] e —
— I e l
23 | T i | |
B B I i
327 ' ..........-! i !_“! _____ ! i
4.1 Pl jren il et I
o 1 - it} ] | :
O e o o =
49 { Py p—— e )
] | | | _I
0 [ il |
55 PRSI ) : ! {
L ] | | | _]
530 | il il sl | LG e
| 4 [ ) i el
| | ' |

Figura 5. Ampilificacidén de regiones especificas de ADN en P. guajava y su
comparaciébn con otras especies. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life
Technologies, USA), P: Plasmido, A y B: P. sarforianum, C: F. sellowiana, D: P.

guajava (variedad), E - J: Psidium spp, K: P. guajava (origen Chino).
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Los resultados muestran que los amplificados 1.3A, 2.3, 3.27, 4.9 y 5.39 estan
presentes en P. sarforianum y F. selfowiana con bandas claras y definidas. De forma
particular, F. seflowiana presenta un amplificado de menor longitud (500 pb)en 49 e
inespecificidad en 5.39.

Los amplificados 1.2A, 4.1, 4.3 y 5.5 estan presentes en muestras de P. sartorianum
como una banda muy tenue, en comparacion a las muestras de P. guajava.

En las muestras D, E, F, G y K se ampilificaron todos los segmentos de ADN; en la
muestra H no se aprecia 1.3A y en la muestra | et amplificado 4.3.

De manera interesante, la muestra J proveniente de un arbol cultivado en la ciudad

de México aparecen varias bandas en los amplificados 1.3A y 5.39.
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VIil DISCUSION.

VIIl.1 Seleccion de la materia prima.
En la obtencién de la materia prima fue necesario seleccionar los arboles y lugares
de recolecta para el desarroilo de este trabajo.
La decisidn de muestrear arboles en cultivos comerciales de guayabo se tomé por
dos factores principales. La primera fue la importancia agroindustrial que existe en
México en la explotacion del fruto de guayaba, lo que deja a la hoja como un
subproducto de desecho potencialmente aprovechable. La segunda fue establecer
tas mejores condiciones de recolecta en cultivos controlados con el propdsito de
desarrollar un fitomedicamento a partir del extracto etandlico de hoja de guayaba,
para el tfratamiento del sindrome del colon irritable.
l.a seleccion de los estados representativos fue a través de la SAGARPA vy su portal
en Internet, ya que actualmente existe la ventaja de utilizar este medio como fuente
de informacion. De esta forma se establecidé que los arboles de los estados de
Aguascalientes, Michoacan, México y Querétaro representaron en promedio el 79%
de la produccién nacional de guayaba, cinco afios previos al muestreo. Cada estado
presenta condiciones ambientales y un manejo agronémico diferente. Aguascalientes
y Querétaro tienen un manejo organico, no usan fertilizantes e insecticidas quimicos,
y generan estrés hidrico a sus arboles; Querétaro en menor grado que
Aguascalientes. Los estados de Meéxico y Michoacan, por su parte utilizan

fertilizantes e insecticidas quimicos en sus cultivos, y cuentan con sistema de riego.
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VIil.2 Cuantificacion del principio activo

Los flavonoides ademas de su funcion en la planta (regulan el metabolismo de las
vitaminas liposolubles y hormonas, . favorecen la polinizacién, etc.), tienen
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que se ven reflejadas en el tratamiento
de diversos padecimientos (hipertension, diabetes, problemas cardiovasculares, etc.)
(Havsteen, 2002). Lo anterior justifica el interés de estos metabolitos secundarios en
el campo de la farmaceutica y su aplicacion en la medicina.

Tomando en cuenta las funciones fisiologicas de los flavonoides en la planta, se
realizé el muestreo durante los meses con mayor incidencia de rayos solares, debido
a su poder antioxidante y captura de radicales libres; durante el proceso de floracion
y fructificacidon, debido a su papel durante la polinizacién y desarrolio del fruto; y post
cosecha, como un proceso inherente de acumulacion. Al término del afo, se observo
que la mayor acumulacion de gquercetina se obtuvo en la etapa pos-cosecha y en los
meses con una alta incidencia de rayos solares. En la comparacién de resultados,
obtuvimos el mismo comportamiento que Vargas-Alvarez y cols. (2006). Ellos
reportan que la mayor acumulacion de flavonoides (miricetina, quercetina, luteolina,
kaempferol} en hojas maduras de guayaba y en arboles del estado de México, se
presenta en Mayo y Julio del 2000 o para nosotros primavera y verano.

El siguiente dato interesante fue la seleccién de la zona geografica. Los agricultores
compran arboles propagados por estacas al municipio de Calvillo en Aguascalientes,
por lo que se considera un origen comun y relativamente homogéneo entre los

cultivos.

73



DISCUSION

Michoacan no presenté diferencias significativas a lo largo del afio. Querétaro,
aunque presenté el doble de acumulacion de quercetina con respecto a Michoacan
durante el afio, la acumulacion de quercetina se mostrd lineal y poco atractiva.
Aguascalientes y estado de México mostraron una cinética de acumulacion esperada
y altas concentraciones quercetina, Vargas-Alvarez y cols. (2006) reportan 2.9 mg/g
de hoja seca como la mayor acumulacion de quercetina total, mientras que nosotros
obtuvimos valores 3 veces mas de lo reportado, probablemente por el método de
extraccidn exhaustiva y la hidrdlisis total de flavonoides que se empled en este
trabajo para la cuantificacibn de quercetina. Sin embargo, para los intereses
posteriores de este trabajo, entre los 2 estados se considera como mejor opcidn
Aguascalientes por el manejo organico de sus cultivos, y para evitar agentes
quimicos toxicos en el extracto y el fitomedicamento.
Por dltimo, a pesar de la gran influencia que presentan condiciones ambientales en la
acumulacién de flavonoides; el analisis individual de las hojas dentro de los mismos
cultivares, nos permitié indagar sobre la influencia de factores genéticos propiciados
por los mismos agricultores.

VIII.3 Seleccidén de los individuos para el estudio genético en base a la
acumulacion de flavonoides.
Durante la primera visita, se observé que los agricultores de Aguascalientes trabajan
continuamente en el mejoramiento de sus arboles, ademas de la explotacidén
comercial de dos tipos de guayaba (media china y pulpa blanca) en la misma zona
de cultivo-. En referencia a la seleccion de cultivos por parte de los agricultores y las

diferencias entre los frutos, Padilla-Ramirez y cols. (2002) hacen una comparacion
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genética de 12 arboles de guayaba. Estos ejemplares, fueron seleccionados por la
calidad y rendimiento de sus frutos {caracteristica fenotipica), para obtener un banco
con 45 accesiones de la regidn Calvillo, Aguascalientes — Cafiones, Zacatecas y
realizar un agrupamiento por homologia genética.
En el presente trabajo, 1a caracteristica fenotipica fue la acumulacion de quercetina
presente en las hojas, seleccionandose 13 arboles de un grupo de 40. El analisis
estadistico de normalidad, permitié identificar a los individuos con valores minimos y
‘ maximos que posteriormente fueron correlacionadas con las diferencias genéticas.
VIi.4 Identificacion de segmentos polimérficos en las muestras
colectadas usando amplificacion aleatoria RAPD.
La amplificacién aleatoria y controlada por la técnica RAPD nos permite tener un
primer acercamiento con las diferencias genotipicas presentes entre los individuos.
En el andlisis de todas las muestras con esta técnica y solo 6 oligonucledtidos
decameros, nos permitid identificar regiones polimérficas y monomérficas con un
rango de homogeneidad entre el 74 al 94%, mas amplio que el reportado por Padilla-
"Ramirez y cols (2002) de 88 al 96%. Los resultados muestran que el estado de
México presenta la mayor homogeneidad genética entre sus individuos, a diferencia
de los estados de Michoacan y Aguascalientes que presentan una mayor
heterogeneidad por estar presentes todos o la mayoria de los patrones genéticos.
Este fendmeno se puede deducir por el continuo mejoramiento de la especie, que los
agricultores propician para lograr un fruto con caracteristicas atractivas para el
consumidor y al mismo tiempo obtener una mejor adaptacion al medio ambiente que

se ve reflejado en diferencias genotipicas.
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En el analisis directo entre los individuos con mayor y menor acumulacién de
quercetina total, observamos que en Aguascalientes el arbol A1 con una baja
concentracion de quercetina, presento un patrdn genético diferente a A9; lo mismo se
presentd en los demas estados. Esta observacion preliminar, nos motivé a buscar
alguna estrategia que permitiera comelacionar a los segmentos de ADN polimorficos
con la propiedad fenotipica deseada. El analisis de resultados obtenido con el
programa de computo SNPanalyzer, permiti¢ obtener numéricamente la relacion
entre el patron de bandeo o variacion polimérfica y la acumulacion de quercetina
fotal.
VIIL.5 Identificacidén de secuencias similares y regiones repetidas.

En el andlisis individual de las secuencias se observan diferencias en la lectura que
van desde el cambio de una base y comimiento por eliminaciéon o insercién de una
base, pn'ncipa!meﬁte. Sin embargo, no hay que descartar la posibilidad de errores de
lectura durante el corrimiento de la muestra en el secuenciador. Es asi como, la
secuencia 1.5A que presenta la regidn (CT)CC(CT)s;, se puede pensar en un
microsatélite (CT)zs. Sin embargo en el caso de las clonas SK2 y CAG.1, la regién
(CA)n se ve interrumpida por una adenina en el mismo lugar, lo que sugiere
fuertemente que la lectura de la secuencia es correcta. El disefio adecuado de esta
region nos permitira utilizarlo como un marcador que diferencie formas polimérficas y
presencia o ausencia de heterocigotos, debido a que las regiones flanqueantes de
los microsatélites son altamente conservadas y altamente polimorficos con
repeticiones mayores de 12.

_ Como caso particular, se observé que una region de 24 pb (TCTAAGGCCTTGCT
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AGCAGAAGCA} que se encuentra repetida al inicio y dentro de las secuencias SK5,
SK2, CAG.28, CAG.1, CAG.20, CAG.7, CAG.37 y CAG.38 y especialmente en
CAG 4 hasta 5 veces. Debido a la recurrencia de esta region, se busco su homologia
en Gene Bank NCBI y se encontrd una relacion directa con secuencias
microsatelitales. De manera particular esta regiéon se encuentra flanqueando un
microsatélite (GA)«s presente en Magnifera indica (mango). Aunque esta region es
importante para la identificacion de microsatélites, no se puede utilizar como
oligonucledtido especifico en la identificacidn de la frecuencia alélica debido a su
recurrencia en diferentes regiones del ADN genémico, sin embargo al realizar mapeo
fisico de comparacién con mango, el disefio de primers permitira si hay o no
amplificacién y por consiguiente determinar distribucién en especies, géneros e
incluso hasta familias en la escala taxondmica.

VIII.6 Identificacion de secuencias homoélogas utilizando Ia base de datos
Gene Bank de NCBI.
La obtencidn de secuencias unicas de la especie, nos permite garantizar su
autentificacion y la discriminacién con otras especies similares fisicamente sin la
intervencion de un taxénomo o morfélogo profesional. Esta forma de identificacion
genética también cobra importancia cuando el material vegetal no cuenta con los
requisitos de un ejemplar de herbario, porque solo se presenta una parte de la planta
0 porque ha sufrido algun procesamiento post cosecha para su comercializacion.
En un primer analisis, se empled la base de datos nucleotidica de SWBIC y NCBI
para el alineamiento de las secuencias, por el interés de identificar regiones

codificantes en bibliotecas de ADNc. En todos los casos se encontrd una homologia
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en los segmentos entre 10 a 50 pb; sin embargo la relacién entre el segmento
homélogo con el segmento obtenido no se considera significativamente similar,
descartando la posibilidad de haber obtenido secuencias codificantes.
Por otro lado, el atineamiento de las secuencias contra las bibliotecas gendmicas de
33 plantas diferentes, nos proporciond una informacibn mas completa para
determinar su autenticidad como secuencias unicas de P. guajava.
De esta forma se pudo excluir a la clona 1.1A, por su homologia en 229 pb con el
cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana en un 91% de sus secuencia y por otro lado,
incluir a las demés secuencias en el disefio de oligonucledtidos flanqueantes para el
disefio de marcadores especificos.

VIIl.7 Diseio de oligonucleétidos especificos para la identificacion de las
clonas seleccionadas.:
El disefio de cebadores se considera el paso mas importante en la obtencién de
marcadores, ya que de ellos depende la identificacion y amplificacion de las
secuencias. Para su disefio, es importante tomar en cuenta un tamafio entre 18 a 22
pb para garantizar la especificidad en la amplificacién; permitir una temperatura de
hibridacion menor a la de amplificacién (72°C) o sea entre 50 a 55°C, para evitar una
amplificaciéon prématura; un contenido de GC de mas del 50% para facilitar la
hibridacion; evitar un alineamiento entre ellos, para que no formen dimeros durante la
amplificacion y por supuesto que tengan secuencia unica (Rychlik y Rhoads, 1989).
El programa de computo Web Primer DNA se ulilizd en su disefio, ya que permite

tomar en cuenta todos estos aspectos.
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En este paso también se hizo una seleccion de secuencias, ya que solo 24 de las 35
clonas restantes cumplieron satisfactoriamente con los parametros descritos
anteriormente para el disefio de oligonucledtidos flanqueantes. Si conéideramos
ademas, que dos de las secuencias estan repetidas, solo quedan 22 pares de
oligonucledtidos para establecer las condiciones de amplificacion y utilizarlos en
estudios posteriores.
En el caso particular de las secuencias 4.38 y 4.3, se presenta una regiéon homologa
de 166 pb, es por ello que el disefic de uno de los oligonucledtidos es el mismo.

VIIL.8 Estandarizacion en la amplificacion por PCR de P. guajava
empleando oligonucledtidos especificos.
Las secuencias que se utilizaron provienen de las bibliotecas tipo RAPD, con
caracter conservado en ia muestra de ongen (E5). Es asl como, la informacion que
se generd nos permitid determinar las diferentes regiones conservadas a las
obtenidas entre el arbol del estado de México y las demas muestras; lo que permite
establecer marcadores unicos de especie; y discriminar posibles aduiterantes.
En el establecimiento de las condiciones dptimas para la amplificacién por PCR, es
comin probar diferentes concentraciones de cloruro de magnesio, debido a la
propiedad del magnesio como coenzima. La abundancia o escasez de este
compuesto, facilita o limita la actividad enziméatica de la Tag DNA polimerasa
(Rychlik, 1995). En un primer paso, se obtuvo el ampilificado enfre concentraciones
de 1.0 a 2.0mM MgCl, (datos no mostrados), por lo que se selecciond la menor

concentracién para permitir una amplificacién mas dirigida.
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El siguiente aspecto que se considera en la PCR, es la temperatura de hibridacion.
Los oligonucledtidos disefiados a una temperatura de hibridacion de 50°C, no
presentaron problemas de multiple bandeo o ausencia de ampiiﬁcadb a esta
temperatura, por lo que se continud con esta temperatura.
Por Ultimo fue importante establecer los rangos de concentracion de ADN plasmidico
y genémico para la amplificacién, debido a que no se lieva a cabo la reaccion con
altas concentraciones de material genético. Por otro |ad0-, también se considera el
estado de la hoja (fresca o seca); debido a que en la practica la adquisicion de este
tipo de material vegetal es seca y en trozos muy pequenos porque la concentracion
del principio activo no se modifica bajo estas condiciones. Aunque las
concentraciones variaron dependiendo del fragmento, en general se logré una buena
amplificacion con 10 pg de ADN plasmidico y 10 ng de ADN genoémico.
De forma complementaria, se disefiaron los cebadores de la regién intergénica ARNr
5S, ya que ha sido utilizado en la identificacion genotipica de diferentes especies
(Cheng y cols 1997, 2000 y 2001}, y que al mismo tiempo fuera un control intemo en
la identificacion de las muestras de guayaba. Sin embargo el disefio de este
fragmento mostré una inespecificidad no deseada para los propositos del trabajo.
VIII.9 Validacion de las secuencias en la identificaciéon genotipica de P.
guajava.
Para la validacion de un marcador cuya aplicacidn sera la identificacion de especie,
se requiere su presencia en un nimero considerable de individuos. Los arboles que
se emplearon en este experimento es una muestra representativa de diferentes

regiones de la Reptblica Mexicana con variaciones considerables en su propiedad
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fenotipica (ANEXO 2). En este trabajo no todas las secuencias con disefic de
cebadores, amplificaron en todos los individuos, razén por la cual se excluyeron
desde el inicio como regiones especie-especificas. Estas diferencias sé pueden
explicar desde un punto de vista polimérfico, ya que al no tener una referencia previa
del fragmento seleccionado, esto puede repercutir en el disefio de cebadores; o
también que las condiciones de amplificacién no sean las mas adecuadas.

VilIl.10 Identificacién genotipica de P. guajava.
La escasa informacion genética que existe sobre otras piantas, nos conduce a aplicar
ta amplificacion de fragmentos en especies que pueden confundirse con guayaba.
En este experimento, se pudo corroborar la presencia de algunas de las regiones de
ADN seleccionadas en otras dos especies diferentes a P. guajava, pero con
caracteristicas similares. Sin embargo, es clara |la diferencia entre los patrones de
bandeo obtenidos entre las 3 especies.
Adicionalmente, también observamos como estos amplificados no fueron capaces de
diferenciar claramente entre variedades de guayaba, sin embargo podemos dudar de
la especie de las muestras H, | y J por presentarse una alteracién evidente en los
ampiificados.
Por dltimo, estos resultados nos permitieron confirmar que la muestra de origen
Chino si se comporta como P. guajava por lo que se decidié emplear la técnica de

cuantificacion de quercetina total para apoyar este resultado.
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IX CONCLUSIONES

Las hojas de P. guajava que fueron evaluadas como materia prima para la
elaboracion del fitomedicamento, se les determind el contenido de quercetina total.
De las cuatro regiones seleccionadas, se identificé a Calvillo Aguascalientes como
una region geografica, econdomicamente viable y con un manejo biolégico, durante la
primavera y una etapa pos cosecha con las condiciones ambientales adecuadas para
la acumulacién del principio activo, lo que la hace susceptible a ser seleccionada
para la produccion del fitomedicamento.

Como complemento a las técnicas de control de calidad, la amplificacién aleato-ria
tipo RAPD nos permitié identificar patrones conservados de las regiones polimérficas
y posteriormente correlacionarlo con la acumuiacion de quercetina. Por lo anterior, la
presencia de los segmentos polimérficos 1a y 2a con 4¢ que se correlacionaron con
un aumento del principio activo al obtener un valor LoD de 9.498 (p<0.05), permiten
identificar genéticamente individuos con una materia prima de buena calidad.

" En el analisis de las 36 secuencias obtenidas se encontraron dos repetidas, otra fue
descartada por su similitud con A. thaliana y solo 16 fragmentos cumplieron las
condiciones necesarias para el disefioc de’ oligonucledtidos especificos. Una
informacién atil para determinar cercania filogenética usando regiones homologas
con otras especies o 1a autentificacién de especie al ampiificar secuencias diferentes.
Se observd que una alta concentracion de MgCl, (1.5 mM) con una baja cantidad de
ADN gentmico (5 ng) favorece la ampl'rﬁcacién a excepcion de los fragmentos 1.11A

y 3.15.
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La biblioteca rica en regiones dinucleotidas tandem construida por el fraccionamiento
e hibridacion con sondas especificas, permitid la obtencion de 12 secuencias de las
cuales 2 fueron repetidas, 5 secuencias presentaron el microsatélite '(CA)n; 9
secuencias presentaron una region de 24 pb {(5'-
TCTAAGGCCTTGCTAGCAGAAGCA-3") flanqueando o dentro de la secuencia que
también es caracteristica de microsatélites (GA)n de mango (Magnifera indica), se
disefiaron marcadores especlficos para 6 secuencias, sin lograr establecer las
condiciones de amplificacion de estas.

La caracterizacién, secuenciaciéon y disefio de los 5 pares de oligonucledtidos
especificos 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 y 5.5, permitieron discriminar a la especie P. guajava

de las especies P. sartorium y F. sellowiana, morfoldgicamente similares a guayaba.
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ANEXO 1

Mapas de los cultivos de guayaba con el nimero de arbol y coordenadas en los

estados y municipios seleccionados.
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ANEXO 1

El anexo representa graficamente los cuatro cultivares de guayaba que se
seleccionaron para la recolectar hojas de guayaba durante de forma estacional
durante el ciclo 2002. El huerto “La Labor” en Calvillo, Aguascalientes se Icompone
de 2 zonas de cultivo separadas por terraserifa y una pequefha bodega, con
aproximadamente 600 arboles de seleccién media china (izquierda), pulpa blanca
(derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por ia familia y jornaleros,
podan una vez al afio los arboles y usan practicas de cultivo organicas en la
fertilizacién y control de infecciones. El rancho “Arizmendi® en Coatepec harinas,
estado de México se compone de 4 zonas de cultivo (A, B, C y D) con
aproximadamente 1,000 arboles guayéba sin especificacion en la seleccidn por parte
del agricultor. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los arboles una o dos
veces al afio y no usan practicas de cultivo organicas. El huerto “Los Pinzanes” en
Zitacuaro, Michoacan con aproximadamente 400 arboles guayaba media china,
forma parte de un grupo de huertos dentro de un ejido que perteneces a un mismo
duefio. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los arboles varias veces al afio y
no usan practicas de cultivo orgénicas. El huerto “El Exilio” en J:calpan, Querétaro
tiene aproximadamente 400 arboles de seleccién media china (izquierda), pulpa
banca (derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por el duefio que
poda una vez al afio los arboles y usa practicas de cultivo organicas.

La identificacién de los arboles se hizo con estacas etiquetadas clavadas a un
costado del arbol. La localizacidn (cuadros grises) se hizo numerando las lineas de

arboles (filas) y contando el nimero de arboles en cada linea (columnas) en cada

‘ cultivo,



ANEXO 2

ANEXO 2

Parametros climaticos en las regiones muestreadas durante el ciclo 2002.

Precipitacion

Estado de la Temperatura pluvial
Republica promedio promedio anuai
anual (°C)
(mm)

[h___,.

Estado de Mexsco —_ 1 600

Querétaro

*Melros sobre el nivel de) mar
La tabla resume las diferencias altitudinarias entre las regiones geograficas donde se
encuentran los cultivares de guayaba seleccionados en el estudio y las condiciones

climaticas (femperatura) y pluviales que se presentaron en promedio durante el 2002.
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ANEXO 3. Individuos con una mayor o menor acumulacion de quercetina evaluados

por la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

AGUASCALIENTES
A2
A3
12 - Ag
10 .
g | vt T s
g 8 . { + A10
© A A
% 6 A3 AT AT
Q A5
o 4 A7
G A1
2 A7
0 v v -
Inv Prim Ver Oto
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Quercetina mg/g

12,

10 |

w

EDO DE MEXICO

EM5 Emb
EM10 EM3
4 EM10 EM2
? * EM3
Ei1 Eh;”
EM4 EM7
EMS
EMO
Inv Prim Ver Oto
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Quercetina (mg/g)
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Quercetina (mg/g)
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ANEXO 3

El anexo muestra a los individuos que salen de la normalidad en la acumuiacion de
quercetina o que estan fuera del rango promedio + DS segun la prueba estadistica
de Kolmogorov-Smimov, en las regiones geograficas seleccionadas y en las
diferentes estaciones del afno. En Aguascalientes los individuos con mayor
acumulacion son A2, A3, A8, A9 y A10, predominando A9 en el afo; los individuos
con menor acumulacion son A1, A3, AS y A7, predominando A1 y A7 en el afio. En el
estado de México los individuos con mayor aéumulacién son EM2, EM3, EMS y
EM10; los individuos con menor acumulacion son EM1, EM4, EM6, EM7 y EMS,
sobresaliendo EM1 en invierno y primavera. En Michoacan los individuos con mayor
acumulacién son M2, M3, M8 y M10, sobresaliendo M2 y M3 en 2 épocas del afio
diferentes; los individuos con menor acumulacion son M2, M3, M4 y M6. En
Querétaro los individuos con mayor acumulacién son Q2, Q3, Q6, Q9 y Q10,
predominando Q2 en el afio; los individuos con menor acumulacién son Q4, Q6, Q8 y

Q9, predominando Q6 y Q8 en verano y otofio.
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ANEXO 4

ANEXO 4. Evaluacion y seleccion de las muestras en base a su concentracion de

Quercetina

Concentracién de Quercetina mg / g hoja

Estado Clave (No.)

Observaciones* | Invierno - | Primavera Verano Otofio

E1 (V1) Baja Acum 6 935

-

EDO. MEXICO

QUERETARO

| Q3 (XVI

Clave: Primera letra del estado y nimero de arbol. No: Numero asignado a la muestra
" Alta acumulacién (+) = > Promedio + SD; Baja Acumulacion (-) = < Promedio — SD; X, Y, Z: Muestras

que presentaron polimorfismo con los oligonuclebtidos 1, 2 y 3.
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ANEXQO 5

ANEXQ 5. Diferencias polimérficas en los patrones de bandeo tipo RAPD y su

correlacion con la mayor acumulacion de quercetina obtenida a lo largo del afo

l # mueslie l érbol l RAPD 1 I RAPD 2 l RAPD 3 | RAPD 4 | RAPD 41 ‘ Querceling (my/g) ]

=y — = = = i 1
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ANEXO 5

La tabla muestra las diferencias polimoérficas encontradas en los perfiles de bandeo
tipo RAPD y la maxima acumulacion de quercetina cuantificada en el afo de las 40
muestras recolectadas. Las bases nucleotidicas sustituyen el comportamiento alélico

homocigoto o heterocigoto de las bandas que comparten una regién especifica en el

gel.

Xiv



ANEXO 6

ANEXQ 6

Secuencias de los amplificados aleatorios generados en Psidium guajava por la

técnica RAPD con el oligonuclettido 1, en dos escrutinios independientes.

| cLona | SECUENGIA IER
133 | GGTGCGGGAA | AA-GGGGAAA | ATTCAGACTA | GGCAARATCA | ATAAGATTTC | 48
= s
133 | COTATTGTTC | TTAAGATTTA | CAGTTTCCGA | GCAATGGATA | CAATTCTGGA | 99
1.33 TITICTCTTG | AATCCATGGT | CTTAATCCCC | TTCTAAGCTC | 148
133 GTACCTGATA | TTGTCAGACG | ACAATGGGCC | ARATTATGAC | 199
Tz [ [ [ e [ | %0
133 | TTGTGCTTIC | ATTGCGGCTT | TGCAGACTCA | AAAATAGTGA | CAAAATGCAC | 249
3 _ 7 . 2k I R o
133 | ATCTTGCATT | GCAGTGACAG | TGCGACTGAA | GATTGGGTAA | GGCGGTTCTC | 299
K I ’ ..(‘
133 | TTATGTTCCC | GCACCA 315
11 | GGTGCGGGAA | CATAAGAGGA | CCGOCTTACC | CAATCTTCAG | TCGCACTGTC | 59
ACTGCAATGC | AAGATGTGCA | TTTTGTCACT | ATTTTTGAGT | CTGCAAAGCC | 100
GCAATGAAAG | CACAAGTCAT | AATTTGGCCC | ATTGTCGTTT | GACAATATCA | 150
GGTACCCACA | ACAAGGAGCT | TAGAAGGGGA | TTAAGACCAT | GGATTCAAGA | 200
GAAAATTGAC | ATCAATCCAG | AATTGTATCC | ATTGCTCGGA | AACTGTAAAT | 250
CTTAAGAACA | ATACGGAAAT | CTTATTGATT | TTGCCTAGTC | TGAATTTTCC | 300
CCTTTTTCCC | GCACCA 316
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11A GGTGCGGGAA | CAGAACAACA | GGGAAAGACC | COACCGACCT | GCCCAGGGCT | 50
CGAGGGCGAG | CTTTATTGTT GAGAGAATGG | GGAGTGAATC | GAAAGGCTTC | 100
CGTTITCGTT CTTGGTITGG | GGGCTTICGG | GCTCCTCTCG | ATCTTATICG 150
TAGTTGGGAA | GGGGGAAGGA | GTCTAAATCA | ATGGACATTA ATGAACCATC | 200
ATTGATGGAC | GTTGCACATG | ACACGATCAA | TTCGACTCAA | GGTCTGGCGC | 250
TAATAGAAGT | GGCTTACTCT | CCTAGTAGCG | AAGGAAAGGG | GCAGGBGCTTT | 300
TITCGTAGTA ATAGTGGACG | GGTCTCATGA | GATCTATGCC | GACCGTCGGA | 350
ATCAAATGAA GGTCGAAGGA | CCATICGATT | CATTAAGAGG CATAGATCTA 400
GGCCTCTTTG | TTIGGTCAAT CACCAAAGGC | GGGGGGAACC | ACTATGGACG | 450
AGACCGCCCG | GCCTCGATTC | TITIGCATAG | TCCGGGGGCC | GGCCGCAGLA | 500
GACCANCGGG | GCATAGCGGC | GCCCTCGGECT | GGCGTCATIT | CCCGLACCA 549

158 | GGTGLGGGAA  TGTTCCTTGA TGCGTATGGA | GCTCCCTTIT. | GGGTTICTTGG. | 50
TGTCTTCTIC | AAATGGCGTA | AAGTTTTTGT | TTTAACTGAG | TGCTTTTTAT | 100
TICACAATGC | AGAGTAGATG | TCTCTGGGGG | ACGTCCTCTT | CGGAATGCGT | 150

| TCCATGGTGT | AGTCACCTTG | CAGGTTGCGT | TICACTGCTC | CTTGACATTC | 200

- | ATAGTAGCTT | TCCTTGAGGG « | TTTCTAATTT | TTATTTGTGA | CCGATGCTAA | 250
| TecAATTTAC | RAGAATTCTT | CGTGTGGGCC | TAGTCTTAAC | GGGTGTGATA | 300
\ | GTAACTCCGT | TCTCTAGATC | AAGTTAAGTG | GTGAACAATT | 350
g C |/GGTTTACCTT | TTTAGGATGT | GCAAGAAAAC | CTGCCTAGTA | 400
' GAT | | CCAACCTCGE | TACTECTCTC. | TITATTICTG | 450
'CAGATTAACC | CTACCTCTCT | 500

TCTCT | CTCTCCCTCT | CTCTCAGTGC | 550

e _. 7 3 ! 564

13A | GGTGCGGGAA | GAACAAAGAA | AGCATAGACA | TGCTAGATAG | GCAACAGTCT | 50
TGTAAAAGGC | ATATGAAAAG GAARAAGGAA | TCAGATCATT CTATGTGTTA 100
ATGTATCCCA | CATAAGTCTA CAGGGTTTAT | ATGCTCTTCA AATACAGTCT 150
COCTCCACCG | ATTATTTTAA GCATTTGAAT | CCTTATTCGG CTTGCACGTG | 200
AGATGGTGTG | TCAACATATG GCTTCCACCA | ATTACCATGT ATTGATAATT 250
TCTCCACCTT | TATACGTCAA TGAAATGCAG | ACTCCTAGAA | GCCAAAGAAA | 300
TATGGAACGA | GTAGCTTTTA CACAGACAAG | TCAAAAAACA | AAGTAAATCC | 350
CACTTTCTTG CTTATAAGAT AGTTGAAACA | AGATAAAAAT TTACTTTCTA 400
TTACAAATAC | CTCACCTATA CAATCTATGA | TCTGTATATT TACATAATTG 450
ATTTATITIT TTACATCAAG CAGCCTCAAG | GTAAATCCCA | ATGCACCATT | 500
GACTGAGCCA | GCTTCCCGAA | TTACTTTICC | CATTGCCCGT | CTACGAGCAC | 550
AATTCCACAA | GACTACCACA | AAATCACCAA | GTCAAAGGCA | GCGAGAATTA | 600
GCCAACTGGA | TITAAGCAGC GGTTTCAGCG | CTCAACAGAT | TAGGTTTAAC | 650
ACTCAAGAGC | COCGTCGCGA | GCAATTTTCT | TGCGATCTGA | CACTACCAAA | 700
TCACATCACA | TITTCCCTTC CCGCACCA 728

xvi



ANEXO 6

11MA | GGTGCGGGAA | GAGAGATCCG | TTATCCAATT GAMGGAG TATATATATT | 50
| acrataccaa | Aa TA | TITTCCTCAG |- 5C | AATGGGTATT | 100
| ceceTrTAGTT | ' TCAAACAAAC . | AGGCTGCATT | 150
7R -‘CAGCAG@GTA ,{am'rmea | ATGGTCTTAA | A | GAAAGTTCAA | 200
"-‘:ATMM [CTAAATGAAT | AARTACTT AC | ATGATGCCAG | 250 °

: J TGC TCG | AGAATGCGCA | 300

- AG | CAATGCTCAA | 350
SAA - | TTACAGGATT | _ i T |TcarercTec | 400
CCTGATA\::\A . ATGCGT‘TCCT GT&TTGQQAT, jﬁ_‘!’ﬁlﬁ_t;QCaG_C_: ACCGTCCAAT | 450

GAACATTGTG | AGAAAGGGAG | ATTGATGCAA | CAAATGCCTC | CTCATATTGT | 500
TTACATTTGC | ATACCAACAT | GCTTCTCTAT | TCATGGAGAC | ACAGAGTGAC | 550

CATCCTTTAT | GCATGTTAAC | CTCATGAAAA | ATAAACAGGC | TTGGTTATTC | 600
TITTICTACAC | CCATGCTAGG | QCATGCCCAC | TAACATATCC | AACTCAATTT | 650
CATTCCTTAT | CAGGCCAACA | ATCCAAATTC | GAGAARAAGG | GGGAAAGGGG | 700
ATGTTTAGCT | CTTGCAAAAG | ACATGGAAGG | ACCCATAAAT | AGTCAGAAGC | 750

_Mcrcrrsca ACAAAPARTC | AGTATTAAGA | GGCCTTGATG | GGAGTATTGG | 800

AGAA | AAATAGTTCA | ATGAAACACA | CGAAAACAAA | GACTTACTTA | 850

3T - | ATGTGCATAT | TAGGGAGACT | ATICARATCA | CAGAARAAGA | 900

| AAAGAACCAA | GTACAAATGG ncGAGm‘rca AAATTTTGAA | 950

AGGTAAA | CATG .-- / G | TCTGAATTAT | 1000

CACG | AAGAACAGTG | AAAGGTTGAG | GCTTTGECCES | GATATCATAA | 1050 |

CC' | GACCGTTGCT [ GGTTCCCGCA [ CCA - 1083
22A | GTTTCGCTCC | AAAGOCCGCC [ CAAAACCCAA | AACTAAATCA | GAACCACATT | 50
AAATTAAGAT | CCTGAATCTA | GAAGCTTYTA | ATTITCCTCT | GACATTTTCT | 1900
GCTCCTTCTT | TGTTTTACTY | ATTTATTTAT | TTATTTTTAA [ ATCCGCCTIC | 150
TACGTGGGTT | CTCAAATGCA | AAAATAATIC | TGCAGTCTTA | ACCTATGAAG | 200
GAGCGAAACA 210
”TTCATAGGTT MGACTGCAG‘ AATTATTTTT | GCATITGAGA | 50/

T ' | AAATA [ AGTAAAACAA | 100

AG | AATCCAGGAT | 150

N AR TT_| GGecceTere | 200
~ | anGGACC e ) i, BB

22 | GTTTCGCTCC | ATTAAACTAA | ATTTAAATTC | AACTATATCT | TCCAGTAATG | 50

TGAAAAAGAT | AATTGCACGT | AATAATAATG | COCTAATAAC | AACTACACAC | 100
NNNNGTACAT | CTGATAATAA | ATACCTTTIC | CTTGTGTAGC | TCAGGATGAA | 150
AATAAATCTA | GCTTTTTGTT | CAGTTGAAAG | TAATGCGGTT [ GGCTCTAGTG | 200
TAAAGTGTTC | AAAGAAATGA | GAAAAGTATA | AAGGGAAAAC | ACATCTAAAT | 250
GATTAATTGG | TAGGCCTGTA | CTTATTTICT | ATTACTTTGG | AGCGAAAC 298

XVit



2348 | GTTTCGCTCC | TGGTACTACT | GGAGAAGGTT | GATCATGGAA | CTICTGGTGA | 50
AATTATTGCT | GTGAATGAGA | TCAGGTATTT | CAGGGGGGTA | CTGGTACGTC | 100
GGCCACTGGG | AACGAATATC | TGCGGTAGTG | TACCACTAAT | GTAGTTGACC | 150
TGGTGGTAGT | CGCGAATAAT | TTCTCTTTAC | GAACATGTTG | ACGGTTTICTT | 200
GCTTGGGACG | GGAGAAATGA | TCTGCTAGGA | CATIGGATTT | TCCTGGGAGA | 250
TACTTTACAT | CGAAAGAGTA | TCGTGAAAAC | CATTCGGCCC | AGCGCATGGG | 300
CTAAGGATGA | GGGATTTGCT | TCTGTTGAAC | TTGAACATTT | GGGAAAAGGA | 50
GGACATGTCC | ATTTCGACGA | GAAAGGTTAC | GCCGATGAGA | TGGAATTCAA | 400
ACTTTTTGAT | GCCATACTTG | ACTGCCAGAA | TTTCCTTGAA | CGTGGAATGG | 430
TAGTGGAGTT | CAGCTGGAGA | AAATCGTCCA | CTTGTATATC | CACATATGGA | 500
GCGAAACA = 508

XViii

ANEXQO 6




ANEXQ 6

21A GTTTCGCTCC | TGCTTGATTC | GCCGTGAAGC | TGTCCCTCCT | CCCCAAGAGC | 50
ACATTCCAAT | CTGGACCTCC | TGACTGCAAT | TTCAGTAGCA | ATTGTGATIC | 160
GTGGAGGCAG | CTAAGTATTG | GAGACGGACC | CTACTGATAC TITGAATTGA | 150
TTCTCAATGC | TTICTTAGGCC | ACAACTATGT | ATACCAGGAA | GACGGAAGCT | 200
TGAGCAGCGA | GGGCGAGAAT | GTCGGCGCAC | GATACAGTCC | CAGGACAAGA | 250
GCTCTCAATA | GCCGCTTTGA | TGTTIGTCCAC | CACATCGAAA | CCCCTCGCGG | 300
AATTTGCATT | CGGACCCGCG | TCTTTCTCGC | TCTTAATGGT | GGCGCTGTTG | 350
TCCAGCAATA | GCGATCCATC | GCACCCCTTG | TAACAAATGG | TAAGCACAAC | 400
CTITAGGTCA | CGTGACTAAA | GCTACCCGAA | AGTCGGATTG | AAAGTACGAT | 450
AAGAAACGAA | GTGATTATTT | AGGACTCGLT | TTTAATGGAA | AGATGACCTA | 500
GCTTAGGGAC | TCACGTCGAC | GAAGCAATCG | TGGAAATGGA | GACGGACGAG | 550
GCTGGCGGTG | ATGUGCGGET | CGGATTGAAG | GGCCCGETGE | ATCACGGATT | 600
GGGTAATCCT | GGAAACATIC | GGGCATGTCG | TGGCGTAAAA | GCTTGCGCTC | 850
AACTGAGCGC | TCGATGGACG | GAGGAGAAAC | CACAATGCGG | CGAAAATGAT | 700
CATCGCTATC | AGCGAGAAGT | GAGCTGGAAA | ACGGACCATG [ ACATGTAAAT | 750
TAACCCCGTT | CGGACCGATT | GAATCCCTCT | CAGAAACAGT | GGAATTTIGAA | 800
TGCTAAAGCA | CAGTGTIGGT | CCTATACGTA | TATATAGTAA | GGGTACGTCG | 850
AAGCTCCTAG | GGCTCAAAGT | CATCATGAGC | GCGTAAAATC | ATTGAAAAAT | 900
TACTCTTCCT | TACTCCATCG | TCTCAAGGCG | GAATTATTAA TGTTGAATTA | 950
GATGCAGAGG | ATCGAACATA | TATAAAACTT | TGGAGCGAAA | CA 992
327 | GTAGACCCGT | CATGAACGTC | ATGAAAACGA | GTTCCTAAAA | GCTAAAAATG | 50
| AAAGACTCGG | AGCAGAGAAT | ACAAGGTATG | GAGRAGCTTT | TGACACTGCE | 400
| ACNTGCTCTA | ACTGTAGTGA | CCTCTTChcc |'CTCAACGARA | TGCAGCATCT | 150
_AARGATARAA | ARARATGCEC 4 GTTTGAAAGG | TGAGTTAGGT | TAATTCCCAG | 200
CAGAATCMG TTCTATTANA | GG AGAAGACCAA | TCTTATGGGG | 250
TCAGTATTAA | TATCTTTCGA Gaweeme ATGTATCACT | ACCAGTCAAG | 200
TAACGTTGAC [ GACGAGCTTA | TTGCCATGAT | CAACTAGTTT | GACGTTGATG | 350
AAGCTNTAAA 'r‘;‘fiT(%_TmTGT; | TCATACAAAG | TTTGTNTTIT | AAAGCCAGTG | 400
| ATCACGGGTC | TAC Wk ey TPy 413
3.16A | GTAGACCCGT | TCTTGACTTT | TGCCCCTGCA | CCGGGAGAAA TGCGTGTGAA | 50
ATAAATCAGG | TAAGGACTCG | AGATATTCTA | GCTATCTATT GGAGACAACT | 100
GTCATGTCTG | TCATATGCCC | CATAAGAAGA | AAAATTGAGC ATCATCTTGA | 150
AATTGGTATG | AAACAAAAAT | GATATACTCA | TTTTCCCAAG TTTGTIGTTCA | 200
TIGTTATTIT | GCCCCATCTG | CTATCAGAGT | AGACTGCATT AGGTGGCCAA | 250
AGCTTTACAG | AGATCTAGGG | TTGCCTCCCA | AGTATGATAA ATTGCAAGAA | 300
TTITGGTTTCA | GGCTITGGCA | ATGTTCTATC | CAACACTTGC CCCTGCAAGA | 350
AGGAAAATAA | AATGTCATTT | TCAGAATTGG | TGAAACTTGA ATGGGGATAT | 400
TGCCCTTTAG | ATTGAGTAGC | CTTTGCTACA | CTTTCCATCA ACTGATATGG | 450
TATGATCGAG | GTTAAAGTAT | GAATTAATCT | TCCATTGACC GATAACCTGA | 500
TTTATAAGCT | CGTACGGGGA | TCAGCCAGGT | CTTCTAGCCT AACTATGAGC | 550
TACGGGTCTA | CA 562
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41 | AAGAGCCCGT | GGATACATCA | GTAAGTTACC | AACAACTTCG | TGAAAGCATC | 50
| TGAAGATCAT | TCTGATTGTT | TTGAATCACA | GGCCATTAGT | ATTTATTTGC | 100

| GTTAGAATGA | ACATGTGAGT | TGGGTTGGAA | AAGTTCTAAA | TTTGGAGAAT | 150

| TAATGTGATG | CGATGCAAAG | CAGTTAATAT | ATCTAAATTG | GTGTATAAAT | 200

| TATTGGCTIA | AGTTTTTGAG | TGAATGTGGA | TICAATTIGGA | TATGCTGACG | 250
rd.SS AAGAGCCCGT | GGGGTTCTGG | GCGTGACAAG | TGATGAAAAG | GAGCATTGGC | 50
GAAGAAGCAC | AGCGGTTCTC | AACGGAAATT | GGTGGCTCAC | GAAGGAGGCG | 100
ATGGTCCCTC | AGCTGAGCAT | GGGTGATTGG | GGTGGTCCAA | AGTATCTTCT | 150
ATACCTAGGA | AAGACAAGAG | CCCGTCTCGT | CGAAGTTCCA | AAACCCGTTC | 200
GTCGTTTTAA | GGGGTCGATC | GTCCATGGAT | GCTAAATCAG | GTACGCCGTT | 250
TCAAAATCTT GGCTAATAGG | TTIGTTAGAAC | ATGACTACGG | AGGTCCTAGG | 300
GTGCCGGAAT | CGCCGGCCAA | CAGTTGGETAT | CAGAGCCACC | ATAGCTCGGT | 350
TTTAGCACAT | ACGGGCTCTT | A 371

43 | AAGAGCCCGT | CTTCTCAGAT | TTTAGCGCGT | ATCCRACTTG | ARATIGCTAG | 50
| TTAGAGCTCA - | TCCGGAGTCEC | AAATCGATCT. | CCATTTTCTC | TATGCGACEG | 100

| TAAGACCTTG | GGTTTCAATG | TAAGTTGGCT | AGAAATTTCC . | TAAATTTTCG | 150

| TAGATTAATG | CTGAAACGAG | GCTGGTCATG | GGGAGTTAAG | CTCGACTGET | 200

' GCC | ATCCGCCEAT | GCTCOBGCAC | CTCTGTACCC | CTCATICACC | 250

| TTGTICTCAG || TCTTTCCTAG | GTATAGAAGA | TACTTTGGAC | CACCCCAATC | 300

| ACCCATGCTT | AGOCGAGGGA | CCATCGCCTC | CTTCGTGAGC | CGGCAGTTTC | 350

| CGTTGAGAAC | CGCTGTGCTT | CTTCGCCAAT | GCTCCTTTIC | ATGACTTGTC | 400

. | ACGCCCAGAA | CCCCACGGGE |TCTTA | 425
49 [ AAGAGCCCGT | GOGACGTAGT | GAAATGCTAA | TGACAATTGA | CTGATGGGTC [ 50
CTCAACACAG | CCTACCGTCG | TGTTCGTGTC | GTGTCACATC | ACTGCTAATG | 100
TTAGCAGCTG | GCCACTTAAA | AACCAAGGTT | TGAAAGATCC | AAAGAATATC | 150
AGCCTAGTCT | ACATAGAAAA | GTCAAGATAC | GGTAGCAATC | AATTTAGTCT | 200
TCACTTAGCG | TTCATATCTG | GATTTCACAT | GAACCTAATT | ATGGCAGAGT | 250
TCCACCCAGT | TTGCCAGCTT | AGAAACCTAC | TCGAGCTTAC | AAAACATCCA | 300
TCTAATCAGG | CATGCTCAAC | AGAAATTTGA | TGTTTCGCAA | ACGACAGAAC | 350
AGTTCGATAG | GAATACGAAA | AATCATATGT | GGCACGTAAA | CACGAAGCAG | 400
TCGGCCATIT | TCAATTTACC | TACAAAGGGG | AACCCGGCAA | GAATCGGGCT | 450
GGTCACAGAT | CGAAGAGTGC | AATCTGAGAA | GCTGCCACAT | CCGCTTGCAT | 500
CGCGAGCAAC | CTCCACCGAC | CCGCTTCTCG | CAGGTCGCGA | AATGCTTGAT | 550
CGAGAGCTGG | ATGCCGCAGC | AGATGGCGAA | CTTGCCGCAL | GGCTCCTIGT | 600
TCCTCACGGG | CTCTTA 616

XX



ANEXO 6

65 AACGCCGCAAC | TGAGCCTAAA | GTCTAGCACC | AAAGOCCAAA | TTTGTTTGCT | 50
GAGCCAAACC | GACTAAACCC | GTTTGAGCCT | ACCATGCCTG | GATCTAACAA | 100
GTCCATCCCA | GCCCAAAGTA | ACCAATTCAA | ATATGATTAG | AATTAAACCT | 150
ATCTAAGCGA | TAACCAACAT | ACGTCAATGA | CACAAGCATC | AAGAAAACTT | 200
TTTCCAACTT | TCAATCAATT | CAGAACCAGT | TATGCACCAT | AGGCTAGTAT | 250
TCTGACACTA | CCGCATCAAC | AAGAGGAAAG | GAAACACACA | ATTGATAAAC | 300
RAAACCGTGA | ACTGTATCTA | ARATAGGAAR | AATGCAACGA | CATAACACCC | 350
ACGTACCTCT | ATTTGCCCTG | GTTGCGCGTT | A 381

xxi




ANEXO 6

CAG28 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACTTCTG | TTTTCTAAGG | CCTTGCTAGC | 50
AGAAGCAGCA | GGAGCTTTIC | TAAGGCCTTG | CTAGCAGAAG | CAACTGTACA | 100
TTAGAATCGG | ACAAGAGTGA | TGGTCATAGC | TGTTTCA 137

 SKB | ATTCGATTCT | AAGGCCTTGC | TAGCAGAAGC | AGCAGAAGCT | TTTCTAAGGC | 50
| crreeTaGeA | GARGCACTIC | TGTTTTETAA | GeECTTGCTA | GeaGAAGTAA | 100
CTGTACATTA | GAATCGGACA | AGAGTGATGG | TCATAGCTGT | TTCCAATCAC | 150

| TAGTGAATIC | ) Sl 160

CAG4 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACAACTT | AAAAAGAATC | TTTTCTAAGG 50
CCTTGCTAGC | AGAAGCATTT | CTGTTTTCTA | AGGCCTTGCT | AGCAGAAGCA | 100
CTTCTGTTTT | CTAAGGCCTT | GCTAGCAGAA | GCACAACTTA | AAAAGAATCT | 150
TITCTAAGGC | CTTGCTAGCA | GAAGCAACTG | TACATTAGAA | TCGGACAATT | 200
NNTGATGGTC | ATAGCTGTTT | CCA 223

CAG1 | TCTAAGGCCT | TGCTAGCAGA | AGCACAGTGG | CTCATGCCTG | TAATCTCAGC 50

SK2 tth:!.cll W _n__rf_n_rvggl?:.r:a . (SR T i'-t'l e W Traw t:f.o'l' £3 . Eyaversaay 50 !

CAGA ATT'TTGGGAG GCTGTGGCNN | AAGCATCACT | TGAAGCCAGA | AGTTTGNTGA | 100

“SK2, [rrreeres T L RN Jeroanrerrs, Jwssananean | eranns At | 100

CAGA CCAGCCT GGG CAACATAGCA AGACCCCATC | CCTCCACACA | CAAACACACA | 150

SK2 _\ltnt.tt!aio 110‘3.11:ll LR :‘an* LAl atic - t-'itctc'a't«t 1.50

CAG.1 | CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACAAACA 200

SK2 ‘_l__.l_t_-l"-!_._i!,_t-lz-,- ttavumtt:i -n;u-u- ’ Iln_.nun s ) 200

CAG.1 | AGCTCTT GCC AGAA‘I’I’AGAG CTACAAATTG CCCTCAGGTT | CCTAGAAGAT | 250

; Sm t.t"‘ﬂ‘tns gat?’_h{l.‘-f{-l_‘t._ ! tt:it!t!lt i cttcn.httl CErrarex T ans 250

CAG.1 CAGTCCTTCA ATTAGATTCA GAT'I'GAGATG CTTCCTCTTT TAAACAATGA | 300

S[’Q . :.ua-arl'—nta =) rn.'g..'.i-'ii-'-'i_._o‘; J] _ggpf_tc_.m_.c... . a'-'\vult--- S| rrrrrsaena 300 |

CAGA 'I'I'CCC] I TCT | ATCATGCCCA | ATAAGAAAAC AAATAAAAAT TAAACAATAC | 350

- _-sm"— T J.-n.:l'_-ll,:' .1_::.'_,5? h . 5;3" . :, = z 8 .‘._ § o= Q_c;tg'.;-." Bs :u‘-?*- n_: QI'\'Q_: . .t:.c Trwe A T E 950

CAG.1 | TGCCTGTAAT | CTCAGCTACC | CAGGAGGCAG | AAGCAGAACT | GCTTCTGCTA | 400

. SK2 g..:-t_-:t_:‘al B! ﬁl',.':!f".-.fi‘é-"'-»',f':.-' I REETE srnse xe nt,ﬁ;lcﬂn, q 1 = c.q._i.t frr 4'00-?

CAG.1 | GCAAGGCCTT | AGA 413

\ SK2 | R pExay s HiE ) :'.“J . =i 268
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CAG3S
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CAG.20

TCTAAGGCCT

TGCTAGCAGA

AGCACTTCTG

TTTTCTAAGG

CCTTGCTAGC

50

AGAAGCACAC

GTGAGTGTGC

ATGGGTGCGA

GTGCACATGC

ATGGGTGTGT

100

GCATGTGTGT

AGAATGCGTG

TGAATTGCAC

CTGTGTGAGG

GTGTGAGTGC

150

ACCGTGTGGG

TIGTGTGTGG

GTGTGTGCGC

ATGGGTGTGC

ATGCATGTGA

200

GTGTGGGGGT

TTGAGTGTGC

ACGTGTGAGG

GGGTGTGTGT

GCACCTGGGA

250

GTGTGCAAGT

GTGTGTGCAT

GGGTGTGCAC

GCATGTGTTT

GGCACGTGTG

300

TGAGTGGGTG

TGTGCACGCG

TGTGTGGGTG

TGTATGGGTG

TGCACACACG

350

TETGTGCGTG

GGTGTGAGTG

CACGTCTGTG

AGTGGGTGTG

AGTCTGCACT

400

GTGGGTGTGY

GCGTGTGTGC

GTGGETGTGC

ACACGTGTGG

GGGGTGTGAG

450

TGTGCACATG

TGTGAGTGGG

TGTGTGCGCC

TGTGTGTETG

CACGTGTGTG

500

TATNCAGTGT

GAGCTGTGCC

TGTGTTCCTT

CTIGGGNAGG

ACTTTGACCC

550

CTGTTCTNCT

ACTGAAATGC

TTACTGCTAG

CAAGGCCTTA

GA

592
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AGCACTCTGC

_CTCAGTGCTT |

CTCTTCCTAC

50

CAGT |

T | TGCTAGCAGA

C | TCTCTGARTG

TRAGTGTCTC |

TTCCACAGCA

100

CAGAGTAACT |

ATCTTACAGT

ATTGTAACAC

150

TC | CAACAATAAA

TTCTGATCTA.

| TTTGAGGAAG

200

| TACcATICTC.

'AAGGAAGTCC |

TTTITADAA |

ATATAGACTG

250

TCAGTGTATA.

TCCTAAAGGA

TGGCATAGGA

300

GAGCTGAGAC

TTAGCAGGET

ATACACTAGA

GTGGTCTCAT

GCTCTTCTTG

350

CCAGCACACC

ACTAGGTTAG

CAGTTCTCAA

CTTTGGCTGT

AGTTGGTATA

400

ACCTGGAAGC

TTTAAGATAT

|| TITTGATGTC

TAGGTCTCAG

TTCTAGAAAT

450

TITGAATTCA

CTEGAATGGA

GTAGATTTGSG

GTCATTAAGS

TITTTAACTS

500

| TTCCCAGGTG:

ATACTGGGGA

TGATGAGAAC

TTAAGGATGA

GAATCAATGC

550

ACAGCAAGAC

ACTGTGARAT

(GGGAATAGAT

GTTAGAAGCC

ACCATTGGCA

600

| CTAGGGGTCA

CARATGGATT

'GCCAATITAA

_GAATACCTTA

TTTTTCACAA. |

850

TTCTCTTAAG

TGCTAGCAAG

700

“[eccrtAea . |

il

GAATAAGTTT,

TCTTCCACCT

| GAACTGCTTC

| 708

SK1

ATTTCCATGG

AGTGCCTGAG

TGTTTGAGTT

GACGAGTAGC

AATACCTAGG

50

ATTGGACACA

GCCAATTTAT

ATCTCCTAAT

AGTTGNTGGA

AATCACTGAA

160

GGTTTGTAAT

CTGTCCCTAT

GGAGGACTGC

TTTCTGAGGT

CGAACATTTG

150

TITCAGTAAC

AATAGTGCCT

AAGTATTGGT

ATGGGGAGGT

TGCTTCTACC

200

TTTTGTTGAA

CTATTTTGAG

ATGTCCCCCT

GTTTTGCTTC

TCTCAACAAT

250

TGGTGTAATA

GCTCTTCCAT

TGGAGCAGCC

ARAAGAATTT

CATCCATATA

300

ATGAATGATG

TAGGCAGTAG

GAAATATATT

ATGAGGCTCC

TTTAAGGACT

350

GGCCTACAAA

ACGCTGAAAT

AGCGTAGGAC

CGGTGAGCAT

GCTTTGGGGT

400

GAAACTTTGC

TTATCCTTCT

CATGTAAGGG

TATAGTAAGG

AAATAATCTT

450

TGAGATCTAC

TACTGTAGGA

GGTGAGTCAC

TTGGARTGGC

TGCCAGGAAT

5060

GGCAGACCTT

GCTGTAATGC

ACCCATTGAT

TAAATCTGTG

CATCTAATCG

550

CTCTCAAATC

ATGTAACAAC

TTGCTGGCAA

ATCGGTCTGT

TTTTATAGTA

600

ARATTITTGCT

GAAACCTTAC

ACTIGTGTTG

ATACATATGT

ATATGTATAT

850

GTGTGTATAT

ATCTCTATAT

GTGTGTATAT

ATATACATAT

ACACATGCAC

700

ACACATATGT

ATGTGTETGC

TTCTGCTAGC

AAGGCCTTAG

AATCACTAGT

750

GAATTC

56
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ANEXO 6

SK3 | GAATTCACTA | GTGATTCTAA | GGCCTTGETA | GeacaaGese | TTecTeeeaT [ 50
CAGCCGCTTA | CCTTGGAATG | CTGCAGCAGA | AGTATCTGCT | CGTCAAGCTG | 100
TIGTCGCTTG | CCTICTATIT | CAGTCTGECT | CTITCITITT | TICTTGAAAA | 150
| TAAAGAGACA | GAGGCTGTAA | GAGTGGGTGE | GTGTTGGCTC | CAGARATTTT | 200
AAGGCAGARA | GCAGCAGCAG | CAGCAGCACA | CATCTGTATA | GACACTTCCA | 250
GAGACACCGE | GCACACACGC | AGTGTCACCT | GCCCCACCET | CTCTCGGTGT | 300
GTTGCAAGCA | GCAGCATTCT | CCTAACATGT | CTGCTGTAGG | CTCGAAGAGT | 350
GGGAGARATT | CTCCTCACTC | AGCCAGGCTG | CAAGAATTTA | ATCCAAAAGA | 400
AAAGACGGTT | TCTACACACA | CACACAGACA | CACACACACA | CACACACACA | 450
CACACACACA | CACACAGAGA | GAACCATGCT | GTGTGCAGTG | TTAATTTGGA | 500

- | CACAAAGAAT | ARAARATGTCT | CAATCCAAAA | GACAGAGGTT | CTTACAAACT | 850
| GCARATACCA | TAGAATAAGA | CAGTGGGAAA | TTCTGGGTGA | GATTTATTTG | 600
ATCAAAATCA | CAGACATAAA | TAAGCAGACG | TTGTTTCAAA | TTTTGTAGGA | 650
CAAATCACCC | AGTTGGACAT | ACCAAACAAT | GCAARATGAAA | TGGGTTATAT | 700
TIGCTGCCAC | TAGCCTTGGT | GTAGCATTTIC | ATGTGGGTGG | GGCAGCTGAG | 750
TTACGATAAA | TATGAAATCT | GGAATCTGTC | TGTCCGGGTT | CACTCCCAGC | 800
CCTACCACTC | ACTACCTGTC | TGACTTCTGA | CAAG | 834

SKA | GCTTCAGCGG | CACGAACAGC | TGAAGCGCCA | ACAGGACCCA | AAGCAGAGGS | 50
ATCGTATGCA | ACAAGAGCGA | AATTGTGAAC | AGGGTGGAGA | AAAACCACCT | 400
GCAATGARAG | GTAAAAAGTG | GCACAAATCA | GACTATAAAG | GAAGAGAATT | 150
CATCATAACT | AACATCCACG | AATTTTTACC | TCCCOCGGAA | TTTCAATTGG | 200
AARAGCAGCA | AATGAAAGCA | TCACATCAGA | GACAGATATA | GCGACTGTGT | 250
TTTTATCAAC | TGCAACCAAT | CCCAAGOCTT | GAGAATGGTA | TACAATGACG | 300
CCAGTCCCAA | AGAAGTGCTG | AGAATGGACG | CCATCTACCA | TACATGATGG | 350
TGGCACGTGA | ACCTGCAAGC | AAAAGCATGA | TAACTCTGAA | TTTAAGAGCC | 400
ACCACAAGCA | ATGGCTAAAC | ATCTCCTGAA | ACTACAAAAA | TTAAGACTTG | 450
CTACTGGAGC | CCCTAAGACG | AGGATAAGAA | CTTATCCAARA | ATCAGATGGT | 500
CAMAGTCTGT | CTTCATCAAA | TGGAGATAAA | TCCACACACA | CACACACACA | 550
CACACACACA | TTTGAAGAAG | CACCGCCACA | GTGTTGTCAC | CACTAGTTTA | 600
CTGATACAGT | TAAAGGTAGC | ACAATCAAAC | ACAACTGGAA | GCAAGGAGAC | 850
GGTGATATCC | CAAAAGCACA | TAAATCAAGG | TAGGGTTAAA | TTATTAAAGG | 700
ACGCAGTAGG | GTGACCAATT | AATCAATAAA | CTTGGAAAAT | AATACCAATA | 750
AARTTTTTTG | AAATTACTTA | CCTCAAACAT | TACAAGAGTA | GGCTCTATCA | 800
CATGTTCAGC | GTATGAAGCA | TTGGCTGATA | ATGCTGGCGS | ACTTTGATAA | 850
TCTGTCACAA | CTGTACTGTC | CCCATTICTG | GTATCTTTCA | GCTCCAGTTC | 900
CCTATTATCA | AGCAATGAAT | AGTCGGAAGC | TGCCCCATCA | GCTGATAAAT | 850
CTTCTTCCAC | ACGTCGTTTC | TTCTTTCCAA | TATCTGATTIC | ATCTTGAGCA | 1000
TGGGACCCTT | CAGAAGAATG | TCCATCATTT | GTTTCCATGC | TAGCAACACC | 1050
ATCAATCAAC | TCTIGTCTCC | TTTCCTGATC [ TACTTGTTCC | ATTGTGACCT | 1100
CAGCAGTACA | ACCTGCTTGC | TTGGCTAGCA | CTGGATCACG | ATCGAGCGCT | 1150
TCTGCTAGCA | AGGCCTTAGA | ATCACTAGTG | AATTC 1184




ANEXO 7

ANEXO 7. Disefio de oligonuclettidos empleando el programa Web Primer DNA para

la amplificacion de regiones de ADN especificas para P. guajava L.

| CLONA | SENTIDC J CONTRA SENTIDO | Temafio |

3 15A AGA CCC GTT CTT GACTTT TGC ACC CGT AGC TCATAG TI'A GGC 555 pb

_ TTC TGS GCG TGA CAA GTG AT TGC TAA AAC CGA GCT ATG 676 |

49 . TGC GAC GTA GTG AAATGC TAA AAG AGC CCG TGA GGA ACA A 808 pb

AAC GCG CAA CTG AGC CTA AA | CAA CCA GGG CAA ATA GAG GTA

CAG 1 TGG CTC ATG CCT GTA ATC TCA TGC TTC T6C CTCCTG GGTA_

CAG 20 TCT AAG GCC TI'G CTA GCA GM GGT CAA AGT CCT CCC MG M 433 pb

SK4 AGAATGGACGCCATCTACCAT CGTATGAAGCATIGGCTGAT 508 pb -

XXVl



ANEXC 8

ANEXO 8. Evaiuacion de la concentracion de ADN plasmidico y genémico como

parametro en la amplificacion de segmentos especificos tipo RAPD de P. guajava.

g c b

12A0133

I | [ I | !
gng 10ng 20ng 10 ng 25ng SDng 1Dng 25ng SDng PM

a c b
[ | [ | | |
1.3A PM  5ng 10ng 20ng 10ng 25ng S50ng 10ng  25ng S0ng  PM

2 b C
| I f ] |
4.1 PM_ 1ng _100pg 1ng 1I30pg 1ng 10ng 2ng_1ng _10ng 26ng  PM
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ANEXOQO 8

a b C

r— 1 f - |
100pg 1ng
e

S
J 5

ng 28ng

[
_ 1n 100pg

et L e Sl Gad S AR e S

Amplificacién de los segmentos 1.2A, 1.3A, 1.12A, 1.11A, 2.3, 3.27, 3.15,4.1, 4.3,
4.9, 5.8, 5.5y 5.39 empleando diferentes concentraciones de ADN plasmidico (a),
ADN gendmico de hoja fresca (b) y ADN gendémico de hoja seca (c), empleando 1.0

mM de MgCl,. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA).
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ANEXO 9

ANEXO 9. Amplificados de segmentos especificos tipo RAPD de P. guajava, usando

10 ng de ADN gendmico y 1.0 mM MgCl;.

IV VNV VIV

1.2A

1.12A

1.3A

23

3.27

——

41

43

48

58

55

5.39

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA); P: ADN plasmidico; i -

XVI: Muestras seleccionadas (ANEXO 4); G1: Arbol ancestral de guayaba.
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ANEXO 10

ANEXO 10. Amplificados de segmentos especificos tipo RAPD de P. guajava,

usando 5 ng de ADN gendmico vy 1.5 mM MgCl..

PM P GT 1 B IV vV VIE VL IX X X X XXV XY XV

1.2A

1.12A

1.3A

1.11A

23

327

3.15

4.4

43

49

58
55

5.39

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA), P: ADN plasmidico; | -

XVI: Muestras seleccionadas (ANEXO 4), G1: Arbol ancestral de guayaba.
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Aplicacién de la biologia molecular en el control de

calidad de los fitomedicamentos

Quality control of phytodrugs applying molecular biology tools
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RESUMEN: en los tltimos anos las plantas medicinales se han utilizado en la industria de fitomedicamentos elaborados a partir
de material vegetat o de sus principios activos. Actualmente, los procedimientos generales para su manufactura son recono-
cidos por la Secretar(a de Salud u organismos internacionales como la OMS. Las técnicas actuales de control de calidad det
material vegetal incluyen identificaclén taxendmica y huellas quimicas dificultandose una adecuada seteccidn sobre tedo, si
se cuenta solamente con partes de la planta, cuande la morfologla es muy semejante entre los individuos o cuande ios com-
puestos quimicos de identificacidn son muy parecidos. Por eflo, utilizar marcadores moleculares permite caracterizar regiones
polimérficas del ADN para autentificar especies, variedades o alguna variacién importante independientemente si se cuenta
con ef individuo completo o sélo una parte, contribuyendo a mejorar el control de calidad de los fitomedicamentos.

ABSTRACT: in recent years, medicinal plants have been used In the phytedrug industry directly from the plant drug or their
active compounds. At this time, general manufacturing procedures are recognized both from national authorities like the Na-
ttonal Health Secretaria and international organisms like the World Health Organization. Techniques for quality control from
raw material include taxonemical identification and chemical fingerprinting showing some limitations as is the case when only
parts of the plant are avallable, morphological aspects are very similar to other plants, or when chemical specific compounds
are shared. The use of molecular markers allows the characterization of polymorphic DNA regions useful for species, variety or
some individual characteristic authentication that do not depend on the avallability of the whole organism. The use of these
technigues could improve the quality control needed for phytodrug manufacture,

Palabras claves: marcador genético, control de calidad, droga  Key words: genetic marker, quality control, plant drug.
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Introduccién

Actualmente, las plantas medicinales tienen gran importancia en
¢l drea de salud, caprando la atencién de instancias internacionales
como la Organizacién Mundial de 1a Salud que sefiala que e] 80%
de la poblacién de pafses en desarrollo resuelve sus problemas de
salud mediante la medicina alternativa®. Esta prictica ha logrado
incrementar considerablemente el nimero de cemedios herbo-
larios y medicamentos elaborados a partir del material vegetal o
de sus extractos.

La demanda de material vegetal ha inducido el cultivo de
especies con importancia terapéutica en diversas zonas geogri-
ficas, propiciando una variabilidad en la concentracién de los
principios activos provecada por un medio ambiente diferente.
Ademis, Ja explotacién comercial y necesidad econémica por
parte de los proveedores, ha favorecido la confusién, sustitucién
y adulteracidn con otras especies botdnicamente similares a las
planta de interés.

Debida a lo anterior, Jos paises y sus instancias guberna-
mentales han desarrollade documentos oficiales ¢ farmacopeas
herbolarias donde se recopila toda la informacién reglamentaria,
los métodos para el control de calidad de la parte de la planta con
uso medicinal o droga vegetal y sus monografias. Particularmente,
las monografias descritas en la Farmacopea mexicana se enfocan
en la deseripcidn de la droga vegetal, ensayos de identidad, andlisis
quimicos y conservacién; variando su contenido de acuerdo al
conocimiento que se tenga de la droga vegetal. ?

Por otro lado, tanto la Organizacién Mundial de la Salud
como diversas asociaciones cientificas alrededor del mundo que
se relacionan con la farmacognosia de las plantas medicinales y
fitoterapia, han publicado monografias ne oficiales con infor-
rmacién técnica y cientifica.

A manera de ejernplo podemos mencionar algunos puntos
que se consideran mis sobresalientes en ¢ste tipo de monografias:
1) nombre cientifico y variedad, 2} nombre comdn, 3) origen bo-
t4nico, 4) sindnimos, 5) parte utilizada de la planta, 6) principales
companentes guimicos, 7} ensayos macro y microscépicos, 8) ac-
ciones farmacolégicas, 9) indicaciones, 10) interacciones con otros
medicamentos, 11} contraindicaciones, 12) efectos secundarios,
13) posologia, 14) presentaciones farmacéuticas comerciales
simples y compuestas, 15) adulteraciones, 16) conscrvacién, 17)
bibliografia. **

Como se puede observar, los aspectos mds sobresalientes en el
control de calidad del material vegetal son boténicos, morfolégicos
¥ qQuimicos, entre otros, los cuales proporcionan los caracteres de
autentificacién de la materia prima.

Enuna primera instancia, Iz informacién botinica y morfols-
gita se obtiene de la identificacién taxonémica proporcionada por
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el ejemplar de interés colectado en campo.Una vez corroborada la
especie, s realiza una serie de descripeiones macro y microscopi-
cas de Ja droga vegetal; el nivel de la descripcion dependerd de la
integridad del material vegetal y la similitud con sus adulterantes.
La informacién microscopica proporciona una informacién més
completa y detallada en comparacidn con Ja macroscdpica, sobre
todo en muestras donde la parte de la planta esté incompleta. Los
especialistas en esta técnica hacen uso de técnicas histolégicas
con la finalided de describit las estructuras celulares propias de
la especie’, En un trabajo reslizado por Rivera-Arce y col.,* en
hojas de Psidium guajaua, se proporcionan los datos anatémicos
y morfolégicos de esta droga vegetal para su autentificacién,
dando pauta a un primer acercamiento al control de calidad en
el desarrollo de un fitomedicamento z partir de esta especie.

El método quimice por su parte permite la autentificacién de
la especie y adecuada seleccién del material vegeral al identificar
el conjunto de compuestos quimicos provenientes del extracto
e identificados por un perfil cromatogréafico. Las principales
técnicas utilizadas para este propésito son cromatografiz cn
capa fina (TLC, Tbin Layer Chromatography), cromatografia de
liquidos (HPLC, High Performance Liguid Chromatography) y la
cromatografia unida a la espectrometria de masas (HPLC-MS,
High Performance Liquid Clhromatography mass especirometry). La
informacién obtenida se considera confiable debido a que los
individuos de la misma especie y que sean cultivados en la misma
zona geogréfica presentan un perfil cromategrifico muy sirilar
como consecuencia de crecer en un mismo niche ecolégico, lo
que favorece una adecuada acumulacién de principios activos’.
En la descripcién de este fendmeno, Yan y col., * emplean la
cromatografia de gases para la deteccién de compuestos voldtiles
presentes en el fruto de Gardensa jasminoides, viéndose afectados
por 1a época de afio y la regién geografica en que se cosecha. Este
frato es utilizado en la medicina herbolaria para el tratamiento de
encefalitis, hepatitis, entre otros padecimientos. De iguzl forma,
Lago y col.,? utilizan Ia cromatografia de gases con y sin espec-
trometrfa de masas para la identificacién de aceites voldtiles en
hojas de Guarea macrophyia ssp. colectadas en diferentes épocas
del afio. Ef efecto farmacoiégico del extracto crudo y fracciones
sesquiterpenicas se midid a través de la respuesta eléctrica de
antenas aisladas de polillas, con el fin de determinar la mayor
actividad en las muestras colectadas.

Una vez identificadas las huellas quimicas por el perfil cro-
matogrifico, estas son utilizadas para determinar la autenticidad,
calidad, seguridad y eficacia de la materia prima antes de conver-
tirse en un medicamento elaborado a partir de componentes de
origen vegetal o fitomedicamento. En un trabajo realizado por
dos Santes y col.,” Ia cuantificacién de las huellas quimicas de
la cumarina y el 4cido o-cumirico en hejas del complejo guaco
(Mikania glomerata 'y M. larvigata) permitié establecer que
el proceso de liofilizacién disminuia la concentracién de estos
compuestos en un 50 y 60% respectivamente en comparacién con
el extracto acuoso fresco, detectar la presencia de un nuevo com-



puesto quinico como consecuencia de la liofilizacién, Ja ausencia
en la actividad anti-inflamatoria y hemorragia en el pulmén del
modelo murino; todos estos aspectos repercuten en elaboracién
de un fitomedicamento a partir del extracto liofilizado. Las hojas
del guaco son utilizadas en la medicina tradicional brasilesia en
forma de extracto, jarabe o infusion para el tratamiento de asma
y brenquitis.

De forma adicional, las huellas quimicas también permiten
laidentificacion de adulterantes considerada una préctica comiin
entre los proveedores que desean obtener un mayor beneficio
econdmico, en especial cuando escasea la planta o droga vegetal
de interés. Esta identifcacién se realiza cuando se observa alguna
alteracién importante al comparar los perfiles cromatogrificos
entre ¢l extracto del material vegertal de interés ¥ sus posibles
adulterantes. En este contexto, Schancberg y col.,"' se basaron en
el perfi) cromatografico generado por los alcaloides de efedrina
presentes en Epbedra sinice, para detectar especies del mismo
género usados come adulterantes bioldgicos o la adicién quimica
como Ja metanfetamina. Esta planta utilizada como infusién en
la medicina tradicional china como estimulante y antiasmatico,
actualmente tiene gran demanda por su efecto en la pérdida de
apetito y pérdida de pese.

A pesar de los avances recnolégicos en la caracterizacién
morfolégica y quimica del material vegetal, estas 1écnicas pre-
sentan limitaciones cuando Ja muestra que se pretende analizar
se compone de individues de difcrentes especies con una estre-
cha cercania filogenética. En estos casos, los ejemplares poseen
estructuras celulares o perfiles cromatogrificos muy similares,
distinguibles sélo por la presencia de diferentes partes de la planta.
Por lo anterior, diferentes grupos de investigacién han aplicado
herramientas de la biologia molecular con €l fin de proporcionar
una informacidn mds clara en la corroboracién de especies ¢
identificacién de adulterantes.

Enla tabla 1 s¢ hace una comparacién entre las metodologias
descritas en esta revisién y sus téenicas correspondientes, el nivel
de identificacién, ventajas, desventajas, asi como el costo relativo
de cada una de ellas.

Corroboracién taxondmica ¢ autentificacién del material

vegetal

El ADN (4cido desoxirribonucleico) contiene toda ]a informa-
cion genética capaz de identificar al individuo de una especie,
ya que en esta molécula sc encuentra almacenada la informacién
necesaria para la expresidn de caracteristicas flsicas o morfols-
gicas (fenotipo) que los botdnicos utilizan como claves para la
identificacién taxenémica. E1 ADN se encuentra en el nicleo y
en algunos organelos de las células (mitocondria y cloroplasto)
y s €l mismo en cualquier céluta de la planta, lo que permite la
identificacién de la especie independientemente de si se cuenta
¢ no con el ejemplar de herbario completo o con la droga vegetal
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de interés, ademds de que su estructura fisica de doble cadena
stiper enrollada le confiere una gran estabilidad a la exposicién
de factores ambientales, 2

A) Identificacién de la especic a partir de material vegetal
fresco

Actualmente existen diferentes sistemas comerciales que permi-
ten la extraccién del ADN a partir de material fresco, sin embargo,
no hay que descartar el uso de téenicas especiales que contemplan
un alto contenido de polifenoles, polisacérides o mucopolisaci-
ridos presentes en el material vegetal y que interfieren con su
pureza™ 1. Una vez que se ha extraido el ADN, se correbora la
integridad del material genético con el objete de garantizar Ja
reproducibifidad de los resultados, ya que un fraccionamicnto
parcial o total del ADN modifica el pateén de expresion visual
al memento de Ja separacién electroforética. Posteriormente, el
ADN es fraccionado bajo un procedimicnto controlade depen-
diendo de la técnica seleccionada, que se basa principalmente
en la utilizacién de enzimas de restriceion (endonucleasas que
cortan la doble cadena de ADN]J y/o la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, polymerase chain reaction)':

1. RFLP {Restriction Fragment Length Polymorphisms ¢ Po-
limorfismo en los Fragmentos de Restriceion), Esta técnica se
ha utilizado en plantas para estudios filogenéticos de diversidad
genética ¢ identificacién de cultivos con el propésite de proteger
2 las diferentes variedades existentes utilizando ADN nuclear,
mitocondrial y de cloroplasto con buenos resultados'™. Este mé-
todo se basa en la digestidn del ADN total empleando diferentes
enzimas de digestién. Los fragmentos obtenidos son separados
por electroforesis, rransferidos a una membrana y analizados por
hibridacidn con sondas marcadas. Estas sondas se disefian para
detectar pérdidas, inserciones o sustituciones de secuencias o
nucledtidos dnicos, lo que puede visualizarse como la presencia
o ausencia de bandas de ADN que evidencian la ganancia o
pérdida de sitios reconocidos por la enzima de restriccién. Este
método permite estudiar mds ampliamente al ADN, ya que la
enzima de restriccién slo reconoce el sitie de corte y no la fun-
cionalidad de 1a secuencia, con lo que pueden detectarse cambios
genéticos puntuales o modificaciones en las bases, como sucede
en ia metilacién, Los fragmentos generados son ilimitados y no
se afectan por el medio ambiente, por ¢l desarrollo de la planta
o por efectos pleiotropicos {condicién por la cual un gen tiene
efectos miltiples en iz vida de un organismo), se heredan en
forma mendeliana simple, se identifica al focus y sus variaciones
o alelos, y la expresién de estos marcadores es codominante, por
lo que se distinguen todas Jas formas alélicas del gen. La prin-
cipal desventaja de la técnica es Ja seleccién de las) enzima(s)
de restriceién adecuada(s), el disefio de las sondas, la deteccién
y andlisis de los fragmentos digeridos.

2.RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o Fragmentos
polimérficos de ADN amplificados al azar). Esta técnica se basa
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Tabla 1. Comparacién entre los métodos morfolégicos, quimicos

dela materia prima

y genéticos, y las técnicas utilizadas en el control de calidad

NIVEL DE
METODQ IDENTIFICACION VENTAJAS DESVENTAJAS COSTO
r MORFOLOGICO
; . Accesibilidad, no requiere Nivel de identificacion i
MACROSCOPICO género / especie equipo especializado bajo $ j
Accesibilidad, de baja Uso de solventes, no ‘{
MICROSCOPICO especie complejidad téenica distingue ficilmente 41
adulterantes
| QuiMico
TLC . Accesibilidad, técnicas Uso de salventes, confu- s
especie simples si6n en la identificacién
de compuestos
Cuantificacién ¢ identifica-  Equipo especializado, uso
. cién de principios actives, de solventes, métodos de
HPLC especie época del afio y regidn extraccién especificos $
geogrifica.
Cuantificacién e identifica-  Equipo especializado, uso :
B . cién de principios activos,  de solventes, métodos de
HPLC-MS especie época del afe y region extraccién especificos bl
geogrifica.
GENETICO
NUCLEAR
. _— Confusidn en la identi-
. Relativa accesibilidad, uso .
RELP especie de enzimas de restriceidn Beacién de fragmentos, §
requicre pg de DNA.
) Relativa accesibilidad, Téc-  Reproducibilidad en el
RAPD Especie " ::jc::s;)c}{ Ridas método sin estandarizar £
Especificidad en la iden-
: Mayor especificidad en tificacién de fragm cnzlos,
AFLP especic comparacién a RFLP y Dc;rﬁdades mayares ce $8%
RAPD por ¢l uso de enzi-
mas de restriccidn
Requiere una secuencia-
Regién intergénica especic Amplificacidn de regién cién inicial y el uso de 855
5s-RNA P especifica enzimas de restriccién.
PLASTIDOS
Regidn intergénica : Amplificacion de regién . s
trnL/ernF (closoplasto) especie especifica Requiere secuenciacidn $848
Region atpF/atpA variedad Se identifican variedades Requiere secuenciacién 333
' (plastido)

52



en la reaccidn en cadena de la polimerasa, mejor conecida como
PCR, que bajo condiciones in witro imita al medio celular para
permitir la replicacién del ADN. Sin embargo, en la técnica
RAPD se busca la amplificacién de muiltiples fragmentos y
se logra mediante la hibridacion aleatoria de una pequefia
cadena de nucledtidos o cebador, clisicamente de 10 pares
de bases (pb), con ¢l ADN total a temperaturas relativamente
bajas (36" C), lo que permite una interaccién mds laxa. De
esta forma, los preductes de amplificacidn serdn polimérficos
cuando se ha producido una pérdida, insercién o cambio de un
solo nucledtido en la cadena de ADN molde. Al igual que en el
caso de los RFLP, los fragmentos sen separados por electroforesis
y Jas bandas con diferente peso molecular representaran diferentes
foci de herencia deminante. 2

La obtencién de un mayor nimero de fragmentos de diferen-
tes partes del ADN se logra empleando diferentes combinaciones
en la secuencia del fragmento cebador. En vegetales, las secuencias
arplificadas indican su herencia dominante, su habilidad para
detectar regiones de ADN altamente variables (5-10 Josf por
fragmento cebador), su potencialidad en la localizacién de
genes, Wdentificacién de variedades, estudios de hibridacién
inter ¢ intragspecifica y el estudio de la vagiacida genética en
poblaciones emparentadas™?, Las principales ventajas de esta
técnica son la rapidez en la obtencién de resuirados, el bajo
costo, una menor inversién en equipe y la baja cantidad de
ADN que se requiere. S5in embargo su principal desventaja es
ta inconsistencia de daros, ya que la reproducibilidad se afecta
con pequefias variaciones en fas condiciones de amplificacién.
Esta desventaja se puede minimizar al estandarizar las con-
diciones de reaccién y de amplificacién, usando un control
interno para asegurar la reproducibilidad de los preductos de
la amplificacién y Uevando un registro de las bandas nitidas
y consistentes?. Mi y col.,* utilizaron estz técnica en la
diferenciacion de 6 especies de Ariemisa con 18 cebadores
aleatories de 10 oligonucleétidos cada uno. El andlisis po-
limérfico de los fragmentos generados permitié determinar
la distancia filogenética entre [as especies e identificar el oli-
gonucleétido capaz de discriminarlas. Las plantas del género
Artemisa son utilizadas en el tratamiento de una gran variedad
de padecimientos que van desde la proteccitn celular de las
tilceras pépticas, proteccion del higado, anti-malérico y efectos
antitumorales.

2. AFLP (dmplificd Fragment Length Polymorpbisms o
polimerfismo de fragmentos amplificados de ADN). Esta
técnica comnbina la digestion del ADN empleando diferentes
enzimas de restriccién, la extension de fragmentos de secuencia
conocida o ligacion de adaptadores que se usan como ancla de
los nucledridos del sitio de corte, la amplificacién selectiva de
uno de los fragmentos de restriccién por medio de cebadores
complementarios a los adaptadores y por ultime, la separacién
elecrroforética. El polimorfismo es detectado por la presenciz o
ausencia de fragmentos y son normalmente de herencia domi-
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nante. A diferencia de las dos técnicas anteriores, la eficiencia
en la deteccidn de regiones polimérficas puede ser mayoer, ya

‘que es posible detectar una variacion considerable del genoma

ernpleando un par de cebadores. Esta técnica se ha empleado
en el estudio de la diversidad genética de diferentes plantas,
en la saruracion de mapas gendmicos y en la identificacién de
fragmentos ligados a genes de interés comercial® . Entre sus
ventajas estd Ja identificacién de hasta 50 foci en poco tiempo
¥ la reproducibilidad, y2 que no depende de las condiciones
de la reaccién siempre y cuando se emplee un ADN de buena
calidad en el proceso de digestion. Su principal desventaja es
Iz interpretacién y andlisis de datos cuando no se cuenta con
un analizador de geles®. Esta técnica se ha utilizado para la
identificacién de la Radix Quinguefolii, Radix Astragali, Radix
Netoginseng, Coxtex Cinnamomum, Radix Isatidis, Radix Co-
donopsis y Radix Remana, a partir de las cuales se desarrollan
siete drogas vegetales comdinmente utilizadas en lz medicina
tradicional china. Los fragmentos de ADN obtenidos después
de la digestién con EcoRI/Msel y la amplificacién con 16
oligonuclestidos especificos fucron analizados para determinar
el indice de similitud entre las especies seleccionadas. %

3. Regidn intergénica ARNr-55 {acido ribonucleice 53).
En los cucariotes superiores, el gen ARNr-5S se compone
de una region codificable de unidades repetidas {cistrén) de
aproximadamente 120 pb, separadas por un espacio de aproxi-
madamente 300 pb. El gen ARNr-5S es considerado altamente
conservade, pero el espacio que separa las regiones es variable
entre las diferentes especies. Esta caracteristica permite utili-
zarlo como un método de identificacién. La téenica consiste
principalmente en la utilizacién de cebadares conservados
que delimiten la regién intergénica ARNr-55 de la planta de
estudio para levar a cabe su amplificacién y secuenciacidn,
Posteriormente, se pueden utilizas enzimas de restriceién que
relacionen el producte digeride con la identificacion de ia
especie. En un estedio realizado a 25 individuos, en donde
s¢ inclujan especies y variedades del género Frifillaria, la
amplificacién especifica de la regidn intergénica ARNr-55 y
su digestion con la enzima EceR I permitié identificar a Fri-
tillaria cirrosa de F. pugiensis, Fl anhutensis y F. thunbergii una
vez que el fragmento de interés fue secuenciado en cada una
de las especies?”. Como dato interesante Fritillaria cirrosa es
muy apreciada por sus propiedades antitusivas y expectorantes,
por lo que su bulbo llega a ser hasta 100 veces mids caro que el
de F. thunbergii, aunque su toxicidad sea mucho mayor, de ahi
la importancia en la identificacién del material vegetal.

B) Identificacién de la especie a partir de material vegetal
seco o procesado

E! conocimiento cada vez mds extenso sobre las proteinas

_ ¥ genes involucrados en e funcionamiento de las plantas ha

permitido identificar con mayor facilidad tanto secucncias
codificables (exones) como no codificables (intrones y regiones
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intergénicas) en un mayor ndmero de especies™. Las regiones
codificables son muy apreciadas en el campo de la biologia,
quimica, bioquimica y medicina ya que permiten dilucidar vias
metzbélicas y enfermedades relacionadas con Ja presencia o au-
sencia de una sustancia o proteina especifica. En el caso de las
regiones no codificables se desconocia o ignoraba su funcién,
ahora se szbe que muchas de las regiones no codificables
permiten el ordenamiento de exones, como sucede con los
intrones, y logran una distribucién adecuada de los genes en
el cromosoma, como es el caso de las regiones intergénicas.
Otro ejemnplo son los telémeros, regiones de ADN no codi-
ficante altamente repetitivas presentes en los extremos de
los cromosamas y cuya funcién principal es la estabilidad
estructural de los cromosomas en las ¢élulas con nicleo, Ja
division celular y el tiempo de vida de las estirpes celulares
1. Recientemente, se han localizado en regiones ho codi-
ficantes segmentos cuya transcripcion a ARN permite la
regulacién fina de la expresion genética: ARN interferente
(ARNsi1) y microRNA (ARNmi). *

En la prictica, la amplificacién de regiones no codifi-
cantes ha permitido la identificacién de especies cuando
el ADN estd muy fraccionado, como sucede en muestras
secas de plantas. Esto se debe a tres razones principales: 1)
el tamaiio del producto amplificado no se ve afectado por
la degradacién parcial del ADN, 2) los oligenucledtidos
flanqueantes son altamente conservados y 3) las regiones
amplificadas presentan una variacién franca entre secuen-
cias de diferentes especies.

En un trabaje encaminado a la identificacién de seis
especies de Panax, sc utilizd la regién intergénica ribosomal
ITS1-5.88-1T52 a partir de rajces secas®™, Cabe destacar
que mienteas P ginseng y F quinguefolius L. son utilizadas
como agentes tonicos, profilacticos y anti-envejecimiento; P
noteginteng es utilizado como hemostético en hemorragia; P
Japonicus es utilizado como antitusigeno leve y en la reduccidn
de flemas; P, rrifolius L.y P majer no presentan estudios docu-
mentados de sus propiedades terapéuticas, Una vez amplificada
{2 region ribosomal IT51-5.85-1TS2 de ADN en cada unade
las especies analizadas, se procedié a identificar las diferencias
empleando enzimas de restriccién especificas en sitios de corte
conocides. En este estudio, los fragmentos generados lograron
identificar a cada una de las especies.

- Seleccién del material vegetal iddneo

Los individuos agrupados en una misma especie comparten
caracteristicas morfelégicas semejantes. Sin embargo, en
ocasiones suelen presentar variaciones tan evidentes, causadas
en gran parte por ¢l medic ambiente, que se¢ clasifican como
variedades. Hosokawa y col.,* hicieron una comparacién de la
regidn intergénica de los genes aipF'y a/pA del ADN plastidico
obtenida por amplificacién entre 3 variedades de la especie An-
gefiea acutiloba cuya raiz es utilizada en Ja medicina tradicional
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japonesa. El interés en la diferenciacidn de estas variedades
se debe a que las rafces secas de A. acutiloba var. acutiloba es
mis eficaz como inmunepotenciador que la 4. acutiloba var.
sugiyama, por otro lado las diferencias morfolégicas entre 4.
acutiloba var. sugiyamae y A. acutiloba var. iwatensis son muy
similares dificultando su discriminacién.

No obstante, existe otro tipo de variaciones cuyas mani-
festaciones fisicas no son suficientes como para poder consi-
derar al organisme comeo variedad. En este caso, se le puede
considerar una variacién individual que se refleja como la
acumulacién de metabolitos secundarios en plantas y forma
parte del acervo propio del germoplasma. *

En la seleccidn del material vegetal para la produccion
de fitomedicamentos se buscan las condiciones ambientales
éptimas para que la droga vegetal presente la mayor concen-
tracidn de principios activos. Es por ello que, en ¢l disefio del
fitomedicamento, la parte inicial resulta una labor ardua donde
se contemplan diferentes etapas geogrificas, épocas del ano,
estados fenoldgicos de la planta y, si es posible, variedades de
l2 especie. Actualmente, la seleccion de estos individuos sélo
es posible mediante la cuantificacion quimica del metabolite
secundario, sin la garantia de que esta propiedad se herede a
su descendencia o se conserve durante el proceso de propa-
gacion, como sucede al aplicar herramientas biotecnolégicas
como la embriogénesis sorndtica in vitro. La caracteristica
sobresaliente de este proceso, por el cual se forman embricnes
a partir de células vegetativas, es que los embriones somdticos
o semillas artificiales presentan la potencialidad de producir
duplicades de un genotipo especifico, mejor conocidos como
clones. *

Las técnicas de biologia molecular, por su parte, identifican
fragmentos del ADN conocidos como marcadores molecu-
lares, que tiencn una relacion directa con a caracteristica de
interés, por ejemplo, la acumulacién de metabolitos secun-
darios, entre individuos que contengan la propiedad deseada
y los que carezcan de ella. Una vez identificado el marcador
genético sc puede sefeccionar adecuadamente a los individuos
en campo, a su descendencia o 2 aquellos que fueron propa-
gados biotecnoldgicamente sin necesidad de cuantificar el
compuesto quimico.

- Identificacién de aduiterantes vegetales o contaminantes
biolégicos

De forma complementaria, la aplicacién de técnicas como
RFLP, RAPD, AFLP o ta amplificacién de regiones especificas
del ADN con o sin la identificacién de huellas quimicas, han
permitido autentificar la materia prima cuando se utitizan for-
ma rutinaria para el control de calidad del producto herbolario.
Tal es el case de un trabajo realizado en Angelica sinensis y sus
adulterantes mds comunes: 4. acwliloba y 4. gigas. Larafz de
A. sinensis s¢ ha utilizado en la medicina tradicional china por



més de 2000 afios en padecimientos relacionados con el sistema
circulatorio; actuzlmente es empleada en el tratamiento de
desérdenes menstruales, modulacién del sistema inmunolégico
y como emoliente y laxante de la constipacién crénica. Uilizanda
al dcide felirico y Z-ligustilida como huellas quimicas exclusivos
para control de calidad, por su abundandia e independencia de
la regidn geogrifica en A. sinensis, el estudio parecia contar con
una muestra de caracterfsticas adecuadas. El marcador genético
empleado fue la regién intergénica ARNr-55 empleando ceba-
dores flanqueantes conservados, donde se obscrvaron diferencias
significativas en las secuencias de las 3 especies identificadas con
enzimas de restriccién inicas para cada una®.

También existen trabajos donde la sola aplicacidn de marca-
dores moleculares ha permitido la identificacién de adulterantes,
como es ¢l caso de Dendrobium officinale. Los tallos de esta planta
se wtilizan ampliamente en la medicing tradicional china y tienen
aplicaciones tan variadas como el tratamiento de padecimientos
estomacales hasta la prolongacién de 1a vida Su costo llega a ser
hasta de 3000 ddlares el kilo, por lo que es muy cotizada en el
mercado. Los adulterantes gue s utifizan son tallos del mismeo
géncro: . devonianum, D. loddigessi, D. moniliferme y D, gratio-
fisissimum, presentando una apariencia y estructura similar que
impide la identificacién de las especies si se utilizan criterios
morfoldgicos. En este caso, se emples la amplificacién de la
regién compuesta por los intrones ITS1 ¢ ITS2 (ADNr ITS), Ia
cual separa a Jos genes 185, 5.8 y 265 del ARN ribosomal, para
Ja diferenciacién ¢ identificacién taxendmica de especies, ya que
presenta unz variacidn polimérfica clarz entre individuos del
misme género®. De mancra analoga, se ha podido discriminar
a Pineffia ternzta de sus adulterantes al amplificar el gen de la
proteina MBL (mannose binding lectin) con cebadores especificos
que contienen sitios de corte para las enzimas BamHI y Neol.
Tanto el disefio de los cebadores como la seleccidn de los sitios
de corte se obtuvieron al sccuenciar la regién seleccionada en
cada una de las especies de interés™. La Fazmacopea china des-
eribe que los tubéreulos de Pinellia ternata son utilizados como
antitusivo y expectorante.

De forma complementaria, se han desarrollado marcadores
genéticos que amplifican regiones especificas del cloreplasto como
la del intrén il y su espacio intergénico {secuencia trmL/¢rmF
del cloroplasto) para la identificacién de especies, La principal
justificacién en la aplicacion de esta region es la estabilidad
¢n la transmisién de informacién genética de esta region de-
bide a su herencia materna. Este marcador fue utilizado en la
identificacion del complejo rubarbe, el cual se compone de los
rfizomas y raices de tres especies principales del géncro Rbeunt:
R palmatum L., R. tanguticum Maxim. ex Balf. y R. offcinale
Baill. Este grupo de plantas se utiliza en la medicina tradicional
china por sus efectos laxantes, antiflogistico y hemostdticos, y sus
adulterantes son generalmente R. dofacense, R. compactum, R.
undulatum y R, emodi. La principal diferencia en el proced;-
miento para la obtencién de las secuencias polimérficas, es la
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utjlizacién de cebadores flanqueantes que identifican la regién
fnlitrn e del cloroplasto a pesar de que se extrae ADN total. De
igual forma, los resultados permitieron identificar a los individuos
de las difercntes especies en estudio.

Conclusiones

Debido al auge de la medicina alternativa como una opcién de
lz poblacidn para resolver sus problemas de salud, la explotacién
y comercializacién de las plantas medicinales también se ha
incrementado considerablemente.

Sin embargo, la mayor demanda en ¢l uso de plantas medici-
nales o alguna de sus partes ha provocado su uso indiscriminado,
una aplicacién terapéutica inespecifica, ¢l desconecimiento de las
buenas pricticas de recoleccién y su adulteracién propiciando
la desconfianza entre Ja poblacion. Debide a lo anterior se ha
creado la necesidad de establecer pardmetros de calidad cada
vez mds exigentes, por lo que se ha hecho necesario aphear
técnicas y conocimientos de diferentes dreas para el desarrolle
de fitemedicamentos con el fin de garantizar la autentificacién
y recoleccion de la especie, estandarizacion del principio activo
y eficacia terapéutica. Hasta el momento, sélo [z identificacién
macro y microscépica del material vegetal y el andlisis de perfiles
cromatogrificos son las téenicas aceptadas por las diferentes
instancias gubernamentales.

Hasta el momento y a pesar de lo ampliamente fundamenta-
das y evaluadas que estin, Jas técnicas de biologia molecular no
han sido contempladas como pardmetros de control de calidad,
ni tampoco son descritas en las farmacopeas o monografias
de plantas medicinales, limitando entonces la incorporacién
de la informacién que brindaria esta herramienta il en la
autentificacién y seleccion del material vegetal iddneo, en la
identificacién de adulterantes y contaminantes microbianos o
para predecir Iz existencia de compuestos quimicos.

Lazs técnicas de biologfa molecular, en especial los marca-
dores moleculares, son una alternativa en la identificacién de
especies, independientemente de si se cuenta con el individuo
completo o solamente unas cuantas células. El desarrollo de
estos marcadores aplicados a las plantas medicinales se enfoca a
regiones que son polimérficas entre especies pero que pueden
ser amplificadas gracias a lo conservade de sus extremos fan-
queantes y evidenciadas gracias al corte especifico de la regién
polimérfica. Asl pues, existen ejemplos donde la amplificacién
de la regién intergénica ARNr-58, la region ADNr ITS o Ja
secuencia fraL/trnk del cloroplasto, en combinacion con el uso
de enzimas de restriccién, han permitido la autentificacién de
especies y sus adulterantes yz sea a partir de muestras frescas, secas
o procesadas. Es de esperarse que estas herramientas puedan ser
incorporadas una vez que sea mayor la cantidad de laboraterios
en los cuales converjan el desarrolle de fitofdrmacos v la certeza
cientifica aplicada a este campo.
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Abstract

We used a RAPD amplification method to identify melecular markers associated with high quercetin
accumulation in the leaves of Psidium guajava L. trees, selected from four different Mexican
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Introduction

Psidium guajava L. (Mirtaceae) originated in Mesoamerica is now widely distributed in many
tropical and subtropical areas of the world. The fruit is extensively consumed either fresh or
processed and the leaf infusion is used in traditional herbal medicine for gastrointestinal disorder
treatment (Lutterodt 1989) due to the presence of specific flavenoids (quercetine glycosides) (Lozoya
ef al, 1994). Furthermore, the pharmaceutical importance of quercetin glycosides (Lozoya et al. 2002)
and other flavonoids in guava leaves, physiologically these compounds take part in gene regulation
and growth metabolism, and their accumulation is related to the geography, phenology of plant, and
UV incidence (Havsieen 2002). For the implementation of distinguished ndividuals with high
capacity in flavonoid accumulation, practical tools are needed as indicators which avoid non desirable
material, resulting in low confidence results (Rivera-Arce et a/. 2003), An alternative could be the
chemical evaluation of a metabolic end product that is ¢xpensive and time consuming (Vargas-
Alvarez e al. 2006). Beside the current knowledge of the genes related to flavonoid production, there
are not conclusive data of a particular gene or group of genes related to quercetin glycosides
accumulation (Hagsteen, 2002). From this perspective, indirect, non- retated indicators or markers are
needed. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers have been used for the assessment
of gevetic relationship among cultivars, to estimate chemical and genetic diversity between varieties,
and to evaluate the correlation with active compound in medicinal species (Mohapatra and Rout 2006,
Padmesh er al. 2006, Narasimhan e af. 2006). RAPD markers bave been used in guava
characterization; Prakash ef af. (2002) estimate the molecular diversity of 41 genotypes from different
regions of India and Padilla-Ramirez ef al, (2002) use them to evaluate the germplasm through fruit
characteristics in a very narrow region of Mexico. To the best of our knowledge, there are no reports
dealing with the study of genetic markers and flavonoid accumulation in P. guajava that could be
used as an auxiliary or complementary method for quality control in plant drug production. The aim
of this study was to find a group of DNA markers that could identify those P. guajava individuals
with the highest quercetin content, using RAPD analysis in leaf samples from four different regions of

Mexico with variable levels of guava fruit production.



Leaves collected from forty P. guagjava individuals grown in four different Mexican regions were
identified according to Rivera-Arce ef al (2003), air-dried in a 40 °C forced-ventilation oven and
powdered. One g of powder was weighed and exhaustively extracted by refluxing in a Soxhlet
apparatus with 25 cm® of methano! for 3 h; then, the solvent was evaporated in vacuum and the
residue was recovered. The extracted quercetin glycosides were hydrolyzed by refluxing in 20 cm® of
hydrochioric acid 0.5 M in methanol for | h; afierwards, methanol was added for a final volume of 25
cm’ in a volumetric flask and a 1 cm® aliquot was diluted 1:10 with the same solvent. This solution
was filtered through a 0.45 um filter for HPLC analysis of the agiycone quercetin obtained.

Quercetin in a 0.01 cm’ sample injection volume was analyzed by HPLC on a reverse-phase Cjg
column of 4.6 x 150 mm (Varian; Palo Alto, CA, USA) in & Waters 2796 system (Waters; Milford,
MA, USA), equipped with a Waters 596 PDA detector maintained at 35 °C and by using a 20-80 %
increasing acetonitrile gradient in 10 mM phosphoric acid. The flow rate was kept constant at 0.6 cm’
min” for a total running time of 35 min. All the operation conditions, data acquisition and analysis
were controlled by Millennium software (Waters; Milford, MA, USA). Quercetin peak was compared
to a commercial standard ooe {Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, MO, USA), based on retention time and
quantified by interpolation on a calibration curve, as described by Vargas-Alvarez ef al. (2006).
Young and disease-free leaves were washed in 70% ethanol for 2 min and sterile, distilled water for 2
min, in sterile containers. The clean leaves were stored at -70 °C until use. A 150 mg leaf sample was
cut Into small pieces and ground to a fine powder under liquid nirogen with a mortar and pestle.
DNA was extracted from the sample using the Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen; Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. The extracted DNA was quantified and
checked for purity and stored at 4 °C until use. The DNA solutions were adjusted to a final

concentration of 15 pg cm™ prior to their use in the RAPD reactions.

Six 10-mer commercial primers (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ, USA) were used for
RAPD-PCR amplification. Fifteen ng of template DNA were amplified in a 0.025 cm’ total PCR
reaction including one RAPD Analysis Bead (Amersham Biosciences; Piscataway, NI, USA) to
guaranlee the reproducibility in the samples and 25 pmol of each primer. DNA amplification was
performed using a GeneAmp 9700 PCR thermocycler (PE Biosystems Inc.; Foster City, CA, USA)
programmed for | step of $ min at 94°C followed by 45 cycles of t min at 94°C, | min at 36°C and 2
min at 72°C and a final 10 mjn, 72°C extension. To asses that RAPD amplification was reproducible,

at least two individual experiments were performed with no significant differences (data not shown).



Amplified RAPD fragments were separated on a 2% agarose gel stained with ethidium bromide,
visualized under UV fluorescence, digitalized in a Biolmaging Systero (UVP; Cambridge, UK) and
evaluated with the LabWorks v1.1.27 software (UVP; Cambridge, UK).

One-way analysis of variance was used for statistical evaluation of total quercetin accumulation in the
samples collected. Statistical evaluation of RAPD profiles and their correlation with quercetin
accumulation was obtained by using the SNPanalyzer ISTECH web service facility, available at
http://www.istech.infofistech/board/login_form.jsp. This software takes into account the frequency of
a determiped character or band and a specific chemical trait and returns a numerical value that is the
statistical correlation for each pair of data. For this purpose, the banding patterns were classified
according to polymorphic variations in -ampliﬁed RAPD fragments, if they differed in at least two
samples with the same primer. We consider that the RAPD profiles have an allelic behavier when
they share some bands at the same position on the agarose gel. The homozygote showed a simple
band, while heterozygote showed either one, two or three bands for the same primers used with
different samples. An estimation of major allele frequencies was obtained by chi square statistical and
their correlation with quercetin accumulation trait, as a geoetic Linkage Disequilibrium (I.D) was
obtained according to Lewontin (1964, 1995). Additionally, each banding pattern was associated with
the quercetin concentration as a phenotypic trait. The association of RAPD profiles generated from
cach sample with different primers with quercetin accumulation was obtained through the
expectation-maximization (E-M) algorithm of the SNPanalyzer software (Excoffier and Slatkin
1995).

Results

Ten mature trees from each area were randomly selected and evaluated for their quercetin content
during different seasons throughout the year. Significant differences were observed in quercetin
accumulation throughout seasons in some states. Whereas Queretaro and Michoacan did not have a
significant season variation {5.57 + 0.95 mg g”' and 2.32 & 0.43 mg g’ respectively), cultivars from
Apguascalientes showed the highest quercetin content of 9.34 = 1,14 mg g"' followed by Estado de
Mexico with 8.51 £ 1.94 mg ¢! in spring; the lowest accumulations were in autumn with 5.52 % 2.02
mg g' and 5.53 £ 1.9] mg g respectively, showing a significant difference between seasons (P <
0.001). Interestingly, from all the collected trees, one Estado de Mexico individual analyzed in spring
was the highest producer, with a quercetin content of 12.62 mg g"'(data not shown). Our results are in
agreement with those of Vargas-Alvarez ef al. (2006), who stated that May and July 2000 were the
peak times for the flavonoids (myricetin, quercetin, luteolin, and kaempferal) accumulation in mature

guava leaves in the sampled geographic regions included in this study.



RAPD analysis 15 a molecular biological too! that allows an easy evaluation of the genome
constitution of different plant samples, and the reproducibility of the results depends on the standard
method and the highest quality of reagents employed. The six decamer primers that were used
generated a total of 91 RAPD fragments, resulting in different amplification fragment patterns (Table
1); sharing a 74 to 100% by all the analyzed individuals, depending on the primer used. The
validation of the RAPD technique was implemented by considering fragments from 200 to 1000 base
pairs (bp) in length (Welsh and McClelland 1990, Williams er al. 1990), and band pattern
reproducibility was determined in at least two individual experiments, as indicated above. Also, the
similarity obtained among all collected samples allowing the identification of polymorphic
differences, was used as an indicator of reproducibility.

Among the 91 generated fragments, only six were polymorphic in at least one individual,
corresponding to primers 1, 2, 3 and 4 (arrows in Fig. 1). An allelic behavior upon RAPD
amplification in these primers, along with the cormrelation between RAPD profile and a specific
Mexican state, was observed. Pattem b was present only in Michoacan, patterns fc and 2b in
Aguascalicntes and Michoacan, pattern 3b in Queretare and Michoacan and pattern 4a in
Aguascalientes, Estado de Mexico and Michoacan states. The amplified fragments for primers 5 and 6
were shared by all individuals without polymorphic fragments.

In a preliminary correlation between band patterns and quercetin accumulation, we found two
individuals containing > 10.5 mg total quercetin per gram of dried leaves collected in spring from
Aguascatientes and Estado de Mexico, sharing the same banding pattemns. An statistical analysis in all
RAPD patterns with SNPanalyzer and EM algorithm allowed us to determine that la, 2a, 3a and 4¢
are the most informative combinations (MIC}, due to the high frequencies of the 590 bp fragment
{allele la) and 480 and 460 bp fragments (compound allele 4c}; alleles 2a and 3a are the lacking of
the 360 or 690 bp bands, respectively. This MIC refers to the correlation between DNA fragments and
the quercetin accumulation. In order to explore the possible interaction among all these allele-
fragments, we evaluate their linkage disequitibrium (LD} association. As it can be seen in table ], the
major LD for aliele 4c was with la and 2a fragments, whereas for allele 4b, significant LD values
were with the 3a allele, the lack of the 690 bp fragment,

With the purpose of identifying a genetic factor that was involved in the variation of quercetin
accurmulation, we suggested a DNA molecular marker analysis to identify genomic characteristics
related to quercetin variation. Many authors have treated the RAPD technique as equivalent 1o single
genetic alleles in such a way that when population genetics statistics are used, there are relationships
10 the observed phenotype (Becerra and Paredes 2000, Padilla-Ramirez et al. 2002). According to our

analysis, the frequency of fragments resulting in MIC, correlates to quercetin content, a dominant trait



with a Lod score of 9.498 for a Quantitative Trait Loci (QTL) relationship between the Ja and 2a with
4c banding patterns (p<0.05), a significant high value that correlates with our phenotype trait.

In conclusion, we found clear and defined amplification fragments linked to quercetin glycoside
accumulation m P. guagfava individuals and demonstrated that, even when different individuals of the
same region were analyzed, the presence of these amptified fragments correlated with the quercetin
accumulation capability of a specific individual.
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Table 1. The mn,n_:ounom of primers used for RAPD analysis and a summary of the frequency and linkage disequilibriums of the banding patterns

obtained from P. guajava L. individuals using RAPD polymorphic fragments [bp). The directionality of each nucleotide sequence is 5’ to 3.

Polymorphic fragment analysis is indicated between parentheses. The major pattern band obtained in RAPD analysis correlating with linkage

disequilibrium association is indicated by an asterisk.

Nucleotide Number of Total number of RAPD profiles from Frequency of Linkage
Primer  sequence polymorphic fragments polymorphic major  pattern  disequilibrium
fragments fragments band association
la* (590)
1 GGTGCGGGAA 2 (590, 610) 22 1b (610} 0.82 4c
ic (590/610)
2 GTTTCGCTCC 1(370) 16 2o 0.79 dc
2b (370)
3 GTAGACCCGT 1 (690) 15 2 0.98 4b
3b (690)
4a
4 AAGAGCCCGT 2 (460, 480) 14 4b (460) 0.69
4c* (460/480)
5 AACGCGCAAC 0 12 5
6 CCCGTCAGCA 0 12 6




-




Fig. 1. RAPD profiles of P. guajava from different Mexican states.

Lane M: 100 bp ladder. A: 1a, 1b and lc represent polymorphic RAPD profiles using primer'l for
Michoacan individuals. B: 2a and 2b represent polymorphic RAPD profiles using primer 2 for
Aguascalientes individuals. C: 3a and 3b represent polyrnorphic RAPD profiles using primer 3 for
Queretaro individuals. D: 4a, 4b and 4c represent polymeorphic RAPD profiles using primer 4 for

Aguascalientes individuals. Arrows indicate informative fragments with allelic behavior.
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