
--I 
\ \ 1- ( 

a XOCP JM~~ SER~¡G¡OS DE INfOllMAClON 
ARCHIVO HISTORICO 



Áni DIl.Cll SERVICiOS DE 1lif00MAClON 
ARr. o 'I"TOP ce 

UNIVERSIDAD AUTO NOMA METROPOLITANA 

Casa abierta al tiempo 

Clonación y caracterización de fragmentos RAPO y loci microsatélite. asociados a 

Psidium guaja va L. cultivada en 4 estados de la República Mexicana. 

TESIS 

Que para obtener el grado de 

Doctor en Ciencias Biológicas 

PRESENTA 

M. en C. Iris Angélica Feria Romero 

Comité tutorial : 

Dr. Héctor Fernando Serrano 

Dra. Marisol López López 

Dra. Sandra Adela Orozco Suárez 

Mayo/2008 

Am XOCIiIMILCO SERviCIOS DE INfOHMACt'ON 
AR C HIVO HISTORICO 



El Doctorado en Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma Metropolitana 

pertenece al Padrón de Posgrados de Excelencia del CONACYT y además cuenta 

con apoyo del mismo Consejo. con el convenio PFP-20-93. 

El jurado designado por las Divisiones de Ciencias Biológicas y de la Salud de las 

Unidades Iztapalapa y Xochimilco 

aprobó la tesis que presentó 

M. en C. Iris Angélica Feria Romero 

El dla 12 de Mayo del año de 2008 

2 



Jurado: 

Tulor: Héclor Fernando Serrano 

Asesor: Marisol López López 

Asesor: Sandra Adela Orozco Suárez 
./ 

@ .. 
Firma 

Sinocal: Diego Julio Arenas Aranda 

Sinodal: Rosenda Isabel Peña loza Espinosa 

3 



DEDICATORIAS Y AGRADECIMIENTOS 

Dedicatorias y agradecimientos 

Esta tesis docloral fue realizada gracias al apoyo financiero CONACyT que fue 

otorgado mediante la beca con número de registro 95747 durante el periodo febrero/ 

2004 a diciembre/2006, dentro de los programas de excelencia de dicho consejo; y 

por el proyecto IMSS-FOFOI FP-2003/039 otorgado por la Coordinación de 

Investigación del IMSS. 

4 



DEDICATORIAS Y AGRADECIMIENTOS 

Agradezco a: 

El Dr. Héctor Serrano por su apoyo, guia y paciencia. 

Marisol, Sandy y Meli porque más que ser mis asesoras y grandes investigadoras, 

las considero unas buenas amigas que aprecio y respeto. 

La Dra. Rosenda Pena loza y al Dr. Diego Arenas por sus valiosos comentarios y 

observaciones que enriquecieron el trabajo. 

Mis padres por estar siempre conmigo en cada uno de las etapas de mi vida, por su 

apoyo incondicional y gran amor. 

Mi querida familia compuesta de seres grandes y únicos, de los cuales he aprendido 

cosas maravillosas. 

A mis amigos cercanos y lejanos a los cuales llevo siempre en mi corazqn y recuerdo 

con mucho cariño. 

5 



RESUMEN 

RESUMEN. 

Introducción. El gran número de habitantes en el mundo que utilizan a las plantas 

medicinales como recurso para solucionar sus problemas de salud, atrae la atención 

de instancias gubemamentales e intemacionales que establecen métodos de control 

de calidad para garantizar su seguridad y eficacia. Los documentos oficiales 

reconocen como pruebas de autenticidad, a las de identificación taxonómica y de 

compuestos quimicos que son característicos de la especie; sin embargo, en años 

recientes se están empleando marcadores de ADN para la identificación de la 

especie y discriminación de adulterantes. Entre los marcadores de ADN se 

encuentran los del tipo RAPD, RFLP, AFLP, secuencia especifica y microsatelital. La 

hoja de guayaba (Psidium guaja va L.) ampliamente cultivada en México, se utiliza 

popularmente en el tratamiento de trastornos estomacales y estudios clinicos 

recientes demuestran su eficacia en el tratamiento del síndrome de colon irritable. 

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

guajava, el presente trabajo se enfocó en la obtención de marcadores genéticos que 

se relacionen con la acumulación de quercetina y penmitan la autentificación de la 

especie, como una herramienta en el control de calidad en el desarrollo de 

fitofárrnacos. Hipótesis. Algunas variaciones en regiones del ADN entre individuos de 

P. guajava cultivados en diferentes estados de la República Mexicana están 

asociadas a la acumulación de f1avonoides mientras que las regiones conservadas lo 

están con la identificación de la especie. Objetivos. a) Caracterizar las variaciones u 

homologias de secuencia en segmentos tipo RAPD provenientes del ADN genómico 

de P. guajava L.; b) Obtener la distribución de la frecuencia alélica de diferentes 

6 



RESUMEN 

muestras de P. guajava L. a partir de la construcción de una biblioteca genómica de 

loei microsatélite de la clase dinucle6tida. Materiales y Métodos. Retonos limpios se 

colectaron en 40 árboles en cuatro estados de la República Mexicana. El material 

vegetal se procesó para obtener por un lado un extracto metanólico hidrolizado para 

la cuantificación de quercetina por HPLC usando columnas RP-18 y un detector 

POA, y por otro lado se obtuvo AON genómico. En éste se amplificaron regiones 

aleatorias tipo RAPO con seis oligonucleótidos de 10-mer (Amersham Bioscience, 

UK), y por otra parte se fraccionó con enzimas de restricción de acuerdo a lo 

informado previamente. Los amplificados aleatorios RAPO se analizaron y 

correlacionaron con la acumulación de quercetina total , mientras que los fragmentos 

RFLP se hibridaron con sondas (GT)'5 biotiniladas, para capturar fragmentos con 

secuencias dinucleótidas repetidas. Las bibliotecas tipo RAPO y microsatelitales, se 

clonaron, secuenciaron, analizaron y de acuerdo con esto se diseñaron 

oligonucleótidos especificas. Los marcadores de AON seleccionados se utilizaron en 

la autentificación de la especie y discriminación con otras plantas mortológicamente 

semejantes. Resultados. Los estados seleccionados producen el 84% de la guayaba 

que se cultiva en México. Las muestras de Aguascalientes mostraron la mayor 

acumulación de quercetina total en primavera, pero en el estado de México se 

encontró un árbol con la mayor acumulación de quercetina total. Las otras muestras 

de los estados de Querétaro y Michoacán tuvieron valores inferiores. En el 

amplificado aleatorio RAPO se usaron seis oligonucle6tidos para generar 91 

amplificados con una homologia entre 74 y 100% entre los individuos. El 

oligonucle6tido 1 generó dos amplificados pOlimórficos de 560 y 61 Opb diferenciando 
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los patrones de bandeo 1a, 1b y 1c; el 2 mostró un amplificado polimórfico de 370pb 

con lo que se diferenciaron los patrones 2a y 2b; el 3 dió un amplificado polimórfico 

de 690pb que distingue los patrones 3a y 3b; el 4 generó dos amplificados 

polimórficos de 460 y 480pb diferenciando los patrones de bandeo 4a, 4b y 4c, y los 

oligonucleótidos 5 y 6 mostraron un solo patrón de bandeo cada uno. El aumento en 

la acumulación de quercetina se correlaciona con la presencia de los patrones de 

bandeo 1 a y 2a con 4c. De las bibliotecas se obtuvieron 36 secuencias; 5 de ellas 

con microsatélites dinucleótidos; una similar en un 91 % a Arabidopsis thaliana y se 

logró diseñar oligonucleótidos específicos para 22 secuencias de P. guajava. Se 

establecieron las condiciones de amplificación para 11 secuencias usando 10 ng de 

AON genómico y 1 mM MgCl, o para 12 secuencias usando 5 ng de AON genómico y 

1.5 mM MgCI,. Cinco de las secuencias seleccionadas fueron exclusivas para P. 

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

individuos del estado de Aguascalientes en primavera como los de mayor 

acumulación de quercetina. Los marcadores genéticos tipo RAPO 1a y 2a con 4c se 

correlacionan con un aumento de quercetina con un valor LoO de 9.498 (p<0.05). En 

la autentificación de la especie los marcadores 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 Y 5.5 fueron 

especificas para P. guajava, perm~iendo discriminar la guayaba de otros individuos 

taxonómica mente similares de la familia Mirlacea. 
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ABSTRACT 

ABSTRACT. 

Introduction. People around the world use medicinal plants to altend their health 

problems so government and international institutions are now taking altention in 

quality control methods to guarantee the security and efficiency 01 plant drug material, 

avoiding the incorporation 01 related species that lack the active compound or 

intrinsically have inhibitory compounds. Official guidelines recognize taxonomic . 

identification and chemical fingerprinting with authenticity tests; however RAPO, 

RFLP, AFLP, specific-sequence and microsatellital ONA markers are used on species 

identification and adulterant discrimination in basic preparative research projects. 

Guava (Psidium guaja va L.) leal is an extensive crop in México and it is used in 

abdominal disorders, and recently in the treatment 01 irritable bowel syndrome. 

Justification. Due to limited genetic inlormation 01 P. guajava, the purpose 01 this work 

was to identify genetic markers related to quercetin accumulation and that allow the 

authentication 01 this species to be used in the development 01 phytodrugs, as a tool 

01 quality control. Hypothesis. Sorne genetic variations between individuals 01 P. 

guajava cultivated in different states lrom Mexico are associated with a variation in 

the accumulation 01 flavonoids while conserved regions are associated with the 

identification 01 the species. Objectives. a) To characterize varieties or homologies in 

RAPO Iragments sequences Irom P. guajava DNA; b) To obtain a dinucleotide 

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

leaves 01 40 trees where collected lrom lour Mexican states and processed lor DNA 

genomic and quercetin extraction. The raw material was used to obtain a methanolic 

hydrolyzed extract lor quercetin quantification by the HPLC technique using RP-18 
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columns and a POA detector. On the other hand, ~ was used lor ONA extraction, 

amplification 01 random ONA regions by the RAPO technique using 10-mer primers, 

and to obtain ONA lragments with restriction enzymes. RAPO analysis was correlated 

with high quercetin accumulation. RFLP lragments were hybridized with biotilinated 

tandem sequences. RAPO and microsatellites library were cloned, sequenced, 

analyzed and specific primers were designed. ONA markers were used in 

authentication and discrimination lrom other morphologically alike species. Results. 

Selected states account lor 84% 01 the guava lruit production in Mexico. Spring 

samples collected Irom Aguascalientes showed a high quercetin accumulation, but 

one individual sample lrom the state 01 Mexico had the highest. Six decamer 

commercial RAPO primers generated a total 0191 Iragments, sharing 74 - 100% 01 

bands among collected trees. The oligonucleotide 1 amplified two polymorphic 

segments 01 560 and 610 bp to recognize the la, lb and l c banding pattems, 

oligonucleotide 2 amplified one polymorphic segment 01 370 bp to recognize the 2a, 

and 2b banding pattems, oligonucleotide 3 amplified one polymorphic segment 01690 

bp to recognize the 3a and 3b banding patterns, oligonucleotide 4 amplified two 

polymorphic segments 01 460 and 480 bp to recognize the 4a, 4b and 4c banding 

pattems, oligonucleotides 5 and 6 amplified a pattem band each. Quercetin 

accumulation increase was correlated between 1 a and 2a with 4c pattem bands. 

Thirty-six sequences were obtained lrom genomic libraries, five 01 them with tandem 

regions, one with a similarity 01 91% with Arabidopsis thaliana, and only 22 

sequences were viable lor specific primer designo Amplified conditions were 

developed lor 11 sequences using lOng 01 genomic ONA and 1 mM MgCl, or 12 
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sequences using 5 ng 01 genomic DNA and 1.5 mM MgCI2. Five Iragments were 

specific lor P. guaja va . Conclusions. The chemical marker quercetin allowed the 

identification 01 individuals lrom Aguascalientes state in spring with the highest 

accumulation 01 quercetin among selected regions. The banding patterns 1 a and 2a 

with 4c are correlated with an increase 01 quercetin with a LoD value 01 9.498 

(p<O.05). In the authentication 01 species markers 1.A, 4.1, 4.3, 5.8 and 5.5 amplified 

lor P. guajava, allowing to discriminate against guava Irom others individuals 

morphologically similar. 
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INTRODUCCiÓN 

l. INTRODUCCiÓN. 

1.1. Control de calidad de las plantas medicinales. 

Actualmente las plantas medicinales tienen' gran importancia por su aplicación en la 

medicina alternativa, captando la atención de instancias intemacionales como la 

Organización Mundial de la Salud que sefiala que el 80% de la población de paises 

en desarrollo resuelve s~s problemas de salud por esta via (Romero-Cerecero y 

cols., 2004); con ello, se ha incrementado de igual forma el número 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 

terapéutica en diferentes zonas geográficas, propiciando una alteración en la 

acumulación de los principios activos relacionados con el entorno ambiental en el 

que crecen . En otros casos, la explotación comercial y necesidad económica ha 

favorecido la confusión, sustitución y adulteración de las plantas de interés (Barnes, 

2002). 

Debido a lo anterior, los paises y sus estancias gubernamentales han elaborado 

documentos oficiales o farmacopeas herbolarias donde se recopila toda la 

información 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 descripción de la parte de'la 

planta con interés medicinal, ensayos de identidad, análisis quimicos y conservación; 

variando su contenido de acuerdo al conocimiento que se tenga de la misma (SSA, 

2001 ). 
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Por otro lado, tanto la Organización Mundial de la Salud como diversas asociaciones 

cientificas alrededor del mundo, relacionadas con la farmacognosia de las plantas 

medicinales y fitoterapia, han publicado monografías no oficiales con información 

técnica y cientifica . 

Entre los aspectos sobresalientes en el control de calidad del material vegetal se 

encuentran los aspectos botánicos, morfológicos y qulmicos que en conjunto 

proporcionan los caracteres de autentificación de la materia prima (WHO, 1999; 

Vanaclocha y cols., 2003). 

1.1.1 Aspectos botánicos y morfológicos. 

En una primera instancia, la información botánica y morfológica se obtiene de la 

identificación taxonómica proporcionada por el ejemplar de interés colectado en 

campo. Una vez corroborada la especie, se realizan una serie de descripciones 

macro y microscópicas de la parte de la planta con propiedades terapéuticas. El nivel 

de la descripción dependerá de su integridad como material vegetal y la similitud con 

sus adulterantes; entendiendo como adulterante al reemplazo o mezcla con otra 

especie que no posee propiedades terapéuticas, pero que es morfológica mente 

similar, generalmente tiene un costo menor y puede ser la misma parte de la planta 

que se está reemplazando (Harkey y cols., 2002). La información microscópica es 

más completa y detallada en comparación con la macroscópica, sobre todo en 

aquellas muestras incompletas. Los especialistas en esta técnica hacen uso de 

herramientas histológicas con la finalidad de describir las estructuras celulares 

propias de la especie (Ruzin, 1999). Esta información puede ser utilizada en un 

primer contacto con el material vegetal adquirido por terceros, que es lo común 
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cuando los laboratorios carecen de la opción de una sola agroindustria abastecedora. 

Sin embargo la autentificación de la especie presenta ciertas limitaciones cuando el 

material vegetal se encuentra adulterado con especies filogenéticamente muy 

cercanas. 

1.1.2 Aspectos qufmicos. 

La identificación de adulterantes desde el punto de vista quimico se realiza a través 

de técnicas de caracterización de los compuestos en el extracto de la planta o 

identificación por perfil cromatográfico. Las técnicas de análisis desarrolladas son la 

cromatografia en capa fina (TLC, Thin layer chromatography), cromatografía de 

liquidos de alta resolución (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), 

cromatografía de gases y diversas técnicas espectroscópicas (Drasar y Moravcova, 

2004). La información colectada se considera confiable debido a que los individuos 

de la misma especie y cultivados en la misma zona geográfica presentan un perfil 

cromatográfico muy similar, como consecuencia del medio ambiente que favorece la 

acumulación de principios activos. Las huellas químicas identificadas permiten 

determinar la autenticidad, calidad, seguridad y eficacia de la materia prima antes de 

convertirse en un medicamento de origen vegetal o fitomedicamento (Huang y Song, 

2001). Por lo anterior, la detección de adulterantes se presenta cuando existe alguna 

alteración importante en las huellas qulmicas, siendo el aspecto más relevante la 

ausencia del principio activo. Estos compuestos también son utilizados en el control 

de calidad del extracto durante el desarrollo del fitomedicamento; cobrando 

relevancia al momento de cuantificar al principio activo o en su defecto, al compuesto 
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con mayor abundancia, que se relaciona indirectamente con éste (Schaneberg y 

cols., 2003). 

A pesar de los avances tecnológicos en la identificación quimica del material vegetal , 

al igual que en la identificación macro y microscópica, 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 perfi les cromatográficos muy similares, sobre todo si el adulterante se 

encuentra en cantidades inferiores. 

1.2. Aplicaci6n de la biología molecular en la identificaci6n del material vegetal. 

La domesticación y explotación de plantas con interés económico impulsa a los 

agricultores a seleccionar y mejorar líneas o cultivos con características deseadas. 

Los individuos de un cultivo pueden presentar heterogeneidad en sus caracteres 

debido a que provienen de diferentes semillas (origen policlonal), por la acumulación 

de mutaciones somáticas presentes en la semilla (origen monoclonal) y/o por las 

alteraciones provocadas por una infección (origen patológico) (Pecetti y cols., 2004; 

Hoffmann-Sommergruber y cols., 1997). 

El ADN se encuentra en el núcleo y en algunos organelos de las células (mitocondria 

y cloroplasto en los organismos vegetales), siendo similar en cualquier célula de la 

planta, lo que penmite su identificación independientemente si se tiene el ejemplar de 

herbario completo o solo una parte (Singer y Berg, 1993). Esta molécula de doble 

cadena, súper enrollada y gran estabilidad contiene la infonmación genética capaz de 

identificar la especie de un individuo. En ella se encuentra almacenada la infonmación 
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necesaria para la expresión de las características tlsicas o morfológicas (fenotipo) 

que los botánicos utilizan para poder diferenciar entre los organismos, utilizando las 

claves de identificación taxonómica. 

En la actualidad se ha recurrido a técnicas de biologla molecular con el fin de obtener 

marcadores genéticos especie específicos, encontrar diferencias polimórficas y 

proporcionar la infonmación necesaria para la identificación de variedades. Los 

marcadores moleculares penmiten estimar la distancia genética, la identificación y 

discriminación de poblaciones, variedades, lineas puras e híbridos; además 

establecen relaciones de parentesco y localizan e identifican regiones del ADN 

cualitativos que afectan caracteres cuantitativos. El análisis de los marcadores 

genéticos es útil por el polimorfismo, herencia mendeliana sin epistaxis (o sea, sin 

interacción entre los genes), insensibilidad a los factores ambientales o al desarrollo 

de la planta y su fácil identificación y co-dominancia (Heckenberger y cols., 2005). 

Estos conocimientos son aplicados antes del desarrollo y elaboración de 

fitomedicamentos con la finalidad de autentificar la especie e identificar adulterantes. 

La corroboración de la especie se logra mediante la comparación de marcadores 

genéticos entre la especie identificada en campo y la muestra problema. 

1.2.1 Extracción del material genétíco. 

El primer paso en la identificación de la especie es la extracción del material 

genético, el cual debe estar lo suficientemente puro para su manipulación, 

fraccionamiento, amplificación y secuenciación. Actualmente existen diferentes 

sistemas comerciales que penmijen la extracción 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 pUdiera presentarse por un 

alto contenido de polifenoles, polisacáridos o mucopolisacáridos en la muestra que 

disminuyen su pureza y rendimiento (Friar, 2005; Wulff y cols., 2002; Tel-Zur y cols., 

1999). El método de purificación además, debe contemplar la integridad del material 

genético a fin de garantizar la reproducibilidad de los resultados, ya que un 

fraccionamiento parcial o total del ADN modifica la forma en que se distribuyen 

algunos marcadores genéticos al momento de someterlos a una separación 

electroforética, obteniéndose patrones diferentes a los que se presentan cuando las 

condiciones son óptimas. 

1.2.2 Marcadores genéticos de tipo RFLP, RAPO Y AFLP. 

En un primer acercamiento de la especie a nivel de material genético, varios grupos 

de investigación han optado por la segmentación controlada del ADN con la finalidad 

de obtener un patrón conservado a partir de dichos segmentos. De la misma manera, 

también se considera un grupo de marcadores genéticos, un gen, un sitio de 

restricción, una secuencia o una región del genoma que pe rm ~a identificar su 

caracterización y/o ubicación en un cromosoma. 

La partición del ADN se puede realizar mediante el fraccionamiento con enzimas de 

restricción (endonucleasas que cortan la doble cadena de ADN) y/o la reacción en 

cadena de la polimerasa (peR, polymerase chain reaction) (Becerra y Paredes, 

2000), y dependiendo de la técnica empleada se nombran marcadores tipo RFLP 

(Restnction Fragment Length Polymorphisms o Polimorfismo en los Fragmentos de 

Restricción), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA o Fragmentos polimórficos 
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de ADN Amplificados al Azar) o AFLP (Amplified Fragmen/ Leng/h 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 identificación 

de individuos de diferente especie y al igual que en la amplificación por PCR se 

compone de ciclos de desnaturalización del ADN, hibridación pero a temperaturas 

bajas (36°C) y amplificación usando oligonucleótidos cortos (10 nucleótidos), que se 

diseñaron inicialmente en ausencia de cualquier información de secuencia de las 

especies Glycine max variedad Bonus, Glycine soja, Zea mays lineas CM37 y T232, 

Neurospora crassa, Horno sapiens lineas Hu2 y Hu3, Escherichia cofi, Lis/eria 

monocytogenes, S/aphylococcus aureus y Salmoneffa /yphimurium, una composición 

G+C entre un 50 - 80% Y que no fueran pallndromes (Williams y cols., 1990). Al 

término de la reacción, el numero de amplificados aleatorios separados 

electroforéticamente se ve modificado en función del tamaño y la secuencia del 

oligonucleótido utilizado (Abdel-Ghany y Zaki 2003), dando lugar a amplificados 

polimórficos que representan diferentes loci (varios locus) que en plantas indican su 

herencia dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN altamente variables 

(5-10 loci por fragmento cebador), su potencialidad en la localización de genes, 

identificación de variedades, estudios de hibridación inter e intraespeclfica y el 

estudio de la variación genética en poblaciones emparentadas (Gan y cols., 2003; 

Amarger y Mercier, 1995). Los marcadores tipo RAPD con una poca cantidad de 

ADN permiten obtener resultados con rapidez, a un bajo costo e inversión de 

equipos; sin embargo, presenta la desventaja en la inconsistencia de datos, ya que la 
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reproducibilidad se afecta con pequeñas variaciones en las condiciones de 

amplificación (Williams y cols., 1990). Esta desventaja se puede reducir con un alto 

grado de estandarización de las condiciones de reacción y de amplificación, usando 

un control interno para asegurar la reproducibilidad de los productos de la 

amplificación, y llevando un registro de las bandas nltidas y consistentes (Antoni, 

1997) 

La aplicación de esta técnica en la identificación de especies de plantas, con uso 

medicinal y sus adulterantes, ha sido informada por Cheng y cols. (1997) para la 

diferenciación de ocho rizomas del género Coptis, utilizadas en la medicina 

tradicional china para el tratamiento de la fiebre. Hosokawa y cols. (2000) lograron 

diferenciar entre tres especies del género Scu/elfaria muy similares 

morfológicamente, empleando partes aéreas secas de las plantas; que son utilizadas 

en Europa, Estados Unidos y Asia para combatir la fiebre causada por el paludismo. 

Cheng y cols. (2000) identificaron a la especie Astragalus membranaceus de su 

adulterante Hedysarum polybotrys en un grupo de 20 muestras con presentación 

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 Atractylodes con una relación 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 específica. 

El conocimiento cada vez más extenso sobre las protelnas y los genes involucrados 

en el funcionamiento de las plantas ha perm~ido identificar con mayor facilidad tanto 
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secuencias codificables (exones) como no codificables (intrones y regiones 

intergénicas) en un mayor número de especies (Lewin, 2000). Las regiones 

codificables son muy apreciadas en el campo de la biologia, quimica, bioquímica y 

medicina ya que permiten dilucidar vias metabólicas y enfermedades relacionadas 

con la presencia o ausencia de una sustancia o protelna especifica. En el caso de las 

regiones no codificables se desconocía o ignoraba su función, ahora se sabe que 

muchas de estas regiones penniten el ordenamiento de exones. como sucede con 

los intrones, y logran una distribución adecuada de los genes en el cromosoma, 

como es el caso de las regiones intergénicas. En la práctica, la amplificación de 

regiones no codificables ha permitido la identificación de especies cuando el ADN 

está fraccionado, como sucede en muestras secas de plantas. Esto se debe a tres 

razones principales: 1) el tamaño del producto amplificado no se ve afectado por la 

degradación parcial del ADN, 2) los oligonucleótidos flanqueantes son altamente 

conservados y 3) las regiones amplificadas presentan una variación franca entre 

secuencias de diferentes especies. 

En el campo de las plantas medicinales la caracterización de la región intergénica , 

ARNr-5S (ácido ribonucleico 5S) nuclear, la región ribosomal ItS1-5.8S-ITS2 que se 

encuentra en el plástido y la región trnUtrnF del cloroplasto se han empleado en la 

identificación de especies; sin embargo, la mayoría de los trabajos publicados 

estudian a la región intergénica ARNr-5S nuclear (Buchanan, 2000). En los 

eucariontes superiores, se compone de una región codificable de unidades repetidas 

(cistrón), 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 identificación. La técnica consiste principalmente en la 

utilización de cebadores conservados que delimiten la región intergénica ARNr-5S de 

la planta de estudio, para llevar a cabo su amplificación y secuenciación. 

Posteriormente se pueden utilizar enzimas de restricción que relacionen al producto 

digerido con la identificación de la especie. En un estudio realizado a 25 individuos, 

en donde se inclulan especies y variedades del genero Friti/laria, la amplificación 

especifica de la región intergénica ARNr-5S y su digestión con la enzima EcoR 1, 

permitió identificar a Fritillaria cirrosa de F. puqiensis, F. anhuiensis y F. Ihunbergii, 

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 llega a ser hasta 100 veces más caro que el de F. Ihunbergii, aunque la 

toxicidad de esta sea mucho mayor, de ahí la importancia en la identificación del 

material vegetal (Cai y cols., 1999). 

1.2.4 Marcadores genéticos 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 polimórficas debido al 

mecanismo mutacional conocido como deslizamiento de una hebra durante la 

replicación del ADN (slippage de la ADN polimerasa), y están presentes como 

regiones codificables y no codificables en todo el genoma (Toth y cols, 2000). Los 

loei microsatélites, desde el punto de vista de herencia Mendeliana, son 

codominantes y su identificación alélica es reproducible, lo que ha permitido 
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utilizarlos como marcadores genéticos altamente infonmativos en pruebas de 

paternidad, identificación de individuos, desarrollo de mapas genéticos, relación con 

enfenmedades, estudios filogenéticos y en genética en poblaciones (Weissenbach y 

cOls., 1992; Goldstein y Pollock, 1997; Hakki y cols., 2002). En platas, la mayor 

frecuencia dinucleótida se presenta como (AT), y (GT)" (Rakoczy-Trojanowska, 

2004), la Tabla 1 muestra las unidades mono y dinuclotidas en Caenorhabditis 

elegans, embriofrtas, Saccharomyces cerevisiae y hongos de diferentes regiones del 

ADN. La aplicación de estas secuencias en especies tropicales y agronómicas se 

extiende a la identificación y caracterización de los genotipos y especies; 

conservación del germoplasma y generación de colecciones; análisis de la variación 

genética de la población; selección de variedades resistentes a enfenmedades; 

identificación de especies de fácil o dificil propagación; construcción de árboles 

filogenéticos que penmitan identificar relaciones de parentesco, cercania evolutiva y 

fonmación de hibridos, asl como la ventaja de identificar genes o regiones 

cromosómicas que están relacionadas con características poligénicas como la 

resistencia a enfenmedades o el color de la fruta. 
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Tabla 1 Distribución de la frecuencia de microsatélites de las clases mono, di y 

tetranucleotidos C. elegans, embriofrtas, levadura y otros hongos (Tóth y cols, 2000) 

Grupo Regiones Unidad repetida taxonómico delAON A C AC AG AT CG 
Intergénicas 252 321 249 353 219 1 Caenorhabditis 

Intrones 335 177 151 173 224 1 efegans 
Exones 23 20 16 29 9 

Intergénicas 1975 37 115 521 1077 2 Embriofita ntro es 39 1 710 
Exones 17 1 4 39 7 

Intergénicas 3121 19 266 57 1552 Saccharomyces 
In es 1 1 5 cerevlsiae 
Exones 36 5 14 

Intergénicas 2024 56 140 136 279 Fungi Intrones 868 O 1 140 362 Exones 9 2 2 
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El éxito en el aislamiento y selección de microsatélites, obtenidos principalmente en 

especies de plantas de interés agronómico, se ha logrado gracias a la construcción y 

escrutinio de bibliotecas enriquecidas de secuencias simples repetidas. Este 

enriquecimiento se logra fraccionando el ADN y empleando sondas marcadas 

dise~adas de acuerdo a la región 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 variación en la 

secuencia dentro de las variedades o especies cercanas laxonómicamente (Rafalski 

y Tingey, 1993). En variedades de cebada, se ha descrito la frecuencia de 

microsatélites de la clase dinucleótida (AC)lO y (AGho cada 220 Kb (Lui y cols., 

1996), similar a lo reportado en Arabidopsis (Bell y Ecker, 1994), arroz ryJu y 

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

1.3. Psidium guajava Linn. 

1,3.1 Descripción taxonómica. 

Psidium guaja va (guayaba) pertenece al reino vegetal, subreino Fanerógamas, clase 

Angiospermas, subclase Dicotiledónea, subdivisión 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 lOa 25 

pares de nervaduras laterales. Las flores de color blanco se encuentran en grupos 

dos a tres. Los frutos son de color amari llo verdoso en su exterior o 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 blanco amarillento, rosado o rojo subido, con 

sabor dulce notoriamente almizclado y aromático. Las semillas son numerosas, 

pequeñas, de color amarillo claro o café amarillento. Debido al alto contenido en 

vitamina C y azúcar, los frutos son consumidos en fonma directa o utilizados en la 

fabricación de dulces y jugos (González y cols., 2002). El origen de esta planta es 

incierto pero se le ubica en Mesoamérica para ser propagada por los españoles y 

portugueses a todos los trópicos del mundo donde se ha naturalizado con la ayuda 

de los pájaros. 

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 tratamiento de la diarrea y el malestar que 

ocasiona, empleando la infusión de sus hojas (Lozoya X, 1994). Debido a su interés 

comercial y aplicación terapéutica, gru pos de investigación alrededor del mundo han 

estudiado su identidad anatómica y morfológica, composición quimica, efecto 

farmacéutico, estudios biotecnológicos y de biologla molecular. 

Los estudios realizados de identidad anatómica y morfológica, describen las 

caracteristicas macro y microscópicas de la hoja de guayaba con la finalidad de 

obtener un parámetro de control de calidad que penmita identificar a la droga vegetal 

utilizada con fines terapéuticos (Rivera-Arce y cols .. 2003). 

Con respecto a la composición quimica, Idstein y cols. (1985) identificaron en el fruto 

los aceites esenciales ácido cinamóico y ácido hexanóico; Lozoya y cols. (1994) 

identificaron en el extracto metanólico de la hoja de guayaba, un grupo de glicosidos 
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de quercetina con actividad espasmolitica; Mercadante y cols. (1999) identificaron 14 

tipos de carotenoides de la pulpa rosada de una variedad Brasileña; Begum y cols. 

(2002) identificaron triterpenos característicos de la hoja. En relación al efecto 

farmacéutico, 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 metanólico de la hoja de guayaba, al emplear un modelo in 

varo de ileon de cobayo estimulado ·eléctricamente; Jaia~ y cols (1999) observaron 

actividad anti tusígena con los extractos acuosos de la hoja de guayaba, al inducir la 

irritación con ácido capsaicinico en cobayos y ratas, paralelamente también 

observaron la inhibición del crecimiento de Staphylococcus aureus al emplear 

extractos acuosos, metabólicos y clorofórmicos de la hoja; Arima y cols (2002) 

aislaron flavonoides de la hoja de guayaba con actividad antimicrobiana a Salmonelfa 

enteritidis y Bacilfus cereus; Conde-Garcia y cols (2003) detectaron un efecto 

inotrópico negativo (relajación del músculo cardiaco) producido por un extracto 

acuoso-etanólico de la hoja de guayaba en un modelo in vffro del atrio izquierdo de 

cobayo estimulado eléctricamente para su contracción. En referencia a. los estudios 

biotecnológicos, en P. guajava se han empleado técnicas biotecnológicas para la 

micropropagación y cultivo de plántulas provenientes de callos generados a partir de 

tejido frutal (Madhavi y cols., 1992) y de anteras (Babbar y Gupta, 1986). 

Con respecto a estudios de genética poblacional, Prakash y cols (2002) utilizaron 36 

genotipos diferentes de P. guaja va y 5 individuos del genero Psidium, cultivados en 

India, para determinar la distancia genética. El trabajo emplea la técnica de 

amplificación aleatoria con 8 oligonucleótidos diferentes. Los resultados, analizados 
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por el método de Distancia Cuadrada Euclidiana, presentaron un intervalo entre el 

54% al 11 %, donde la mayor diferencia se obtuvo en individuos de las especies P. 

guajava y P. quadrangularis, y su contraparte entre individuos de diferentes 

selecciones de guayaba. 

En relación a la identificación de secuencias funcionales en P. guajava lo se 

identificó la secuencia de una enzima abundante en fruto, 13-hidroxiperoxidasa liasa, 

empleando oligonucleótidos cebadores homólogos en otras especies (Tijet y cols., 

2000). También esta planta se ha utilizado como modelo para la identificación de 

secuencias funcionales en sistemas bioinfonmáticos OSAR (Quantitative structure

activay relationship o Relación cuantitativa estructura-actividad) para la identificación 

de miembros de la familia ACC oxidasa, estudiando estructuras secundarias de RNA 

(Gonzalez-Dlaz y cols., 2005). 

Al inicio del presente estudio, el Servicio de Infonmación y Estadistica 

Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la SAGARPA, informó que los 3 estados de la 

República Mexicana con mayor producción de P. guajava en el 2002 fueron: 

Michoacán (106,854 Ton), Aguascalientes (46,168 Ton) y Zacatecas (31,620 Ton) 

(htlp://www.siea .sagarpa.gob.mx). 
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11 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Hasta el momento los estudios a nivel genético de P. guajava se limitan a la 

identificación de enzimas relacionadas al" metabolismo de los azúcares y ácidos 

grasos, la obtención de marcadores tipo RAPD en variedades hindúes, asi como la 

comparación morfológica del fruto con estos marcadores en áriboles mexicanos. Sin 

embargo, esta información no se relaciona con el control de calidad o la acumulación 

de quercetina en la hoja del guayabo para la elaboración de fitomedicamentos. El 

presente trabajo propone utilizar ·las herramientas de la biologia molecular para la 

obtención de marcadores genéticos polimórficos informativos, del tipo RAPD y loci 

microsatélite, que se relacionen con la acumulación de flavonoides, autentifiquen a la 

especie ylo variedades, y permitan la discriminación con otras especies utilizadas 

como posibles adulterantes. 
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111 HIPOTESIS 

Algunas variaciones en regiones del AON entre individuos de P. guaja va cultivados 

en diferentes estados de la República Mexicana están asociadas con la acumulaci6n 

de flavonoides mientras que las regiones conservadas con la identificaci6n de la 

especie. 

IV OBJETIVOS 

IV.l Objetivos Generales. 

IV.l .l Caracterizar las variaciones u homologlas de secuencia en los 

amplificados aleatorios tipo RAPO provenientes del AON gen6mico de 

P. guajava L. 

IV.l.2 Construcci6n de una biblioteca gen6mica de loei microsatélite de la 

clase dinucle6tida para P. guaja va L. 

IV.2.0bjetivos Particulares. 

IV.2.l Obtenci6n del AON genómico de P. guaja va para la amplificación 

aleatoria de segmentos y su secuenciación. 

IV.2.2 Obtención de una biblioteca microsatelital rica en secuencias 

dinucle6tidas repetidas. 

IV.2.3 Identificar variaciones genéticas de las muestras colectadas de P. 

guajava. 

IV.2.4 Identificar marcadores genéticos que correlacionen con la acumulación 

de quercetina. 

IV.2.5 Emplear la base de datos NCBI para genomas de plantas en la 

identificaci6n de secuencias homólogas. 
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IV.2.6 Disenar oligonucleótidos especlficos para la identificación genética de 

P. guajava. 
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v DISEÑO EXPERIMENTAL 

La caracterización y análisis en las homologias y variaciones de las secuencias de P. 

guajava L. se realizó mediante la construcción de las bibliotecas genómicas tipo 

RAPO Y loci microsatélite, empleando el AON genómico de retoños provenientes de 

40 . árboles seleccionados al azar de los estados de Aguascalientes, estado de 

México, Querétaro y Michoacán. 

Los amplificados aleatorios tipo RAPO fueron obtenidos del AON genómico con 

oligonucieótidos 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 fueron analizados en la acumulación de quercetina, ya que ' este 

flavonoide es utilizado como huella qulmica en la selección de hoja de guayaba para 

la elaboración de fitomedicamentos. Este compuesto se extrae de las hojas secas 

con metanol de forma exhaustiva, se hidrolizan sus derivados glucosilados y se 

cuantifica por cromatografla liquida de alta resolución (HPLC). 

Los fragmentos tipo loci microsatélites se obtuvieron con la digestión del AON 

genómico empleando las enzimas de restricción Rsa 1, Alu I y Sau 3A y la hibridación 

con oligonucieótidos biotilinados que contienen secuencias repetidas deseadas. 

Los segmentos de AON con un tamaño entre 200 a 1200 pb fueron clonados en el 

vector pCR-TOPO y propagados en células E. coli (TOP10), qulmicamente 

competentes. Las colonias transformadas seleccionadas por el tamaño del inserto, 

se propagaron, los plásmidos 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 homólogas. Las secuencias que no presentaron alguna 

homologia se diseñaron sus cebadores de amplificación para comprobar su 

presencia en las muestras colectadas y especies similares a P. guajava, Figura 1. 
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VI MATERIALES Y MÉTODOS 

V1.1. Obtención de muestras de P. guajava. 

Para este estudio se seleccionaron 4 huertos de diferentes estados de la República 

Mexicana con diferente importancia en la producción de guayaba, y diferentes 

condiciones geográficas, climáticas y agronómicas: La Labcr (Calvillo, Ags), Rancho 

Arizmendi (Cuatepec Harinas, Edo. Mexico), Los Pinzanes (Zitácuaro, Mich) y El 

Exilio (Jalpan, Oro). El criterio de inclusión más sobresaliente fue el agronómico, 

debido a que los 4 estados representaron el 80% de la producción nacional total 

entre 1998 - 2002 según reportes estadisticos de la secretaria de agricultura, 

ganaderia, desarrollo rural , pesca y alimentación (SAGARPA). 

El contacto con los agricultores se estableció 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 telefónicamente, se les 

explicó el proyecto y pidió una autorización para visitar sus cultivos. Los productores, 

una vez informados y con disponibilidad de su participación, se concertó una primera 

cita donde se realizó el muestreo aleatorio de 10 árboles. En esta visita, se 

seleccionaron cultivos al final de la floración inicio de fructificación, con el fin de 

homogenizar el estado fenológico de los árbcles en la toma de muestra. Los árbcles 

fueron localizados en un mapa del terreno y por estacas clavadas a un lado del árbol 

señalando su número correspondiente. esto permitió facilitar su localización en 

visitas posteriores (ANEXO 1). 

En cada huerta se seleccionó de manera aleatoria 10 árboles de P. guajava L., 

obteniendo tanto ejemplares de herbario como reto~os de hoja para su 
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procesamiento. Los ejemplares de herbario, fueron depositados en el Herbario de 

Plantas Medicinales del I.M.S.S. del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSSM) para 

su determinación botánica. 

VI.2. Cuantificación de quercetina por cromatografia de liquidos de alta 

resolución (HPLC). 

V1.2.1 Preparación de la muestra. 

Un gramo de hoja limpia y seca con aire caliente (40 ·C), se pulverizó, empaquetó en 

cartucho y colocó en el aparato Soxhlet para su extracción exhaustiva con 25 mi de 

metanol por 3 hr. El extracto evaporado al vacio se resuspendió en 20 mi de solución 

metanólica HCI 0.5 N Y se sometió a reflujo por 1 hr. La solución resultante se aforó 

con metanol en un matraz volumétrico de 25 mI. Posterionmente un mililitro de la 

solución se diluyó 10 veces con el mismo solvente y se filtró en una membrana de 

0.45 ¡Lm para su análisis cromatrográfico. 

VI.2.2 Cuantificación y análisis cromatográfico 

El equipo utilizado fue el sistema Waters 2796 (Milford, USA), confonmado de un 

inyector automático simple, una bomba binaria, un desgasificador continuo con vacio, 

una columna con sistema de calentamiento y un detector PDA Waters 996. 

La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna de 4.6 mm X 150 mm, 

RP-18, 5 ¡Lm (Metachem Technologies, USA) a 35 ·C en una fase móvil compuesta 

de ácido fosfórico 0.01 M (A) Y acetonitrilo (B). La velocidad del flujo fue constante, a 

0.6 ml/min durante los 35 min que duró el corrimiento de la muestra y con la siguiente 

proporción en el gradiente: 0-2 min una relación 80%-20% B, 2-30 min una relación 
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40-60% B, 30-32 min una relación 40-60% B, 32-35 min una relación 80-20% B. La 

muestra se filtró con GHF Acrodisc (Pall Gelman, USA) de 0.45 11m antes de su uso y 

el volumen de inyección fue de 10111. La concentración de los cinco glicósidos de 

quercetina se determinó como la concentración final de su aglicona quercetina, 

interpOlando del área del pico correspondiente en la curva de referencia. El pico de 

quercetina en los cromatogramas fue asignado en base a su tiempo de retención en 

el rango UV de 200 a 450 nm. 

VI.3 Extracción y purificación del ADN genómico. 

Para la obtención del ADN, se emplearon 150 mg de hoja colectada en campo, 

limpia, congelada con nitrógeno liquido y pulverizada en un mortero estéril. 

La hoja pulverizada se calentó a 60°C por 1 hr con 1 mi de amortiguador de 

extracción (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM EDTA pH 8.0, 1.5 M NaCI, 0.2 % p
Mercaptoetanol, 0.1% PVP 40). Al término de la incubación, se agregó un volumen 

igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se extrajo la mezcla por 15 min. 

Pasado el tiempo de incubación, se centrifugó a 8,000 rpm por 10 mino La fase 

acuosa se transfirió a un tubo limpio, se agregó 0.5 vol de 5M NaCI, se mezcló, se 

agregaron 0.6 vol de isopropanol y se mezcló nuevamente. La solución se dejó toda 

la noche a 4°C. La purificación se complementó al utilizar el sistema DNeasy Plant 

Mini Kit (Qiagen, Alemania), según las recomendaciones del proveedor. La 

cuantlficación del ADN se realizó mediante la lectura de la absorbancia 

espectrofotométrica a 260 nm y su integridad se verificó en un gel de agarosa al 

0.8%. El material extra ido se guardó a -70°C hasta su uso. 
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VI.4 Obtención de amplificados aleatorios tipo RAPO. 

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 

genómico, una esfera del sistema RAPO Analys;s Bead (Amersham Biosciences, 

England) y 25 pmoles de uno de los seis cebadores 10-mer, en un volumen total de 

25 fiI . Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados fueron: 1 5'

d[GGTGCGGGAA]-3'; 2 5'-d[GTTTCGCTCCj-3'; 3 5'-d[GTAGACCCGT}3'; 4 5'

d[AAGAGCCCGT]-3'; 5 5'-d[AACGCGCAACj-3'; 6 5'-d[CCCGTCAGCA]-3' 

(Amersham Biosciences, England) . El perfil de temperaturas que se programó en el 

termociclador T-Grad;ent (Biometra, Alemania) para la amplificación 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 mino Los 

amplificados aleatorios se separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 

1.8% junto con Ifl9 del marcador molecular de lOO bp (Invitrogen Life Technologies, 

USA). La imagen del gel se capturó con el sistema de documentación B;olmag;ng 

(UVP, UK) y las bandas se analizaron con el programa de cómputo LabWorks 

vl.I .27 (UVP, UK). 

VI.5 Digestión del ADN genómico. 

La digestión del ADN genómico se realizó con las enzimas de restricción Rsa " Alu I 

y Sau 3A, donde se obtuvieron extremos rasurados y pegajosos (New England 

Biolabs, USA). Las condiciones de digestión y el número de unidades de actividad 

empleadas fueron las recomendadas por el fabricante. 
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VI.6 Hibridación con oligonucleótidos biotinilados y captura con 

estreptavidina. 

La hibridación se realizó en una mezcla de reacción compuesta por ADN genómico 

desnaturalizado. un amortiguador (NaPO, 0.5M y SOS 0.5%) Y el oligonucleotido 

marcado con biotina en el extremo 5' (GTh5, incubando toda la noche. 

Después de la hibridación, la mezcla se incubó con esferas magnéticas (Fe - y 

estreptavidina) y el amortiguador 1 (Tris 100 mM, pH 7.5 Y NaCI 150 mM), por 45 

minutos a temperatura ambiente. Los hlbridos bioti linados se capturaron con un 

magneto y el sobrenadante se removió por centrifugación. El precipitado se lavó dos 

veces con el amortiguador 1 y una vez con TE (Tris-EDTA, pH 7.5). 

VI.7 Clonación y transfonnación de los amplificados aleatorios tipo 

RAPO Y fragmentos con regiones repetidas. 

Se tomaron de 1 a 4 ~ I de la reacción de amplificación aleatoria tipo RAPO, obtenida 

de la muestra del árbol 8 del estado de México (muestra con mayor acumulación de 

quercetina), se mezclaron con 1 ~ I de solución salina y 1 ~ I del vector pCR-TOPO (3.9 

kb. Invitrogen Life Technologies, USA), obteniéndose un volumen final de 6 fiI. La 

reacción se incubó por 30 min a temperatura ambiente. Se tomaron 2 ~I de la mezcla 

de clonación, se colocaron en un tubo de células E. coli qu imicamente competentes 

cepa TOP10 y se incubaron en hielo por 5 mino Posteriormente se dió un choque 

térmico de 45 seg a 42·C, se agregaron 250 mi de medio liquido SOC y se incubó 

por 1 hr a 37"C sin agitación. Se tomaron 50, 100 o 150 ~I de la mezcla con las . 

43 



. MATERIALES Y MÉTODOS 

células transformadas y se esparcieron en placas con medio agar Luria-Bertani (LB), . 
40 ¡d de X-Gal (40 mg de X-Gal/ml en dimetilformamida) y kanamicina (50 ¡tg de 

kanamicina/ mi de medio). 

Los hlbridos biotinilados se adenilaron antes de su clonación, para ello, en 10 f1l de 

volumen de reacción compuesta por 6 f1l de la solución de elusión con los hlbridos 

biotinilados, 1 ¡tI de solución amortiguadora PCR 10x, 0.2 ¡tI de MgCl, 50mM, 0.2 ¡tI 

de dATP 10 mM y 0.2 ¡tI de Taq ADN polimerasa 5 U/¡tl (Invitrogen Life Technologies, 

USA); se i.ncubaron a 72'C por 30 mino Posteriormente se realizó el procedimiento de 

clonación y transformación descrito anteriormente. 

VI.8 Escrutinio de las bibliotecas· de amplificados aleatorios RAPO y 

fragmentos con reglones repetidas. 

La selección de las clonas transformadas se hizo en base al tamaño del inserto 

identificado por PCR (200 a 1200 pb). Las colonias blancas se picaron con una punta 

de 200 ¡tI Y resuspendieron en 10 ¡tI de la mezcla de reacción compuesta por 1 ¡tI de 

solución amortiguadora PCR 10x, 0.2 ¡tI de MgCl, 50mM, 0.2 ¡tI de dNTPs 10 mM 

(Promega, USA), 0.2 f1l de cebadores M13 sentido y contrasentido 10 mM y 0.21'1 de 

la enzima de amplificación Taq ADN polimerasa 5 U/¡tl (Invitrogen Life Technologies, 

USA). El perfil de temperaturas que se programó en el termociclador T-Gradient 

(Biometra , Alemania) para la amplificación 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 mino Posteriormente, se separaron por 

electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se determinó su longitud cuando se 

comparó con el marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA). Antes de 
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ser resuspendidas en la mezcla de reacción, se hizo un respaldo de cada colonia en 

una placa con agar LB tratada con kanamicina, cuadriculada y enumerada para su 

identificación. Las colonias seleccionadas se propagaron en 10 mi de medio liquido 

LB/Kanamicina a 37·C con agitación toda la noche. La purificación de los plásmidos 

se hizo con el sistema Q/Aprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Alemania) según las 

indicaciones del proveedor. 

VI.9 Secuenciación de los amplificados aleatorios RAPO y fragmentos 

con regiones repetidas. 

Los plásmidos purificados con los insertos de tamaño requerido se secuenciaron en 

ambas direcciones con los oligonucleótidos fianqueantes. La solución de 

secuenciación se llevó a cabo con 500 ~g del plásmido, 1 ¡tI del amortiguador de 

secuenciación 5X, 1 ¡tI del reactivo BigDye V 3.0 Y 1 ¡tI de los cebadores 

fianqueantes 10 mM, en un volumen total de 5 ¡tI. El perfil de temperaturas que se 

programó en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania) para la amplificación 

fue: 25 ciclos de 96·C por 10 seg, SO·C por 5 seg y 60·C por 4 mino Después de la 

amplificación, las reacciones fueron purificadas con el sistema DyeEx 2.0 (Qiagen, 

Alemania) según las indicaciones del proveedor y se analizaron con el secuenciador 

ABI 3700 (ABI ; USA). Los nucleótidos adenina, citosina, guanina y timina del sistema 

BigDye, están marcados con dR6G, dROX, dR11 O Y dTAMRA para su identificación. 

Las secuencias se compararon con los genomas de las plantas Aegilops tauschii, 

Aegifops umbelfulala, Affium cepa, Arabidopsis Ihafiana, Avena saliva Bela vulgaris, 

Brassica juncea, Brassica napus, Brassica nigra. Brassica o/eracea, Brassica rapa, 
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Capsicum annuum, Eragrostis tef, G/ycine max, Hordeum vu/gare, Lotus japonicus, 

Manihot escu/enta, Medicago sativa, Oryza sativa, Phaseo/us vu/garis, Popu/us 

trichocarpa, Prunus du/cis, Seca/e cerea/e, Setaria ita/ica, So/anum /ycopersicoides, 

So/anum /ycopersicum, So/anum me/ongena, So/anum pe/lJvianum, Sorghum bicolor, 

Théobroma cacao, Triticum aestivum, Triticum turgidum, Vigna radiata y Zea mays 

subspecies mays empleando el programa de cómputo BLAST Gene Bank (Senson y 

cols. , 2004) disponible en la dirección de Internet: 

hllp://www.ncbi.nlm.nih .gov/Genomes/index.html. 

VI.l0 Diseño de oligonucleótidos especificos. 

Las secuencias seleccionadas de las bibliotecas RAPD y /oci microsatélite, se 

utilizaron en el diseño de cebadores especlficos, utilizando el programa de cómputo 

Web Primer DNA disponible en la dirección de Internet: 

hllp://seg.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer. Los oligonucleótidos resultantes, 

fueron seleccionados por su temperatura de hibridación (55 'C), tamaño (18 - 22 pb) 

Y secuencia única (ANEXO 7). Los cebadores fueron sintetizados por una casa 

comercial (Invitrogen Life Technologies, USA) a una concentración de 50nmoles, 

desalados y desprotegidos. 

Vl.ll Estandarización de la amplificación por PCR de secuencias de P. 

guaja va empleando ollgonucleótidos especificos. 

Para establecer las condiciones de amplificación se utilizaron 5 - 20 ng de ADN 

plasmldico o 1 - 50 ng de ADN genómico proveniente de hoja fresca y seca de la 

muestra del árbol 8 del estado de México. La amplificación se realizó en 10 111 de la 
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mezcla de reacción cempuesta por 1 ¡d de solución amortiguadora PCR 10x, 0.2 ¡d 

de MgCl, 50mM, 0.2 ,,1 de la mezcla de dNTPs (Promega, USA), 0.2 ,,1 de los 

oligonucleótidos especificos sentido y contrasentido 10 mM, 0.2 ,,1 de Taq ADN 

polimerasa (Invitrogen Life Technologies, USA) y el templado de ADN. El perfil de 

temperaturas que se programó en el termociclador T-Gradient (Biometra, Alemania) 

para la amplificación 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 mino Los amplificados se separaron electroforéticamente 

en un gel de agarosa al 2.0% y se determinó su longitud por comparación cen el 

marcador de ADN, 100 bp ADN ladder (Invitrogen Life Technologies, USA). 

VI.12 Validación de los fragmentos en muestras representativas y 

diferentes a P. guajava. 

La amplificación de las muestras de P. guajava y de las otras especies recolectadas 

se hizo empleando la concentración del ADN genómico, MgCl" mezcla de reacción y 

programa de amplificación, utilizadas durante la estandarización. Los fragmentos se 

separaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 2.0% y se determinó su 

longitud por comparación con el marcador de 100 pb (Invitrogen Life Technologies, 

USA). 

VI.13 Análisis de los resultados. 

El análisis estadlstico en la acumulación de quercetina total de las muestras 

colectadas cemo el de la amplificación de marcadores especificos para P. guajava, 

se hicieron por ANOVA de una via empleando el programa de cómputo SPSS 10.0. 

Los parámetros de normalidad en la acumulación de quercetina fueron evaluados 
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estadísticamente con el programa de cómputo Sigma Stat y la prueba Kolmogorov

Smimov. Posteriormente las muestras se agruparon considerando su distribución 

Gaussiana en los rangos establecidos, y se identificaron a las muestras que salieran 

de la normalidad, o sea, con mayor y menor acumulación de flavonoides. 

La evaluación estadística de los amplificados aleatorios RAPD y su correlación con la 

acumulación de quercetina se obtuvo con el programa de cómputo SNP analyzer 

(ISTECH, Corea) disponible en la dirección de Internet: 

http://www.istech.info/istech/board/login form.jsp. Para el análisis, los perfiles RAPD 

se clasificaron según las variaciones polimórficas que presentaron los segmentos en 

al menos 2 muestras utilizando el mismo oligonucleótido. Las variaciones se 

consideraron homocigotas, por la presencia o ausencia de una sola banda; o 

heterocigotas en varias bandas. La estimación de las frecuencias alélicas 

dominantes se obtuvo usando la prueba estadística Chi cuadrada y el análisis en el 

desequilibrio de unión de dichas frecuencias según lo descrito por Lewontin (1964, 

1995). El análisis de asociación se realizó entre todos los perfiles RAPD obtenidos en 

cada muestra y su mayor acumulación de quercetina en primavera, para calcular el 

algoritmo de máxima expectación según lo descrito Excoffier y Slatkin (1995). 
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VII RESULTADOS 

VII.1 Selección de la materia prima 

En el presente estudio, se seleccionaron 4 estados de la República Mexicana por sus 

características agronómicas. Datos estadisticos recientes de la SAGARPA de 1980 a 

2005 reportan que los estados de Aguascalientes y Michoacán son los principales 

productores de guayaba en el pals, mientras que el estado de México y Querétaro 

son productores pequeños. Los 4 estados producen más del 70% de la fruta desde 

1980, alcanzando un 86% de la producción total en septiembre del 2006. Al margen 

de estos datos, también se midió la altitud y condiciones climáticas (temperatura y 

precipitación pluvial) al momento de la recolecta. En cada estado se presentaron 

condiciones geográficas y climáticas diferentes, presentes en el ANEXO 2. 

Los ejemplares representativos de cada región que fueron depositados en el 

Herbario de plantas medicinales dellMSS (IMSSM) se clasificaron como P. guaja va 

Linn, Myrtaceae con los números de registro: 15,155; 15,158; 15,156 Y 15,157 

correspondientes a los estados de Aguascalientes, México, Querétaro y Michoacán, 

respectivamente. 

VII.2 Cuantificación del principio activo 

A los extractos de etanol hidrolizados, obtenidos a partir de hojas limpias y secas se 

les determinó la concentración de quercetina (principio activo) por cromatQ9rafia 

liguida de alta resolución, Los datos obtenidos durante el año presentan diferencias 

significativas (p<O.OOl) en los promedios totales, entre los estados de Aguascalientes 

• 
y México en comparación con Querétaro y Michoacán. La mayor concentración de 

quercetina se encontró en la estación 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 

comparación con Michoacán y Querétaro con valores de 2.48 y 5.90 respectivamente 

(Figura 2). 
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RESULTADOS 

Figura 2. Acumulación de quercetina total en hojas secas de P. guajava L. de los 

estados de Aguacalientes, México, Michoacán y Querétaro, colectadas en Inviemo 

(Enero y Febrero), Primavera (Abril y Mayo), Verano (Julio y Agosto) Y Otoño 

(Octubre y Noviembre). El promedio + DS se obtuvo de los mismos 10 árboles 

aleatorios muestreados en cada región todo el año. 
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Al margen de las condiciones de cultivo y la etapa fisiológica de la planta, existen 

individuos que presentan una elevada y baja acumulación de quercetina. 

Especlficamente, un árbol del estado de México presenta la mayor acumulación de 

quercetina de 12.62 mg/g de hoja seca en primavera, observándose una variación de 

hasta 2.12 veces con respecto a otros individuos de la misma zona. 

VII.3 Selección de los individuos para el estudio genético en base a la 

acumulación de flavonoides. 

La caracteristica fenotípica a considerar en este estudio fue la acumulación de 

quercetina que presentaron en el año de recolecta 2002. 

Los árboles con mayor acumulación de quercetina en primavera fueron A2, A3 Y A9 

de Aguascalientes, EM5 del estado de México, M2 y M3 de Michoacán, y 02 Y 06 de 

Ouerétaro, por otro lado, los árboles con menor acumulación de quercetina fueron 

A1, A7, EM1, EM7, M4 Y 09 de los respectivos estados (ANEXO 3). Por último, se 

seleccionaron muestras representativas con mayor y menor acumulación de 

quercetina en cada estado, adicionando a este grupo muestras con un polimorfismo 

caracterlstico por su amplificación aleatoria RAPD con .Ios oligonucleótidos 1, 2 Y 3. 

En el ANEXO 4 se muestra la clave original de la muestra, el número reasignado y la 

mayor acumulación de quercetina obtenida en el año. 

El árbol 5 del estado de México o muestra VIII, se toma como referencia genética 

para estudios posteriores por presentar la mayor acumulación del principio activo 

(12.62 mg/g hoja seca en primavera). Las muestras IV, V Y XVI se integraron a este 

grupo, debido a que presentaron un polimorfismo evidente con los oligonucleótidos 1, 

2 Y 3 respectivamente. 
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Una vez seleccionadas las muestras se purificaron, cuantificaron y se les verificó la 

integridad del AON total. 

VII.4 Identificación de fragmentos polimórficos en las muestras 

colectadas utilizando el fraccionamiento de amplificación aleatoria RAPO. 

La primera etapa del estudio genético de P. guaja va se enfoca la amplificación 

aleatoria tipo RAPO utilizando 6 oligonucléotidos comerciales nombrados del 1 al 6. 

En el análisis de los segmentos se consideran a los que tienen un tamaño entre 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 oligonucle6tidos como al utilizar el mismo oligonucleótido en 

diferentes muestras. 

La Figura 3 muestra la separación elec!roforética de los diferentes perfiles RAPO 

obtenidos en las muestras colectadas, donde se observan claras diferencias 

polimórficas (flechas) que se distinguen de las bandas conservadas o repetidas. Oe 

los 91 segmentos RAPO que se generan con los oligonucleótidos utilizados, el 77% 

se comparten con el oligonucleótido 1, 74% con el 2, 87% con el 3, 94% con e14, con 

los oligos 5 y 6 se comparten casi en su totalidad las bandas. La amplificación 

aleatoria con el oligonucleótido 1 se representa en A con muestras del estado de 

Michoacán, donde se generan dos segmentos polimórficos y por consiguiente tres 

patrones de bandeo diferentes. La amplificación aleatoria con el oligonucleótido 2 se 

representa en B con muestras del estado de Aguascalientes, donde se genera un 

segmento polimórfico y dos patrones de bandeo diferentes. La amplificación aleatoria 

con el oligonucle6tido 3 se representa en e con muestras del estado de Querétaro, 
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donde se genera un segmento polimórfico y dos patrones de bandas Merentes. La 

amplificación aleatoria con el oligonucleótido 4 se representa en O con muestras del 

estado de Aguascalientes, donde se generan dos segmentos polim6rficos y tres 

patrones de bandeo diferentes. Las amplificaciones aleatorias con los 

0ligonucle6tidos 5 Y 6 se representan en E y F con muestras del estado de México y 

Michoacán respectivamente, en ellos no se observan segmentos polimórficos 

fácilmente distinguibles. 

ra .-
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Figura 3 Patrones de bandas tipo RAPO de P. guaja va provenientes de diferentes 

estados. 

Carril M: Marcador 100 bp. A Carriles 1a, 1b y 1c: representan perfiles polim6rficos 

RAPO usando el cebador 1 (muestras del estado de Michoacán). B Carriles 2a y 2b: 

representan los perfiles polim6rficos RAPO usando el cebador 2 (muestras del 

estado de Aguascalientes). e Carriles 3a y 3b: representan los perfiles polim6rficos 

RAPD usando el cebador 3 (muestras del estado de Querétaro). D Carriles 4a, 4b y 

4c: representan los perfiles polim6rficos RAPO 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 RAPO usando el 

cebador 6 (muestras del estado de Michoacán). Las flechas indican las variaciones 

polim6rficas con comportamiento alélico. 
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La Figura 4 es la representación esquemática de los segmentos polimórficos 

identificados en la Figura 3. En el esquema se muestran únicamente las bandas 

representativas obtenidas con los oligonucieótidos 1 al 4 que se localizan en los 

diferentes estados muestreados. El esquema nos indica que el patrón de bandeo 1 a 

se encuentra en árboles de todos los estados y se caracteriza por la presencia de 

una banda de 590 pb; el patrón 1 b se localiza en un árbol de Michoacán, 

presentando una banda de 610 pb Y el patrón 1c está presente en árboles de 

Aguascalientes y Michoacán, con las 2 bandas anteriores de 590 y 610 pb. Con la 

amplificación aleatoria del aligo 2, el patrón de bandeo 2a se encuentra en árboles de 

todos los estados y el patrón 2b se localiza en Aguascalientes y Michoacán, este 

patrón se caracteriza por una banda de 370 pb. Con el tercer oligonucleótido, el 

patrón de bandeo 3a se encuentra en árboles de todos los estados y el patrón 3b 

únicamente se localiza en 2 árboles, uno en Querétaro y otro en Michoacán, este 

perfil se caracteriza por una banda de 690 pb. Por último, el cuarto oligonucleótido 

genera 4a presente en árboles de los estados de Aguascalientes, México y 

Michoacán; el patrón 4b que se caracteriza por una banda de 460 pb Y el patrón 4c 

por 2 bandas de 460 y 480 pb, estos dos últimos se encuentran en todos los estados. 

En cada amplificación aleatoria se detenminaron los perfiles con mayor frecuencia, 

resultando en cada caso los patrones 1a, 2a, 3a y 4b. El patrón representativo (PR) o 

suma de los patrones con mayor frecuencia se identifica por la banda de 590 pb 

proveniente de 1 a y las 2 bandas de 460 y 480 pb provenientes de 4c. 
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Figura 4 Esquema de los fragmentos polimórficos RAPD usando oligonucelótidos 1 -

4. 

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

referencia un marcador de ADN (100 bp ladder). Cada slmbolo representa los 

segmentos polimórficos con un comportamiento homocigoto o heterocigoto, 

presentes en los patrones de bandeo (combinación de los números y letras a la 

izquierda), y las barras ( _ ) sobre las lineas continuas ( - ) a la derecha 

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

representación global de P. guajava resultado de los patrones de bandeo polimóficos 

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

México, ORO: Ouerétaro, MICH: Michoacán. 
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En la Tabla 2 se resume el oligonucle6tido utilizado, los segmentos polimórficos y 

totales, los patrones con la banda o bandas caracterlsticas y el patrón con mayor 

frecuencia en cada fraccionamiento, para cbrrelacionar por último con el desequilibrio 

genético entre los patrones con mayor frecuencia. Estos resultados se obtienen 

utilizando los datos del ANEXO 5 en combinación con el programa de cómputo SNP 

analyzer. 
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Tabla 2 Secuencias de los oligonucleótidos 10-mer usados para el análisis RAPD, 

número de segmentos polimóficos y totales (pb), su frecuencia, patrón de bandas 

dominante y su desequilibrio genético en individuos de P. guaja va L. 

I ~ I 
_ de 

_de 
_de _ _de 

"""""'" -- SlVJIt:IIb gelEdekJ& - Oeseq!iImo 
(5' a 3') poIimor1ia;Js -- ...-

(pb) 
-.. ........ ,:. 

(Io«uoncia) poIimóricos 

, 0.82 ... 
2 GT11CGCTCC 0.79 4c' 

"' < 0.05 

Los patrones de bandas con mayor frecuencia están marcados con asterisco '*) y se sef'iala 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 exploró la posibilidad de usar a los perfiles RAPO como 

indicadores de la acumulación de quercetina (característica fenotípica). ·EI análisis de 

correlación entre las combinaciones posibles de dos perfiles RAPO con mayor 

frecuencia y una alta acumulación de quercetina, fue evaluado usando el programa 

SNPanalyzer. Los resultados indicaron una relación entre los perfiles 1 a 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 acumulación del principio activo. Por último, el valor 

LoO que representa la caracteristica cuantitativa (QTL) arrojó un valor de 9.498, 

afirmando como la presencia de 1 a y 2a con 4c como marcadores genéticos, se 

correlacionan con un aumento en la acumulación de quercetina en los árboles 

muestreados. 

VII.5 Identíficación de secuencias similares y regiones repetidas. 

En la construcción de las bibliotecas genómicas se utilizaron los cuatro 

oligonucleótidos que generan segmentos polimórficos, el oligonucleótido 5 que no 

genera segmentos polimórficos y los fragmentos obtenidos por captura de hlbridos. 

En total se obtuvieron 350 colonias, de las cuales se seleccionaron 60 con un 

tamaño de in serlo diferente y de estos solo se obtuvieron 36 secuencias. 

En el ANEXO 6 se presentan las secuencias con tamanos entre 200 a 1200 pb, 

obtenidas con la amplificación aleatoria RAPO; asi como la digestión con enzimas de 

restricción e hibridación con las sondas (CA),. 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 número del oligonucle6tido utilizado (a la izquierda del punto), 

el número asignado en la caja de respaldo y la letra A si proviene de la repetición en 

la construcción de la biblioteca. La nomenclatura de los fragmentos con repetición en 

tandem o microsatelitales a emplear es: las iniciales SK o CAG para indicar la 

primera o segunda biblioteca y el número que corresponde a su ubicación en la caja 

de respaldo. 

En la selección de las clonas a partir de una misma biblioteca genómica 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 

con un peso molecular de 315 y 316 pb respectivamente, que sólo se diferencian por 

una adenina en la posición 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 posición 60, una supresión 

en la posición 62, un cambio de una citosina en la posición 537 y el cambio de una 

guanina en la posición 550. La mayor diferencia entre clonas similares, se observa 

en la región repetida de las clonas CAG.1 y SK2 con la ausencia de 14 nucleótidos 

en las posiciones 186 a la 200 en SK2, yen las clonas 4.38 y 4.3 donde se observa 

una región homóloga de 166 pb al inicio y final de su secuencia respectivamente. 

Como caso particular, se observa una región 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.37 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 tamaño de 316 pb similar a las clonas 1.33 y I.2A, .asl como las 

clonas 2.2A y 2.1 con tamaños de 210 Y 215 pb respectivamente. Las secuencias 

con regiones repetidas no son exclusivas de las bibliotecas generadas por captura de 

hlbridos, ya que también se presenta la región (CTl>oCC(CT), en la secuencia 1.5A. 

Por otro lado, las secuencias capturadas con la sonda ' biotinilada (GT),. que 

presentan un microsatélite claramente identificable son SK2, CAG1, SK3 Y SK4, 

corresponden a un 33% de las clonas secuenciadas (Tabla 3). 
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Tabla 3 Secuencias obtenidas de las bibliotecas genómicas tipo RAPD y 

microsatelitales, número de secuencias similares e identificación de regiones tipo 

tandem. 

Oligonucleólido 

2 

(GT)n 

Biblioteca 
gen6mica 

RAPD 

Microsatelite 

# Secuencias 

7 

12 
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VII.6 Identificación de secuencias homólogas utilizando la base de datos 

Gene Bank de NCBI. 

Las secuencias del ANEXO 6 analizadas con la base de datos Gene Bank de NeBI 

para plantas. no mostraron una homologia significativa a excepción del fragmento de 

la Clona 1.1A con 549 pb. Este inserto muestra una homología del 91% en un 

fragmento de 229 pbdel cromosoma 2 de Arabidopsis thaliana. 

VII.7 Diseño de oligonucleótidos especificos para la identificación de las 

clonas seleccionadas. 

De las 36 secuencias presentes en el ANEXO 6, se descartó el inserto 1.1A por su 

homología con A. thaliana. De las 35 clonas restantes, solo es posible diseñar 

oligonucleótidos flanqueantes específicos (cebadores) para 24 secuencias. 

Al comparar las 35 secuencias únicas y las regiones flanquentes diseñadas para su 

amplificación, observamos que se obtuvieron 6 pares de cebadores de las 8 

secuencias obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 1, se obtuvo solo un par de 

cebadores de las 7 secuencias obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 2, se . 

obtuvieron 2 pares de cebadores de las 2 secuencias obtenidas con la biblioteca 

genómica RAPD 3, se obtuvieron 4 pares de cebadores de las 4 secuencias 

obtenidas con la biblioteca genómica RAPD 4, se obtuvieron 3 pares de cebadores 

de las 8 secuencias obtenidas con la biblioteca gen6mica RAPD 5 Y se obtuvieron 6 

pares de cebadores de las 12 secuencias obtenidas con la biblioteca genómica 

(GT)'5. La lista de los 22 pares de cebadores seleccionados por su tamaño, 

temperatura de hibridación, contenido de GC, minimo alineamiento entre cebadores 

y secuencia única tanto de la clona como del cebador, se presentan en el ANEXO 7. 
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VII.8 Estandarización en la amplificación de secuencias usando ADN 

genómico de P. guajava y oligonucleótidos específicos. 

La concenlración de magnesio utilizada en futuros experimentos. se determinó 

mediante el diseño de una matriz donde se probaron concentraciones de 1.0. 1.5. 2.0 

Y 2.5 mM de MgCI, . 10 ng de ADN plasmidico proveniente de las diferentes clonas y 

los oligonucle6tidos diseñados. En cada caso. se obtuvo el amplificado a la longitud 

esperada entre 1.0 a 2.0mM MgCI, . 

La concentración mínima de ADN plasmldico y ADN genómico proveniente de 

material vegetal fresco y seco se determinó al emplear 1.0 mM MgCI,. con los 

oligonucleótidos diseñados previamente. La muestra E5 nuevamente es utilizada en 

esta etapa del trabajo. 

Los resultados muestran que la amplific.ación de los plásmidos seleccionados se 

obtiene desde 10 pg Y que la cantidad de ADN genómico necesaria en la 

amplificación de estos mismos segmentos puede variar de 1 - 20 ng. Finalmente 

observamos que son 13 las regiones de ADN genómico que se amplifican a partir de 

los 16 pares de cebadores obtenidos de las bibliotecas genómicas tipo RAPD 

(ANEXO 8). 

VII.9 Validación de las secuencias en la identificación genotípica de P. 

guajava. 

Los criterios y condiciones de amplificación que se obtuvieron durante la 

estandarización se utilizaron para validar la amplificación de los segmentos 

seleccionados de las bibliotecas genómicas tipo RAPD. Los productos de 

amplificación se obtuvieron empleando 10 pg de ADN plasmídico. 10 ng de ADN 
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genómico con 1.0 mM MgCI,. El ADN utilizado corresponde de las muestras 

seleccionadas del ANEXO 3, también se incluyó el plásmido control y un árbol 

ancestral obtenido del primer huerto establecido en Calvillo, Aguascalientes (ANEXO 

9). 

Los productos de amplificación obtenidos no fueron homogéneos en ninguno de los 

casos, observándose ausencia o baja intensidad en las muestras. En el amplificado 

1.2A fueron las muestras VII y XVI; en 1.12A las muestras 111 - VI, X, XV Y XVI; en 

1.3A las muestras VII y IX; en 3.15 las muestras V - VII , IX, X, XIII y XVI; en 4.1 las 

muestras 111 y IX; en 4.3 las muestras 11 1, IV y VII ; en 4.9 las muestras IV, VIII Y XII ; en 

5.8 las muestras G1 , 1, 111 - IX, XI Y XIV; Y en 5.39 las muestras 11 - IX y XII. 

Para el análisis estadistico, se empleó ANOVA de una via para comparar los 

marcadores contra la región geográfica y la concentración de quercetina. El análisis 

se hizo cualitativamente (presencia o 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 nivel cuantitativo; el marcador 4.3 pudo 

identificar a individuos con una alta producción 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 alelo 5.5 a nivel cuantitativo es el más representativo, ya que 

está relacionado tanto con la concentración de quercetina, como las condiciones 

ambientales (p< 0.05); el marcador 3.15 que identifica 2 alelas en el genoma, a pesar 
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de tener una relación del 100% con respecto a la regionalización y el 280% en la 

concentración de quercetina, lo debemos considerar solamente en el aspecto 

cualitativo. 

Posteriormente, a estas mismas muestras se modificaron las condiciones de 

amplificación a 5 ng de ADN genómico y 1.5 mM de MgCl, (ANEXO 10). 

Los resultados presentan una amplificación no homogénea entre las muestras 

aunque se presenten en un mayor número de ellas. Los amplificados 1.12A, 5.8 Y 

5.39 se favorecen especialmente y en menor grado la región intergénica 5S rRNA y 

la región de ADN 1.11A. Las muestras que no amplificaron o que presentan una bajo 

producto en la región intergénica 5S rRNA fueron la Gl, VI - IX, XV Y XVI; en 1.12A 

la muestra VIII, XV Y XVI; en 1.11A el ADN plasmídico 111- IX, XII, XIV Y XVI; en 3.15 

las muestras Gl, 111, IV, VII, IX Y XIV; Y en 5.8 la muestra 5. La muestra XIV del 

segmento 4.9, la muestra XI de 5.5 y la muestra IX de 5.39 no se consideran porque 

la solución se evaporó durante la reacción. 

El análisis estadístíco ANOVA de una vía realizado bajo estas nuevas condiciones de 

amplificación, mostraron que los marcadores 1.11A, 3.15a y 3.15b pueden ser 

utilizados como indicadores diferenciales cualitativos y cuantitativos por la región y 

concentración de quercetina, sin embargo se ven afectados por la calidad del ADN 

empleado. 

El dato más interesante obtenido en el análisis estadístico fue entre los valores 

densitométricos de los marcadores y su relación con la zona geográfica, donde los 

fragmentos 1.2A, 2.3, 4.3, 4.9, 5.5, 5.8 Y 5.39 presentan una diferencia significativa 

sin que interfiera la calidad de material genético. Debido a lo anterior se decidió 
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hacer una tabla comparativa para conocer que marcadores eran representativos de 

la'zona geografica, 

VII .1 0 Identificación genotípica de P. guajava. 

Por último, se determinaron los segmentos específicos para autentificar con 

marcadores genéticos a la especie p , guajava L. y aquellos que puedan discriminar 

especies con caracterlsticas tlsicas semejantes o nombres populares similares, 

La Figura 5 muestra 11 de los 13 segmentos utilizados bajo diferentes 

concentraciones de ADN y MgCl, durante la validación, 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 "guaya bita" o "arrayan" e identificadas como Psidium sartorium, la 

muestra C fue obtenida de un árbol cultivado en la ciudad de México con el nombre 

popular de "guayaba brasilena" 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 - I fueron colectadas de diferentes árboles de guayabo silvestres del 

estado de Oaxaca; la muestra J fue obtenida de un árbol de guayabo cultivado de la 

ciudad de México y la muestra K se compró a la empresa (Hangzhou Singho 

CO"Lld ,) de origen chino. 
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. Figura 5. Amplificación de regiones especificas de ADN en P. guaja va y su 

comparación con otras especies. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Lile 

Technologies, USA), P: Plésmido, A y B: P. sartorianum. C: F. sellowiana, D: P. 

guajava (variedad), E - J: Psidium spp, K: P. guaja va (origen Chino). 
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Los resultados muestran que los amplificados 1.3A, 2.3, 3.27, 4.9 Y 5.39 están 

presentes en P. sarlorianum y F. seflowiana con bandas claras y definidas. De lonma 

particular, F. seflowiana presenta un amplificado de menor longitud (500 pb) en 4.9 e 

inespecificidad en 5.39. 

Los ·amplificados 1.2A, 4.1, 4.3 Y 5.5 están presentes en muestras de P. sarlorianum 

como una banda muy tenue, en comparación a las muestras de P. guaja va. 

En las muestras D, E, F, G Y K se amplificaron todos los segmentos de ADN; en la 

muestra H no se aprecia 1.3A y en la muestra I el amplificado 4.3. 

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

de México aparecen varias bandas en los amplificados 1.3A y 5.39. 
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VIII DISCUSiÓN. 

VIII.1 Selección de la materia prima. 

En la obtención de la materia prima fue necesario seleccionar los árboles y lugares 

de recolecta para el desarrollo de este trabajo. 

La decisión de muestrear árboles en cultivos comerciales de guayabo se tomó por 

dos factores principales. La primera fue la importancia agroindustrial que existe en 

México en la explotación del fruto de guayaba, lo que deja a la hoja como un 

subproducto de desecho potencialmente aprovechable. La segunda fue establecer 

las mejores condiciones de recolecta en cultivos controlados con el propósito de 

desarrollar un fitomedicamento a partir del extracto etanólico de hoja de guayaba, 

para el tratamiento del sindrome del colon irritable. 

La selección de los estados representativos fue a través de la SAGARPA y su portal 

en Internet, ya que actualmente existe la ventaja de utilizar este medio como fuente 

de información. De esta forma se estableció que los árboles de los estados de 

Aguascalientes, Michoacán, México y Querétaro representaron en promedio el 79% 

de la producción nacional de guayaba, cinco años previos al muestreo. Cada estado 

presenta condiciones ambientales y un manejo agronómico diferente. Aguascalientes 

y Querétaro tienen un manejo orgánico, no usan fertilizantes e insecticidas quimicos, 

y generan estrés hidrico a sus árboles; Querétaro en menor grado que 

Aguascalientes. Los estados de México y Michoacán, por su parte utilizan 

fertilizantes e insecticidas químicos en sus cultivos, y cuentan con sistema de riego. 
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VIII.2 Cuantificación del principio activo 

Los flavonoides además de su función en la planta (regulan el metabolismo de las 

vitaminas liposolubles y hormonas, favorecen la polinización, etc.), tienen 

propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que se ven reflejadas en el tratamiento 

de diversos padecimientos (hipertensión, diabetes, problemas cardiovasculares, etc.) 

(Havsteen, 2002). Lo anterior justifica el interés de estos metabolitos secundarios en 

el campo de la farmacéutica y su aplicación en la medicina. 

Tomando en cuenta las funciones fisiológicas de los flavonoides en la planta, se 

realizó 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 floración 

y fructificación , debido a su papel durante la polinización y desarrollo del fruto; y post 

cosecha, como un proceso inherente de acumulación. Al término del año, se observó 

que la mayor acumulación de quercetina se obtuvo en la etapa pos-cosecha y en los 

meses con una alta incidencia de rayos solares. En la comparación de resultados, 

obtuvimos el mismo comportamiento que Vargas-Alvarez y cols. (2006). Ellos 

reportan que la mayor acumulación de flavonoides (miricetina, quercetina, luteolina, 

kaempferol) en hojas maduras de guayaba y en árboles del estado de México, se 

presenta en Mayo y Julio del 2000 o para nosotros primavera y verano. 

El siguiente dato interesante fue la selección de la zona geográfica. Los agricultores 

compran árboles propagados por estacas al municipio de Calvillo en Aguascalientes, 

por lo que se considera un origen común y relativamente homogéneo entre los 

cultivos. 
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Michoacán no presentó d~erencias significativas a lo largo del año. Querétaro, 

aunque presentó el doble de acumulación de quercetina con respecto a Michoacán 

durante el año, la acumulación de quercetina se mostró lineal y poco atractiva. 

Aguascalientes y estado de México mostraron una cinética de acumulación esperada 

y altas concentraciones quercetina, Vargas-Alvarez y cols. (2006) reportan 2.9 mglg 

de hoja seca como la mayor acumulación de quercetina total, mientras que nosotros 

obtuvimos valores 3 veces más de lo reportado, probablemente por el método de 

extracción exhaustiva y la hidrólisis total de flavonoides que se empleó en este 

trabajo para la cuantificación de quercetina. Sin embargo, para los intereses 

posteriores de este trabajo, entre los 2 estados se considera como mejor opción 

Aguascalientes por el manejo orgánico de sus cultivos, y para evitar agentes 

qulmicos tóxicos en el extracto y el fitomedicamento. 

Por último, a pesar de la gran influencia que presentan condiciones ambientales en la 

acumulación de flavonoides; el análisis individual de las hojas dentro de los mismos 

cultivares, nos permitió indagar sobre la influencia de factores genéticos propiciados 

por los mismos agricultores. 

VIII .3 Selección de los individuos para el estudio genético en base a la 

acumulación de flavonoides. 

Durante la primera visita, se observó que los agricultores de Aguascalientes trabajan 

continuamente en el mejoramiento de sus árboles, además de la explotación 

comercial de dos tipos de guayaba (media china y pulpa blanca) en la misma zona 

de cultivo. En referencia a la selección de cultivos por parte de los agricultores y las 

diferencias entre los frutos, Padilla-Ramlrez y cols. (2002) hacen una comparación 

74 

• 

> ..., 
.:> 

(~ 
l)~ 
~ 

3: .c.,. 



DISCUSiÓN 

genética de 12 árboles de guayaba. Estos ejemplares, fueron seleccionados por la 

calidad y rendimiento de sus frutos (caracterlstica fenotípica), para obtener un banco 

con 45 accesiones de la región Calvillo, Aguascalientes - Cañones, Zacatecas y 

realizar un agrupamiento por homología genética. 

En el presente trabajo, la característica fenotípica fue la acumulación de quercetina 

presente en las hojas, seleccionandose 13 árboles de un grupo de 40. El análisis 

estadístico de normalidad, permitió identificar a los individuos con valores mínimos y 

máximos que posteriormente fueron correlacionadas con las diferencias genéticas. 

VIII.4 Identíficacíón de segmentos polimórficos en las muestras 

colectadas usando amplificación aleatoria RAPO. 

La amplificación aleatoria y controlada por la técnica RAPD nos permite tener un 

primer acercamiento con las diferencias genotípicas presentes entre los individuos. 

En el análisis de todas las muestras con esta técnica y solo 6 oligonucleótidos 

decámeros, nos permitió identificar regiones polimórficas y monomórficas con un 

rango de homogeneidad entre el 74 al 94%, más amplio que el reportado por Padilla

. Ramírez 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 Michoacán y Aguascalientes que presentan una mayor 

heterogeneidad por estar presentes todos o la mayoría de los patrones genéticos. 

Este fenómeno se puede deducir por el continuo mejoramiento de la especie, que los 

agricultores propician para lograr un fruto con características atractivas para el 

consumidor y al mismo tiempo obtener una mejor adaptación al medio ambiente que 

se ve reflejado en diferencias genotípicas. 
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En el análisis directo entre los individuos con mayor y menor acumulación de 

quercetina total, observamos que en Aguascalientes el árbol A 1 con una baja 

concentración de quercetina, presentó un patrón genético diferente a A9; lo mismo se 

presentó en los demás estados. Esta observación preliminar, nos motivó a buscar 

alguna estrategia que permitiera correlacionar a los segmentos de AON polimórficos 

con la propiedad fenotípica deseada. El análisis de resultados obtenido con el 

programa de cómputo SNPanalyzer, permitió obtener numéricamente la relación 

entre el patrón de bandeo o variación polimórfica y la acumulación de quercetina 

total. 

VII1.5 Identificación de secuencias similares y regiones repetidas. 

En el análisis individual de las secuencias se observan diferencias en la lectura que 

van desde el cambio de una base y corrimiento por eliminación o inserción de una 

base, principalmente. 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 región (CT),oCC(CT)., se puede pensar en un 

microsatélite (CT),5. Sin embargo en el caso de las clonas SK2 y CAG.1, la región 

(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 diseño adecuado de esta 

región nos permitirá utilizarlo como un marcador que diferencie formas polimórficas y 

presencia o ausencia de heterocigotos, debido a que las regiones f1anqueantes de 

los microsatélites son altamente conservadas y altamente polimórficos con 

repeticiones mayores de 12. 

Como caso particular, se observó que una región de 24 pb (TCT AAGGCCTIGCT 
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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 región, se buscó su homologia 

en Gene Bank NCBI y se encontró una relación directa con secuencias 

microsatelitales. De manera particular esta región se encuentra flanqueando un 

microsatélite (GAh, presente en Magnifera indica (mango). Aunque esta región es 

importante para la identificación de microsatélites, no se puede utilizar como 

oligonucleótido especifico en la identificación de la frecuencia alélica debido a su 

recurrencia en diferentes regiones del ADN genómico. sin embargo al realizar mapeo 

fisico de comparación con mango, el diseño de primers permitirá si hay o no 

amplificación y por consiguiente determinar distribución en especies, géneros e 

incluso hasta familias en la escala taxonómica. 

VII1.6 Identificación de secuencias homólogas utilizando la base de datos 

Gene Bank de NCBI. 

La obtención de secuencias únicas de la especie, nos permite garantizar su 

autentificación y la discriminación con otras especies similares físicamente sin la 

intervención de un taxónomo o morfólogo profesional. Esta forma de identificación 

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 

o porque ha sufrido algún procesamiento post cosecha para su comercialización. 

En un primer análisis, se empleó 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 encontró una homologia 
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en los segmentos entre 10 a 50 pb; sin embargo la relación entre el segmento 

homólogo con el segmento obtenido no se considera significativamente similar, 

descartando la posibilidad de haber obtenido secuencias codificantes. 

Por otro lado, el alineamiento de las secuencias contra las bibliotecas genómicas de 

33 'plantas diferentes, nos proporcionó una infomnación más completa para 

determinar su autenticidad como secuencias únicas de P. guajava. 

De esta fomna se pudo excluir a la clona 1.1 A, por su homologia en 229 pb con el 

cromosoma 2 de Arabidopsis (ha/iana en un 91 % de sus secuencia y por otro lado, 

incluir a las demás secuencias en el diseño de oligonucleótidos ftanqueantes para el 

diseño de marcadores especificas. 

VIII.7 Diseño de oligonucleótidos especificas para la identificación de las 

clonas seleccionadas. 

El diseño de cebadores se considera el paso más importante en la obtención de 

marcadores, ya que de ellos depende la identificación y amplificación de las 

secuencias. Para su diseño, es importante tomar en cuenta un tamaño entre 18 a 22 

pb para garantizar la especificidad en la amplificación; pemnitir una temperatura de 

hibridación menor a la de amplificación (72°C) o sea entre 50 a 55°C, para evitar una 

amplificación prematura; un contenido de GC de más del 50% para facilitar la 

hibridación; evitar un alineamiento entre ellos, para que no fomnen dimeros durante la 

amplificación y por supuesto que tengan secuencia única (Rychlik y Rhoads, 1989). 

El programa de cómputo Web Primer DNA se util izó en su diseño, ya que permite 

tomar en cuenta todos estos aspectos. 
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En este paso también se hizo una selección de secuencias, ya que solo 24 de las 35 

clonas restantes cumplieron satisfactoriamente con los parámetros descritos 

anteriormente para el diseño de oligonucleótidos flanqueantes. Si consideramos 

además, que dos de las secuencias están repetidas, solo quedan 22 pares de 

oligónucleótidos para establecer las condiciones de amplificación y utilizarlos en 

estudios posteriores. 

En el caso particular de las secuencias 4.38 y 4.3, se presenta una región homologa 

de 166 pb, es por ello que el diseño de uno de los oligonucleótidos es el mismo. 

VIII.8 Estandarización en la amplificación por PCR de P. guajava 

empleando oligonucleótidos especificos. 

Las secuencias que se utilizaron provienen de las bibliotecas tipo RAPD, con 

carácter conservado en la muestra de origen (E5). Es asl como, la información que 

se generó nos permitió determinar las diferentes regiones conservadas a las 

obtenidas entre el árbol del estado de México y las demás muestras; lo que permite 

establecer marcadores únicos de especie; y discriminar posibles adulterantes. 

En el establecimiento de las condiciones óptimas para la amplificación por PCR, es 

común probar diferentes concentraciones de cloruro de magnesio, debido a la 

propiedad del magnesio como coenzima. La abundancia o escasez de este 

compuesto, faci lita o limita la actividad enzimática de la Taq DNA pofimerasa 

(Rychlik, 1995). En un primer paso, se obtuvo el amplificado entre concentraciones 

de 1.0 a 2.0mM MgCI2 (datos no mostrados), por lo que se seleccionó la menor 

concentración para permitir una amplificación más dirigida. 
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El siguiente aspecto que se' considera en la PCR, es la temperatura de hibridación. 

Los oligonucleótidos diseñados a una temperatura de hibridación de 50' C, no 

presentaron problemas de múltiple bandeo o ausencia de amplificado a esta 

temperatura, por lo que se continuó con esta temperatura. 

Por último fue importante establecer los rangos de concentración de ADN plasmldico 

y genómico para la amplificación, debido a que no se lleva a cabo la reacción con 

altas concentraciones de material genético. Por otro lado, también se considera el 

estado de la hoja (fresca o seca);'debido a que en la práctica la adquisición de este 

tipo de material vegetal es seca y en trozos muy pequeños porque la concentración 

del principio activo no se modifica bajo estas condiciones. Aunque las 

concentraciones variaron dependiendo del fragmento, en general se logró una buena 

amplificación con 10 pg de ADN plasmidico y 10 ng de ADN genómico. 

De forma complementaria, se diseñaron los cebadores de la región intergénica ARNr 

5S, ya que ha sido utilizado en la identificación genotipica de diferentes especies 

(Cheng y cols 1997, 2000 Y 2001), Y que al mismo tiempo fuera un control interno en 

la identificación de las muestras de guayaba. Sin embargo el diseño de este 

fragmento mostró una inespecificidad no deseada para los propósitos del trabajo. 

VIII.9 Validación de las secuencias en la identificación genotípica de P. 

guaja va. 

Para la validación de un marcador cuya aplicación será la identificación de especie, 

se requiere su presencia en un número considerable de individuos. Los árboles que 

se emplearon en este experimento es una muestra representativa de diferentes 

regiones de la República Mexicana con variaciones considerables en su propiedad 
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fenotlpica (ANEXO 2). En este trabajo no todas las secuencias con diseño de 

cebadores, amplificaron en todos los individuos, razón por la cual se excluyeron 

desde el inicio como regiones especie-especificas. Estas diferencias se pueden 

explicar desde un punto de vista polimórfico, ya que al no tener una referencia previa 

del fragmento seleccionado, esto puede repercutir en el diseño de cebadores; o 

también que las condiciones de amplificación no sean las más adecuadas. 

VIII.10 Identificación genotipica de p, guaja va. 

La escasa infonmación genética que existe sobre otras plantas, nos conduce a aplicar 

la amplificación 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. guaja va, 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, I Y J por presentarse una alteración evidente en los 

amplificados. 

Por último, estos resultados nos penmitieron confinmar que la muestra de origen 

Chino si se comporta como P. guajava por lo que se decidió emplear la técnica de 

cuantificación de quercetina total para apoyar este resultado. 
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IX CONCLUSIONES 

Las hojas de P. guajava que fueron evaiuadas como materia prima para la 

elaboración del fitomedicamenlo, se les determinó el conlenido de quercetina total. 

De las cuatro regiones seleccionadas, se identificó a Calvillo Aguascalientes como 

una región geográfica, económicamente viable y con un manejo biológico, durante la 

primavera y una etapa pos cosecha con las condiciones ambientales adecuadas para 

la acumulación del principio activo, lo que la hace susceptible a ser seleccionada 

para la producción del fitomedicamento. 

Como complemento a las técnicas de control de calidad, la amplificación aleatoria 

tipo RAPO nos permitió identificar patrones conservados de las regiones pOlimórficas 

y posteriormente correlacionarlo con la acumulación de quercetina. Por lo anterior, la 

presencia de los segmenios polimórficos 1 a y 2a con 4c que se correlacionaron con 

un aumento del principio activo al obtener un valor LoO de 9.498 (p<O.05), permiten 

identificar genéticamente individuos con una materia prima de buena calidad . 

En el análisis de las 36 secuencias obtenidas se encontraron dos repetidas, otra fue 

descartada por su similitud con A. fhaliana y solo 16 fragmentos cumplieron las 

condiciones necesarias para el diseño de · oligonucleótidos específicos. Una 

información útil para determinar cercanía filogenética usando regiones homólogas 

con otras especies o la autentificación de especie al amplificar secuencias diferentes. 

Se observó que una alta concentración de MgCl, (1.5 mM) con una baja cantidad de 

AON genómico (5 ng) favorece la amplificación a excepción de los fragmentos 1.11A 

y 3.15. 
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La biblioteca rica en regiones dinucleotidas tandem construida por el fraccionamiento 

e hibridación con sondas especificas, permitió la obtención de 12 secuencias de las 

cuales 2 fueron repetidas; 5 secuencias presentaron el microsatélite (CA)n; 9 

secuencias presentaron una región de 24 pb (5'

TCT AAGGCCTTGCTAGCAGAAGCA-3') flanqueando o dentro de la secuencia que 

también es caracterlstica de microsatélites (GA)n de mango (Magnifera indica); se 

diseñaron marcadores especificos para 6 secuencias, sin lograr establecer las 

condiciones de amplificación de estas. 

La caracterización, secuenciación y diseño de los 5 pares de oligonucleótidos 

especificos 1.2A, 4.1, 4.3, 5.8 Y 5.5, permitieron discriminar a la especie P. guajava 

de las especies P. sarlorium y F. sellowiana, morfol6gicamente similares a guayaba. 
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ANEXO 1 

ANEXO 1 

Mapas de los cultivos de guayaba con el número de árbol y coordenadas en los 

estados y municipios seleccionados, 
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ANEXO 1 

El anexo representa gráficamente 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 compone 

de 2 zonas de cultivo separadas por terrasería y una pequeña bodega, con 

aproximadamente 600 árboles de selección media china (izquierda), pulpa blanca 

(derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por la familia y jomaleros, 

podan una vez al año los árboles y usan prácticas de cultivo orgánicas en la 

fertilización 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 árboles guayaba sin especificación en la selección por parte 

del agricultor. El cultivo es atendido por jomaleros, podan los árboles una o dos 

veces al año y no usan prácticas de cultivo orgánicas. El huerto "Los Pinzanes" en 

Zitácuaro, Michoacán con aproximadamente 400 árboles guayaba media china, 

forma parte de un grupo de huertos dentro de un ejido que perteneces a un mismo 

dueño. El cultivo es atendido por jornaleros, podan los árboles varias veces al año y 

no usan prácticas de cultivo orgánicas. El huerto "El Exilio" en Jalpan, Querétaro 

tiene aproximadamente 400 árboles de selección media china (izquierda), pulpa 

banca (derecha) y otras especies frutales. El cultivo es atendido por el dueño que 

poda una vez al año los árboles y usa prácticas de cultivo orgánicas. 

La identificación de los árboles se hizo con estacas etiquetadas clavadas a un 

costado del árbol. La localización (cuadros grises) se hizo numerando las lineas de 

árboles (filas) y contando el número de árboles en cada linea (columnas) en cada 

cultivo. 
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ANEXO 2 

Parámetros climáticos en las regiones muestreadas durante el ciclo 2002. 

Temperatura 
Precipitadón 

Estado de la Altitud 
promedio 

pluvial 
República (m.s .n.m·) 

anual (OC) 
promedio anual 

(mm) 

Querétaro 830 23.9 965 

*Melros sobre el nivel del mar 

La tabla resume las diferencias altitudinarias entre las regiones geográficas donde se 

encuentran los cultivares de guayaba seleccionados en el estudio y las condiciones 

climáticas (temperatura) y pluviales que se presentaron en promedio durante el 2002. 
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ANEXO 3 

ANEXO 3. Individuos con una mayor o menor acumulación de quercetina evaluados 

por la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. 
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ANEXO 3 

El anexo muestra a los individuos que salen de la normalidad en la acumulación de 

quercetina o que están fuera del rango promedio ± DS según la prueba estadlstica 

de Kolmogorov-Smirnov, en las regiones geográficas seleccionadas y en las 

diferentes estaciones del año. En Aguascalientes los individuos con mayor 

acumulación son A2, A3, A8, A9 y A10, predominando A9 en el año; los individuos 

con menor acumulación son A1, A3, A5 Y A7, predominando A1 y A7 en el año. En el 

estado de México los individuos con mayor acumulación son EM2, EM3, EM5 Y 

EM10; los individuos con menor acumulación son EM1 , EM4, EM6, EM7 Y EM9, 

sobresaliendo EM1 en inviemo y primavera . En Michoacán los individuos con mayor 

acumulación son M2, M3, M9 Y M10, sobresaliendo M2 y M3 en 2 épocas del año 

diferentes; los individuos con menor acumulación son M2, M3, M4 Y M6. En 

Ouerétaro los individuos con mayor acumulación son 02, 03, 06, 09 Y 010, 

predominando 02 en el año; los individuos con menor acumulación son 04, 06, 08 Y 

09, predominando 06 y 08 en verano Y otoño. 
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ANEXO 4 

ANEXO 4. Evaluación y selección de las muestras en base a su concentración de 

Quercetina 

Estado 
Concentración de Quercetina mg I 9 hoja 

Clave (No.) ~---=:::;::==~-===:;:.;!.:..:~;...--~ 
Observaciones"' 

6.44 2.00 

8.82 8.11 

9.33 

El (VI) Baja Acum. 6.95 5.95 5.79 5.85 

EDO. MEXICO 
. 1:3 (VII)":: '"Alta Aeum. 9.14 •. 1 ... 9.00 8.23 8.5S '1 

ES (VIII) A~a Acum. 9.45 12.62 6.68 4.16 

IT E10( ~ ; '-AifB Acurri,;\ !~! 9.74 ' 9.62 8.51 7.00 ] 

3.28 3.16 1.56 

2.18 2.36 

6.16 

OUERETARO 

6.52 5.91 

Clave: Primera letra del estado y número de érbol. No: Número asignado a la muestra 

* Alta acumulación (+) =.:: Promedio + SO; Baja Acumulación (-) =:5. Promedio - SO; X, Y, Z: Muestras 

que presentaron polimorfismo con los ollgonucle6tidos 1,2 Y 3. 
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ANEXO 5 

ANEXO 5. Diferencias polimórficas en los patrones de bandeo tipo RAPD Y su 

correlación con la mayor acumulación de quercetina obtenida a lo largo del año 

I • _." I ..... I RAPO , I RAPO 1 I RAPO 3 I RAPO • I RAPO .., I "'~ .... ,,",,,) I 
, 

" CC GG TI CC Al; '" 
1 '" ce GG TT AA 10.50 

3 '" Al; GT TI TC Al; 1063 

• .. ce GT TT re At; 9.41 

5 .. At; GT TT re Al; ' .B2 

6 .. ce GT TT re Al; ' .10 , 
'" '"' GT TT re At; , . ., 

• "" Al; GT TT re AC ,.,. 
, ". At; GT TT TC Ae 10.67 

10 AlO ce Gl TT TC Al; 8.75 

11 'M' ce GG TT TC Al; 6 ... 

" 'M2 ce GG TT TC AC 9.19 

13 '1013 ce GG TT re Al; 9.1.( 

,. 
'"' ce GG TT re AC 9.31 

15 'N5 ce GG TT AA " " 16 'MS ce GG TI ce AC .22 

" ,MI ce GG TT ' ce AC .. , 
" "" ce GG TT ce Al; , . ., 
" , ... ce GG TI lC Al; ." 
lO EM!O ce GG TT TC Al; 9.H 

21 M' Al; GT TT ce Al; 2.67 

Z2 M2 Al; GT TT AA 3." 

23 ... AA GT TT ce Al; 3.05 ,. 
"' Al; GT TT ce Al; l ." 

" .. AC GT TT re AC 2.67 

" MS AC GT TT re AC 2." 

" "' AC Gr . TT re AC 2." 

" 
,., AC GT TT ce AC 2." 

" ... ce GG AT ce AC 3.01 

30 MlO AC GT TT ce AC 2.73 

31 O, ce GG TI ce Al; 5." 

32 02 ce GG Al ce AC 11 .6\ 

" 03 ce GG TT ce AC 6_61 

" '" ce GG TT ce AC 5." .. os '" ce ro rr ce AC 5.51 

" 06 ce GG TI ce AC , ... 
'SI al ce GG TT ce Al; 6.lO 

" oe ce GG TT ce At; ' .<Xl .. 09 ce GG TT re At; 6.36 

'" 010 ce GG TT TC AC 6.93 
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ANEXOS 

La tabla muestra las diferencias polimórficas encontradas en los perfiles de bandeo 

tipo RAPD Y la máxima acumulación de quercetina cuantificada en el a~o de las 40 

muestras recolectadas. Las bases nucleotldicas sustituyen el comportamiento alélico 

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

gel. · 
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ANEXO 6 

ANEXO 6 

Secuencias de los amplificados aleatorios generados en Psidium guaja va por la 

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

I CLONA I SECUENCIA 

133 GGTGCGGGAA AA-GGGGAAA ATTCAGACTA GGCAAAATCA ATAAGATITC 49 

12A ......... . o. A' o ••••• ......... . ... .... ... ......... . 50 

133 CGTATTGTIC TIAAGATITA CAGTITCCGA GCAATGGATA CAATICTGGA 99 

12A .... .. . .. . .......... - ... . ... ... ... ... . .. . .......... 100 

1.33 TIGATGTCAA TTITCTCTTG AATCCATGGT CTTAATCCCC nCTAAGCTC 149 

12A ... . .. . .. . . ...... , .. .. .. ... ... ... ....... . ... ...... 150 

1.33 CTTGTTGTGG GTACCTGATA TTGTCAGACG ACAATGGGCC AAATTATGAC '" 12. ... . .. . .. . ......... . ... . ..... . . ......... . ......... 200 

1.33 TTGTGCTTIC ATTGCGGCTT TGCAGACTCA AAAATAGTGA CAAAATGCAC 24' 
12. ...... .... ... . .. ... . .... .. . .. . ... .. .. .. . . ......... 250 

1.33 ATCTIGCATT GCAGTGACAG TGCGACIGAA GATTGGGTAA GGCGGTTCTC 299 

12A .......... .... . . . .. . .... ...... ••• • •• • o •• .. ........ 300 

1.33 ITATGTICCC GCACCA 31' 
12A ......... . ...... 316 

1.1 GGTGCGGGAA CATAAGAGGA CCGCCTIACC CAATCTICAG TCGCACTGTC 50 

ACTGCAATGC AAGATGTGCA TIITGTCACT ATTTTTGAGT CTGCAAAGCC 100 

GCMTGAAAG CACAAGTCAT AATITGGCCC ATIGTCGTTI GACAATATCA 150 

GGTACCCACA ACAAGGAGCT TAGAAGGGGA TTAAGACCAT GGATTCAAGA 200 

GAAAATTGAC ATCAATCCAG AATTGTATCC ATTGCTCGGA AACTGTAAAT 250 

CTIAAGAACA ATACGGAAAT CTIATIGATT TTGCCTAGTC TGAATTTICC 300 

CCTTTTTCCC GCACCA 316 

1.12A GGTGCGGGAA GGGCAACTIC TCCGAGCTCT TCAAGTCCAT CCAGGAGTAC 50 

GAGAAGACGC TCGAATACGG GCGAGTCGCA GGGCCGGCCT CCGCCTGAAC 100 

TGGTATGCCC TTTGGCCATT TGmCCTIC AAGCGCGTTT TCTAATGGAA 150 

GGATGGTATG TCCGCTGTGT AmGAGTGC TGAGTATGAA GGGATAAGCA 200 

CTCTICGCCG ATAAAGTTGG ATGCAATICG TGCTICTCTG ATGAACAATA 250 

,ATGGAAAGTC cccrGGnCA CCCCCATGAA CCAGCAAAGA AGGATGAACT 300 

TIGTGAACAA ACCGATAATG ACGGITCCTI CGTTACTGAC TGCGTCTTAG 350 

TTATGCGGTT GGGCTTAACG TCACAATICC ATGAGC,A.TCA ATAATCGCTC ' 00 

AAGTAACTCA GCAGATTCCC GCACC 42' 
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ANEXO 6 

1.1A GGTGCGGGAA CAGAACAACA GGGAAAGACC CGACCGACCT GCCCAGGGCT 50 
CGAGGGCGAG CTTTATTGTT GAGAGAATGG GGAGTGAATC GAAAGGCTIC 100 
CGTTITCGTT ClTGGTTTGG GGGCTTICGG GCTCCTCTCG ATeTTAnCG 150 

TAGTTGGGAA GGGGGAAGGA GTCTAAATCA ATGGACATTA ATGAACCATC 200 

.ATTGATGGAC GTTGeACATG AC/iC,GATCAA TTCGACTCAA GGTCTGGCGC 250 
TAATAGAAGT GGCTTACTCT CCTAGTAGCG AAGGAAAGGG GCAGGGCTTI 300 

TTTCGTAGTA ATAGTGGACG GGTCTCATGA GATCTATGCC GACCGTCGGA 350 

ATCAAATGAA GGTCGAAGGA CCATTeGATT CATTAAGAGG CAlAGATeTA 400 
GGCCTCTTTG TTTGGTCAAT CACCAAAGGC GGGGGGAACC ACTATGGACG 450 

AGACCGCCCG GCCTCGATTC TITTGCATAG TCCGGGGGCC GGCCGCAGCA 500 

GACCANCGGG GCATAGCGGC GCCCTCGGCT GGCGTCATTT CCCGCACCA 54' 
UA GGTGCGGGAA TGTTCCTTGA TGCGTATGGA GCTCCClTTT. GGGTTCTTGG 50 

TGTCTTcnc AAATGGCGTA AAGTTTITGT TTIAACTGAG TGCTITTTAT 100 

TTCACAATGC AGAGTAGATG TCTCTGGGGG ACGTCCTCn CGGAATGCGT 150 

TCCATGGTGT AGTCACCTTG CAGGTTGCGT nCACTGCTC CTTGACATTC 200 

ATAGTAGCTI TCCTTGAGGG m CTAATIT TTATTIGTGA CCGATGCTAA 250 

TGGAATITAC AAGAATTCTT CGTGTGGGCC TAGTCTTAAC GGGTGTGATA 300 

AAlTATGCTA GTAACTCCGT lCTCTAGATC AAGTIAAGTG GTGAACAATT 350 

GAAlAATTCC GGTTTACCTT mAGGATGT GCAAGAAMC CTGCCTAGTA 400 

CCTGTACCAG CCATCTGGAT CCAAOCTCGG TACTCCTCTC mAnTCTG 450 

TAClTACTAT GGAAAATITC ATCCTCTITG CAGATTAACC CTACCTCTCT 500 

CTCICICICT CTC1C1CTCT CTCTCTCTCT CTCTCCC1t:T CTCTCAGTGC 550 

TTCTTCCCGe AceA 564 

1>A GGTGCGGGAA GAACAAAGAA AGCATAGACA TGCTAGATAG GCAACAGTCT 50 

TGTAAAAGGC ATATGAAAAG GAAAAAGGAA TCAGATCATT CTATGTGTTA 100 

ATGTATCCCA CATAAGTCTA CAGGGTTTAT ATGCTCTICA AATACAGTCT 150 

CCCTCCACCG ATTATTITAA GCAmGAAT CCTIATTCGG CITGCACGTG 200 
AGATGGTGTG TCAACATATG GCTTCCA<X:A ATIACCATGT ATIGATAATT 250 

TCTCCACCTT TATACGTCAA TGAAATGCAG ACTCCTAGAA GCCAAAGAAA 300 

TATGGAACGA GTAGCTTTTA CACAGACAAG TGAAAAAACA AAGTAAATCC 350 
CACTTTCTTG CTTATAAGAT AGTTGAAACA AGATAAAAAT TTACTTTCTA 400 

TTACAAATAC CTCACCTATA CAAlCTATGA TCTGTATATT TACATAATTG 450 

ATTTATITTT TTACATCAAG CAGCCTCAAG GTAAATCCCA ATGCACCATT 500 
GACTGAGCCA GCTTCCCGAA TTACTTnCC CATTGCCCGT CTACGAGCAC 550 
AAllCCACAA GACfACCACA AAATCflCCAA GTCAAAGGCA GCGAGAATTA 600 

GCCAACfGGA TTTAAGCAGC GGTTTCAGCG CTCAACAGAT TAGGTTTAAC 650 
ACTCAAGAGC CCCGTCGCGA GCAAlTTTCT TGCGATCTGA CACfA<X:AAA 700 
TCACATCACA TTTTCCCTIC CCGCACCA 728 

XV1 



ANEXOS 

1.11" GGTGCGGGM GAGAGATCCG TTATCCMTT GACAAAOOAG TATATATATT 50 

ACTATAGCAA AAGCAGGGTA nTTCCTCAG TTGlTCATGC MTGGGTATT '00 
CCCTTTAGTT GTTCATCCAA TCAAACAAIC TGMATACM AGGCTGCATT '50 
CAGCAGGCTA ATATTCAAGA ATGGTCTTAA ATTGGAAAGA GAAAGTTCAA 200 

CCMATAIAT CTMATGMT MATACTIGG ATTTCCTAAC ATGATGCCAG 250 

ATCCAAMN:: CAGCAGAGAT iGCATTCMT TCAGGAATCG AGM TGCGC" 300 

TMTAGGTGG AGACACCAGC AGAGAAAOCA GAAAAATCAG CAATGelCA" 350 

mcAATCTT TTACAGGATT TTCTTTTAAC TCArnTATT TCATGTCTCC 400 

CeTGATACA" ATGCCTTCCT GTATTGCCAT ATMCCCNX ACCGTCCAAT 450 

GAACAlTGTG AGAAAGGGAG AlTGATGCAA CAMTGCCTC CTCATATTGT 500 

TTACATITGC ATACCAACAT GCTTCTCTAT TCATGGAGAC ACAGAGTGAC 550 

CAlcernAT GCATGTTAAC CTCATGAAAA ATAAACAGGC TTGGTTATTC 600 

nnCTACAC . CCATGCTAGG CCATGCCCAC TAACATATCC AACTCAATIT 650 

CATTCCTTAT CAGGCCMCA ATCCAAATTC GAGAAAAAGG GGGAAAGGGG 700 

ATGTlTAGCT CTTGCAAAAG ACATGGAAGG ACCCATAAAT AGTCAGAAGC 750 
AACTCTTGCA ACAAAAAATC AGTATTAAGA GGCCTTGATG GGAGTATTGG 800 

AGAACAAGAA MATAGTTCA ATGAAACACA CGAAAICMA GACTTACTIA 8SO 

GGTAGmCT ATGTGCATAT TAGGGAGACT ATICMATeA CAGAAAAAGA 900 

TTIACAATAC AAAGAACCAA GTACAAATGG ACGAGTATCC AMnITGAA 950 
. GrnCAAGTG TAMGGTAM. CATGGMAAC ATCTATCACC TCTGAATTAT '000 

TATAAGCACG AAGAACAGTG AAAGGTTGAG GCTTTGCCCG GATATCATAA '050 
AMN;rATCC GACCGTTGCT GGTICCCGCA CCA '083 

220 GTTTCGCTCC AAAOO:;= CAAAACCCAA MCTMATeA GMCCAC .... TT 50 
AAATTAAG .... T CCTGAATCT .... GAAGC1TTTA ATTTTCCTeT GACATITTCT '00 
GCTeCTTeTT TGTTTIAcn ATTTATTTAT TTATTTTTAA .... TCCGCCTTe '50 
TACGTGGGTT CTCAAATGC .... AAAATAATTC TGCAGTCTTA AeCTATGMG 200 

GAGCGAAAe .... 210 

2.1 GTTTCGCTCC TTCATAGGTT AAGACme .... G AATTATTlTI GeATTTGAGA SO 
ACCCACGTAG MGGCGG .... n TAAAAATAAA TMATMATA AGTAAAACAA '00 
GGGAGCAGAA GAATGTCAGA GGMAATIAA AAGCTCCTAG MTCCAGGAT '50 
CTACAATGGG ATGTGAGMT GCGAAAAAAA mGGGAGTI GGGCCCTCTG 200 

AAGGACCGAA CAGGC 215 

22 GTTTCGCTee A TI AAAc:r M .... TTTAAATTC AACTATATc:r TCCAGTAATG SO 

TGAAAAAGAT MTTGCACGT MTMTAATG cccrMTAAC AAc:rACACIC. '00 
t-N'IINGTACAT CTGATAATAA ATACcnnC CTTGTGTAGC TCAGGATGAA ' SO 
AATMATCTA GCTl1TTGTT CAGTTGAAAG TAATGCGGTT GGCTCTAGTG 200 

TAAAGTGTTe MAGAAATGA GAAAAGTAT .... .... AGGGAAAAC ACATeTAA .... T 250 

GATTAATTGG TAGGCeTGTA CTTATTTTCT .... TTACTTIGG AGCGAAAC 298 
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, ... GTTICGCTCC AACTGTTTAA GAGCTTATAC AACCCATTAT CAAGCTAGGC 50 
TTAGGACTGG CGCATGGAAT TTGATTAGCG GAGAGGGTAC ACGmGTGG 100 

AGCCACTTTT GACTAATATA AAAGITTGAG CTGTTGTTAG GTGGAAG.GAG 150 

ACCGCACGTG TATMAAAGT ACATAAGACT CATTATCAAG CGACATGAGA 200 
TATTTCAACA ACACGAGCAA TGGAGAGTAA TTATAGCTCA GGACTCAGAC 250 

ATTGAGAAAC AAGGAGGAGA CTCTTATGGC TCGATATAGT TGAATGCGAT 300 

ACCGAATCAC TGCCGTCCCG AGGAGGAGCG AAACA 335 

'34A GTTTCGCTCC TGG1ACTACT GGAGAAGGTT GATCATGGAA CTTCTGGTGA 50 

AATTATTGCT GTGAATGAGA TCAGGTATTI CAGGGGGGTA CTGGTACGTC 100 

GGCCACTGGG AACGAATATC TGCGGTAGTG lAceAClA .... T GTAGTTGACC 150 

TGGTGGTAGT CGCGAATAAT TTCTCTTIAC GAACATGTTG ACGGTTTCTT 200 

GCTTGGGACG GGAGAAATGA TCTGCTAGGA CATTGGATTT rCCTGGGAGA 250 

TACTTIACAT CGAAAGAGIA l CGTGAAAAC CATTCGGCCC AGCGCATGGG 300 

CTAAGGATGA GGGATTTGCT TCTGTTGAAC TTGAACAm GGGAAAAGGA 350 

GGACATGTCC Am CGACGA GAAAGGTTAC GCCGATGAGA TGGAATTCAA 400 

ACTTTITGAT GCCATAClTG ACTGCCAGAA TTTCCTTGAA CGTGGAATGG 450 
TAGTGGAGTT CAGCTGGAGA AAATCGTCCA ClTGTATATC CACATATGGA 500 

GCGAAACA • 508 

U5A GTTTCGCTCC GACCAGATCA AGTAGCAGAG AGCCGCAAAG GAGAATCTTA 50 
TGATGCATlG GTGGAATTTC TTACCACCM ATTTCGTGGT GGCCCAACGG 100 
AGATTTICCT GCCAGGTCCT GTlGCGCCAA GAGAGACCAC ACTTATCCGC 150 

CCAAAAAACC GCAAGGGAAC CCGTGACTTG ACATTCAAAA AACAAGTGGT 200 

CCACCGAGTC GGGTCTGCAA CGGCAAAAGG AGCATAGTCC GmGCGATT 250 
CCGTGATAGT TCAAAAGACG CACCTGAGTC GGCAOCCGAT TAAGGGTTGC 300 

AAGCCATAGA A,GGAAGGAGT GGCGTGGAAT AATGTGGCAG TCCTAGATAA 350 

AGTGATGCCA AAAAAOCGTG CTGcqcrrGC GCCTAATATC GTCCCAAGCA ' 00 
GAAGCCACCG AGAAGGAGCC AGATGGGTGG CAAAGCCAAA TCAGACAATC 450 

CCTCCTAGCC GGGGCMTAA TCGGAGGGAA ATCGGACCAC GTGTGAAGCC 500 

GATCCAGAAC AGAATIGGCC AGAAACTGAC CATCAATGAA GTCTCGAACC 550 
GAAGCCATCC GAAAGACf.CC CGAGAGATAG ATCTCCCTAT CCGAAAAGGC 600 

CTTATACAGA GGGCCATTTG CAtGCCAAGG GTCAAACCAA AAGGAAGTTT 650 

CGCTCCAAAG COCGCCCAAA Accr.AAAICT AAA rc"GAAC CACAlTAAAT 700 
TAAGATCCTG AATCTAGAAG ClTTTAATTT TCCTCTGACA TTTTCTGCTC 750 
CITCTTTGTl nACTIATTI ATTTAm AT rnTAAATCC GCCTTC1ACG 800 
TGOOncTCA AATGCAAAM TAATlCTGC~ GTCTTAACCT A1GAAGGAGC 850 
GAAACA 856 
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2.1A GTTTeGCTCC TGCTTGATTC GCCGTGAAGC TGICCCTCCT CCCCAAGAGC so 
ACATICCAAT CTOOACCTCC TGACTGCAAT TTCAGTAGCA ATTGTGATTC lOO 

GIGGAGGCAG CTAAGTATTG GAGACGGACC CTACTGATAC TTTGAATTGA lSO 
TTCTCAATGC TTCTTAGGCC "CMCTATGT ATACCAGGAA GACGGAAGCT 200 

TGAGCAGCGA GGGCGAGAAT GTCGGCGCAC GATACAGTCC CAGGACAAGA 250 

GCTCTCMTA GCCGCTTTGA TGTTGreCAC CACATCGAAA CCCCTCGCGG 300 

. AATITOCATT CGGACCCGCG TCTTICTCGC TCTTAATGGT GGCGCTGTTG 3SO 

reeAGe""TA GCGATCCATC GCACo:cnG TAACAAATGG TAAGCACAN:; 400 

cmAGGTe .... CGTGACTA"" GCTACCCGAA AGTCGGATTG A""GTACG"T 4SO 

AAGAAACGAA GTGATTATTT AGGACTCGCT TTTAATGGAA AGATGACCTA 500 

GCTTAGGGAC TCACGTCGAC GAAGCAATCG TGGAAATGGA GACGGACGAG 5SO 
GCTGGCGGTG ATGCGCGGGT CGGATTGAAG GGCCCGGTGG ATCACGGATT 600 
GGGTAATCCT GGAAACATTC GGGCATGTCG TGGCGTAAAA GCTTGCGCTC 6SO 

AACTGAGCGC TCGATGGACG GAGGAGAAAC CACAATGCGG CGAAAATGAT 700 

C"TeGCTATC AGCGAGAAGT GAGCTGGAAA ACGGACCATG AC"'fGTMAl 7SO 

TAACCOCGTT CGGACCGATT GAATCCCTCT CAGAAACAGT GGAATTTGAA 800 

TGCTAAAGCA CAGTGnGGT CCTATACGTA TATATAGTAA GGGTACGTCG 8SO 

AAGCTCCTAG GGCTCAAAGT CATCATGAGC GCGTAAAATC ATIGAAAAAT 900 

TACTcnCCT TACTCCATCG TCTCAAGGCG GAATIAnAA TGnGAATTA 950 

GATGCAGAGG ATCGAACATA TATAAAACTI TGGAGCGAAA CA 992 

'27 GTAGACCCGT CATGAACGTC ATGAAAACGA GITCCTAAAA GCTAAAAATG 50 

AAAGACTCGG AGCAGAGAAT ACAAGGTATG GAGMGCTTT TGACACTGCC lOO 
ACNTGCTCTA ACTGTAGTGA CCTCTTCACC c:rcAACGMA, TGCAGCATCT lSO 

AAAGATAAAA AAAAATGCCC GTTIGAAAGG TGAGnAGGT TAAnCCCAG 200 

CAGAATCAAG nCTATIANA GGAATATACG AGAAGACCAA TCTIATGGGG 250 

TCAGTATTAA TATCTTTCGA GAAAAGGAAG ATGTATCACT ACCAGTCAAG 300 

TAACGTIGAC GACGAGCTTA TTGCCATGAT CAACTAGTTT GACGnGATG 3SO 

AAGC1NTAM GCTGTAATGT TCATACAAAG TTTG1NTTTT AAAGCCAGTG 400 

ATCACGGGTC TAC 413 

3.15A GTAGACCCGT TCTTGACTTI TGCCCCTGCA CCGGGAGAAA TGCGTGTGAA 50 

ATAAATCAGG TAAGGACTCG AGATATTCTA GCTATCTATT GGAGACAACT lOO 

GTCATGTCTG TCATATGCCC CATAAGAAGA AAAATTGAGC ATCATCTTGA lSO 

AATTGGTATG AAK;AMMT GATATACTCA TTTTCCCAAG TTIGTGTTCA 200 

TTGTTATTTT GCCCCATCTG CTATCAGAGT AGACTGCATT AGGTGGCCAA 2SO 

AGCTTTACAG AGATCTAGGG TTGCCTCCCA AGTATGATAA ATTGCAAGAA 300 

TTTGGTTTCA GGCTITGGCA ATGTTCTATC CAACACTIGC CCCTGCAAGA 3SO 

AGGAAAATAA AATGTCATTT TCAGAATTGG TGAAACTIGA ATGGGGATAT 400 

TGCCCTTTAG ATTGAGTAGC CTTTGCTACA CTTTCCATCA ACTGATATGG 450 
TATGATCGAG GTTAAAGTAT GAATIAATCT TCCATTGACC GATAACCTGA 500 

TTTATAAGCT CGTACGGGGA TCAGCCAGGT CTTCTAGCCT AACTATGAGC 5SO 
TACGGGTCTA CA 562 
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' .1 AA6AGCCX:GT GGATACATCA GTAAGTT.-.CC MCMCTTCG TGAAAGCATC 50 
TGAAGATCAT TCTGATTGTT TTGAATCACA GGCCATTAGT ATTTATTTGC 100 
GTTAGAATGA ACATGTGAGT TGGGTTGGAA AAGTTCTAAA TlTGGAGAAT 150 
TMTGTGATG CGATGCAAAG CAGITAAT ... T ATCTAAATTG GTGTATAAAT 200 
TATTGGCnA AGTTTTTGAG TGAATGTGGA TTCAATTGGA TATGCTGACG 250 
GGCTCTTA , 258 

,.38 AAGAGCCCGT GGGGTTCTGG GCGTGACAAG TGATGAAAAG GAGCATTGGC 50 
GAAGAAGCAC AGCGGTTCTC AACGGAAATT GGTGGCTCAC GAAGGAGGCG 100 
ATGGTCCCTC AGCTGAGCAT GGGTGATTGG GGTGGTCCAA AGTATCTTCT 150 
ATACCTAGGA AAGACAAGAG CCCGTCTCGT CGMGTTce ... AAACCCGTTC 200 
GTCGTTTTAA GGGGTCG~TC GTCCATGGAT GCTAAATCAG GTACGCCGTT 250 
reAMATen GGCTAATAGG TTGTTAGAAC ATGACTACGG AGGTCCTAGG 300 
GTGCCGGAAT CGCCGGCCM CAGTTGGTAT CAGAGCCACC ATAGCTCGGT 350 
TTTAGCACAT ACGGGCTCTT A 371 .. AAGAGCCCGT CTTCTCAGAT mAGCGC6T ATCCA,bCTTG AAATTGCTAG 50 
TTAGAGCTCA TCCGGAGICC AAATCGATCT CCAnTIcrC TATGCGACCG 100 
TAAGACCTTG GGTTTCAATG TAAGTTGGGT AGAAAmCC TAAATITICG 150 
TAGATTAATG CTGAAACGAG GCTGGTCATG GGGAGTTAAG CTCGACTGCT 200 
ACCGnCGCC ATCCGCCGAT ~CCGGCAC CTCTGTACCC CTCAITCACC 250 
TTGnCTCAG TC1TTCCTAG GTATAGAAGA TAC11TGGAC CACCCCAATC 300 
ACCCATCCTT AGCCGAGCCA CCATCGCCTC ClTeGTGAGC CGGCAGTTTC 350 
CGTTGAGAAC CGCTGTGCTT CTIeGCCAAT GCTCCTTTTC ATCACTTGTC 400 
ACGCCCAGAA CCCCACGGQC TenA '25 

•• MGAGCCCGT GCGACGTAGT GMATGCTAA TGACMnGA CTGATGGGTC 50 
CTCAACACAG CCT ACCGTCG TGTTCGTGTC GTGTCACATC ACTGCTAATG 100 
TTAGCAGCTG GCCACTTMA AAOCAAGGTI TGMAGATCC AAAGAATATC 150 
AGCCTAGTCT ACATAGAAAA GTCAAGATAC GGTAGCAATC AAnTAGTCT 200 
TCACTTAGCG TTCATATCTG GATTTCACAT GAACCTAATI ATGGCAGAGT 250 
TCCAO:X:AGT TTGCCAGCTI AGMAct::rAC TCGAGCTTAC AAAJC,ATCCA 300 
TCTAATCAGG CATGCTCAAC AGAAAnTGA TGTTTCGCAA ACGACACAAC 350 
AGTTCGATAG GAATACGAAA AATCATATGT GGCACGTAAA CACGMGeAG '00 
TCGGCCATTT TCAAnTACC TACMAGGGG AACCCGGCAA GAATCGGGCT '50 
GGTCACAGAT CGAAGAGTGC AATCTGAGAA GCTGCCACAT CCGCTIGCAT 500 
CGCGAGCMC CTCCACCGAC CCGC1TCTCG CAGGTCGCGA AATGCTTGAT 550 
CGAGAGCTGG ATGCCGCAGC AGATGGCGAA CTIGCCGCAC GGCTCCTTGT 600 
TCCTCACGGG CTCTTA 616 
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6B AACGCGCAAC GAM.1TATCT ~C CC ATCCA ACTAGTTCCA A6CATCTCGC 50 

TAAATIAGM CTAATCTAAA TCTAGClTAA AAAAGTGCCT TATCCTCATT 100 
TATTCTATCT CTATTCTTGT cnCAAGGCA MTAGACAAG AGTA6AnTC 1SO 
CTTTGGMAT CTCGMTGQA CCAATTAAGC ATGGGCTAGG AAAGGTGTCT 200 

ATGTGCTCCA CACATA6ACT AAGAAACAAT TAATGACTAA TGGGTTGCGC 250 

GTTA 254 .. MCGCGCAAC TGAGCCTMA GTCTAGCACC AAAGO;CAA,A TTIGTTTGCT SO 
GAGCCAANX GAClAAACt;C GTTTGAGCCT ACCATGCCTG GA1CTAACAA 100 
GTCCATCCCA GCCCAAAGTA AceMITe"" ATATGATTAG AATTAAACCT ,SO 
ATCTAAGCGA TAACCAACAT ACGTCAATGA CACAAGCATC AA6AAAAcn 200 

rnCCAACTr TCAATCAATT CAGAACCAGT TATGCACCAT AGGCTAGTAT 250 

TCTGACACTA CCGCATCAAC AAGAGGAAAG GAAACfJC,/lC,A ATTGATAAAC 300 

AAAN:.CGTGA ACTGTATCTA AAATAGGMA AATGCAACGA CATAACAOCC 3SO 
ACGTACCTCT ATTIGCCCTG GTTGCGCGTT A 381 

O ... AACGCGCMC AACAGMTGC lCAAGGGTTG TGAAGAATGT GGCCTCATGT 50 

CCA1GAGCGG TAGTTGTTTA AACAGCAGCA GTGMTTAGC TAAGACGAAA 100 
AGGCAGGAAT GGGCTCGAGA TGMACTTCT CTTATGGTCA GGGGCGGACG 1SO 
GCTAGTCcn GGCTTCGAGG AmCCACCC AGAATATCGG AGG6AGGATC 200 

GGAGAAGAGG GGGGA6AGTC CCAGGGGTCG GTGAAGAAGC AGAGGTACGG 2SO 
AAGAnGCTT TTMAGTTCC CAATMTGGA TTGTIGGCCG AGGAGnGGT 300 

TlTGGTAGCT CGTGAAGTAT ATGACTCCAG G1CTCGCCTA TICACTIATG 3SO 
TGTCMGAGT TGCCMAAM TACGCCTGn TATACACGTA GCTIGTGTGG 400 

AGGAGnCAT GTIAGTMTC CACCATGTIG GGGGAASCCG TGTGAAGAGC 'SO 
ATAGcrAGAA ATGTGGAGTC ATTGAGGGAG CTTATMAGT TlTCAGCGAG 500 

ATACCCGTGA AGGATCTTGG CATGTGGA6T GCGATTATGA TTSCTIGCGT 5SO 
TCAGCATGCA CACATGGAGA AGACATTCGA GCTGmAM TAGATGGGGG 000 

GTCACQAGAT GAAGCCAAAT TTCATTACTT TCCGGAGTAT CCTTTACGCT 6" 
TGCAGTIGCG CGTT . ... 

XXI 



ANEXO 6 

CAG.28 TCTAAGGCCT TGCTAGCAGA AGCACTTCTG TTrTCTAAGG CCTTGCTAGC 50 
AGAAGCAGCA GGAGCTTTTC TAAGGCCTTG CTAGCAGAAG CAACTGTACA ' 00 
TTAGAATCGG ACAAGAGTGA TGGTCATAGC TGTTTe A '" 

S .. ATTCGAlTCT MGGCCTTGC TAGCAGAAGC AGCAGMGcr TTTCTAAGGC 50 
CTTCCTAGCA GAAGCACTTC TGTTlTCTAA CGCCTTCCTA GCAGAAGCAA '00 
CTGTACAITA GAATCGGACA AGAG1GATGG TCATAGCTGT TTCCAATCAC ' 50 
TAGTGAATTC '50 

CAGA TCTAAGGCCT TGCTAGCAGA AGCACAACTT AAAAAGAATC rnTCTAAGG 50 
CCTTGCTAGC AGAAGCATTT CTGTTTTCTA AGGCCTTGCT AGCAGAAGCA '00 
crrCTGTTTT CTAAGGCCTT GCTAGCAGAA GCACAACTTA AAAAGAATCT '50 
TTTCTAAGGC CTTGCTAGCA GAAGCAACTG TACATTAGAA TCGGACAATT 200 

M'fTGATGGTC ATAGCTGTIT CCA 223 

CAG.1 TCTAAGGCCT TGCTAGCAGA AGCACAGTGG CTCATGCCTG TAATCTCAGC 50 
SK2 .......... ...... . ... ••• • o ••••• •••••••••• . ......... 50 

CAG.1 ArnTGGGAG GCTGTGGCNN AAGCATCACT TGAAGCCAGA AGmGNTGA '00 
SK2 .... .. . ... •••••••• AG .... ..... . .......... •••••• A·" '00 

CAG.1 CCAGCCTGGG CAICAT AOCA AGACCCCATC CCTCCACACA CAAACACACA '50 
.K2 .......... ... . .. ... . .... .. . .. . ••• o •••••• .......... ' 50 

CAG.1 CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACACACA CACACAAACA 200 

'K2 .......... •••••••••• o ......... •••••• -_. - --- -- --_ .. 200 

CAG.1 AGCTCTIGCC AGAATIAGAG CTACAAATIG CCCTCAGGTI CCTAGAAGAT 25<l 

SI<2 ••••• 0 • '" ••• o o •• o •• o . ........ ... . ... .. . .......... 250 

CAG.1 CAGTCcnCA ATIAGAnCA GATIGAGATG CTTCCTCTIT TAAACAATGA 300 

.K2 ...... . ... .......... ......... . ••• •• o •••• .......... 300 

CAG.1 TTCCcmcr ATCATGCCCA AT AAGAAA/tC. AAATAAAAAT TAAACAATAC '50 
81<2 ••••••• ••• ••••••••• • ...... '" . •• • • o' •••• .......... '50 

CAG.1 TGCCTGTMT CTCAGCTACC CAGGAGGCAG MGCAGAN:;T GCTTCTGCTA '00 
SK2 •••••••••• •• • • •• •••• o ......... .......... . .. ....... '00 

CAG.1 GCAAGGCCIT AGA '" S1<2 .......••• ... '98 
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CAG.38 TCTAAGGCCT TGCTAGCAGA AGCATTTCAG AGAGAACAOO GGTCAAAGTC 50 

CAOS1 .... ...... •••••• • •• • •••••••••• o ••••••••• . ......... 50 

CAG.39 CTCCCCAAGT AAGGAACACA GGCACAGCCA CACTGCATAC ACACACGTGC 100 

CA"'" •••••••• • A . . . ....... .... .. ... . .......... . ... ...... 100 

CAG.38 ACACACACAG GCGCACACAC CCACTCACAC ATGTGCACAC TCACACCOCC 150 

CAG3T .......... ••• • •• • o •• ....... ... . ......... . ......... 150 

CAG.38 CACACGTGTG CACACCCACG CACACACGCA CACACCCACA GTGCACACTC ¡ro 

CAO'" ••• • ••••• • .......... •••••• ••• • .......... ., ........ ¡ro 

CAG.3S AC/ltC.CCACTC ACACACGTGC ACTCACACCC ACGCJC,/C,AC GTGTGTGCAC 250 

CA03T .. . . .. ... . •.•......• ... ....... .......... .......... 250 

CAG,Ja ACet::ATACAC ACCCACf!C.AC GCGTGCACAC ACCCACTCAC ACACGlGCeA 300 

CAG:sT ......... . ... ... . .. . ... . .. ... . .......... .. ........ 300 

CAG.38 AACACATGCG TGCACAcCcA TGCACACIC.A CTTGCACACT CCCAGGTGCA 350 

CAG.3T ........... ... . .. . .. . ... . .. . .. . ........... .......... 350 

CAG.38 CACACAOCCC CTTACACGTG CACACTCMA CCCCCACACT CACATGCATG 400 

CA03T ......... . ... . .. . .. . ......... . .......... . ... ...... 400 

CAG.3B CACACCCATG TGCACACACC CACACACMC CCACACGGTG CACTCACACC 450 

CAC.3T ......... . ... . ..... . .......... . ......... . ......... 450 

CAG.3B CTCAC1C.p,t:;G TGCAATTCAC ACGCATTCTA CACACATGCA CACACCCATG 500 

CAG'" •••••••••• .. . . .. ... . . ......... ......... . .......... 500 

CAG.38 CATGTGCACT CGCAa:CATG CACACTCACG TGTGC1TlTG CTAGCAAGGC 550 

CAO'" ...... ...... .... ... .. . ••• ••••••• ... . ... C' • •• ••••••• G 550 

CAG.38 CTTAGA 556 

CAO'" .......... 555 

CAG.20 TCTAAGGCCT TGCTAGCAGA AGCACTTCTG TTTTCTAAGG CCTTGCTAGC 50 

AGAAGCACAC GTGAGTGTGC ATGGGTGCGA GTGCACATGC ATGGGTGTGT 100 

GCATGTGTGT AGAATGCGTG TGAATTGCAC GTGTGTGAGG GTGTGAGTGC 150 

ACCGTGTGGG TTGTGTGTGG GTGTGTGCGC ATGGGTGTGC ATGCATGTGA ¡ro 

GTGTGGGGGT TTGAGTGTGC ACGTGTGAGG GGGTGTGTGT GCACCTGGGA 250 

GTGTGCAAGT GTGTGTGCAT GGGTGTGCAC GCATGTGTTT GGCACGTGTG 300 

TGAGTGGGTG TGTGCACGCG TGTGT6GGTG TGTATGGGTG TGCACACACG 350 

TGTGTGCGTG GGTGTGAGTG CACGTGTGTG AGTGGGTG1G AGTGTGCACT 400 

GTGGGTGTGT GCGTGTGTGC GTGGGTGTGC ACIC.GTGTGG GGGGTGTGAG 450 

TGTGCACATG TGTGAGTGGG TGTGTGCGCC 1GT6TGTGTG CACGTGTGTG 500 

TATNCAGTGT GAGCTGTGCC TGTGTTCcn CTTGGGNAGG ACTTTGACCC 550 

CTGTTCTNCT ACTGAAATGC TTACTGCTAG CAAGGCCTTA GA 592 
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CAG.7 TCTAAGGCCT TGCTAGCAGA AGCACTCTGC CTCAGTGCTT CTCnCCTAC 50 

ACACTTCACC TCCCCTIGCC TCTCTGAATG TAAGTGTCTC nCCAGAGCA 100 

ATCTGTGCAA AGACTAACAC CAGAGTAACT ATCTTACAGT ATIGTAACAC 150 

TTAGCTAATI TTICTGCCTC CAN;AATAAA TTCTGATCTA TTIGAGGAAG 200 

TGAACTCCM TACCATTcrC MGGMGTCC TTTTTTAGAA "-TATAGACTG 250 

AANXTGACA GAAAAGGGAT TCAGTGTATA TCCTAAAGGA TGGCATAGGA 300 

GAGCTGAGAC TTAGCAGGGT ATACACTAGA GTGGTCTCAT GCTCTTCTTG 350 

CCAGCACACX:: ACTAGGTIAG CAGTTCTCAA CTITGGCTGT A.GTTGGTATA 400 

ACCTGGAAGC TTIAAGATAT TTITGATGTC TAGGTCTCAG TTCTAGAAAT 450 

TTTGAATTCA CTGGAATGGA GTAGATTTGG GTCATTAAGG TTTTIAACTG 500 

TTCCCAGGTG ATACTGGGGA TGATGAGAAC TTAAGGATGA GAATCAATGC 550 

ACAGCAAGAC ACTGTGAAAT GGGAATAGAT GTTAGAAGCC ACGATTGGCA 600 

CTAGGGGTCA CAAATGGATT GCCAAmAA GAATACCTTA TTTTICA.CAA 650 

TTCTCTTAAG GAATAAGTTT rCTTCCACCT GAACTGCTTC TGCTAGCAAG 700 

GCCTTAGA 706 

SKI ATTTCCATGG AGTGCCTGAG TGTTIGAGTT GACGAGTAGC AATACCTAGG 50 

ATTGGACACA GCCAATTTAT ATCTCCTAAT AGTTGNTGGA AATCACTGAA 100 

GGTTIGTAAT CTGTCCCTAT GGAGGACTGC rnCTGAGGT CGAACATITG 150 

TTICAGTAAC AATAGTGCCT AAGTATTGGT ATGGGGAGGT TGClTCTACC 200 

TTITGTTGAA CTATTITGAG ATGTCCCCCT GTTTIGCTTC TCTeMCAAT 250 

TGGTGTAATA GCTCTTeCAT TGGAGCAGCC AAAAGAATTT eATCCATATA 300 

ATGAATGATG TAGGCAGTAG GAAATATATT ATGAGGCTCC TTIAAGGACT 350 

GGCCTACAAA ACGCTGAAAT AGCGTAGGAC CGGTGAGCAT GCTTTGGGGT 400 

GAAACTTTGC TTATCCTTCT CATGTAAGGG TATAGTAAGG AAATAATCTT 450 

TGAGATCTAC TACTGTAGGA GGTGAGTCAC TTGGAATGGC TGCCAGGAAT 500 

GGCAGACCTT GCTGTAATGC ACCCATIGAT TAAATCTGTG CATCTAATCG 550 

CTCTCAAATC ATGTAACAJ.C TTGCTGGCAA ATCGGTCTGT TTTTATAGTA "'" 
AAATTTTGCT GAAACCTTAC AC1TGTGTTG ATACATATGT ATATGTATAT 650 

GTGTGTATAT ATCTCTATAT GTGTGTATAT ATATAGATAT ACACATGCAC 700 

ACACATATGT ATGTGTGTGC TTCTGCTAGC AAGGCCTTAG AATCACTAGT 750 
GAATIe 756 
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ANEXO 6 

SK3 GAAlTCACTA GTGATICTAA GGCCTTGCTA GCAGAAGCGG TTCCTGGGAT '" CAGCCGCTIA CCTTGGAATG CTGC~GCAGA AGTATCTGCT CGTCAAGCTG '00 
TTGTCGCTTG CCTTCTATTT CAG1CTGCCT cmcrrm TTCTIGAAM '''' 
TAAAGAGACA GAGGCTGTAA GAGTGGG1GG GTGlTGGCTC CAGAAAnTT 200 

AAGGCAGMA. GCAGCAGCAG CAGCAGCACA CATCTGTATA GACACTICCA 250 

GAGACACCGG GCAC/C.N:.GC AGTGTCACCT GCCCCACCGT CTCTGGGTGT 300 

GTTGCAAGC'A GCAGCATTCT CCTAACATGT CTGCTGTAGG CTCGAAGAGT '''' 
GGGAGAAATT CTCCTCACTC AGCCAGGCTG CAAGAATTTA ATCCAAAAGA 400 

AAAGACGGTT TCTACACACA CACACAGACA CACACACACA CACACACACA 4S<) 

CACACACN:.A CACACAGAGA GAACCATGCT CTGTGCAGTG TTAATTIGGA 500 

CACAAAGAAT MAAATGTCT CAATCCAAAA GACAGAGGTT CTTACAAACT 5'" 
GCAAATACCA TAGAATAAGA CAGTGGGAAA TTCTGGGTGA GATTTATTTG 600 

ATCAAAATCA CAGACATAAA TAAGCAGACG TTGTTTCAAA TTITGTAGGA 650 

CAAATCACCC AGTTGGACAT ACCAAACAAT GCAAATGAAA TGGQTTATAT 700 

TTGCTGCCAC TAGCCTTGGT GTAGCATTTC ATGTGGGTGG GGCAGCTGAG 150 

TTACGATAAA TATGAAATCT GGAATCTGTC TGTCCGGGTT CACTCCCAGC 800 

CCTACCACTC ACTACCTGTC TGACTTCTGA CAAG '" 
SK' GCTTCAGCGG CACGAACAGC TGAAGCGCCA ACAGGACCCA AAGCAGAGGG S<) 

ATCGTATGCA ACAAGAGCGA AATTGTGAAC AGGGTGGAGA AAAN:;CACCT '00 
OCAATGAAAG GTAAAAAGTG OCACAAATCA GACTATAAAG GAAGAGAATT ,S<) 

CATCATAACT AACATCCACG AATTTnACC TCCCCCGGAA TTTCAATTGG 200 

AAMGCAGCA AATGAAAGCA TCACATCAGA GACAGATATA GCGACTGTGT 250 

TITTATCAAC TGCAACCAAT Ca:AAGCCTT GAGAATGGTA TACAATGACG 300 

CCAGTCCCAA AGAAGTGCTG AGAATGGACG CCATCTACCA TACATGATGG '''' 
TGGCACGTGA ACCTGCAAGC AA.AAGCATGA TAACTCTGAA TTTAAGAGCC 400 

ACCACAAGCA ATGGCTAAAC ATCTCCTGAA ACTACAAAM TTAAGACTTG 450 

CTACTGGAGC CCCTAAGACG AGGATAAGAA CTTATCCAAA ATCAGATGGT 500 

CAMGTCTGT CTTCATCAAA TGGAGATAAA TCCACACACA CACACACACA 5s<) 

CACACACACA TTTGAAGAAG CACCGCCACA GTGTTGTCAC CACTAGTTTA 600 

CTGATACAGT TAAAGGTAGC ACMTCAAAC ACMCTGGAA GCAAGGAGAC ,S<) 

GGTGATATCC CAAAAGCfJC.A TAAATCAAGG TAGGGTTAAA TTATTAAAGG 100 

ACGCAGTAGG GTGACCAATT AATCAATAAA Cn GGMAAT AATACCAATA 1s<) 

AAATTTTTTG MATTACTTA CCTCAAACAT TACAAGAGTA GGCTCTATCA 800 

CATGTTCAGC GTATGAAGCA TTGGCTGATA ATGCTGGCGG ACTITGATAA .'" 
TCTGTCACAA CTGTACTGTC CCCATTTCTG GTATCTTTCA GCTCCAGTTC 800 

CCTATTATCA AOCAATGAAT AGTeGGAAGC TGCceeATeA GCTGATAAAT 950 

CTTCTTCCA.C ACGTCGTTTC TTCTTTCCAA TATCTGATTC ATCTTGAOCA 1(100 

TGGGACCCTT CAGAAGAATG TCCATCATTT GTITCCATGC TAGCAACNX '050 
ATCAATCAN:. TCTTGTCTeC TTTCCTGATC TACTTGTTCC ATTGTGACCT "00 
CAGCAGTACA ACCTGCTTGC TTGGCTAGCA CTGGATCACC ATCGAGCGCT "S<) 
TCTGCTAGCA AGGCCTTAGA ATCACTAGTG AATTC " .. 
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ANEXO 7 

ANEXO 7. Diseño de oligonucleótidos empleando el programa Web Primer DNA para 

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

CLONA SENTIDO CONTRA SENTIDO I Tematlo ¡ 
....... ~ ;a»:l2L~~~:lc:GOO~~/iJ;AZE":"!:rr~tA~~ 'T 'GGGAACATAAGAGAA 3""" 

t :::Xh'ª · '~ ~~~GGAACA T AAGAGGAC ~ciGC~CTT~~~ C~GG~G ~AA~AAA~~ GGG ~~ G tAA~AAt T e T~Ctj~~ ~ ""~ 
, 12* .lI ~G ITA CTT GAG CGA 402 "" 

1.5A TGTTee nG ATGCGT ATG GA GGG MGMG CACTGA GAG AGA 548pb 

, G CGGGAA AA A#A1oA ~ G A!\AATGTGATGTG 721"" 
1 , 11 A GGA AGA GAG ATe CG T~T~A;:;T::C~ C O:A"+"": A"'GC'::"AA '"': C ~G'= G~T~C ::: GG :':':A"T A'::'G TI::=TI~ +": ' 06< ~P:: b -1 

I <;GCT~ AA "TGT TIAAG':.GCT , I GGl\CGGCAG!GATICGGTA 314pb 

3.27 CCG1):;ATG~ACG T AA ACCCGTGATCACTGGCTITAA 403pb 

3.15A AGA cee GTT en GAC TTT TGC ACCCGT AGCTCA TAG TIA GGC 555pb 

4.1 AGCCCGTGGATACATCAGTAA CCGTCAGCATATCCA ATT GA 248pb 

4~8 TIC TOO GCG TGA CM GTG Al TGe TM AAe CGA GCT ATG GTG 343pb 

43 AGC CCG TCT TCT GAG ATI TI TTCTGG.GQ; TGACAAGTGAT 407pb 

4.9 TGC GAC GlA GTG AAA TGC TM AAG AGC CCG TGA GGA ACA A 606pb 

358pb 

509pb 
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ANEXO 8 

ANEXO 8. Evaluación de la concentración de AON plasmidico y genómico como 

parámetro en la amplificación de segmentos especificos tipo RAPO de P. guajava. 

• e b 

1.2Aol .33 

- -
• e b 

1 1 1,.------'--'1 1 1 
1.12.i-A'---_"ínt"P:::M;;--'S"p"':_.-'. ~"':"'~L _ ...:. :"~P":L...:'''OO''P .. 9 ----,'"09,-,,10,,,0 .. 9 _25=09"---_''''0 .. 9 _,,,,O,,,o'L,-'25=o,,,,e, 

I~~ -.. _. . .. . - - --""-1 

,o 25 1 
PM 

• b e 
2.3A 1 1 1 1 1 1 

PM 10es l00es 1ng 100 es 1 n9 10 ns 25 n9 1 n9 10 ng 25 ng PM 

I ""'" - ~ - ...... ::1 114pb .S-

• b e 

3.1r::5 =-:-, 

!!!~ ::¡= -- -
• b e 

4 .1 
1 1 1 1 1 1 

PM lOps 1COps 1n9 l 00pg 1n9 lOng 25n9 1n9 
10 0~ 

25n9 PM 

1 
"""'--
241pb- -=-- - - - - -
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ANEXOS 

a b , 
I I I I I 

4.3 PM 10es l00~g 1 n9 l00es 1n9 lOng 25ng 1 n9 lOng 25n9 PM 

I~ ~ - - - - - - - - - =1 ,407pb - = 
• b , 

b , 

--241 ... -
a b 

I I 1.----=---'1 

5.5

1 

~~ , :flb:. 1:'!e; :OOfl 1n~, 100pg 1ng 10ng 25ng 

J14pb , L j 4:í~lf ~ 4t4 

, 
I I 

1n9 lOng 25n9 

a b e 

5.39 I I I I I 
PM 10pg 100pg 1 ng 100pg 1ng lOng 25ng 1ng lOng 25ng 

...... 
~~ _"'7~~'''''.9:! - --

Amplificación de los segmentos 1.2A, 1.3A, 1.12A, 1.11 A, 2.3, 3.27, 3.15, 4.1, 4.3, 

4.9, 5.8, 5.5 Y 5.39 empleando diferentes concentraciones de ADN plasmidico (a), 

ADN gen6mico de hoja fresca (b) y ADN genómico de hoja seca (e), empleando 1.0 

mM de MgCI2. PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Life Technologies, USA). 
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ANEXO 9 

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

10 ng de AON genómico y 1.0 mM MgCI2. 

PM P G, 11 111 IV V IV V11 V111 IX X XI XII XIII XIV XV XV1 -1.2A ,,-- - '--- -- - -- -
1.12A - _ . _ - - ~ ~; .• -"' - ~ - ". ~ - - -
1.3A h ~ ~~~---=--~ -:-.,---- .. -~ . ~_--~_-_-_---~ , -=-- -I 

2.3 

3.27 

3.15 

4.1 

~ .~ ---, - . - ~ ----~~- ~ -- -
'. 

-~---- - -------- - --

-- - -- - ... - -- = -= - ---

4.3 I ¡::: -- ~~ " - - - ...:.. . ~- - - --- . ~ '. 
- - -' "--- ' ~~ . "- --4.9 - -----. " -

5.8 .. -_ .. 
-~ 5.5 -------= .. ------

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Lite Technologies, USA); P: AON plasmldico; 1-

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

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

usando 5 ng de ADN gen6mico y 1.5 mM MgCI,. 

I .2A 

1.12A 

1.3A 

U1A 

2.3 

3.27 

3.15 

4 .1 

4.3 

4 .9 

5.8 

5.5 

5.39 

PM P Gl 11 111 IV V V1 V11 V1 11 IX X XI lal la ll XIV xv XV1 

~ . . . . 
- - ---_ .... _ - - - . _ ~ ..,.. . 

1- ....- - ~ :....:: "":"" _-1 . ~ . ... . • - - -= 
--_:-""':'-"'-"--- - - -- - . - --" 'e · .. 
- ...... ,,..- - ."~...,, - -- - -

.... ' .~ 
- . ~: . - _ .J[> •• ~ .- ,,:_ . - " ~ ""-

- ...:..... . ~ ~ :. _- - .- -" • 'C 

= , 
- - ";7':,.-0::.- ... - - - - ~ . ~ :. =-: ....-."!""""'-- -

~ :;-- ~ .. _ ,- :;;.- . -- .. -- -- ~ . = 

. 
.-"-". ~ . -- _.- . 

. ~ -.. . - • .. 
- . ~-- ' . - - .- -, ~ -, , ~::- - ---'.-

.!!. .....: .~, '- __ ~ =c::.....,. .. .. - -'.,- . · ~-. :;;.- ..-', -
- . . . - , - - . . 

. ~ _ .... - • - ---- - - . ..... - -. - . · . -- " 
. .... j : "'" ~ . ~~ -- . . .. - -

= . -...;-.. . ,. .. - - -- -

PM: Marcador de 100pb (Invitrogen Lile Technologies, USA), P: ADN plasmldico; I • 

XVI: Muestras seleccionadas (ANEXO 4), Gl : Árbol ancestral de guayaba. 
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Aplicación de la biología molecular en el control de 
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RESUMEN:en los últimos años las plantas medicinales se han utilizado en la industria de fitomedicamentos elaborados a partir 
de material vegetal o de sus principios activos. Actualmente. los procedimientos generales para su manufactura son recono
cidos por la Secretaria de Salud u organismos internacionales como la OMS. Las técnicas actuales de control de calidad del 
material vegetal incluyen Identificación taxonómica y huellas qulmicas dificultándose una adecuada selección sobre todo, si 
se cuenta solamente con partes de la planta, cuando la mOffologfa es muy semejante entre los individuos o cuando los com
puestos qufmicos de identificación son muy parecidos. Por ello, utilizar marcadores moleculares permite caracterizar regiones 
polimórlicas del AON para autentificar especies, variedades o alguna variación importante independientemente si se cuenta 
con el individuo completo o sólo una parte, contribuyendo a mejorar el control de calidad de los f'ltomedicamentos. 

ABSTRACT: in recent years, medicinal plants have been used in the phytodrug 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
tional Health Secretaria and internatlonal organisms like the World Health Organization. Techniques for quality control from 
raw material indude taxonomicalldentification and chemical fingerprintlng showing sorne limitations as is the case when only 
parts of the plant are available, 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 ONA regions useful for species, variety or 
some individual characteristic authentlcation that do not depend on the availability of the whole organismo The use of these 
techniques could improve the quality control needed for phytodrug manufacture. 
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Introducción 
Actualmente,lu plantu medicinales tienen gran importancia en 
eI:lrea de salud,capWldo la atención de instancias internacionales 
como la Organización Mundial de la Salud que sefiala que el 80% 
de la población de paIses en dm.rroUo resuelve sus problemas de 
salud mediante la medicina al ternativa l

• Esta prictica ha logrado 
incrementar considerablemente el número de remedios herbo· 
larios y medicamentos elaborados a parti r del material vegetal o 
de sus extractos. 

L l demanda de material vegetal ha inducido el cultivo de 
especies con importlncil terapéuticl en diversas ronls geogri. 
ticas, propiciando una vari lbilidad en la concentración de los 
principios activos provocada por un medio ambiente diferente. 
Adem:i.s, la e.xplotación comercial y neccsidad econÓmica por 
parte de los proveedores, ha favorecido la confusión, susti tución 
y adulteración con otras especies bo t ~n i came nte similares a las 
planta de interCs. 

Debido a 10 anterio r, 101 paIses y sus instancias guwna· 
mentala han desarroUado documento¡ oficiales o farmacopeas 
herbolarias donde se recopila toda la información reglamentaria, 
los métodos pan el control de calidad de la pane de la planta con 
uso medicinal o droga vegetal Y sus monografias. Particularmente, 
las monografiu descritas en la Farmacopea mexicana se enfocan 
en la descripción de la d roga vegetal, ennyos de identidad, anilisis 
químicos y conservación; variando su contenido de acuerdo al 
conocimiento que se tenga de la droga vegetal. 2 

Por otro lado, tanto la Organiución Mundial dc la Salud 
como diversas asociaciones científicas alrededor del mundo quc 
se relacionan con la farmacognosia de las plantas medicinales y 
fitoterapia, han publicado monografiu no oficiales con infor· 
rnación técnica y científica, 

A manera de ejemplo podemos mencionar algunos puntos 
que se considenn m:ls sobresalientes en este tipo de monognfias: 
1) nombre cientlfico y vuiedad,2) nombre común,3) origen bo· 
t~ni co, 4) sinónimos,S) parte utilizada de la planta,6) principales 
componentes químicos, 7) ensayos macro y microscópicos, 8) ac· 
ciOnel farmacológicas., 9) indicaciones, 10) interacciones con otros 
medicamentos, 11) contraindicaciones, 12) cfectOl secundarios, 
13) poiOlogía, 14) p resentaciones farmacéuticas comerciales 
simples y compuestas, 15) adulteraciones, 16) conservación, 17) 
bibüogra.fia. J. . 

Como 5C puede observar, 101 UpectOl mis sobresalientes en el 
control de calidad del material vegetal son botánicos, morfológicos 
y químicos,entre otl"Ol,1os cuales proporcionan 10$ caracteres de 
autentificación de la materia prima. 

En una primen instancia, la información botánica y morfoló
gica se obtiene de la identificación taxonómica proporcionada por 
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el ejemplar de intefts colectado en campo. Una vezcorroborada la 
especie, le rcaliz.a una auie de descripciones macro y microscópi· 
Cll$ de la droga vegetal; el nivel de la deKfipción dependen. de la 
integridad del material vegetal y la similitud con sus adulterantes. 
La información microscópica proporciona una información m:ls 
completa y detallada en comparación con la macroscópica, sobre 
todo en muestras donde la parte de la planta est:l. incompleta. Los 
especialistu en esta técnica hacen uso de técnicu histológicas 
con la finalidad de describir las estructuras celulucs propiu de 
la especieS. En un trabajo realizado por Rivera-Arce y col.,· en 
hojas de Plidium guaja'OO, se proporcionan Jos datos anatómicos 
y morfológicos de esta droga vegetal para su autentificación, 
dando pauta a un primer acercamiento al control de calidad en 
el desarroUo de un fitomed icamento a partir de esta especie. 

El método químico por su parte permite la aUlentificación de 
la especie y adecuada selección del material vegetal al identificar 
el conjunto de compuestos químicos provenientes del extracto 
e identificados por un perfi l cromatogr:l.fico. Las principales 
técnicu utilizadas para este propósito son cromatografia en 
capa fina (TLC, 7hi71 /..ay« C"romalograf'hy), cromatogrma de 
líquidos (HPLC, Hig" P"'f_a7l(t L¡quid C"romatography) y la 
cromatografia unida a la espectrometría de masu (HPLC·M S, 
High Ptrjl7mlOnu L¡quid Chrom4tography man uptdTDmtlry). La 
información obtenida se considen confiable debido a que los 
individuos de la misma especie y que lean cultiwdos en la misma 
zona geogrifica presentan un perfil cromatogrifi co muy similar 
como consecuencia de crecer en un mismo nicho ecológico, lo 
que favorece una adecuada acumulación de principios activos? 
En la descripción de e¡te fenómeno, Yan y coL, • emplean la 

cromatografia de gases para la detección de compuestos vol:l.üles 
presente¡ en el fruto de GardtniajaJminoidtJ, viéndose afectados 
por la época de afio y la región geogrifica en que se cosecha. Este 
fruto es utiliudo en la medicina herbolaria pan el tratamiento de 
encefalitis, hepatitis, entre otros padecimientos. De igual forma, 
Lago y coL,' utilizan la cromuografia de gases con y sin espec· 
trometrla de masas para la identificación de aceites volátiles en 
hojas de Guarta m4n'DjJhylla ssp. colectadu en diferentes épocas 
del afio. El efecto farmacológico del e.xtncto crudo y fracciones 
sesquiterpenicas se midió a traVl!;I de la respuesta eléctrica de 
antenu aisladas de polillas, con el fin de de terminar la mayor 
actividad en lu muestras colectadas. 

Una VC1, identificadas las huellas químicas por el perfil cro· 
matogrifico, estu son utilit.adu para determinar la au tenticidad, 
calidad,seguridad y eficacia de la materia prima anta de conver· 
tirse en un medicamento elabondo a partir de componentes de 
origen vegetal o fitomedica.mento. En un trabajo realizado por 
dos Santos y col.,'O la cuantificación de lu huellu químicu de 
la cumarina y el :l.eido D-"cum:l. rico en hoju del complejo guaco 
(M il ania glomtrata y M . laNliga/a) permitió establecer que 
el proceso de liofilización d isminuía la concentnción dc a tas 
compuestos en un 50 y 60% respectivamente en comparación con 
el extracto acuoso fresco, detectar la presencia de un nuevo com· 



puesto químico como consecuencia de laliofiliución,l:a. ausencia 
en la activid:a.d anti-infl.:a.matoria y hemorn.gia en el pulmón del 
modelo murinoj todos estos aspectos repercuten en elaboración 
de un fitomedica.menlo a partir del extracto liofiliudo. Las hojas 
del guaco son utiliudas en la medicina tndicion:a.l brasilella en 
forma de extracto,jarabe o infusión para el tntamiento de asma 
y bronquitis. 

De forma adicional. las huellas químic:a.s también permiten 
la identificación de adulterantes considerada una pnlctica común 
entre los proveedoru que desean obtener un mayor beneficio 
económico, en especi:a.l cuando eK:aSea la planta o droga vegeta1 
de interis. Esta identificación se realiUl cuando se observ2. :a.lguna 
alteración importanle al comparar los perfiles CIomatognlficos 
entre el extracto del muerial vegetlll de interés y sus posibles 
:a.dulterantes. En este contexto, Schanebergy rol., ll se baslU'On en 
el perfil cromatogrifico generado por los :a.lc:a.loides de efedrina 
presentes en Ephedra sin;(Q, para detectar especies del mismo 
género usados como adulterantes b iológicos o la adición qu!mia 
como la metanfetamina. Esta planta utilizada como infusión en 
la medicina tradicion:a.l china como estimulante yantiasm:l.tico, 
actualmente tiene gran demanda por su efecto en la pérdida de 
apetito y pérdida de peso. 

A pesar de 101 avances tecnológ icos en 12' caracterización 
morfológia y química del materi:a.l vegetlll, estas técnicas pre
sentan limitaciones cuando la muestra que se pretende analiur 
se oompone de individuos de diferentes especies con una estre
cha cercanía filogen ética. En estos casos, los ejemplares poseen 
estructuras celulares o perfi les cromatogr:1fi.cos muy ,imilares, 
distinguibles sólo por la presencia de diferentes partes de la planta. 
Por lo anterior, d ifercntes grupos de investigación han aplicado 
herramienru de la biología molecular con el fin de proporcionar 
una información mis clara en la corroboración de especies e 
identificación de adulterantes. 

En la tabla 1 se hace una comparación entre las metodologías 
descritas en esta revisión y sus técnicas correspondientes, el nivel 
de identificación, venrajas,desvent:l.jas, as! como el costo relativo 
de ada una de ellas. 

CoJTobonción taxonómica o auten tificación del material 
veget:a.l 

El ADN (icido desoxirribonucleico) contiene toda la informa
ción gcnetica capaz de identificar al individuo de una «pecie, 
ya que en esta molécula 5C encuentra :a.lmacenada la información 
necenria para la expresión de características rlSicas o morfoló
gicas (fenotipo) que los botánicos utilizan como claves para la 
identificación taxonómica. El ADN se encuentra en e! núcleo y 
en :a.lgunOli organelOli de las células (mitocondria y cloroplasto) 
y« el mismo en cualquier célula de la planta, lo que permite la 
identificación de la especie independientemente de si se cuenta 
O no con e! ejemplar de herbario completo o con la droga veget:a.l 
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de interis, adem:b de que su estructura {jsica de doble cadena 
súper enrollada le confiere una gran estabilidad a la exposición 
"de facto res ambientales. Il 

A) Identificación de la C5pecie a partir de material vegetal 
fresco 

Actualmente existen diferentes sistemas comerci:a.les que permi
ten la extracción del ADN a partir de material fresco,sin embargo, 
no hay que descartar e! uso de técnicas especiales que contemplan 
un :a.l to contenido de polifenoles, poli$ac~r id os o mucopolisacá
ridos presentes en el materi:a.l vegetal y que interfieren con su 
pureuU •IS• Una vez. que se ha extraído e! ADN, se corrobora la 
integridad de! materi:a.l genético con el objeto de garantizar la 
reproducibilidad de los resultados, ya que un fraccionamiento 
parci:a.l o total del ADN modifia e! patrón de expresión visu:a.l 
:a.I momento de la separación electroforitica. Posteriormente, e! 
ADN es fraccionado bajo un procedimiento controlado depen
diendo de la técnica sele<:cionacla, que se basa princ:ip:a.lmenle 
en la utiliUlción de enzimas de res tricción (endonucleasas que 
cortan la doble cadena de ADN) y/o la reacción en cadena de la 
polimerasa (pcR,poIymn'tIH thain ralttitm)": 

1. RFLP (&sln'c/ion Fragmmf úngth PDlymorphúms o Po
limorfismo en los Fragmentos de Restricción). Esta técnica se 
ha utilizado en plantas para estudios filogenéticos de diversidad 
genética e identificación de cultivos con el propósito de proteger 
a las diferentes variedades exiSlentes utilizando ADN nuclear, 
mitocondri:a.l yde c1oroplasto con buenos re5ultadosl1•

"
• Este mé

todo se basa en la digestión del ADN totlll empleandodiferentcs 
enzimas de digestión. Los fragmentos obtenidos son separados 
por e1ecrroforesis, transferidos a una membrana y an:a.lizados por 
hibridación con sondas marcadas. Estas sondas se disetlan para 
detectar pérdidas, inserciones o sustitucioncs de secuencias o 
nucleótid05 uniros, lo que puede visu:a.liUlr5C como la presencia 
o ausencia de bandas de ADN que evidencian la ganancia o 
pérdida de sitios reconocidos por la enz.ima de re5tricción. Este 
metodo permite estudiar mb ampliamente :a.I ADN, ya que la 
enzima de restricción sólo reconoce el sitio de corte y no la fun 
cionalidad de la secuencia, oon lo que pueden detectarse cambios 
genéticos puntualcs o modificaciones en las bases, como sucede 
en la metilación. Los fragmentos generados son ilimitados y no 
se afectan por el medio ambiente, por el desarrollo de La planta 
o por efectos plciotr6picos (condición por la cu:a.l un gen tiene 
efectos múh iples en la vida de un organismo), se heredan en 
forma mendeliana simple, se identifia :a.llrxuJ y sus variaciones 
o a1elos, y la expresión de estos marcadores es codominante, por 
lo que se distinguen todas las formas alélicas del gen. La prin
cip:a.l desventaja de la técnica es la selección de la(s) enzima(s) 
de restricción adecuada(s), el d¡sello dc las sondas, la detección 
y an:l.l.isis de los fragme ntos digeridos. 

2. RAPD (&ndom AmplifoJ PoIymorpbi( DNAo Fragmentos 
polimórficos de ADN amplificados:a.l azar). Esta técnica. se basa 
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Tabla 1. Comparación entre 101 método. morfológicos, químicol y gcnéticot, y Jas técnicas utilizadas en el control de calidad de la materil priml 

NIVEL DE 
MtroDO IDENTIFICACIÓN VENTAJAS DESVENTAJAS COSTO 

MORFOLÓGICO 

MACROSCÓPICO género I especie Accesibilidad, no requiere Nivel de identificación 
S equipo especializado bajo 

Accesibilidad, de baja Uso de solvcnte5, no MICROSCÓPICO especie complejidad técnica diStin~e f:l.ci1mente SI 
a ulterantes 

Q UfMI CO 

TLC especie Accesibilidad, técnicas Uso de solventes, confu-
S simples sión en la identificación 

de compuestos 

Cuantificación e identifica- Equipo especializado, uso 
HPLC especie ción de principios activos, de solventes, métooO$ de 

SI época del año y región extracción especificos 
geográfica. 

Cuantificación e identifica- Equipo especializado, uso 
HPLC-MS especie ción de principios activos, de solventes, métodos de 

SSSS época del año y región extracción específico¡ 
geográfica. 

GENÉTICO 

NUCLEAR 

Relativa accesibilidad, uso 
Confusión en la identi-RFLP especie ficación de fragmentos, SI de enúmas de restricción 
requiere I-lg de DNA. 

RAPD especie R.clativa accesibilidad, Téc- Reproducibilidad en el 
SI ruca PCR método sin estandarizar 

Especificidad en la iden-

Mayor especificicbd en tiJicación de fragmentos, 
AFLP especie comparación a RFLP y cantidades mayores de 

SU 
RAPD DNA por el uso de enzi-

mas de restricción 

Requiere una secuencia-Región intergéruca 
especie Amplificación de región ción inicial y el uso de 

SU S,-RNA especifica enzimas de restricción. 

PLASTlDOS 
Región intergénica 

especie Amplificación de región 
Requiere secuenciación SSU tmUtrnF (c1oroplaslo) especiJica 

Región atpFlatpA variedad Se identifican variedades Requiere secuenciación UU 
(plastido) 
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en la reacción en cadena de la polimerasa, mejor conocida como 
PCR, que bajo condiciones in,n1To imira al medio celular para 
permitir la replicación del ADN. Sin embargo, en la ttcnica 
RAPD se busca La amplificación de múltiples fragmentos y 
se logra mediante la hibridación aleatoria de una pequella 
cadena de nucleótidos o cebador, clisicamente de 10 pares 
de bases (pb), con el ADN total a temperaturas relativamente 
bajas (36" C), lo que permite una interacción rnlil laxa. De 
esta forma, los productos de amplificación serán polimórfiCOli 
cuando se ha producido una ptrdida, inserción o cambio de un 
solo nudeótido en la cadena de ADN molde. Al igual que en el 
caso de los RFLP, 101 fngmentos son separadoti por electrofore5is 
y las bandas con diferente peso molecular rep~nt:lri.n diferentes 
1M de herencia dominante.lt.JI! 

La obtención de un mayor número de fragmentos de diferen
tes panes del ADN se logn empleando diferentes combinaciones 
en La secuencia dd fragmento cebador. En vegetales, las secuencias 
amplificadas indican su herencia dominante, su habilidad para 
detectar regiones de ADN altamente variables (5-10 Joá por 
fragmento cebador), su potencialidad en la localiución de 
genes, identificación de variedades, estudios de hibridación 
inter e intraespecifica y c:I estudio de la variación gtnttica en 
poblaciones emparenradasJ1.ll. Las principales ventajas de esta 
ttcnica son la rapidez en la obtención de resultados, el bajo 
costo, una menor inversión en equipo y la baja cantidad de 
ADN que se requiere. Sin embargo su principal desventaja es 
la inconsistencia de datos, ya que la reproducibilidad se afecta 
con pc:quellu variaciones en las condiciones de amplificación. 
Esta desventaja se puede minimizar al estandarizar las con
diciones de reacción y de amplificación, usando un control 
interno para asegurar la reproducibilidad de los productol de 
la amplificación y llevando un registro de las bandas nítidas 
y consistentesu . Mi y col./' utilizaron esta ttcnica en la 
diferenciación de 6 especies de Ar/~miJII con 18 cebadores 
aleatorios de 10 oligonucleótidos cada uno. El anlilisis po
Iimórfico de los fragmen tos generados permitió determinar 
la dinancia filogent tica entre las especies e identificar el oli
gonudeótido capaz de discriminarlas. Las plantas del gtnero 
ArlrmiJlI son utilizadas en el tratamiento de una gran variedad 
de padecimientos que van desde la protección celular de las 
úlce:ras ptpticas, protección del hígado, anti-malirico y efectos 
antitumorales. 

2. AFLP (AmpJifiul FrAgmml úr/gth Po1ymorphisms o 
polimorfismo de fragmentos amplifi cados de ADN). Esta 
ttcnica combina la digestión del ADN empleando diferentes 
enzimas de restricción, la extensión de fragmen tOfi de 5Ccuencia 
conocida o ligación de adaptadoru que se usan como ancl a de 
los nucleótidos del sitio de corte, la amplificación selectiva de 
uno de los fragmen tos de re. tricción por medio de cebadores 
complementarios a los adaptadores y por ultimo, la separación . 
c:lectrofortticL El polimorfilmo es detectado por la presencia o 
ausencia de fragmentos y IOn normalmente de herencia domi-
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nante. A diferencia de las dos ttcnicas anteriores, la eficiencia 
en la detección de regiones polimórficas puede ser mayor, ya 
que es posible detectar una variación considerable dc:l genoma 
empleando un par de cebadores. Esta ttcnica se ha empleado 
en el estudio de la diversidad gen~tica de diferentu plantas, 
en la saturación de mapas genómicos y en la identificación de 
fragmentol ligados a genel de inte!'1!:s comerciaPS.:IIo. Entre IUS 

ventajas está la identificación de hasta 50 loí"i en poco tiempo 
y la reproducibilidad, ya que no depende de las condiciones 
de la reacción siempre y cuando se emplee un ADN de buena 
calidad en el proceso de digestión. Su principal desventaja es 
la interpretación y anlilisis de datos cuando no se cuenta con 
un analizador de geler'. Esta ttcnica se ha utilizado para la 
identificación de la RlldiK Quinquifolii, RlldiK ASlraga/j, Rlldix 
Notoginseng, Coxttx CinnlltrlOmUtrl, Rlldix Islltidis, Rlldix Co
dOr/optiJ y RadiK R~mar/a, a partir de las cuales se desarrollan 
siete drogas vegetales comúnmente utilizadas en ta medicina 
tradicional china. Los fragmentos de ADN obtenidos de sp u~ s 

de ta digestión con EcoRl/Msel y ta amplificación con 16 
oligonudeótidos específicos fueron analizados para determinar 
el índice: de similitud entre las upecies seleccionadas. 21 

3. Región intergt!nic.a ARNr-5S (kido ribonucleico 55). 
En los eucariotes superiores, el gen ARNr-5S se compone 
de una región codificable de unidades repetidas (cinrón) de 
aproximadamente 120 ph, separadas por un espacio de aproxi
madamente 300 pb. El gen ARNr-5S es considerado a.Itamente 
conservado, pero el espacio que separa las regiones es variable 
entre tas diferentes especies. Esta caracterí"ica permite utili
zarto c.omo un mt todo de identificación. La técnica consiste 
principalmen te en la utilización de cebadores conservados 
que delimiten la región intergtnica ARN r-5S de la planta de 
estudio para llevar a cabo su amplificación y secuenciación. 
Posteriormente, se pueden utilizar enzimas de restricción que 
rdacionen d producto digerido con la identificación de la 
especie. En un estudio realizado a 25 individuol, en donde 
se inclulan especies y variedades del gtnero Fritillllrill, la 
amplificación específi ca de la región intergtnica ARNr-5S y 
su digestiÓn con la enzima EcaR 1 permilió identificar a Fri
tillllrill rirroslI de F. puqimsis, F. anhuiensis y F. thunhergii una 
vez que d fragmento de Interts fue secuenciado en cada una 
de las especies2t• Como dato interesante FritilJ(lr;1I tirroslI es 
muy apreciada por SUI propiedades antitusivas yexpectorantes, 
por lo que su bulbo llega a ser hasta 100 veces mis caro que el 
de F. Ihunhergii, aunque su tox..icidad sea mucho mayor, de ahí 
la importancia en la identificación dd material vegetal. 

B) Identificación de la especie a partir de material vegetal 
l eca o procesado 

El conocimiento cada vez mis extenso sobre las proternas 
y genes involucrados en el funcionamiento de las plantas ha 
permitido identificar con mayor facilidad tanto secuencias 
codificables (aones) como no codificables (intronel y regiones 
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inrergénicu) en un mayor número de e5peciero. Las regiones 
codificables son muy apreciadas en el campo de la biología, 
química, bioquímica y medicina ya que permiten dilucidar víu 
metabólicas y enfermedades relacionadu con la presencia o au
sencia de una lUll t:lncia o proteína específica. En el caso de 121 
regiones no codificables se desconocía o ignoraba su funció n, 
ahora se sabe que muchas de las regiones no codificables 
permiten'e1 ordenamiento de r.xones, como sucede con los 
intrones, y logran una dis tr ibución adecuada de los genes en 
el cromOloma, como es el caso de las regiones i nt e r g~nicas. 

Otro ejemplo son los telómeros, regiones de ADN no codi
fican te altamente repetirivas prese ntes en los r.xt remos de. 
los cromolomu y cuya funció n principal es la estabilidad 
eSlructural de los cromosomas en las c~lu l 2S con núcleo, la 
divis ión celular y el t iempo de vida de 121 estirpes celulares 
JI. Recientemen te, se han localizado en regiones ha codi
fican tes segmentos cuya transcripción a ARN permite la 
regulación fina de la expresión ge n ~tica: ARN ¡nterferente 
(A RN si) y microRNA (ARNm i).» 

En la prktica, la amplificación de regiones no codifi
cantel ha permitido la identificación de especies cuando 
el ADN CId muy fraccio nado, como sucede en muestras 
secu de plan tu. ElfO se debe a tres razones principales: 1) 
el tamaflo del producto am plificado no se ve afectado por 
la degradación parcial del ADN , 2) los oligonucleótidos 
flanqueantes son altamen te conse rvados y 3) las regiones 
amplificadas presentan una variación franc a entre secuen
cias de diferentCl especies. 

En un trabajo encami nado a la identificación de seis 
especies de Panax, se utilizó la región interg~nica ribosomal 
ITSl-5 .8S- ITS2 a partir de ralees secas". Cabe destacar 
que mientras P. ginung y P. r¡uinr¡uifofius L. son utilizadas 
como agentes tónicos, profilácticos y anti -envejecimiento; P. 
notoginung es utilizado como hemosdtico en hemorragia; P. 
j aponirw es utilizado como antitusígeno leve y en la reducción 
de flemas; P. Irifofir.11 L. y P. rnajor no presentan estudios docu
mentados de sus propiedades terapéuticas. Una vez amplificada 
la región ribosomaI ITSl-5.8S-ITS2 deADN en cada unade 
las especies analizad2.l, se procedió a identificar 12.1 diferencias 
empleando enrimas de restricción específi cas en sitial de corte 
conocidos. En este estudio, los fragmentos generados lograron 
identificar a cada una de las especies. 

- Selección del material vegetal idóneo 
Los individuos agrupados en una misma especie comparten 
caracterbticas morfológic:u semejantes. Sin embargo, en 
ocasiones suelen presentar variaciones tan evidentes, causadas 
en gran parte por el medio ambiente, que le clasi fi can como 
variedades. Hosokawa y col.,J.< hicieron una comparación de la 
región interginica de los genes alpFy alpA del ADN plmídico 
obtenida por amplificación entre 3 variedades de la especieAn
gaica aculifoha cuya raíz es util izada en la medicina tn.dicionaJ 
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japonesa. El interts en la diferenciación de estu variedades 
se debe a que las raices wecas de A. aruti/ODa varo aruti/oho es 
más eficaz como inmunopotenciador que la A. aculifoha varo 
lugiya",a, por otro lado las diferencias morfológicas entre A . 
acutifoha varo lugiyamac y A. alulifoha varo iwotCnlis son muy 
si milares dificultando su discrimi nación. 

No obstante, existe otro tipo de variaciones cuyu mani
festaciones fisicas no son suficientes como para poder consi
derar al organismo como variedad. E n este caso, se le puede 
considerar una variación individual que se refleja como la 
acumulación de metabolitos secu ndarios en plantu y forma 
parte del acervo propio del germoplasma. JS 

En la selección del material vegetal para la producción 
de fi tomedicamentos se buscan las condiciones ambientales 
óptimas para que la droga vegetal presente la mayor concen
tración de principios activos. Es por ello que, en el disello del 
fitomedicamento, la parte inicial resulta una labor ardua donde 
se contemplan diferentes etapas geográficas, ~pocas del allo, 
estados fenológicos de la plan ta y, si es posible, variedades de 
la especie. Actualmente, la selección de estos individuos sólo 
es posible mediante la cuantificación química del metabolito 
secundario, sin la garantía de que esta propiedad se herede a 
su descendencia o se conserve durante el proceso de propa
gación, como sucede al aplicar herramientas biotecnológicas 
como la emb r iog~nes i s somática in vilro. La cuacterística 
sobresaliente de este proceso, por el cual se forman embriones 
a partir de c~ lul as vegetativas, es que los embriones somáticos 
o semillu artificiales presentan la potencialidad de producir 
duplicados de un genotipo específico, mejor conocidos como 
clones. '" 

Las técnicas de biología molecular, por su parte, identifican 
fragmentos del ADN conocidos como marcadores molecu
lares, que tienen una relación directa con la característica de 
interés, por ejemplo, la acumulación de metabolitos secun
darios, entre individuos que contengan la propiedad deseada 
y los que carezcan de ella. U na vez identificado el marcador 
g en ~ ti co se puede seleccionar adeeuadamente a los individuos 
en campo, a su descendencia o a aquellos que fueron propa· 
gados biotecnol6gicamente sin necesidad de cuantificar el 
compuesto químico. 

- Identificación de adulterantes vegetalCl o contaminantes 
biológicos 
De forma complementaria, la aplicación de t ~cnicas como 
RFLP, RAPD, AFLP o la amplificación de regiones específicas 
del ADN con o sin la identificación de huellas químicas, han 
permitido autentificar la materia prima cuando se utilizan for
ma rutinaria para el control de calidad del producto herbolario. 
Tal es el caso de un trabajo realizado en Angcliea s¡ncmis y sus 
adulterantes más comunes: A . acufi/oha y A. gigas. La ralz de 
A . sinmlis se ha utilizado en la medicina tradicional china por 



más de 2000 años en padecimientos relacionados con el sistema 
circulatorio; actualmente el empleada en el tratamiento de 
desórdenes menstruales, modulación del sim:ma inmunológico 
y como emoliente y laxante de b constipación crónica. Utilizando 
al ácido ftltirico y Z-ligustilida como huellas químicas exclusivos 
para control de calidad, por su abundancia e independencia de 
la región geogrifica en A. sinensil, el estudio pareda contar con 
unl muestra de características adeculdas. El marcador genético 
empleado fue la región intergfnica ARNr-SS empleando ceba
dores fl anqueantes conservados,donde se observaron diferencias 
significativas en lu K.cuencias de las 3 especies identificadas con 
enzimas de restricciÓn unicas para cada unan. 

También exislcn trabajos donde la sola aplicación de marca
dores moleculares ha permitido la. identificación de adulterantes, 
como es el caso de Dendrohiu", ojjid1lllf~. Los tallos de esta pllntll. 
se utilizan :llTlplilmente en la. medicina trll.dicional china y tienen 
aplicaciones tan V2riadas como el Itlltamiento de padecimientos 
.estomacalel hasta la. prolongación de la vida. Su costo lleg:¡ a ser 
hasta de 3000 d61ut;s el kilo, por lo que el muy cotizada en el 
mercado. Los adulterantes que se utilizan son tal los del mismo 
gtnero: D. dewnianum, D. loddigmi, D. monififtn7n~ y D. gra/itr 

tisiSlimum, presentando una apariencia y estructurll. similar que 
impide la. identificaciÓn de lu especies si se utilizan criterios 
morfológicos. En este caso, se empleó la amplificación de la 
región compuesta por los intrones ITSl e lTS2 (ADNr ITS), la 
cual separa a los genes 185,5 .8 Y 265 del ARN ribosomal, pata. 
la difertnciación e identificación taxonómica de especies, ya que 
presenta una variaciÓn polimórfica clara entre individuos del 
mismo ~nero". De manera ll.náloga, se ha podido discriminar 
a Pintllill ttr1lllltl de sus adulterantes al :unplifica.r el gen de la 
proteina MBL (mtlnnrJSthinding fUl in) con cebadores especificos 
que contienen si tios de corte pllrll. las enzimas BamHI y NC(}l 
Tanto el diseño de los cebadore¡ como la K lecciÓn de los sitios 
de corte se obtuvieron al secuenciar la región seleccionada en 
cada una de las especies de interés". La Farmacopea china des
cribe que los tubérculos de pjn~J/ill tV7Ulta son utilizados como 
antirusiV'O y expectorante. 

D e forma complementaria, &e han desarrollado marcadores 
genéticos que amplifican regiones especificas del cloroplasto como 
la del intlÓn tmL y su espacio intergtnico (secuencia trnUtrnF 
del doroplasto) para la identificación de especies. La principal 
justificación en la aplicación de esta región es la estabilidad 
en la trll.nsmisiÓn de informaciÓn genética de esta región de
bido a su herencia materna. Este marcador fue utilizado en la 
identificaciÓn del complejo rubarl>o, el cual se compone de 105 
rizomu y raices de tres especies principales del género Rkum: 
R. JHl'mIllum L., R. ItlngutÚllm Maxim. ex Balf. y R. oJJirintl/l 
Baill. úte grupo de plantas se utiliza en la medicina tradicional 
china por sus efectos lax.antes, antiflogístico y hemostliticos, y sus 
adulterantes son generalmente R . hclaMnu, R . tOmJHlclum, R . 
undultllum y R. emoJi. La principal diferencia en el procedi
miento para la obtenciÓn de hu &ecuencias polimórncas, es la 
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utilizaciÓn de cebadores Banqueantes que identifican la región 
trnl/tmFdel c1oroplasto a pesar de que se extta.e ADN total. De 
igual fonna, los resultados permitieron identificar a los individuos 
de las diferentes especies en estudio. 40 

Conclusiones 

Debido al auge de la medicina alternativa como una opción de 
la población pan. resolver sus problemas de salud, la explotaciÓn 
y comercialización de las plantas medicinales también se ha 
incrementado considerablemente. 

Sin embargo, la mayor demanda en el uso de plantas medici
nales o alguna de sus partes ha provocado su uso indiscriminado, 
una aplicación teta.péutica inespecífica,el desconocimiento de las 
buenas pricticas de recolecciÓn y su adul!eta.ción propiciando 
la desconfianza entre la población. Debido a 10 anterior se ha 
creado la necesidad de establecer parámetros de ca.lidad cada 
vez mis exigentes, por 10 que se ha hecho necesario aplicar 
técnicas y conocimientos de diferentes lireas para el desarrollo 
de fi tomedicamentos con el fin de garantizar la autentificación 
y recolecciÓn de la especie, estandarizaciÓn del principio activo 
y eficacia terapéutica. H asta el momento, sólo la identificación 
macro y microscópica del material vegetal y el análisis de perfiles 
cromatogrificos IOn las técnicas aceptadas por las diferentes 
instancias gubernamentaJes. 

Hasta el momento y a pesar de 10 ampliamente fundamenta
das y evaluadas que estin, las técnicas de biología molecular no 
han sido contempladas como parámetros de control de calidad, 
ni tampoco son descritas en las farmacopeas o monografías 
de plantas med icinales, limitando entonces la incorporación 
de la información que brindaria esta herramienta útil en la 
autentificaciÓn y selecciÓn del material vegetal idóneo, en la 
identificación de adulterantes y contaminantes microbianos o 
para predecir la existencia de compuestos químicos. 

Lu técnicas de biología molecular, en especial 101 marca
dores moleculares, son una altern.ativa en la identificaciÓn de 
especies, independientemen te de si se cuenta con el individuo 
completo o solamente unas cuantas células. El desarroUo de 
estos marcadores aplicados a las plantas medicinales se enfoca a 
regiones que son polimórficas entre especies pero que pueden 
ser amplificadas gracias .a lo conservado de sus extremos Ban
queantes y evidenciadas gracio al cone espeáfico de I.a región 
polimórnca. Así pues, existen ejemplos donde la amplificación 
de la región intergénica ARNr-SS, la región ADNr 11'5 o la 
secuencia frnUlrnF del cloropluto, en combinación con el uso 
de enzimas de restricciÓn, han permitido la autentificaciÓn de 
especies y sus adulleta.ntes ya sea a partir de muestrll.$ frescas, secas 
o procesadas. Es de espeta.r5C que estas herta.mientas puedan ser 
incorpota.das una ~ que sea mayor la cantidad de labota.torios 
en los cuales converjan el desarrollo de fitoflirmacos y la cerlC7.a 

científica aplicada a este campo. 
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Abstract 

We used a RAPO amplification mClhod to identify molecular markers associated with high quercetin 

accumulation in the leaves of Psidiu'!' guajava L. trees, selecled from (our different Mexican 

agronomic regions. We identified six polymorphic RAPO fragments of620, 590, 370, 690, 480 and 

460 bp among individuals of P. guajava. Genetic linkage disequilibrium analysis revcaled that three 

RAPD profil es considered as DNA markers (620/590 bp, 370 bp and 480/460 bp) had a positive, 

direcl association with quercctin content (P < 0.05). These infonnati ve molecular markers can be used 

for seltx:tive identification ofplants with Ihe highesl accumulation of flavonoids. 

AdditionaJ key words: guaya leaves, DNA profile, linkage di seq uilibrium~ flavonoid accumulation, 

QTL. 
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Introd uction 

Psidium guajava L. (Mirtaceae) originaled in Mesoameric8 is now widely distributed in many 

tropical and subtropical areas of the world. The fru it is extensively consumed either fresh or 

processed and the lcaf ¡nfusion is used in traditional herbal medicine for gastrointestinal disordcr 

treatment (Lutterodt 1989) due lO the presence of speci fi c flavonoids (quercetinc glycosides) (Lozoya 

el al. 1994). Furthermore, the phannaceulical importante of quercetin glycosides (Lozoya el al. 2002) 

and other flavonoids in guaya lcaves, physiologically these compounds lake pan in gene regu lation 

and growth metabolism, and Iheir accumulalion is relaled to Ihe geography, phenology of plant, and 

UV incidence (Havsteen 2002). For the implemenlalion of distinguished indi viduals with high 

capacity in fl avonoid accumulation, practicaltools are needed as indicators which avoid non desirable 

material, resulting in low confidence results (Rivera-Arce el al. 2003). An altemative could be Ihe 

chemical evaluation of a mctabol ic end producI that is expensive and time consuming (Vargas

Alvarez el al. 2(06). Beside the current knowledge ofthe genes related to flavonoid production, there 

are not conclusive data of a particular gene or group of genes related to querceti n glycosides 

accumulalion (Hagsteen, 2002). From this perspeclive, indirect, non- reJated indicalors or markers are 

needed. Random Amplified Polymorphic ONA (RAPO) markers have been used for the assessmenl 

of genetic relationship among cu ltivars, 10 estimale chemical and genetic diversity between varieties, 

and to evaluate the correJaríon with active compound in medicinal species (Mohapatra and Roul 2006, 

Padmesh el al. 2006, Narasimhan el al. 2006). RAPO markers have been used in guaya 

characterization; Prakash el al. (2002) estimate the molecular diversity of 41 genotypes from different 

regions of India and Padilla-Ram frez el al. (2002) use Ihem 10 evaluate the germplasm Ihrough fruil 

characteristics in a very narrQw region of Mexico. To the best of our knowledge, there are no reports 

dealing with the study of genelic markers and fla vonoid accumulation in P. gua java that could be 

used as an auxiliary or complementary method for quality control in plant drug production. The aim 

of this study was 10 find a group of ONA markers Ihat could idenlify those P. guajava individuals 

with the highesl quercetin content, using RAPO analysis in leafsamples from four difIerent rcgions of 

Mexico with variable levels of guaya fru il produetion. 



Leaves collected from forty P. guajava individuals grown in four different Mex ican regions were 

ident ifie<:! according lo Rivera-Arce el al. (2003), air-dried in a 40 OC forced-ventil ation oven and 

powdcred. One g of powder was wcighed and exhauslively extracted by refluxing in a Soxhlel 

apparatus with 25 cmJ of methanol for 3 h; men, me solvent was evaporated in vocuum and the 

residue was recovered. The extracted quercetin glycosides were hydrolyzed by refluxing in 20 cmJ of 

hydrochloric acid 0.5 M in memanol for I h; afterwards, methanol was added for a final volume of 25 

cmJ in a volumetric flask and a I cm) aliquot was diluted 1:10 with Ihe same solvent. This solution 

W8S filt ered through a 0.45 J.lm fi\ter for HPLC analysis of the aglycone quercelin obtained. 

Quercetin in a 0.01 cmJ sample injection volume was analyzed by HPLC on a reverse-phase C I1 

column of 4.6 x 150 mm (Varian; Palo Alto, CA, USA) in a Waters 2796 system (Waters; Milford, 

MA, USA), equipped with a Walers 996 POA detector maintained al 35 OC and by using a 20-80 % 

incrcasing acetonitrile gradient in 10 mM phosphoric acid. The flow rale was kept constanl al 0.6 cmJ 

min·1 for a total running time of 35 mino All lhe operation conditions, data acquisition and analysis 

were controlled by Millennium software (Waters; Milford, MA, USA). Quercetin peak was compared 

lO a commercial standard one (Sigma-Aldrich Co.; SI. Louis, MO, USA), based on retention lime and 

quantified by interpolation on a calibralion curve, as described by Vargas-Alvarez el al. (2006). 

Young and disease-free leaves were washed in 70% ethanol for 2 min and sterile, dislilled water fo r 2 

min, in sterile containers. The clean leaves were stored al -70 oC until use. A 150 mg leaf sample was 

cut into small pieces and ground 10 a fine powder under liquid nitrogen with a mortar and peslle. 

ONA was extracte<:! from the sample using the Qiagen ONeasy Plant Mini Kit (Qiagen; Hilden, 

Gennany) according lO Ihe manufacturer's instructions. The extracted ONA was quantified and 

checked for purity and stored at 4 oC until use. The ONA solutions were adjusled lO a final 

concentration of 15 JJg cm-) prior to Iheir use in the RAPO reactions. 

Six IO-mer commercial primers (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ, USA) were used for 

RAPO-PCR amplificalion. Fifteen ng of template ONA were amplified in a 0.025 cm) tOlal PCR 

reaction incJuding one RAPO Analysis Bead (Amersham Biosciences; Piscataway, NJ, USA) to 

guaranlee the reproducibility in the samples and 25 pmol of each primer. DNA amplification was 

perfonned using a GeneAmp 9700 PCR Ihennocyc1er (PE Biosystems Inc.; Foslcr City, CA, USA) 

programmcd for I step of 5 min al 94°C followed by 45 cycJes of I min al 94°C, I min al 36°C and 2 

min al 72°C and a final 10 min, 72°C extension. To asses that RAPO ampl ification was reproducible, 

alleast two individual experiments were perfonned with no significant differences (data not shown). 



Amplified RAPO fragments were separated on a 2% agarose gel stained with elhidium bromide, 

visualized under UV fluoresecnee, digilalized in a Biolmaging Syslem (UVP; Cambridge, UK) and 

evalualed with the LabWorks vl.I.27 software (UVP; Cambridge, UK). 

One-way analysis ofvariance was used for statistical evaluation oflotal quereetin aeeumulation in the 

samples collected. Statistical evaluation of RAPO profiles and their correlation with quercetin 

accumulation was obtained by using the SNPanalyzer ISTECH web service faeility, available at 

hnp:llwww.istech.info/istechlboardlloginfonn. jsp.This software takes into account Ihe frequency of 

a delennined eharacter or band and a specifí c chemical Irail and retums a numerical value Iha! is the 

statistical correlalion for each pair of data. For Ihis purpose, Ihe banding pattems were classified 

according to polymorphic variations in amplifíed RAPD fragments, if (hey differed in at leasl two 

samples wilh Ihe same primer. Wc consider Ihat the RAPO profiles have an allelic behavior when 

they share some bands al the same position on the agarose gel . The homozygole showed a simple 

band, while helerozygote showed cither one, two or three bands for the same primers used with 

different samples. An estimation of major allele frequencies was obtained by ch i square statistical and 

their correlation with quercetin accumulation trait, as a genetic Linkage Oisequil ibrium (LO) was 

obtained according to Lewontin (1964, 1995). Addilionally, each banding panem was associated with 

the quercetin concentration as a phenotypic trait. The association of RAPO profiles generated from 

each sample with different primers with quercetin aceumulation was obtained Ihrough the 

expectation-maximization (E~M) algorithm of the SNPanalyzer software (Excoffier and Slatkin 

1995). 

Results 

Ten matUTe trees from each area were randomly selectcd and eval uated for their quercctin content 

during difTerent seasons Ihroughout the year. Significant difTerences were observed in quercetin 

accurnulation throughout seasons in sorne states. Whereas Queretaro and Michoacan did not have a 

significanl season variation (5.57 ± 0.95 mg g" and 2.32 ± 0.43 mg g" respectively), eultivars from 

Aguascalientes showed the highest quercetin conteot of 9.34 ± 1.14 mg g,l followed by Estado de 

Mexico with 8.5 1 ± 1.94 mg g,l in spring; the lowest accumu lations were in auturnn wilh 5.52 ± 2.02 

mg g.l and 5.53 ± 1.9 1 mg g" respectively, showing a significant difference between seasons (P < 

0.(01). lnterestingly, from aU the collected trees, one Estado de Mexico individual analyzed in spring 

was the highest produeer, with a quercetin content of 12.62 mg g.l(data nol shown). Our resuhs are in 

agreement with those of Vargas-A lvarez el al. (2006), who stated thal May and July 2000 were the 

peak times for the flavonoids (myricetin, quercetin, luteolin, and kaempfero1) aeeumulation in mature 

guaya leaves in the sampled geographic regions inc\uded in this study. 



I 

RAPO analysis is a molecular biological tool Ihal allows aD easy evaluation oí Ihe gcnome 

constitution of,different plan! samples, and the reproducibility of the results dcpends on the standard 

method and Ihe highest quality of reagents employed. The si" decamer primers tha! were used 

generated a total 0(91 RAPO fragments, resulting in differcnt amplification (mgmen! panems (Table 

1); sharing a 74 10 100% by all the analyzed individuals, depending on lhe primer used. Thc 

va1idalion af the RAPO technique was implemented by considering fragments from 200 lO 1000 base 

pairs (bp) in length (Welsh and McClelland 1990, Williams el al. 1990), and band panem 

reproducibility was detennined in al leas! two individual experiments. as indicated aboye. Also, the 

similarity obtaincd among all collected samples allowing the identifieation of polymorphie 

diffcrenees. was used as an indieator of rtprodueibil ity. 

Among the 91 gencrated fragments, on ly six were polymorphie in al leasl one individual, 

corresponding to primers 1, 2, 3 and 4 (arrows in Fig. 1). An allclie behavior upon RAPO 

amplification in Ihese primers, along wilh the correlalion bctween RAPO profiJe and a specific 

Mexiean slate, was observed. Panem lb was present on ly in Michoaean, pattems le and 2b in 

Aguascalientes and Michoacan, panern 3b in Queretaro and Miehoacan and pattem 4a in 

Aguascalientes, Estado de Mexico and Miehoaean Slates. The amplified fragments for primers 5 and 6 

were shared by all individuals without polymorphic fragments. 

In a preliminary eorrelation between band panems and quereetin aecumulation, we found two 

individuals eontaining ~ 10.5 mg lotal quereetin per gram of dried ¡caves collected in spring from 

Aguascalientes and Estado de Mexico, sharing the same bandiog paneros. An statistieal analysis in al1 

RAPO pattcms with SNPanalyzer and EM algorithm allowed us to determine Ihal 1 a, 2a, 3a and 4c 

are the fIlOSI informative combinaliODS (MIC), due lO the high frequencies of lhe 590 bp fragment 

(allele la) and 480 and 460 bp fragments (compound allele 4c); alleles 2a and 3a are the laeking of 

the 360 or 690 bp bands, rcspectively. This MIC refers 10 the correlation between ONA fragments and 

the quereetin accumulalion. [n order 10 explore the possible interaction among all these allele

fragments, we evaluale their linkage disequilibrium (LO) association. As il can be seen in table 1, Ihe 

major LO for aUele 4c was with la and 2a fragments, whereas for allele 4b, significant LO values 

were with the 3a aUele, the laek of the 690 bp fragment. 

With Ihe purpose of idcntifying a genetie factor Ihat was involved in the variation of quereetin 

accumulation, we suggesled a ONA molecular marker analysis lO identify genomic eharaeteristics 

relaled to qucrcetin varialion. Many authors have treated the RAPO teehn ique as equivalen! 10 single 

genelic alleles in sueh a way Ihat when population genelies statistics are used, there are relalionships 

lo the observed phenotype (Becerra and Paredes 2000, Padilla-Ramirez e! al. 2002). Aecording lo OUT 

analysis, the frequency of fragments resulting in MIC, correlales lO quercetin eontent, a dominanl trail 



with a Lod score of9.498 for a Quantitative Trait Loei (QTL) relationship between the la and 2a with 

4e banding pattems (p<O.05), a significant high value lha! correlates with our phcnolype lrail. 

In conclusion, we found clear and defined amplification fragments linked to quercetin glycoside 

accumulation in P. guajava individuals and demonSlrated Ihal, even when differcnt individuals of the 

same region were analyzed, the presence of these amplified fragments correlaled with the quercetin 

accumulation capability ofa specific indi vidual. 
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Table l . The sequences of primers used for RAPO analysis and a summary of the frequency and linkage disequilibriums of the banding pattems 

obtained from P. guajava L. individuals us ing RAPO polymorphic rragments [bp]. The directionality of each nuclootide sequence is 5 ' lO 3', 

Polymorphic fragment analysis is indicated betwecn parentheses. The majar pattero band obtained in RAPO analysis correlating with linkage 

disequilibriwn 3ssociation is ¡ndieated by aD asterisk. 

Nucleolide 

Primer sequence 

2 

3 

4 

5 

6 

GGTGCGGGAA 

GTTTCGCTCC 

GTAGACCCGT 

AAGAGCCCGT 

AACGCGCAAC 

CCCGTCAGCA 

Numberof 

polyrnorphic 

fragments 

2 (590, 610) 

1 (370) 

1 (690) 

2 (460, 480) 

o 
O 

Total number of RAPD profiles from Frequency of Linkage 

fragmenlS 

22 

16 

15 

14 

12 

12 

polyrnorphic 

fragments 

la· (590) 

lb (6 10) 

le (590/6 10) 

2.' 

2b (370) 

3.' 

3b (690) 

4. 

4b (460) 

4c· (460/480) 

5 

6 

majar panem disequilibrium 

band association 

0.82 4e 

0.79 4e 

0.98 4b 

0.69 

-



B 

bp 600bp 

e D 

600bp 



Fig. l. RAPO profiles of P. guajava from difTerent Mexican stales. 

Lane M: 100 bp ladder. A: la, lb and lc represen! polymorphic RAPO profiles using primer 1 for 

Michoacan individuals. B: 2a and 2b represent polymorphic RAPO profiles using primer 2 for 

Aguascalientes individuals. C: 3a and 3b represent polymorphic RAPO profiles using primer 3 for 

Queretaro individuals. o: 4a, 4b and 4c represent polyrnorphic RAPO profil es using primer 4 for 

Aguascalientes individuals. Arrows indicale informative fragments with allelic behavior. 
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