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Resumen

Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied es una especie cultivable de origen tropical de
la familia Myrtaceae, subfamilia Myrtoideae, tribu Myrteae (Lucas et al. 2019).Actualmente, no
hay informacion sobre la cantidad y distribucién de la diversidad genética en poblaciones
cultivadas de Cas en Costa Rica, la gran mayoria se han realizado en Psidium guajava y con
marcadores tipo microsatélites (SSR); de igual manera, no se conoce los niveles de ploidia de
estas poblaciones, Srivastava (1977) informé que este cultivo es diploide (2n = 2x = 11) e Hirano
(1967) identificd individuos tetraploides y hexaploides en muestras recolectadas en América
Central; es probable que la diversidad en el nimero cromosémico previamente reportado para
Cas puede ser una consecuencia de su proceso de domesticacion en curso. La ausencia de dicha
informacidn limita el desarrollo de programas de seleccion y mejoramiento genético en el cultivo
de Cas, que sean eventualmente dirigidos a cosechar frutos de Cas con contenido alto y
homogéneo de polifenoles, y que sea comercializado como alimento funcional. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio fue caracterizar diversidad genética de poblaciones cultivadas de
Cas (Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied) en Costa Rica utilizando descriptores
citogenéticos y moleculares para su eventual conservacién y/o seleccién en programas de
mejoramiento genético. En el primer capitulo, cuantificamos el nimero de cromosomas (ploidia)
de seis poblaciones cultivadas de Cas mediante tincion de cromosomas con DAPI y determinamos
el tamafio del genoma de estas poblaciones utilizando citometria de flujo. Observamos que las
poblaciones de Cas en Costa Rica son consistentemente diploides (2n = 2x = 22). Asi mismo,
determinamos que los individuos de dichas poblaciones presentan un contenido promedio de
ADN nuclear de 2C de 1.960 + 0.005 pg, equivalente a 1916.88 Mbp. La uniformidad encontrada
entre las poblaciones costarricenses de Cas en términos de nimero cromosémico y tamafio del
genoma (ADN nuclear) sugiere un origen comun entre ellas. Alternativamente, sugerimos que
dicha uniformidad puede ser una consecuencia del establecimiento de las plantaciones a partir de
la seleccion artificial de individuos con rasgos de interés especificos y homogéneos, por ejemplo,
tamafio de la fruta o alto contenido de pulpa. En el segundo capitulo, caracterizamos diversidad y
estructura genética en cinco poblaciones cultivadas de Cas en Costa Rica utilizando ddRAD-seq;
como resultados obtuvimos 1 148 SNPs lo que sugiere que el método ddRAD-seq fue apto para
genotipar dichas poblaciones de Cas. Se obtuvo un valor promedio de heterocigosidad esperada
(He) igual a 0.352 + 0.003, lo que sugiere alta diversidad genética en todas las poblaciones
analizadas. Asi mismo, hubo un exceso de heterocigotas en todas las poblaciones analizadas,
posiblemente por causa de establecer estas plantaciones a partir de individuos o variedades
altamente heterocigotas. Se realizé un dendrograma tipo Neighbor-Joining (NJ) y un analisis
discriminante de componentes principales (DAPC), los cuales mostraron dos grupos de
poblaciones, en congruencia con el analisis de STRUCTURE que propone K=2; el primer grupo
representado por la poblacién de Escazul y el otro grupo distribuido casi homogéneamente entre
las demas poblaciones. Nuestros resultados proponen que las poblaciones de Cas se estructuran
principalmente por un factor de elevacion y barreras naturales, pero no por distancia (IBD).
Concluimos que el material genético altamente diverso observado en el segundo capitulo es
promisorio para su resguardo o conservacion; dicho material puede utilizarse eventualmente para
el establecimiento de programas de seleccion y mejoramiento genético del cultivo de Cas.
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Abstract

Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied is a cultivable species of tropical origin in
the family Myrtaceae, subfamily Myrtoideae, tribe Myrteae (Lucas et al. 2019). It produces a fruit
popularly known as "Cas", "Acid Guayaba" or "Costa Rican Guayaba" (Barahona and Rivera
1995; Rojas-Rodriguez and Torres-Cordoba 2013) that is highly desired in the diet of Costa
Ricans and Central Americans (mainly Nicaragua and El Salvador). Something remarkable about
this cultivable species is that its fruit has been potentiated as a "functional food", due to its high
polyphenolic content (proanthocyanidins (PACs) type A and B) and its high antioxidant capacity
(Red -Garbanzo et al. 2019; Cuadrado-Silva et al. 2017; Granados-Chinchilla et al. 2016; Flores
et al. 2013; Gonzéalez et al. 2012). Currently, there is no information on the can tity and
distribution of genetic diversity in cultivated populations of Cas in Costa Rica, the vast majority
have been carried out in Psidium guajava and with microsatellite-type markers (SSR); likewise,
the ploidy levels of these populations are not known, Srivastava (1977) reported that this culture
is diploid (2n = 2x = 11) and Hirano (1967) identified tetraploid and hexaploid individuals in
samples collected in Central America; It is likely that the diversity in chromosome number
previously reported for Cas may be a consequence of his ongoing domestication process.
Likewise, the size of the genome or C value of Cas is also unknown, it has been characterized
only in congeners, for example, Psidium acutangulum, Psidium cattleianum, Psidium guajava L.
(white cultivar), Psidium guajava L. (red cultivar), Psidium guineense and Psidium grandifolium
(Costa and Forni-Martins 2006b, Costa et al. 2008; Machado-Marques et al. 2016; Coser et al.
2012; Souza et al. 2015). In the first chapter, we quantified the chromosome number (ploidy) of
six cultured populations of Cas by staining chromosomes with DAPI and determined the genome
size of these populations using flow cytometry. We observe that the populations of Cas in Costa
Rica are consistently diploid (2n = 2x = 22). The results of this first chapter are essential for future
breeding programs, hybridization practices and development of QTL (Quantitative Trait Loci). In
the second chapter, we characterized diversity and genetic structure in five cultivated populations
of Cas in Costa Rica using ddRAD-seq; As results, we obtained 1,148 SNPs, which suggests that
the ddRAD-seq method was suitable for genotyping these populations of Cas. An average
expected heterozygosity value (He) equal to 0.352 + 0.003 was obtained, which suggests high
genetic diversity in all the analyzed populations. Likewise, there was an excess of heterozygotes
in all the analyzed populations, possibly due to establishing these plantations from highly
heterozygous individuals or varieties. On the other hand, we obtained a Fst = 0.220 (p <0.05),
which evidences high and significant genetic structure among the analyzed populations, in
addition, this suggests that the gene flow in these populations is restricted and occurs mainly
between nearby or adjacent populations. these. A Neighbor-Joining (NJ) dendrogram and a
principal component discriminant analysis (DAPC) were performed, which showed two groups
of populations, consistent with the STRUCTURE analysis proposed by K = 2; the first group
represented by the Escaz( population and the other group distributed almost homogeneously
among the other populations. Our results propose that Cas populations are structured mainly by
an elevation factor and natural barriers, but not by distance (IBD). We conclude that the highly
diverse genetic material observed in the second chapter is promising for safekeeping or
conservation; Such material may eventually be used for the establishment of breeding and
breeding programs for the Cas crop.
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Introduccion general

Estudiar la cantidad y distribucion de la diversidad genética dentro de una especie
cultivable es importante para establecer practicas eficientes de conservacion y
reproduccion (Avise 1994; Chaveerach et al. 2007; EI-Esawi 2012); por ejemplo, permite
identificar material genético promisorio que puede ser utilizado eventualmente para
reproducir nuevos cultivares, favorecer la domesticacion o bien desarrollar nuevas
variedades segun las necesidades productivas de esa especie cultivable (Olsen et al. 2013)
(Bretting and Widrlechner 1995).

Los descriptores citogenéticos poseen un papel importante en el conocimiento y
explotacion de la diversidad genética vegetal; ya que parte del principio de que las
especies se caracterizan por un nimero estable de cromosomas y que pueden diferenciarse
del resto de las especies o variedades dependiendo de su nimero cromosomico (ploidia)
(Wendel et al. 2016). Conocer el numero de cromosomas o ploidia de una especie
cultivable es esencial para el disefio efectivo de estrategias de mejoramiento genético;
permite practicas de hibridacion, desarrollo de QTL (loci de rasgos cuantitativos) y
permite comprender mejor los efectos de la endogamia y la heterosis (Birchler 2013;
Washburn and Birchler 2014).

Estimar el tamafio del genoma o valor C de una especie cultivable es de gran
importancia como recurso fitogenético, ya que puede utilizarse como herramienta para
beneficiar las practicas de mejora genética (Birchler 2013; Washburn and Birchler 2014).
El tamafio del genoma o valor C de una especie vegetal corresponde a la cantidad de ADN
en su nucleo haploide o gamético no replicado (polen) (Greilhuber et al. 2005). Las
variaciones del tamafio del genoma entre especies vegetales pueden tener un significado
de evolucion adaptativa; existen evidencias de correlacion entre el tamafio del genoma y

diversos rasgos fenotipicos de aparente importancia selectiva en especies vegetales, como



el tamafio de semilla (Wakamiya 1993), respuesta al CO> (Jasienski and Bazzaz 1995),
eficiencia de tasas metabolicas (Vinogradov 1995), desarrollo de plantulas (Smarda et al.
2008), tamafno de la flor (Meagher et al. 1994), etc. En cuanto a los caracteres
ambientales, Knight y Ackerly (2002) encontraron correlacion entre el tamafio del
genoma y temperaturas extremas o precipitaciones anuales; asi mismo, Achigan-Dako et
al. (2008) observaron una correlacion entre tamafio del genoma y altitud para el cultivo
de calabaza.

Una técnica ampliamente utilizada para estimar el tamafio del genoma de una especie
vegetal es la citometria de flujo (Dolezel and Bartos§ 2005). El principio de citometria de
flujo consiste en el uso de un agente que es intercalante en los nucleétidos del ADN
(principalmente adenina (A) y timina (T)) y que es fluorescente (Pl (propidium iodade)),
posteriormente, se utiliza luz ultravioleta (UV) o un “Green Laser” para realizar conteos
de células o nucleos que van a emitir la fluorescencia previamente afiadida y con este
conteo se determina el contenido de ADN o tamafio del genoma nuclear (Laguado 2007).
Asi mismo, con el desarrollo actual de las técnicas de secuenciacion de segunda y tercera
generacion (NGS), la informacion sobre el tamafio del genoma o el valor C es esencial
para establecer condiciones experimentales apropiadas, para preparar de manera efectiva
bibliotecas gendmicas y secuenciar genomas completos de especies cultivables (Leitch
and Leitch 2008).

De la misma manera, los marcadores moleculares son descriptores ampliamente
utilizados en estudios de diversidad genética en plantas (Kumar and Agrawal 2017;
Treuren and Hintum 2014; Bordoni and Hodgkin 2012). A traves de los marcadores
moleculares es posible analizar en profundidad la estructura del genoma de las plantas y
de esta manera hacer mas eficiente la utilizacion de los recursos genéticos en el

mejoramiento vegetal; incluso en los altimos afios se ha avanzado mucho en el desarrollo



de mapas genéticos y en el marcado de genes de interés agronomico (Marker Assisted
Selection” (MAS)). Un ejemplo de marcadores moleculares son los polimorfismos de un
solo nucle6tido (SNPs) (Thavamanikumar et al. 2011), los SNPs se caracterizan por ser
abundantes en el genoma en comparacién a otros marcadores, ademas una gran mayoria
de SNPs se encuentran en regiones genémicas codificantes, tienen menor tasa de error y
mayor rentabilidad en comparacion con los microsatélites (SSR) y AFLPs (Mammadov
et al. 2012; Kumar et al.2017). Asi mismo, los SNPs poseen una baja tasa de mutacién
(~10®), siendo méas adecuados para marcadores de seleccion a largo plazo (McKay et al.
2008; Lin et al. 2010).

Con la aparicion de la secuenciacion de proxima generacion (NGS, con sus siglas en
inglés) se han implementado diferentes métodos para desarrollar y genotipar miles de
marcadores en todo el genoma (Bao et al. 2020; Basak et al. 2019; Davey et al. 2011).
Por ejemplo, la secuenciacién de ADN asociada a sitios de restriccion (ddRADseq), es
una técnica que genera una gran cantidad de marcadores moleculares con polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs) a partir de una sub-representacion del genoma (Peterson et
al. 2012; Li et al. 2019; Sudan et al.2019; Bai et al. 2018; Davey et al. 2011). EI método
ddRAD-seq consiste en que el ADN gendmico se digiere mediante la combinacion de dos
enzimas para luego secuenciar desde los sitios de restriccion y asi generar una gran
cantidad de lecturas cortas, que luego son utilizadas para la basqueda de los SNPs (Li et
al. 2019; Sudan et al.2019).

El método ddRAD-seq ha sido utilizado en estudios de diversidad genética en cultivos
de tomate, cebolla, naranja y camote (Peterson et al. 2012; Lee et al. 2018; Shirasawa et
al. 2016; Shirasawa et al.2017; Penjor et al.2016). A diferencia de la secuenciacion del
genoma completo, en ddRADseq solo se dirige a un subconjunto del genoma, pero con la

ventaja de que no requiere ningun conocimiento previo del genoma de la especie de



interés, proporcionando buen rendimiento y rentabilidad para estudios de diversidad
genética (Guillardin-Calvo et al. 2019; Pyne et al. 2017).

Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied es una especie cultivable de origen
tropical de la familia Myrtaceae, subfamilia Myrtoideae, tribu Myrteae (Lucas et al.
2019). Produce un fruto conocido popularmente como “Cas", "Guayaba acida" o
"Guayaba costarricense” (Barahona and Rivera 1995; Rojas-Rodriguez and Torres-
Cordoba 2013) que es muy apetecido en la dieta de los costarricenses y centroamericanos
(principalmente Nicaragua y El Salvador). En Costa Rica se vende en supermercados,
“ferias del agricultor” y se utiliza principalmente para hacer refrescos pasteurizados,
postres, mermeladas y otros productos relacionados (Le6n 2000). Por lo general, esta
especie se cultiva en grupos pequefios, jardines caseros, potreros, y mas recientemente,
en plantaciones de mediano tamafio, pero, sin apoyo técnico y promocion del cultivo.
(Rojas-Rodriguez and Torres-Cérdoba 2013). Por otra parte, esta especie cultivable se
caracteriza por poseer flores hermafroditas, reproduccién alégama y polinizacion
principalmente realizada por insectos del orden Lepiddptera e Himendptera (Barahona
and Rivera 1995).

Algo destacable de esta especie cultivable es que su fruto ha sido potencializado como
“alimento funcional”, debido a su alto contenido polifendlico (proantocianidinas (PACs)
tipo Ay B) y a su gran capacidad antioxidante (Rojas-Garbanzo et al.2019; Cuadrado-
Silva et al.2017; Granados-Chinchilla et al.2016; Flores et al.2013; Gonzalez et al.2012).
Un alimento funcional es aquel que ademas de sus componentes nutricionales tiene
metabolitos secundarios que afectan positivamente la salud, mas alla de los efectos
nutricionales basicos, reduciendo el riesgo de enfermedades (Farag et al. 2020; Bigliardi

& Galati 2013; Binns & Howlett 2009).



Investigaciones previas han demostrado el potencial del Cas como alimento
funcional, por ejemplo, Flores et al. (2013), estudiaron en modelos in vitro de células
HSAECs (Human Primary Small Airway Epithelial Cells) la capacidad que tienen los
extractos del fruto de Cas para reducir la inflamacion causada en pulmones por la
exposicion al humo de tabaco (EPOC). También, Granados et al. (2016) observaron
actividad antimicrobiana contra bacterias comunes transmitidas por alimentos, utilizando
aceites esenciales del fruto de Cas. Asi mismo, Gonzalez et al. (2012) compararon la
capacidad antioxidante de 34 frutas tropicales, observando mayor capacidad antioxidante
de los extractos del fruto de Cas en comparacion con extractos de Guayaba blanca (white
flesh), Dragon fruit, Noni, Mango, Naranja y Rambutan. También, Rojas-Garbanzo et al.
(2019) caracterizaron mas de 100 compuestos del fruto de Cas, aislaron proantocianidinas
(PACs) y flavonolignanos; y destacaron el potencial del fruto para comercializarlo como
alimento funcional.

Actualmente, no hay informacion sobre la cantidad y distribucion de la diversidad
genética de poblaciones cultivadas de Cas en Costa Rica utilizando marcadores
moleculares, la gran mayoria se han realizado en Psidium guajava y con marcadores tipo
microsatélites (SSR); de igual manera, no se conoce los niveles de ploidia de estas
poblaciones, Srivastava (1977) informé que este cultivo es diploide (2n = 2x = 11) e
Hirano (1967) identifico individuos tetraploides y hexaploides en muestras recolectadas
en América Central; es probable que la diversidad en el nimero cromosomico
previamente reportado para Cas puede ser una consecuencia de su proceso de
domesticacion en curso. Asi mismo, tampoco se conoce el tamafio del genoma o valor C
del Cas, se ha caracterizado solamente en congéneres, por ejemplo, Psidium
acutangulum, Psidium cattleianum, Psidium guajava L. (cultivar blanco), Psidium

guajava L. (cultivar rojo), Psidium guineense y Psidium grandifolium (Costa and Forni-



Martins 2006b, Costa et al. 2008; Machado-Marques et al.2016; Coser et al.2012; Souza
et al.2015). La ausencia de dicha informacion limita el desarrollo de programas de
seleccion y mejoramiento genético en el cultivo de Cas, que sean eventualmente dirigidos
a cosechar frutos de Cas con contenido alto y homogéneo de polifenoles, y que sea
comercializado como alimento funcional.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue caracterizar diversidad genética de
poblaciones cultivadas de Cas (Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied) en Costa
Rica utilizando descriptores citogenéticos y moleculares para su eventual conservacion

y/o seleccién en programas de mejoramiento genético.
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CAPITULO 1. Genome size and chromosome number of Psidium
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied (“Cas”) in six populations of Costa Rica
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Genome size and chromosome number of Psidium friedrichsthalianum

(O. Berg) Nied (“Cas™) in six populations of Costa Rica

Abstract

Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied is a species found from southern
Mexico, Central America; and there are reports that it is also found in Venezuela
and Ecuador. It is a common fruit component of the Costa Rican diet, and it is
valued industrially for its high content of polyphenols, mainly proanthocyanidins
(PACs). This crop is not completely domesticated and there are no improved
varieties produced through plant breeding. Genome size or ploidy levels have not
been investigated in Costa Rican populations of Psidium friedrichsthalianum.
Information about chromosome number and genome size is paramount for plant
breeding strategies. Therefore, the main objective of our study was to determine
chromosome number using pollen meiocytes and genome size by flow cytometry
in six populations of P. friedrichsthalianum in Costa Rica. We found x = 11
bivalent chromosomes in all meiocytes analysed, classifying these populations as
diploid. All populations had an average nuclear DNA content of 2C = 1.960 +
0.005 pg. No statistically significant differences in nuclear DNA content were
found among populations. We conclude that the consistency in chromosome
number and genome size among populations suggests a common origin among
them. Our estimates of the number of chromosomes and genome size of P.
friedrichsthalianum determined in this study will be essential for future breeding
programs, hybridization practices and development of QTL (Quantitative Trait
Loci).

Keywords: ploidy; fluorescent microscopy; 2C nuclear DNA; flow cytometry;

Costa Rican Guava; plant breeding.

Word Count: 2546
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Introduction

Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied is a tropical species in the family
Myrtaceae, subfamily Myrtoideae, tribe Myrteae (Lucas et al. 2019); commonly known
as "Cas", "Sour Guava" or "Costa Rican Guava". It is a medium-sized tree with reddish
branches and abundant foliage of intense green color. Flowers are perfect, possibly
allogamous and pollination is performed by bees and occasionally by hummingbirds
(Barahona and Rivera 1995). Fruits are fleshy globose berries, between 5 and 10 cm in
diameter with a greenish to yellow exocarp and a very distinct soft and acidic pulp. In
addition, it is presumed that its center of origin is in Costa Rica (Barahona and Rivera
1995; Rojas-Rodriguez and Torres-Cordoba 2013). “Cas” fruits are characterised by
abundant polyphenol content, mainly proanthocyanidins (PACs); these metabolites have
important antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and vasodilatory properties
(Cuadrado-Silva et al. 2017; Flores et al. 2013; Rojas-Garbanzo et al. 2019; Granados-
Chinchilla et al. 2016; Gonzélez et al. 2012). Vasconcelos et al. (2019) described the
chemical composition and allelopathic properties of essential oils extracted from P.
friedrichsthalianum, suggesting that this oil may be used as a natural weed control
comparable in efficacy, to synthetic herbicides. This fruit is considered an important
resource due to its photochemical properties; however, few studies have been conducted
on this tropical fruit.

The germplasm of P. friedrichsthalianum in Costa Rica has not yet been
genetically characterized, however, Srivastava (1977), reported this species as diploid (2n
= 2x = 11), while Hirano (1967) reported tetraploid and hexaploid individuals in Central
America samples. The diversity in chromosomal number previously reported for P.
friedrichsthalianum may be a consequence of its ongoing domestication process.

Information on chromosome numbers in the Myrtaceae is generally scarce, the fairly
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small chromosomes found in this taxonomic group, which rarely exceed 2 mm (Costa
2004), may curb chromosome determination. Presently, genome sizes have been reported
for Psidium acutangulum, Psidium cattleianum, Psidium guajava L. (white cultivar),
Psidium guajava L. (red cultivar), Psidium guineense and Psidium grandifolium (Costa
and Forni-Martins 2006b, Costa et al. 2008; Machado-Marques et al. 2016; Coser et al.
2012; Souza et al.2015) (Table 1). However, the genome size or the 2C value of P.
friedrichsthalianum have not been analyzed yet.

Estimates of the number of chromosomes and genome size for P.
friedrichsthalianum are essential for the design of effective improvement strategies, such
as hybridization practices, the development of QTL (Quantitative Trait Loci), as well as
to better understand the effects of inbreeding and heterosis (Birchler 2013; Washburn and
Birchler 2014). Additionally, with the current development of second and third generation
sequencing techniques (NGS), information on genome size or C values are essential to
establish appropriate experimental conditions, to effectively prepare genomic libraries
and sequencing of complete genomes (Leitch and Leitch 2008). The C-values reported
here may be used as a tool for genomic analysis in this species, which should benefit
genetic improvement practices in this species.

Therefore, given the absence of information on ploidy level and nuclear DNA
content in populations of Psidium friedrichsthalianum; we aimed to determine the
chromosome number via fluorescent DAPI stain and flow cytometry to determine the
nuclear DNA content of this tropical fruit in six populations of Costa Rica, its likely centre

of origin.
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Materials and Methods
Sample Collection

We analysed individuals from six populations of P. friedrichsthalianum in Costa
Rica. Samples were collected from local small-scale plantations from different regions in
the country (Table 2). Plantations were located at different elevations ranging from sea
level to over 1500 m asl (metres above sea level). Samples were always taken from
reproductive trees and care was taken to collect samples from individuals that were

separated by at least 10 meters to avoid collecting possible genets.

Chromosomal count using DAPI stain

Chromosome counts were performed on pollen mother cells in meiotic metaphase.
At least seven flower buds were collected from each of six populations; flower buds
ranged between 0.7 cm and 0.8 cm in length. Flower buds were fixed in FAA solution
(96% ethanol, 5% glacial acetic acid and 40% formaldehyde) for 24 hours. As suggested
by Dyer (1979), flower buds were dissected to 3/4 of their final bud size. Anthers were
placed on slides and subjected to mechanical disaggregation (macerating anthers with a
thin spatula) adding occasional drops of acetic acid to prevent desiccation. Macerated
anthers were stained with DAPI fluorochrome (Sigma-Aldrich, Ilinois, USA) and were
incubated in the dark for 5 min. We used an epifluorescence microscope (Olympus BX50,
Olympus Corporation, Tokyo, Japan) to visualize and photograph stained cells. Only cells
that were in a state of meiotic metaphase were photographed. For each population at least
five slides were evaluated and at least one cell was recorded in a state of meiotic
metaphase. Finally, to facilitate chromosome counts, image color adjustments were
performed with Adobe Photoshop CS82 (Adobe Systems, San Jose, CA) and the ImageJ

software (US National Institutes of Health, 2007) was used to count chromosomes.
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Flow cytometry estimates of DNA content

We used flow cytometry to estimate genome size on P. friedrichsthalianum. We
collected fruits from at least 10 individuals per population. Seeds were manually
extracted, washed with tap water and dried in open air for a week to remove moisture.
After one week, seeds were sown in pots with vermiculite soil and placed in a greenhouse
for 12 weeks until seedling emergence. Ten seedlings per population were analyzed in a
BD FACSCalibur TM (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) flow cytometer. After
initial parameter adjustment in the flow cytometry equipment, samples were prepared
following the protocol by Dolezel et al. (2007) with some modifications. We used 1 mg
of leaf sample from Glycine max as a reference (2C = 2.50 pg) (Dolezel et al. 2007) and
5 mg of leaf tissue from P. friedrichsthalianum. Leaves were placed in a petri dish on ice,
then 1ml of OTTO-I lysis buffer (0.1 M citric acid, 0.5% (vol / vol) Tween 20)
supplemented with 2 mM dithiothreitol (DTT) was added to the leaf cutouts (Otto 1990).
Subsequently, leaves were cut with a razor blade until homogenization. The extract was
filtered through a 41um Nylon mesh, onto a 2.0 ml microcentrifuge tube. The filtrate was
centrifuged at 10,000 rpm for 5 minutes. The supernatant was discarded and the pellet
was resuspended in 100 pl of OTTO-I lysis buffer and incubated for 15 min at 4 ° C.
After incubation and prior to analysis in a flow cytometer, 300 pl of OTTO-I11 buffer (0.4
M Na 2 HPO 4 - 12 H 2 O) (Otto 1990), 20 pul of propidium iodide (50 pug / ml) and 2 pl
of RNase (50 pg / ml) were added to the mixture.

All measurements were based on the fluorescence of at least 5000 total events
(total nuclei). We analyzed two independent replicas of each sample on different days
and estimated an average nuclear DNA content. Mean fluorescence intensity (MFI),

number of events per peak and variation coefficient were all calculated using the FCS
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Express 4 Flow Cytometry software (De Novo Software, Los Angeles, CA). Finally, the
nuclear DNA content was calculated according to Dolezel et al. (2007) as follows:
B x C
230

Where A = 2C (pg) nuclear DNA content concentration of P. friedrichsthalianum; B =
Mean fluorescence intensity (MFI) of the Go / G1 peak of P. friedrichsthalianum; C = 2C
(pg) nuclear DNA content of the internal standard; D = MFI of the GO / G1 peak of the
internal standard. Genome size was estimated from DNA content as 1 picogram (pg) of
DNA being equivalent to 978 megabase pairs (Mbp) (Bennett et al.2000; Dolezel et al.
2003). The 2C nuclear DNA content data of all individuals was compared among
populations with a one-way ANOVA, followed by Tukey's test to determine individual

differences (p <0.05). Statistics were done using R 3.5.0 software (R Core Team 2018).

Results and Discussion

We consistently found 11 bivalent chromosomes in all meiocytes from Psidium
friedrichsthalianum (Fig 2) across all populations (Table 2). Taking into account that the
basic chromosome number of the Myrtaceae family is x = 11 (Atchison 1947; Raven
1975) we classified all Costa Rican samples of P. friedrichsthalianum as diploid
(2n=2x=22). The diploid nature of the Costa Rican guava mirrors the results from
Srivastava (1977), who similarly found a 2n = 2x = 22 diploid chromosome count in
different genotypes of Psidium friedrichsthalianum. Costa and Forni-Martins (20063, b,
2007) also described chromosome numbers for 50 species in the Myrtaceae, and found a
predominance of 2n = 2x = 22 diploid species. Naitani and Srivastava (1965), Coser et
al. (2012), Eder-Silva et al. (2007), and Souza et al. (2015), all found predominantly

diploid species in the Psidium genus, such as in Psidium chinense and Psidium guajava.
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Previous results reported P. friedrichsthalianum individuals with 2n=4x=44 and
even 2n=6x=66 (Hirano 1967), suggesting that this species may have tetraploid and
hexaploid members. These results clearly indicate that there may be variation in ploidy
levels among populations of P. freidrichsthalianum in different areas. In contrast, our
results show that at least in Costa Rica, cultivated populations are consistently diploid.
This chromosomal uniformity may be the result of a common historical origin among
populations. Alternatively, our results may also be a consequence of artificial selection
by farmers who selected cytotypes with specific homogenous traits of interests such as
fruit size of pulp content. Multiple cytotypes have also been found in other Psidium
congeners, for example in Psidium cattleyanum the cytotypes 2n = 44, 66, 77 and 88 have
been described (Costa and Forni-Martins 2006a; Costa 2009). Multiple cytotypes have
been also found in populations of Psidium guineense and Psidium guajava (Srivastava
1977; Costa and Forni-Martins 2006a; Eder-Silva et al. 2007; Souza et al. 2015).
Polyploidy is recognized as one of the main evolutionary forces in angiosperms (Soltis et
al. 2015); and it is frequently associated with interspecific hybridization followed by
chromosomal duplication to restore hybrid fertility (Soltis et al. 2009). Results from
congeners suggests that P. friedrichsthalianum may also have the potential to create other
cytotypes may represent important prospects for future breeding programs.

Our study found bivalent and univalent chromosomes in meiocytes of P.
freidrichsthalianum (Fig 2 a, b, c). Chromosomes were also observed in a trivalent state
(Fig 2d) and this is consistent with previous observations by Srivastava (1977) in this
species. Univalent chromosomes are frequently observed in plants; these can arise
through three different ways: (i) when a chromosome is not matched completely in
zygotene stage; (ii) when paired bivalents separate in diplotene because robust chiasmata

have not yet formed between them; (iii) due to premature disjunction of the bivalents
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during anaphase (Pires-Bione et al. 2000). The premature migration of univalent
chromosomes to the poles during cell division is common in plants, giving rise to
micronuclei (Pagliarini 1990; Pagliarini and Pereira 1992; Consolaro et al. 1996).
Alternatively, univalent chromosomes may occasionally occur in plants due to
environmental factors such as temperature fluctuations (Heilborn 1934; Katayama 1935).
Some of our sites differ drastically in climatic conditions, however, further studies are
needed to better understand the cytology of this species.

Our flow cytometry estimates were very consistent across all plant samples. Our
coefficients of variation were all less than 5% (Table 3), which confirms that our
suspensions had a sufficient number of stoichiometrically stained and intact nuclei.
Additionally, DTT used in nuclei suspensions proved to be effective inhibiting cytosolic
interfering compounds which resulted in clear histograms. DTT is commonly used in
flow cytometry studies because of its broad antioxidant activity (Dolezel et al. 2007). In
our study, DTT was very efficient because many woody species in the Myrtaceae, as is
the case of P. friedrichsthalianum, contain abundant secondary metabolites that may
interfere with DNA content staining (Loureiro et al.2006) (Ohri and Kumar 1986).

We determined a mean nuclear value of 2C = 1.960 = 0.005 pg for P.
friedrichsthalianum, equivalent to 1916.88 Mbp (Bennett et al .2000) (Fig 3, Table 3).
Nuclear DNA content did not statistically vary among all six populations (F=0.29; df=5;
p = 0.917). Leitch et al. (1998) and Soltis et al. (2003) classified species with 1C < 1.4
pg content as species with a very small genomes compared to other angiosperms.
Therefore, given our 1C estimates (1C = 0.98 £ 0.005 pg) (Table 3) the Costa Rican guava
should also be classified as a small genome species. Consistently, Machado-Marques et
al. (2016) found that Psidium guajava and Psidium guineense, also have very small

genomes as 1C = 0.475 pg and 1C =0.925 pg, respectively (Table 1). Almeida- Carvalho
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et al. (2017) determined that 25 species of the genus Eucalyptus (Myrtaceae), all had 1C
values between 1C=0.40 pg and 1C=0.75 pg which may indicate that the Myrtaceae
family may typically contain species with smaller genomes. On the other hand, our 2C
estimates (2C =1.960 + 0.005 pg) are within the range described by Souza et al. (2015),
who also used flow cytometry on different species of Psidium and found 2C values that
ranged between 2C=0.99 pg and 2C=5.48 pg. However our estimates are significantly
higher than those found for different varieties of Psidium guajava; for example, Coser et
al. (2012) found 2C = 0.507 pg for the white varieties, and 2C = 0.551 pg or 2C = 0.950
pg for the red varieties; while Souza et al. (2015) found 2C = 0.990 pg and 2C = 1.020
pg in purple and "Paluma™ varieties respectively (Table 1). These differences in genome
size may be due to (i) natural or bred adaptations of these species to different
environmental conditions (Cavallini and Natali 1990), for example, to new cultivation
environments; (ii) hybridization events, or (iii) changes in repetitive DNA sequences
(Martel et al.1997). Several authors have suggested that transposable elements (TE) may
be important in the evolution of genome sizes in plants (Wang et al. 2016; Wendel et al.
2016; Zhao et al. 2016). For example, Almeida-Carvalho et al. (2017) compared the
genome size of two Eucalyptus species, E. botryoides (2C=1.350 pg) and E. microcorys
(2C=1.040 pg); and found big differences in genome size between them, although both
had the same chromosome number (2n = 2x = 22) (Table 1). They argued that variations
in 2C values in these Eucalyptus were caused by chromosome rearrangement and possibly
TE elements.

Therefore, our results on ploidy level and genome size of P. friedrichsthalianum,
contribute to the cytogenetic characterization of this economically important fruit species.
This information may be used to design regional conservation strategies that preserve

local genetic resources. Flow cytometry may be used to assess ploidy level in in vitro
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propagated plants (Ochatt et al. 2011), to screen for plants with higher ploidy levels,
which may have new features of economic interest such as increased fruit size, or better
juicing capabilities. Additionally, results from our study could aid the taxonomic
definition of P. friedrichsthalianum species and the understanding of phylogenetic

relationships among other members in the genus Psidium.

Conclusions

Populations of Psidium friedrichsthalianum from six different regions of Costa
Rica, the likely centre of origin of this species, have a chromosome number equal to 2n
= 2x =22, indicating that cultivated populations in Costa Rica, are all consistently diploid.
Furthermore, these populations have an average 2C nuclear DNA content of 1.960 *
0.005 pg. The uniformity found across populations in terms of chromosomal number and

nuclear DNA content, suggests a common origin among them.
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Tables

Table 1. Chromosomes number and genome size from different species of Psidium and

Eucalyptus (Myrtaceae) determined in previous studies. The content of holoploid nuclear
DNA (2C, pg DNA) and the content of monoploid DNA (1C, pg DNA) are also provided.

Species

Eucalyptus microcorys
Eucalyptus botryoides

Psidium guajava

Psidium guajava (purple)

Psidium guajava ("Paluma™)
Psidium guajava (white cultivar)
Psidium guajava (red cultivar)
Psidium grandifolium var. cinereum

Psidium grandifolium var.
argenteum
Psidium cattleianum

Psidium cattleianum
Psidium guineense
Psidium guineense
Psidium acutangulum

2n

22
22

22

18
22
22
22
44
44

44
44
44
44
44

Ploidy
level

2X
2X

2X

2X
2X
2X
2X
4x
4x

4x
4x
4x
4x
4x

Nuclear
DNA

content

2C (pg)  1C(p9)

Genus Eucalyptus

1.040 0.520
1.350 0.675
Genus Psidium
0.950 0.475
0.990 0.495
1.020 0.510
0.507 0.253
0.551 0.275
1.280 0.640
0.820 0.410
1.053 0.526
1.990 0.995
2.020 1.010
1.850 0.925
1.167 0.583

1C (Mbp)*

508.56
660.15

464.55

484.11
498.78
247.43
268.95
625.92
400.98

514.42
973.11
987.78
904.65
570.17

*1pg DNA =978 Mbp (Dolezel et al. 2003; Bennett et al. 2000).

Reference

Almeida-Carvalho et al.(2017)
Almeida-Carvalho et al.(2017)

Machado-Marques et al.(2016);
Coser et al. (2012)
Souza et al.(2015)

Souza et al.(2015)
Coser et al. (2012)
Coser et al. (2012)
Costa and Forni-Martins (2009)
Costa and Forni-Martins (2009)

Costa and Forni-Martins (2006b)
Souza et al.(2015)
Souza et al.(2015)
Machado-Marques et al.(2016)
Costa and Forni-Martins (2009)
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Table 2. Collection sites of “Costa Rican Guava” used to determine genome size and

chromosomal number. PPT: mean annual precipitation (mm); Samples CMF: number of

seedlings used for flow cytometry; Samples NM: number of samples used to determine

chromosomes count.

Population

name

Cervantes
Guaépiles
Tacacori
Ciruelas

Batan

Escazu

Geographical coordinates

09°53728.3"'N
10°13742.1"N
10°03°07.3"N
09°59°05.7'N
10°04°34.4°'N
09°55708.3"N

83°47°24.0°'W
83°46°06.3"W
84°12°52.3"'W
84°15'26.3"'W
83°22°37.2"W
84°07°42.6"W

Altitude
(mas.l)

1465

262
952

910
114
2428

PPT
(mm)

2500

4535
2100

1900

3567
1929

Temp = Samples

(°C)
24

27
23

23
28
24

CMF

10

10
10

10
10
10

Samples

33

NM

ol o1 o1 o1 Ol



Table 3. Parameters obtained by flow cytometry to determine the genome size of Psidium
friedrichsthalianum. NE: Number of events obtained; CV: Coefficient of variation
obtained; 2C (pg): holoploid nuclear DNA content obtained; 1pg DNA = 978 Mbp
(Dolezel et al. 2003; Bennett et al. 2000).

Species NE Ccv 1C (pg) 2C (pg) Mbp

Psidium friedrichsthalianum 2452 +0.001 2.95+0.007 0.980 £ 0.005 1.960+0.005  1916.88
Glycine max (standard) 2756 = 0.005 3.01 £ 0.005
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Figures

Figure 1. (a) Seedlings of P. friedrichsthalianum used to measure genome size by flow
cytometry. (b and c) Flower buds of P. friedrichsthalianum used for cytogenetic

observations.

Figure 2. Bivalent chromosomes of P. friedrichsthalianum in meiotic metaphase, stained
with DAPI, scale bar 10um. (a, b and c) Samples from the populations of Cervantes,
Tacacori and Escazu respectively, showing 11 bivalent chromosomes. (d) Image showing

chromosomes in trivalent, bivalent and univalent states.

Figure 3. Relative fluorescence intensity (propidium iodide (PI)) histogram obtained
after a simultaneous cytometric analysis of nuclei of reference standard (Glycine max,
2C=2.50 pg of DNA) and Psidium friedrichsthalianum (2C= 1.960 + 0.005 pg).
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CAPITULO 2. Caracterizacion de diversidad y estructura genética de poblaciones
cultivadas de “Cas” (Psidium friedrichsthalianum Ndz) en Costa Rica utilizando
ddRADseq.

! Articulo con formato de revista PLOS ONE para ser sometido una vez sea traducido al inglés.
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Caracterizacion de diversidad y estructura genética de poblaciones
cultivadas de “Cas” (Psidium friedrichsthalianum Ndz) en Costa Rica
utilizando ddRADseq

Resumen

El aumento de enfermedades cronicas y enfermedades no transmisibles (ENT) a nivel mundial ha
impulsado el desarrollo de la "funcionalidad alimentaria”. Un alimento funcional es aquel que ademas de
sus componentes nutricionales, tiene metabolitos secundarios que afectan positivamente la salud mas alla
de los efectos nutricionales basicos, por ejemplo, reduciendo el riesgo de enfermedades. Diversas frutas
nativas del continente americano han ganado atencién como posibles alimentos funcionales, sin embargo,
muchas de estas se encuentran atn en estado natural o “emergente” y no como cultivos comerciales; lo que
provoca que las cosechas no tengan homogeneidad en contenido de nutrientes o concentraciéon de
metabolitos secundarios. Estas heterogeneidades reducen el potencial de comercializarlas a gran escala. En
este contexto, Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied conocido popularmente como "Cas", es una
especie cultivable de origen tropical cuyo centro de origen se presume es Costa Rica. Su fruto ha sido
potencializado como “alimento funcional”, debido a su alto contenido polifendlico (proantocianidinas
(PACs) tipo Ay B) y a su gran capacidad antioxidante. Sin embargo, no se ha estudiado la diversidad y
estructura genética de este cultivo y no existen bancos de germoplasma, lo cual limita el desarrollo
comercial del cultivo e impide el desarrollo de programas de seleccion y mejoramiento genético. Por lo
tanto, esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar diversidad y estructura genética en poblaciones
cultivadas de Cas en Costa Rica utilizando ddRAD-seq, con el fin de identificar individuos o poblaciones
con alta diversidad genética para su eventual conservacion y/o seleccion en programas de mejoramiento
genético. Como resultados obtuvimos 1 148 SNPs lo que sugiere que el método ddRAD-seq fue apto para
genotipar las poblaciones cultivadas de Cas. Se obtuvo un valor promedio de heterocigosidad esperada (He)
igual a 0.352 + 0.003, lo que sugiere alta diversidad genética en todas las poblaciones analizadas. Asi
mismo, hubo un exceso de heterocigotas en todas las poblaciones analizadas, posiblemente por causa de
establecer estas plantaciones a partir de individuos o variedades altamente heterocigotas. Por otra parte,
obtuvimos un Fst=0.220 (p<0.05), lo que evidencia estructura genética alta y significativa entre las
poblaciones analizadas, ademas, esto sugiere que el flujo de genes en estas poblaciones es restringido y
ocurre principalmente entre poblaciones cercanas o adyacentes a estas. Se realizd un dendrograma tipo
Neighbor-Joining (NJ) y un analisis discriminante de componentes principales (DAPC), los cuales
mostraron dos grupos de poblaciones, en congruencia con el analisis de STRUCTURE que propone K=2;
el primer grupo representado por la poblacién de Escazl y el otro grupo distribuido casi homogéneamente
entre las demas poblaciones. Nuestros resultados proponen que las poblaciones de Cas se estructuran
principalmente por un factor de elevacién y barreras naturales, pero no por distancia (IBD). Concluimos
que el material genético altamente diverso observado en el presente estudio es promisorio para su resguardo
0 conservacién; dicho material puede utilizarse eventualmente para el establecimiento de programas de
seleccion y mejoramiento genético del cultivo de Cas.

Palabras clave: alimento funcional, Cas, diversidad genética, ddRAD-sequencing, secuenciacion de
préxima generacion.
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Introduccion

El aumento de enfermedades cronicas y enfermedades no transmisibles (ENT) a nivel
mundial causadas por un estilo de vida sedentario y una dieta baja en nutrientes y
antioxidantes, ha provocado que la ciencia y la industria agroalimentaria impulsen
soluciones sostenibles como la “funcionalidad alimentaria” (Elmaliklis et al. 2019; Chang
et al. 2018; McClements et al. 2009). Un alimento funcional es aquel que ademas de sus
componentes nutricionales tiene metabolitos secundarios que afectan positivamente la
salud, mas alla de los efectos nutricionales basicos, reduciendo el riesgo de enfermedades
(Farag et al. 2020; Bigliardi & Galati 2013; Binns & Howlett 2009). Diversas frutas
originarias de América han ganado popularidad y atencion como “alimentos funcionales”;
algunos ejemplos son el Agai (Euterpe oleracea), la Granadilla (Passiflora ligularis), la
Uchuva (Physalis peruviana), y el Maqui (Aristotelia chilensis) (Romao et al. 2020;
Etzbach et al. 2020; Fellah et al. 2019; Romero-Gonzalez et al. 2019). Muchas de estas
frutas se encuentran atin en estado natural o “emergente” y no como cultivos comerciales,
provocando que las cosechas no tengan homogeneidad en contenido de nutrientes o
concentracion de metabolitos secundarios. Estas heterogeneidades reducen el potencial
de comercializarlas a gran escala (Rufino et al. 2010; Gironés-Vilaplana et al. 2014).

Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied es una especie cultivable de origen
tropical de la familia Myrtaceae, subfamilia Myrtoideae, tribu Myrteae (Lucas et al.
2019); cuyo origen se presume es en Costa Rica (Barahona and Rivera 1995). Produce un
fruto conocido popularmente como “Cas", "Guayaba acida" o "Guayaba costarricense"
(Barahona and Rivera 1995; Rojas-Rodriguez and Torres-Cordoba 2013) que es muy
apetecido en la dieta de los costarricenses y centroamericanos (principalmente Nicaragua

y El Salvador). En Costa Rica se vende en supermercados, “ferias del agricultor” y se
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utiliza principalmente para hacer refrescos pasteurizados, postres, mermeladas y otros
productos relacionados (Ledn 2000). Por lo general, esta especie se cultiva en grupos
pequefios, jardines caseros, potreros, y mas recientemente, en plantaciones de mediano
tamafio, pero, sin practicas de manejo, apoyo técnico y promocion del cultivo (Rojas-
Rodriguez and Torres-Cordoba 2013). Esta especie presenta individuos diploides
(2n=2x=22), con un tamafio de genoma de 1916 Mbp (capitulo 1), contiene flores
hermafroditas, reproduccion alégama y polinizacion principalmente realizada por
insectos del orden Lepidoptera e Himenoptera (Barahona and Rivera 1995).

Algo destacable de esta especie es que su fruto ha sido potencializado como “alimento
funcional”, por su alto contenido polifendlico (proantocianidinas (PACS) tipo Ay B) y
gran capacidad antioxidante (Rojas-Garbanzo et al.2019; Cuadrado-Silva et al.2017;
Granados-Chinchilla et al.2016; Flores et al.2013; Gonzélez et al.2011). Sin embargo, a
pesar del potencial del Cas como “alimento funcional”, no hay informacién sobre la
cantidad y distribucion de su diversidad genética. Actualmente no existen bancos de
germoplasma para esta especie, lo cual limita el desarrollo comercial del cultivo e impide
el desarrollo de programas de seleccién y mejoramiento genético enfocados a cosechar
frutos de Cas con un contenido alto y homogéneo de polifenoles.

Para el cultivo de Cas, la descripciéon de la diversidad y distribucién genética es
esencial para su conservacion y reproduccién, ya que permite identificar y resguardar
material genético altamente diverso que puede ser utilizado para reproducir nuevos
cultivares, favorecer la domesticacion del cultivo o bien desarrollar nuevas variedades
segun las necesidades productivas (Olsen et al. 2013). Aunado a esto, los marcadores
moleculares han sido utilizados ampliamente en estudios de diversidad genética en
plantas (Kumar and Agrawal 2017; Treuren and Hintum 2014; Bordoni and Hodgkin

2012); un ejemplo de marcadores moleculares son los polimorfismos de un solo
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nucledtido (SNPs) (Thavamanikumar et al. 2011). Los SNPs se caracterizan por ser
abundantes en el genoma en comparacion a otros marcadores, ademéas una gran mayoria
de SNPs se encuentran en regiones gendmicas codificantes, tienen menor tasa de error y
mayor rentabilidad en comparacion con los microsatélites (SSR) y AFLPs (Mammadov
et al. 2012; Kumar et al.2017). Asi mismo, los SNPs poseen una baja tasa de mutacion
(~10®), siendo méas adecuados para marcadores de seleccion a largo plazo (McKay et al.
2008; Lin et al. 2010).

Con la aparicion de la secuenciacion de proxima generacion (NGS, con sus siglas en
inglés) se han implementado métodos para el desarrollo y genotipado de miles de
marcadores en todo el genoma de las plantas (Bao et al. 2020; Basak et al. 2019; Davey
et al. 2011). La secuenciacion de ADN asociada a sitios de restriccion (ddRADseq) (Li
et al. 2019; Sudan et al.2019; Bai et al. 2018; Davey et al. 2011), es una técnica que
genera una gran cantidad de marcadores moleculares con polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) a partir de una sub-representacion del genoma (Peterson et al. 2012).
A diferencia de la secuenciacion del genoma completo, en ddRADseq solo se dirige a un
subconjunto del genoma, pero con la ventaja de que no requiere ningn conocimiento
previo del genoma de la especie de interés, proporcionando buen rendimiento y
rentabilidad para estudios de diversidad genética (Guillardin-Calvo et al. 2019; Pyne et
al. 2017).

Esta investigacidn tuvo como objetivo caracterizar la diversidad y estructura genética
en poblaciones cultivadas de Cas (Psidium friedrichsthalianum Ndz) en Costa Rica
utilizando el método ddRAD-seq, con el fin de identificar individuos o poblaciones con
alta diversidad para su eventual conservacion y/o seleccion en programas de

mejoramiento genético.
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Materiales y métodos
Colecta de material vegetal

Se muestrearon 75 individuos de cinco poblaciones cultivadas de Cas de Costa
Rica (Fig 1). El cuadro 1 muestra las coordenadas geograficas, elevacion (msnm),
precipitacion promedio anual (mm), temperatura promedio (°C) y nimero de individuos
analizados por poblacion. Las poblaciones eran plantaciones de distintas regiones del pais
que se encontraban distribuidas en diferentes elevaciones desde los 114 msnm hasta los
1865 msnm. Siempre se tomaron muestras foliares de arboles reproductivos y se tuvo
cuidado de recolectar muestras de individuos que estaban separados por al menos 10
metros entre si para evitar la colecta de genets. De cada individuo se recolectaron hojas
jévenes y se colocaron en tubos con silica gel y posteriormente se transportaron dentro

de una hielera hasta el laboratorio para extraccion de ADN.

Secuenciacién con el método ddRAD-seq

Se extrajo ADN gendmico de todos los individuos con el protocolo de extraccion
basado en CTAB como describe Doyle & Doyle (1987). Se cuantificé el ADN mediante
NanoDrop™2000 (Thermo Scientific™) y se verifico que las muestras tuvieran una
relacién de absorbancia 260/280 entre 1.8 a 2.0, ademas, se observé la integridad del
ADN en un gel de agarosa al 1%. Posteriormente, las muestras de ADN se enviaron a
Texas A&M University Corpus Christi para realizar la secuenciacion con el método

ddRAD-seq, siguiendo el protocolo que describe Peterson et al. (2012).
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Andlisis de secuencias (lecturas) e identificacion de SNPs

Primeramente, se realizé el de-multiplexado de las lecturas, y se analiz6 la calidad
de las mismas mediante Fastqc v0.11.5 (Andrews 2010). Se realiz6 un filtrado de las
lecturas que presentaron baja calidad de bases (filtering low-quality bases), utilizando
Trimmomatic-0.36 (Bolger 2014) con los siguientes parametros:
SLIDINGWINDOW:4:30 y MINLEN:100. Las lecturas remanentes se alinearon contra
el genoma de Psidium guajava (4728 contigs, con un total de 0.38 GB, version 1.0),
utilizando el alineador BOWTIE2 v2.2.9 con los parametros estandar del programa
(Langmead et al. 2012). Luego, se utilizd SAMtools v1.9 (Li et al. 2009) para convertir
los archivos del alineamiento de formato SAM a formato BAM con el fin de visualizarlos
en el programa Integrate Genomics Viewer (IGV) (© 2013-2018 Broad Institute and the
Regents of the University of California). Enseguida, a cada archivo BAM se le afiadio
una etiqueta RG, utilizando PICARD v2.18.9 y se realiz6 un ordenamiento con SAMtools
v1.9. Posteriormente, se realizé el SNPs variant calling con Freebayes (Garrison and
Marth 2013), utilizando dos opciones: --min-coverage 15 (cobertura minima de 15X) y —
I (excluyendo indels). Enseguida, los SNPs llamados se filtraron utilizando VCFtools
v0.1.15 (Danecek et al. 2011), contra los siguientes umbrales: minor allele frequency
(MAF) > 0.05 (se incluyeron sitios con una frecuencia de alelo mayor o igual que 0.05),
--max-alleles 2 (se incluyeron solamente sitios bialélicos), --max-missing 0.8 (se
excluyeron sitios en funcién de la proporcion de datos faltantes (definido entre 0 y 1,
donde 0 permite sitios que faltan por completo y 1 indica que no se permiten datos
faltantes), --minQ 30 (se incluyeron sitios con un valor de calidad por encima de este
umbral), --minDP 5 (se incluyeron sitios con coberturas mayores o iguales a 5X), --hwe

0.05 (se excluyeron sitios que fallan prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) a
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p<0.05). En la Figura 2 se observa en resumen el pipeline bioinformatico utilizado en el

presente estudio para el anélisis de las lecturas ddRAD-seq.

Estimativas basicas de diversidad y estructura genética

Se calcularon estadisticas basicas de diversidad genética; heterocigosidad
observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), niUmero de alelos privados y estadisticas
F de Wright: coeficiente de endogamia (FIS) y el estadistico FST (Weir and Cockerham
1984). Ademas, se realiz6 un dendrograma tipo neighbor-joining (NJ) con las distancias
genéticas de Nei (Saitou and Nei 1987) y un andlisis discriminante de componentes
principales (DAPC) (Jombart et al. 2010) para encontrar alguna estructura subyacente en
las poblaciones. Lo anterior se calcul6 utilizando los paquetes “poppr” (Kamvar et al.
2014), “adegenet” (Jombart 2008), “hierfstat” (Goudet 2005) y “pegas” (Paradis 2010)
en el lenguaje estadistico R (R Core Team 2018). Asi mismo, se realizé un analisis de
agrupamiento bayesiano implementado por STRUCTURE ver. 2.3.4 (Pritchard et al.
2000), para estimar el nimero K de grupos representados por el conjunto de datos. Se
realizaron veinte ejecuciones estableciendo el nimero de agrupaciones (K) de 2 a 6. Cada
gjecucion consistio en un quemado de 25 000 pasos de la cadena de Markov (MCMC),
seguidos de 50 mil réplicas. La eleccion del nimero més probable de grupos (K) se llevd
a cabo mediante el calculo de las estadisticas AK, que se basan en la tasa de cambio en la
probabilidad de registro de los datos entre los valores de K sucesivos, segln lo descrito
por Evanno et al. (2005) utilizando Structure Harvester (Earl & vonHoldt 2012). Ademas,
se realizé una prueba de Mantel de distancias genéticas y geogréaficas utilizando la funcién
“mantel. randtest” en el programa R (Mantel 1967), con el fin de comprobar aislamiento

por distancias entre las poblaciones.
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Resultados
Andlisis de secuencias (lecturas) e identificacion de SNPs

La secuenciacion ddRAD gener6é un promedio de 5 598 710 (SD 402.675) de
lecturas por individuo (forward y reverse). Después del procesamiento con Trimmomatic-
0.36, en promedio quedaron 1 925 703 (SD 92.277) de lecturas forward y 685 205 (SD
34.789) lecturas reverse por individuo (Fig S3); las lecturas remanentes presentaron una

calidad promedio de Phred score de 30 (Q score) y un contenido promedio de 0.444 GC.

El 54% (102 921 993 lecturas) de las lecturas se alinearon contra el genoma de
Psidium guajava (4 728 contigs, con un total de 0.38 GB). Ademas, el buscador de
variantes (“variant calling”) identifico un total de 1 168 570 de SNPs. Con el primer filtro
del programa VCFtools se redujo a 393 329 SNPs; el segundo filtro a 161 468 SNPs y el
tercer filtro concluyé con 1 148 SNPs en total. Los SNPs se clasificaron segun la
sustitucion de nucleotidos como transiciones (C<»T o A «»G) o transversiones (A«~C,
CeoG, AT, GoT) y se observo una mayor frecuencia de transiciones (57.46%) que de

transversiones (42.54%) (Fig S4).

Estadisticas de diversidad genética

Los valores de heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (Hg)
se mostraron similares en todas las poblaciones, ambas con un promedio de H, =0.475 +
0.003 y He =0.352 + 0.003; asi mismo los valores de heterocigosidad observada (Ho)
fueron mayores a los valores de heterocigosidad esperada (He) (Cuadro 2), evidenciando

un exceso de heterocigotas en todas las poblaciones.
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Estructura genética

Se encontré diferencias significativas en las frecuencias alélicas de las
poblaciones (Fst = 0.220; p<0.05) (Cuadro 2). No existe una correlacién significativa
entre la distancia geografica y genética entre poblaciones (r = 0.453; p-value = 0.097)
(Fig S5). Las distancias genéticas de Nei de todas las poblaciones se observan en el
Cuadro 3, las poblaciones Ciruelas y Tacacori mostraron la menor distancia genética
(DNei = 0.00013); mientras que las poblaciones Ciruelas y Escazl presentaron la mayor

distancia genética (DNei = 0.00837).

El dendrograma tipo Neighbor-Joining (NJ) mostré dos agrupamientos claros, uno
conformado por las poblaciones Cervantes, Tacacori y Ciruelas, y un segundo
agrupamiento conformado por las poblaciones Batan y Escazi (Fig 3). El analisis
discriminante de componentes principales (DAPC), también agrupa las poblaciones
Cervantes, Tacacori y Ciruelas; pero separa las poblaciones de Batan y Escazu (Fig 4). El
analisis de STRUCTURE indic6 que el numero K de conglomerados éptimo es K=2. El
primer grupo representado principalmente por la poblacion de Escazu (Fig 5) y el otro

grupo distribuido casi homogéneamente entre las demas poblaciones.

Discusion

El alto porcentaje de alineamiento de las secuencias de Cas contra el genoma del
congénere Psidium guajava (Guayaba) sugiere que el uso de este genoma fue adecuado
como genoma de referencia para realizar los analisis del presente estudio. De la misma
manera, sugiere que ambas especies (Cas y Guayaba) no presentan aun mucha

divergencia (Peterson et al. 2012).

Nuestros resultados sugieren que las poblaciones de Cas presentan alta diversidad

genética (He=0.352). Una alta diversidad genética en poblaciones de Cas puede deberse
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en parte a su sistema de reproduccion. Se ha demostrado que las especies de plantas con
polinizacion cruzada como el Cas, presentan mayor variacion genética dentro de sus
poblaciones, en comparacion con especies autbgamas 0 especies con sistemas de
apareamiento mixto (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt 1996). Por lo general,
la polinizacién cruzada promueve el flujo génico y el movimiento de genes entre
poblaciones, aumentando la diversidad genética (Booy et al. 2000; Loveless & Hamrick
1984; Hamrick et al. 1992; El-Bakry et al. 2014). Asi mismo, una alta diversidad genética
en Cas puede deberse a su amplia distribucion en el pais y la existencia de poblaciones
naturales que mantienen el acervo genético original de la especie (Loveless & Hamrick
1984; Hamrick & Godt 1996). De la misma manera, es esperable observar alta diversidad
genética en Cas debido a que este cultivo no ha pasado por procesos de domesticacion
extensos, en comparacion con otros cultivos como cacao (Ji et al. 2013), arroz (Li 2015)

y soya (Li et al. 2010).

Una estructura genética significativa en el presente estudio indica que el flujo de
genes entre las poblaciones de Cas se encuentra restringido; y ocurre principalmente entre
poblaciones cercanas o adyacentes a estas. Nuestros resultados proponen que las
poblaciones de Cas se estructuran principalmente por un factor de elevacion y barreras
naturales, pero no por distancia (IBD) (Fig S5). Los paisajes montafiosos con diferentes
elevaciones limitan el flujo de genes entre poblaciones de plantas (Cain et al. 2000;
Theurillat and Guisan 2001), causando diferenciacion genética entre ellas, en
comparacion a especies que se encuentran limitadas a un unico plano elevacional (Till-
Bottraud and Gaudeul 2002). Nuestros resultados consistentemente separan la poblacion
Escazu de las otras; probablemente por su elevacion (1865 msnm) que difiere
marcadamente de las demas poblaciones (Cuadro 1). Es posible que estas diferencias en

elevacion limiten el flujo de genes en P. friedrichsthalianum (Cas), causando diferencias
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en frecuencias alélicas entre poblaciones por deriva. Asi mismo, el agrupamiento entre
las poblaciones Tacacori, Ciruelas y Cervantes probablemente se deba a que tienen un
mismo origen genético y provienen de un mismo cultivar, aunado a que presentan

elevaciones similares que pueden mantener el flujo génico entre ellas (Fig. 4).

Asi mismo, el patron de estructura génica observado puede deberse también al
trasiego de material (semillas o plantulas) entre fincas aledafias, lo cual es una practica
muy comun en sistemas de cultivo para aumentar la productividad (Sousa et al. 2017;
Kawa et al. 2013). La forma en que los agricultores cultivan el Cas puede ser otra causa
de estructuracién genética en estas poblaciones. Usualmente los agricultores de Cas
cosechan sus frutos y obtienen de ellos las semillas que utilizan para producir mas
individuos en sus fincas, esto por lo general provoca endogamia y aumenta la

diferenciacion genética entre las poblaciones (Ellegren and Galtier 2016).

El exceso de heterocigotas observado en las poblaciones de Cas puede deberse a
la seleccion de individuos mas heterocigotos cuando se establecieron las plantaciones
inicialmente (seleccién sobredominante) (Nei 1987; Ohta and Kimura 1970). Por lo
general, el establecimiento de cultivos conlleva la seleccion de individuos con alta
heterosis que reflejan mejor adaptacion, ventajas de rendimiento y produccién (mejor
calidad de fruto, mayor crecimiento, mayor resistencia a enfermedades, etc.) (Coulso et
al. 1998). Por lo tanto, sugerimos que un posible establecimiento de plantaciones de Cas
a partir de pocos individuos altamente heterocigotas, aunado con un trasiego de plantas
entre productores, explica los altos niveles de heterocigosidad observada en estos
cultivares. Por otra parte, Hartl & Clark (1997) y Glémin et al. (2001) citan los sistemas
de auto-incompatibilidad como posible causa de exceso de heterocigotas en plantas, sin

embargo, la auto-incompatibilidad en la especie de Cas no es clara aun, por lo tanto, para
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comprobar dicha hipotesis recomendamos hacer mas estudios relacionados. Otra posible
explicacion del exceso de heterocigotas en el presente estudio podria deberse a la
presencia de secuencias paralogas en el genoma de Cas (Verdu et al. 2016). Si bien
existen muchas ventajas al usar el método ddRAD-seq para genotipado, una desventaja
es que las secuencias pardlogas son dificiles de separar de sus loci, debido a que se
obtienen secuencias muy cortas y con gran similitud entre ellas (Davey et al.2013).
Diferentes autores recomiendan filtrar estas secuencias, sin embargo, esto se puede

dificultar si no existe un genoma de referencia (Baird et al. 2008; Miller et al. 2007).

Conclusiones

El presente estudio evidencia alta diversidad genética en las poblaciones
cultivadas de Cas en Costa Rica, sugerimos que esto puede deberse a la amplia
distribucion del Cas en el pais, al sistema de reproduccion cruzada que presenta el Cas, y
la existencia de poblaciones naturales que mantienen el acervo genético original de la
especie (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt 1996). De la misma manera, es
esperable observar alta diversidad genética en Cas debido a que este cultivo no ha pasado
por procesos de domesticacion mas extensos, en comparacién con otros cultivos (Ji et al.
2013). Observamos que las diferencias de elevacion entre las poblaciones analizadas
parece ser un factor importante de estructuracion genética en Cas, también, el trasiego de
material (semillas o plantulas) entre fincas aledafias y el método de cultivo del Cas son
posibles causantes de la estructuracion genética observada. Proponemos que el exceso de
heterocigotas observado en el presente estudio, puede deberse principalmente al
establecimiento de las plantaciones de Cas a partir de grupos de individuos o variedades

altamente heterocigotas.

51



Finalmente, el material genético altamente diverso observado en el presente
estudio es promisorio para su resguardo o conservacion; dicho material puede utilizarse
eventualmente para el establecimiento de programas de seleccion y mejoramiento
genético del cultivo de Cas. Asi mismo, es de importancia complementar dicha
informacién con datos de perfiles de contenido de antioxidantes o con descriptores
morfoldgicos (tamafio del fruto) de cada poblacion analizada, para establecer la verdadera
relacién entre variantes genotipicas y fenotipicas, y seleccionar material genético
altamente productivo con el cual se pueda establecer cultivos comerciales con un valor

agregado de alimento funcional.
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CUADROS

Cuadro 1. Sitios de colecta de material vegetal de “Cas” para determinar diversidad y

estructura genética. Poblacion: nombre de la poblacion colectada, PMA: precipitacion

media anual (mm), Temp: temperatura anual. Region: regiones en donde se encuentran

ubicadas las poblaciones cultivadas.

Poblacién =~ Coordenadas geogréficas

Cervantes  09°53'28.3"N  83°47'24.0"W
Tacacori  10°03'07.3"N  84°12°52.3"W
Ciruelas = 09°59°05.7'N  84°1526.3"W

Escaz  09°55°08.3"'N  84°07°42.6"W

Batan 10°0434.4'N | 83°22'37.2"W

(msnm)

657
845
810
1300

114

(mm)

2500
2100

1900

1929

3567

Elevacion PMA  Temp
°C)

24

23

23

24

28

Individuos
muestreados

15

15

15

15

15

Regidn

Valle
Central

Caribe
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Cuadro 2. Estimativas basicas de diversidad genética de poblaciones cultivadas de “Cas”
obtenidas en el presente estudio. Ho= heterocigosidad observada, He= heterocigosidad
esperada, Fis=coeficiente de endogamia, Fst= estadistico de estructura genética. DS=

desviacion estandar

Populations| Ho DS He DS Alelos Fst Fis
privados

Tacacori | 0.487 | 0.004 | 0.347 | 0.003 13 -0.412
EscazUl 0.494 | 0.003 | 0.344 | 0.004 19 -0.445
Batan 0.485 | 0.005 | 0.349 | 0.005 15 0.220 -0.412
Ciruelas | 0.479 | 0.002 | 0.347 | 0.002 15 ' -0.404
Cervantes | 0.502 | 0.004 | 0.343 | 0.003 3 -0.457
Promedio | 0.475 | 0.003 | 0.352 | 0.003 13 -0.426
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Cuadro 3. Distancias genéticas de Nei entre las poblaciones de “Cas” analizadas en el

presente estudio.

Tacacori

Batan

Ciruelas

Cervantes

Escazu

0.0063

0.0075

0.0084

0.0052

Tacacori

0.0053

0.0001

0.0036

Batan

0.0047

0.0046

Ciruelas

0.0046
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FIGURAS

Geographical locations of
. P. friedrichsthalianum sampling
Caribbean populations ("Costa Rican Guava")
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Figura 1. Mapa de ubicaciones geograficas donde se colecté el material vegetal de
“Cas”. Los puntos marcados son puntos exactos del muestreo.
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" Fastqc v0.11.5 Trimmomatic-0.36
De-multiplexed reads (Andrews 2010) (Bolger 2014)
Integrate Genomics SAMtools v1.9 BOWTIEZ v2.2.9
Viewer (IGV) (Ui et al.2009) (Langmead et al.2012)
Freebayes/git
PICARD v2.18.9 --miu-covy::qgge 15 1 168 570 SNPs
SAMtools v1.9 E
=i (indels)
VCFtools v0.1.15
(Danecek et al.2011)
min DP5 max-missing 0.8 MAF = 0.05
hwe 0.05 min@30 max-alleles 2
1 148 SNPs 161 468 SNPs 393 329 SNPs

Figura 2. Pipeline bioinformatico desarrollado para el analisis de las lecturas obtenidas

por ddRAD-seq.
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—— Ciruelas
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— Tacacoril

Batan ’
Escazu

0.01

Figura 3. Dendrograma basado en las distancias genéticas de Nei utilizando el algoritmo
de Neighbor-Joining (NJ) entre poblaciones de “Cas”.
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PCA eigenvalu

Figura 4. Resultados del andlisis discriminante de componentes principales (DAPC)
basado en los datos de SNPs de “Cas”. Los ejes representan los dos primeros
discriminadores lineales (LD); cada circulo representa un grupo y cada punto representa
un individuo. Los numeros romanos Yy eclipses (de color azul) representan las diferentes
subpoblaciones identificadas por el analisis DAPC.
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Ciruelas Tacacori Cervantes Escazu Batan

Figura 5. Estructura de cinco poblaciones de “guayaba costarricense” revelada por
analisis bayesiano (STRUCTURE), mostrando el mejor conglomerado de K=2. Cada
columna vertical representa un individuo y diferentes colores en el mismo individuo indican el
porcentaje del genoma compartido con cada grupo, de acuerdo con las proporciones de la
mezcla. El eje y denota la probabilidad de la asignaciéon de un individuo en las poblaciones
muestreadas.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figura S1. Imagenes representativas de algunas plantaciones de “guayaba costarricense”

en donde se realiz0 la colecta del material vegetal para el presente estudio.
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Figura S2. Alineamiento visualizado en IGV 2.3.x release de secuencias de algunos

individuos de “guayaba costarricense” contra el congénere Psidum guajava.
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Figura S3. Gréafica mostrando el nimero de lecturas antes (columnas azules) y después
(columnas naranjas) del procesamiento con Trimmomatic-0.36
(SLIDINGWINDOW:4:30 y MINLEN:100) para cada individuo de las poblaciones de
“guayaba costarricense” (P. friedrichsthalianum).
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Figura S4. Porcentaje de transiciones (C<—>T o A —G) (57.46%) y transversiones (A«<>C,
CoG, AT, GoT) (42.54%) observadas en el presente estudio.
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Figura SS. Correlacion de la distancia geografica (Dgeo) y la distancia genética (Dgen)
entre 75 individuos de poblaciones de “guayaba costarricense” (P. friedrichsthalianum),
incluida la linea de regresion (prueba de Mantel, valor de correlacion = 0.453, p-value =
0.097, en la aleatorizacion 999).
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Conclusiones generales

El objetivo del presente estudio fue caracterizar diversidad genética de poblaciones
cultivadas de Cas (Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied) en Costa Rica, utilizando
dos descriptores citogenéticos, nimero de cromosomas (ploidia) y tamafio del genoma; y
un descriptor molecular, marcadores moleculares tipo SNPs obtenidos con ddRAD-seq.
Esto con el fin de identificar germoplasma promisorio para su eventual conservacion y/o
seleccion en programas de mejoramiento genetico.

En el primer capitulo observamos que las poblaciones de Cas en Costa Rica son
consistentemente diploides (2n = 2x = 22). Asi mismo, determinamos que los individuos
de dichas poblaciones presentan un contenido promedio de ADN nuclear de 2C de 1.960
+0.005 pg, equivalente a 1916.88 Mbp. La uniformidad encontrada entre las poblaciones
costarricenses de Cas en términos de nimero cromosémico y tamafo del genoma (ADN
nuclear) sugiere un origen comun entre ellas. Alternativamente, sugerimos que dicha
uniformidad puede ser una consecuencia del establecimiento de las plantaciones a partir
de la seleccion artificial de individuos con rasgos de interés especificos y homogéneos,
por ejemplo, tamafio de la fruta o alto contenido de pulpa.

Nuestros resultados sobre el nimero de cromosomas y el tamafio del genoma de la
especie de Cas contribuyen a la caracterizacion citogenética de esta especie frutal
importante como potencial alimento funcional, lo cual hasta el momento no era clara la
informacion ni actualizada. Esta informacion puede usarse para disefiar estrategias de
conservacioén regional que preserven los recursos genéticos locales. Asi mismo, esta
informacion podria ayudar a la definicion taxonomica de P. friedrichsthalianum (Cas) y
la comprension de las relaciones filogenéticas entre otros miembros del género Psidium.

En el segundo capitulo, los marcadores moleculares tipo SNPs evidenciaron alta

diversidad genética en las poblaciones cultivadas de Cas en Costa Rica; sugerimos que
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esto puede deberse a la amplia distribucion del Cas en el pais, al sistema de reproduccién
cruzada que presenta el Cas, y la existencia de poblaciones naturales que mantienen el
acervo genético original de la especie (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt
1996). De la misma manera, es esperable observar alta diversidad genética en Cas debido
a que este cultivo no ha pasado por procesos de domesticacion mas extensos, en
comparacidon con otros cultivos (Ji et al. 2013). Por otra parte, las diferencias de elevacion
entre las poblaciones de Cas, el trasiego de material entre fincas aledafas y la forma en
que los agricultores cultivan el Cas; parecen ser factores importantes de estructuracion
genética en estas poblaciones. De la misma manera, proponemos que el exceso de
heterocigotas observado puede deberse principalmente al establecimiento de las
plantaciones de Cas a partir de individuos o variedades altamente heterocigotas.
Finalmente, el material genético altamente diverso observado en el presente estudio
es promisorio para su resguardo o conservacion; dicho material puede utilizarse
eventualmente para el establecimiento de programas de seleccion y mejoramiento
genético del cultivo de Cas. Asi mismo, es de importancia complementar dicha
informacion con datos de perfiles de contenido de antioxidantes o con descriptores
morfolégicos (tamafio del fruto) de cada poblacion analizada, para establecer la verdadera
relacion entre variantes genotipicas y fenotipicas, y seleccionar material genético
altamente productivo con el cual se pueda establecer cultivos comerciales con un valor

agregado de alimento funcional.
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