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2 SINOPSIS

El guanabano (4 muricata L) es un frutal neotropical perteneciente a la familia Annonaceae
El delicioso sabor de su fruto, del cual se preparan jugos postres y yogures hace que este



goce de una alta demanda principalmente en Latinoamerica Uno de los principales problemas
que afrontan los productores de la fruta es la escasa disponibilidad de vanedades
caracterizadas Lo mismo sucede con otras especies anonaceas relacionadas como la
chinmoya (4 cherimola), el anon (4 squamosa) el anon amazonico (Rollima edulisy la anona
colorada {A 1enrculara) entre otras , 1gualmente ortgmarias del tropico amencano

Nosotros reportamos la caracterizacion agromorfologica 87 arboles de 31 accesiones
guanabano del banco genetico colombiano conservado por el C1 Corpoica Palmira-Colombia
Tgualmente reportamos la caracterizacion molecular con marcadores tipo ATLPs de 82
accesiones, 42 de ellas de guanabano y 40 de especies de los generos dnnona vy Rollimia La
caracterizacion se realizo principalmente desde ¢l punto de vista de su utilidad para el
establecimiento de cultivos comerciales o el mejoramiento genetico

Entre las accesiones de guanabana evaluadas agromotfologicamente que tenian hasta 13 afios
de sembradas, se encontraron frecuencias de polimizacion natural entre 0 v 16 6% (11
accestones no produjeron frutos), productividades sin polimizacion artificial de hasta 116
kg/arbol/afio (23 69 ton/ha/afioZ04 arboles/ha) v la no merdencia de antracnosis en 3 arboles
de 2 accesiones, los cuales no corresponden a las accesiones mas productivas de las evaluadas
En cuanto a las caractensiicas del {ruto se encontraron pesos de entre 1300 y 7300g (3163g en
promedio), longitudes de fruto entre 13 0y 37 9 cm (24 3 cm en promedio}, sohdos solubles
(°Brix) entre 9 v 19 6 (promedio 14 3) acidez (%) entre 06 3 1 4 (promedio 1 02) y sabor y
aroma calificados como excelentes para el 80% de las accesiones evaluadas

El analisis molecular en las anonaceas arrojo a 0 55 de similaridad 7 agrupamentos v dos
accesiones que no se colocaron en mngun agrupantiento, que corresponden con bastante
seguridad a por lo menos 9 especies diferentes de la sigwiente manera | 4 glabra, 2 Annmona
spp sindentificar, 3 Rolloua spp, 4 4 montana 5 A muricata, 6 A purpurea 7 4
reticlata, 8 A chermmola, 9 A sguamosa  Las accesiones clasificadas como Atemoyas se
colocaron entre los agrupamientos 8 y 9

Las accesiones pertcnecienies a A nnw icata aunque no presentaron duplicados, mostraron
niveles de simularidad altos, de por lo menos 0 81 Tanto entre los guanabanos como en lag
anonas relacionadas, se encontraron accesiones que por su calidad de frutos y produccion, son
apias para ¢l establecumiento de cullivos comerciales

Se concluye gque la vanabilidad de las accesiones de guanabano conservadas en el banco es
baja, mientras que la de especies de anonaceas relacionadas alta, pero ¢l numero de accesiones
bajo Esto hace necesario la realizacion de colectas y ¢l para amphar la base genetica
dispomible de estas cspecies



21 Abstract

Soursop {or guanabano i Spanish, Annona muricata L) tamily dnnonaceae 35 a frunt tree
species that 18 native to tropical America The preparation of delictous puces, desserts and
vogurts from the pulp of the soursop fruits has spurned a thriving industry  which has created a
demand for them The current level of production however cannot meet this demand One of
the major constramts militating agamst soursop production is the lack of disease-free planting
matenials of elite clones This dearth of clean planting materials also mulitates against the
large-scale production of the fruits of related species from the Annonuceae family equally
native to the Amenican tropics such as chenmova (4 cherimola), anon (4 squamosa), anon
amazonico (Rolliua edultsy and anona colorada (4 reticulata)

We report the agro-morphological characterization of a total of 87 trees of soursop selected
from 31 accessions We also report the molecudar charactenization with AFLP markers of a
total of 82 accessions 42 of them of soursop and 40 of different species of the genera
Annona and Rollvua mamtained mamly in the C I Corpoica , Valle-Colombia This was 1n
order to gather data that would guide the selection of materials for the estabhishment of
commercial plantattons as well as for the genetic improvement of the species

The soursop accessions aged between 7 and 15 years, evaluated for agronomic and
morphological characters, showed frequencies of natural pollination between 0 and 16 6% (11
trees did not produce frwts) Yields without artificial pollination as lugh as 116 kg/tree/vear
{23 7 ton/ha/year, 204 trees/ha) were recorded Alse there was no anthracnose incidence in
three trees belonging to two accessions Average frut weights ranged between 1 3 and 7 3 kg
(3 2 kg on average), frwit lengths between 13 0 and 37 9 cm (24 3 cm 1n average), soluble
solids ("Brix} between 9 and 19 6 (average 14 3}, and acidity between 0 6 and 1 4% (average
1 02%) Also, the taste and aroma of 80% of the analvzed accessions were classified as
excellent by a taste panel

[nt the accessions evaluated with molecular markers the measure of genetic similanty delimited
7 groups while 2 accessions did not fall within any groups These 7 groups and the 2 outliers
corresponded to at least 9 different species, as follows 1 4 glabra, 2 umdentified Annona
spp, 3 Rollmia spp, 4 A montana, 5 A4 muricata, € 4 pwpurea, 7 A reticulata, § A4
cherzmola, and § A squamosa The squamosa X cherimola hybrids known as atemoyas, all
fell wathin groups 8 and 9 The accessions belonging to A murrcata even though there were
no duplicates showed high levels of sumilarity of at least 0 81




Based on fruit quality and production several accessions of soursop and the related anonas
were determined as good for the establishment of commercial fruit orchards We also
concluded that the genetic variability amongst the soursop accessions 1n the germplasm bank
ts low while the variability of related anona specics 1s very high even though the number of
accessions was low The collection of more accessions 1s therefore necessary n order to

broaden the genetic base of these species available to growers and scientists

3 RESUMEN

Objetive general Caracterizar molecularmentc y agromorfologicamente la variabihdad
genetica de guanabana y otras anonaceas nativas disponible en bancos de germoplasma

nacionales y otros centros de investigacion

Objetivo especifico 1 Caracterizar la agromorfologia de accesiones seleccionadas que se
encuentran en el Banco de Germoplasma de C I Corpoica

Agromorfologicamente se analizaron un total de 87 arboles de guanabano (4 muricata L),
correspondientes a 31 accesiones Se tdentificaron tres arboles de cada accesion, con
excepcron de 9 accesiones de las cuales solo existen uno o dos arboles

Arguitectura y del Arbol Ln general la distribucion de las ramas en los arboles es densa y
compacta y la copa es de forma conica con un ¢je central principal Se destaca la accesion
2513 (arbol 1) por presentar una distribucion equilibrada de las ramas y un interior algo

descubierto que favorece la circulacion del aire

Polimizacion Natwr al y Productividad (kg Promedio ar bol/afio) El porcentaje de cuajamiento
natural de los frutos vario entre 0 y 16 6% La no formacion de frutos fue registradaen 11 Se
encontraron 15 accesiones que presentaron niveles de polinizacion natural superiores a 5%
Estos niveles son superiores a los registrados por Guzman (1992) que oscilanentre 1 7y 4 8,
pero inferiores a los reportados por Villalta (1988) en Costa Rica, que oscilan entre los 18 y
24 En 25 de la totalidad de arboles evaluados se formaron 10 0 mas frutos Entre todas las
accesiones, 8 que produjeron mas de 45 kg /arbol (9 3 ton/ha, calculadas a razon de 204
arboles por hectarea), lo que es supenor al promedio nacional que esta en 9 ton/ha La
productividad de todas las accesiones sin embargo esta por debajo de la reportada para el clon
de guanabano “Elita” de 191 8 kg /arbol/afio (Rios Castatio, 2001, Vivero Profrutales S A ) lo
que corresponderia a 39 ton/ha/afio

Incidencia de Antracnosis La enfermedad tuvo mayor incidencia en las accesiones de
guanabana que en las anonas relacionadas, en la mayoria de las cuales no se presento En A4



muricata la incidencia de la enfermedad fue de la siguiente manera 3 arboles (3 3%) sin
incidencia, 57 arboles (63 4%) con grado 1 (bajo) 20 arboles (22 2%) con grado 2 (medio) y
10 arboles (11 1%) con grado 3 (Alto) El primer grupo lo constituyen arboles que presentan
una muy baja formacion de rutos Ll segundo grupo representa la mayoria de las accesiones,
dentro de las cuales se encuentran 10 arboles destacados por rendimiento El tercer grupo
incluye 2 arboles destacados por rendimiento El cuarto grupo, con mayor incidencia, presenta
arboles que no produjeron frutos y otros de baja produccion

Caracteristicas Organolepticas del Fruto Los resultados de la calidad organoleptica
corresponden a la informacion reunida de la evaluacion de los frutos de 65 de los 87 arboles
de A muricata En los 22 arboles restantes no se realizo analisis organoleptico

Peso y Tama#io Promedio del Fruto Los datos de las vaniables peso y longitud de fruto para
las 65 accesiones presentan una alta variabilidad cl peso promedio de los frutos varna entre 1 3
kg y 73 kg conunamediade3 2 kg Esta variacion de peso permute clasificar los arboles
evaluados de A muricata en dos grandes grupos ast 31 produce frutos de peso entre 1 y 3 kg
y 33 produce frutos de peso superior a 3 kg Con respecto a la longitud del fruto, la mayona de
los arboles producen frutos entre 20 y 30 centimetros tamaiio asociado directamente con
pesos entre 2000 y los 4800 gramos Los frutos con peso menor a 2000 gramos, presentan
entre 13 0y 19 4 cm de longitud

Varables Organolepticas Se encontraron niveles de solidos solubles entre 9y 19 6, con una
mediade 14 27, y de acidez entre 0 6 y 1 4 con una media de 1 02 El sabor y aroma fue
calificado entre 3 5 y 5, correspondiendo los mveles entre 4 y 5 a un excelente sabor y aroma
Se detecto una alta asociacion y positiva entre sohdos solubles y el sabor y aroma, una
correlacion significativa estadisticamente baja y negativa entre la acidez y el sabor y aroma y
mngun tipo de asociacion entre los solidos solubles y la acidez

Los resultados indican que la gran mayoria de las accesiones de guanabana podrian ser
utilizadas tanto para el consumo en fresco como para la industna

Objetivo Especifico 2 Caracterizar la vanabilidad genetica disponible por medio del uso
de marcadorcs moleculares tipo AFLP

Molecularmente, por medio del uso de marcadores de tipo AI'LPs se analizaron un total de 44
accesiones de especies de anonaceas pertenccientes a los generos Annona y Rollima y 42
accesiones de guanabano Se evaluaron varias combinaciones de cebadores para la
amplificacion selectiva de fragmentos de ADN de las muestras y se escogleron tres
combinaciones que presentaron el mayor numero de bandas polimorficas legibles



Las accesiones del grupo de anonaceas presentaron con la combimacion N 274 bandas, todas
ellas pelimorficas menos una (practicamente 106 % de polimorfismo) La accesion Cadimia en
este analisis se incluyo como un elemento de referencia externo al grupo (Moutgroup™) La
unica banda monomorfica para todas las Annona y Rollvua no se presento en esta accesion, lo
que permute proponer esta banda o marcador como especifico para este grupo de anonaceas de
importancia horticola El numero de bandas por individuo estuve entre 18 y 48 Con la
combinacion M ge obtuvieron 225 bandas en todo el grupo 140 % pohmorficas

En lo que uene que ver con las accesiones de guanabano, cuatro de las accesiones del banco,
clasificadas micialmente como pertenccientes a esta especie presentaron patrones de AFLPs
que a simple vista difinteron de los presentados por el resto de las accesiones Estas 4
accestones agruparon despues del analisis de sinulandad efectivamente junto con otras
pertenecientes a 3 especies diferentes 4 glabra (1958-3) A4 montana (1959-2), Rollimia spp
{1920-1) y A montana (1919-3), a las cuales parecen pertenecer Es necesano vernficar estos
resultados con la avuda de un taxonomo vegetal v proceder a su reclasificacion en el banco

Las 42 accesiones de guanabano presentaron 75 bandas de ATLP para la combinacion I y 53
bandas para la combinacion M de cebadores El numero de bandas por individuo estuvo entre
41 y 58 con la pnimera combinacion y entre 20 v 40 con la segunda La combmnacion F
produjo 67 bandas polimorficas y fue la mas eficiente en detectar polimorfismos (67/75)
Tomando las dos combinaciones de cebadores en conjunto, se presentaron 105 bandas
polimorficas, representando un polimorfismo del 82 % (105/128)

Correlacion de las matrices de similar idad La comparacion de las matnices de similandad
obtenidas con las dos combmnaciones de cebadores para el grupo de anonaceas y el grupo de
las guanabanas mostro alta correlacion (r = 0 93 y r = 0 93 respectivamente)

Varwbiiidad Genetica e Identificacion Tavonontica de las Accestones de Especies de
Anonaceas El analisis de la similaridad segun la ecuacion de Ner-Li (1979) arrojo el
dendrograma que se presenta en la figura A para las anonas y la figura B para los guanabanos
En el caso de [as anonas el dendrograma muestra, a mvel de 0 10 de sumilandad dos grandes
grupos, uno en el que se colocan todas las accesiones pertenecientes a los generos
neotropicales dnnona v Rollima objeto de este estudio, v el otro donde se encuentra la tambien
anonacea Cadmia (Cananga odorata), de origen asiatico, utilizada como testigo Ya
concentrandose solo en las accesiones neotropicales a un mvel de suymilandad de 0 35 se
detecta un total de 7 agrupamientos y 2 accestones que no se colocaron dentre de mingun
agrupamento (Fig A, agrupamientos y accesiones estan marcados con G1 al G9) Despues de
un analisis mas detallado de las accesiones que se Jocalizan en cada agrupamiento, y en vista
de que la afiliacion taxonomica de vanas de estas se conoce con certeza, es posible deducir



que cada uno de los agrupamientos detectados a un mivet de similandad de 0 55 corresponde a
por lo menos una especie de los generos Annona o Rollima tal como se representa en la
Figura A

Figura A Dendrograma resultante del analisis de similaridad con el indice Nei Li (1979) de muestras de
anonaceas a partir de sus patrones de AFLP (combinaciones de cebadores M y N) A la derecha se
encuentran seflalizados los diferentes agrupamientos detectados a un mivel de similanidad de 0 55 y
la especie a la que posiblemente pertenecen
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Varwabihdad Intraespecifica en Guanabano Las accesiones del grupo de guanabanos
presentaron similaridades entre 0 80 y 095 (I'ig B) Las relaciones gencticas establecidas a
partir del analisis con las dos combinaciones de cebadores no permuten detectar grupos
orgamzados por su onigen geografico Esto se puede deber a que semullas de esta especie
hayan sido transportadas por el hombre continnamente de un lugar a otro en el pasado
Aunque todas las accesiones de guanabano fueron diferentes entre si, se obtuvo un grupo
bastante homogeneo v que muestra un alto nivel de stmilaridad Los resultados obtemdos
plantean la necesidad de realizar colectas que 1ncluyan un mayor numero de regiones
agroecologicas de toda el area de distnibucion natural de la especie

implicaciones de los Resultados del Analists Molecular para la Tavononna de las Especies del
Genero Annona y de los Generos Annona y Rollvma En varios aspectos los resuitados del
presente estudio confirman la clasificacion taxonomuca realizada por Safford (1914) y se
alejan de los resultados obtenidos por Samuel et o/ (1991} en un estudio en el que se
anahizaron 11 loct de alloenzimas comoe marcadores broquimicos, y en el que se mcluyeren
accesiones de 5 especies del genere Annona y una del genere Rollima Lo que es bastante
sorpresivo en los resultados del presente estudio es el agrupamiento de las accesiones
clasificadas dentro del genero Rollima no como un genero aparte por fuera del agrupamiento
que conhiene las especies del genero Anmona, sino como un agrupanmiento mas dentro de los
obtemdos del genero Annona Lste resultado sugiere que no existirian mertios para clasificar el
gencro Rollvna, por fuera del genero Annona, to que debe ser revisado con cudado, s1 es
postble con marcadores molecularcs de otro tipo pues estania suginiendo que la clasificacion
taxonomica de Arnona y del genero afin Rellvua, amphamente aceptada en la literatura,
debena ser revisada y corregida

Objctivo No 3 Inventaro Prehmmar de la Variabihdad Genetica de Guanabanosy
Anonaceas Afines Existentes en Herbarios y Colecciones Nacionales

Se visitaron los tres principales herbarios del pais  Herbario Nacional Colombiano (COL) del
Institute de Ciencias de la Umiversidad Nacional de Colombia Herbano Amazonico (COAH)
del Instituto de Estudios Amazonicos ‘ Sinchi” v Herbario del Instituto Alexander von
Humboldt (HAvH) y se preparo un listado de las especies de anonaceas descritas alh El
cumplimienio de este objetivo fue facthitado con la publicacion del primer inventario de las
Annonaceae de Colomba por parte del experto Jose A Murillo (2001} investigador del
Instituto Nacional de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia



Objetivo No 4 Incrementar la vanabilidad genctica del banco de germoplasma vivo de
guanabano y anonaceas afines de C I Corpoica con materiales quc se encuentran en
fincas de agricultores y colecciones de unm crsidades

Durante la realizacion del proyecto el banco de germoplasma de guanabano y especies de
anonaceas relacionadas se incremento en 23 accesiones de guanabano traidas del C [ Corpoica
Nataima [gualmente se incremento en 7 accesiones de las especies 4 montana A squamosa
Rollima spp A glabray A muricata

Objetivo No 5 Diseiiar estrategias de utilizacion sostenible de la vanabihdad
caracterizada, en la produccion de material de siembra para el establecimiento de
cultivos tecnificados

Se propone evaluar varias de las accesiones de guanabano caracterizadas que se destacaron
por presentar una alta productividad, una alta frecuencia de polinizacion natural, una baja
incidencia de antracnosis o que produjeron frutos de tamaiio pequefio, en diferentes
localidades del pais aptas para el cultivo, y en asocio con agricultores, comercializadores y
procesadores lgualmente se propone evaluar accesiones de especies de anonaceas
relacionadas como variedad o como patron para la injertacion

4 INFORME DE RESULTADOS

41 DESCRIPCION DEL PROYECTO

Colombia es un pais rico en biodiversidad de especies de la famiha Annonaceae, en la que se
clasifican tres generos con especies que producen frutos comestibles Annona Rollimia 'y
Raimondia (Murillo 2001) La mayona dc estas tienen una distribucion al parecer natural, en
estado silvestre o semusilvestre en fincas, huertos o chagras distnbuidas por las distintas
regiones del pais la guanabana (4 muricata L), la chirimoya (A cherimola Mill) el anon (4
squamosa, L), la guanabana del Choco o cimarrona (4 montana Macfad), el anon amazonico
(Rollima spp ), la cabeza de negro el anon morado (4 cmerea Dunal), el anon pelon, mamon
o corazon de buey (4 reticulata L), el anon liso (4 glabra 1.) el manmirote o turangua (4
purpurea Mac & Sesse ex Dunal, Perez Arbelaez, 1990, Cscobar y Sanchez, 1992 y Romero
Castafieda, 1991) El valor genetico de las especies silvestres para “mejorar y asegurar la
produccion de chirimoyas, guanabanas y anoncs en ¢l pais” ya habia sido reconocido por
Perez Arbelaez en 1935, en su hibro ‘Plantas Utiles de Colombia™ (1990)
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Sin embargo esta riqueza en variabilidad genetica contrasta con la escasa disponibilidad de
variedades y material de siembra de calidad para ¢l establecimiento de cultivos tecnificados de
estos frutales

Actualmente Colombia importa airededor de un 40% de la guanabana que su creciente
industria de jugos demanda En el caso de la Chinmoya una anonacea con amplia aceptacion
en los mercados extranjeros, Colombia no figura entre los paises exportadores de la fruta (CCI
y UA, 1996) a pesar de contar con las tierras y los clhimas andinos 1deales para su cultivo Es
mas, esta deliciosa fruta “sin duda uno de los mas sabrosos frutos de America y quiza del
mundo’ (Perez Arbelaez, 1990) ha desaparccido casi completamente de los mercados
nacionales De 1gual manera otras anonaceas, que solo se producen y consumen localmente,
podrian gozar de una amplia aceptacion en mercados nactonales y extranjeros

Uno de los problemas basicos que no ha permitido el desarrollo de cultivos tecnificados de
anonaceas es la escasa oferta de matenal de siembra caracterizado y de optima calidad
fitosanitaria y genetica de estas especies frutales Actualmente en Colombua solo se distribuve
comerclalmente un clon seleccionado que ha sido caracterizado durante varios afios, el clon
‘Elita” (Rios Castafio er a/ 1996) Este clon tiene alta produccion (191 Kg / arbol / afio),
excelentes caracteristicas organolepticas de fruto (entre 13 y 19 % de solhidos soluble y 0 89 %
de acidez) y un tamaiio (3 Kg / fruto en promedio, Rios Castaiio, descripcion del clon “Ehta”,
Vivero Profrutales, Candelarnia-Valle 2001) que lo hace aproprado para el procesamiento
industnial, mas no para el consumo en fresco, para el que son preferidos frutos de menor

tamaiio (comunicacion personal con productores y comercializadores)

Es importante anotar que no se dispone de variedades de guanabana que presenten tolerancia a
la antracnosis (Colletotrichum gloesporioides P ), la enfermedad mas importante del
guanabano, que puede producir perdidas hasta del 90 % de la produccion (Escobar y Sanchez,
1992} El control de la antracnosis en cultivos comerciales en Colombia, se realiza mediante
aplicaciones permanentes, cada 10 a 25 dias, de diferentes fungicidas Benlate (al 1/1000),
Mancozeb (Dithane M-45, al 10/1000) Captan (Orthocide, al 4/1000 entre otros (Escobar y
Sanchez, 1992) Algunos de estos insumos quimicos tienen una elevada toxicidad y estimulan
el desarrollo de mecanismos de resistencia El uso indiscriminado de fungicidas provoca
cambios en aguas y suclos (p ¢) acidez), y alteraciones en las cadenas troficas de los sistemas
hidrobrologicos

En el caso de las churimoyas, y anones, existen mas variedades seleccionadas y caracterizadas,
las que se ofrecen comercialmente a los agricultores, en paises que han importado estas
especies como Estados Unidos Austraha, Espania e Israel, que en Colombia
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La vartabihidad genetica del guanabano y otras anonaceas existente en el pais, puede ser
utilizada de diferentes maneras para generar material de siembra de optima calidad y mejorar
las condiciones actuales del cultivo

o Mediante la busqueda, seleccion y caracterizacion de los materiales es posible la
identificacion de individuos superiores a los clones disponibles actualmente, que posean
una mayor tolerancia a la antracnosis y/o que se adapten a climas o sueles diversos (p )
a altitudes superiores a los 1200 msnm), y/o que produzcan frutos del tamaiio y calidad
que el mercado lo requiera

o Materiales de guanabana o especies de anonaceas afines, que muestren resistencia a
enfermedades del suelo robusticidad adaptacion a climas y tipos especificos de suelos
pueden ser utihzadas como patron o portainjerto, para amphar la resistencia a
enfermedades o el rango de adaptacion de clones elite seleccionados En Venezuela, pais
del cual Colombia importa la mavor cantidad de guanabana, el patron que mejores
resultados ha mostrado es Annona pur purea (Guzman 1982) Al contrario en Colombia
ningun material ha sido seleccionado exclusivamente para que sirva como patron

o Hacia el futuro, en programas de mejoramiento genetico de anonaceas, por medio de
cruces entre variedades o especies y seleccion de genotipos especificos en la progenie de
los hibridos es posible obtener nuevas variedades que combinen caracteristicas deseables
de diferentes especies Es as1 como en Australia, Israel y los Estados Unidos se han
seleccionado variedades de atemoya un hibrido interespecifico entre el anon y la
chinmoya, de excelente calidad y sabor (George er af , 1987)

Ademas de la importancia que tiene la guanabana y las anonaceas afines en la alimentacion
humana y la economia del pais, diferentes especies de anonaceas son ricas en compuestos
bioactivos con potente actividad biologica, conocidos como acetogeninas (Tablano 1) Las
acetogeninas desde su descubrimiento (1982) se han convertido en uno de los grupos de
productos naturales bioactivos de mayor crecimiento  Estos compuestos son considerados
como unos de los mas potentes inhibidores del complejo [ (NADH ubiquinona
oxtdoreductasa} del sistema de transporte de clectrones de las mitocondrias y de la enzima
NADH o~idasa de la membrana plasmatica, que es caracteristica de celulas cancerigenas
Ciertas acetogeninas tienen la capacidad de inducir apoptosis (muerte celular programada) en
celulas cancerigenas, probablemente como consecuencia de la supresion de la dispombihdad
de ATP (McLaughhn et al 1997) Acetogeninas de la guanabana y de otras anonaceas tienen
un excelente potencial como biopesticidas y agentes antitumorales Extractos crudos de
acetogeninas de semullas de la guanabana, podrian ser utilizados como pesticidas economicos,
efectivos y no contaminantes del medio ambiente (McLaughlin et al 1997)
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En vanas especies de Anonaceas, entre ellas las de mayor valor horticola la protogmay la
exisiencia de insectos que intervienen en la poliizacion, favorecen la polimizacion cruzada
Un requisito importante para el desarrollo de vartedades con caractensticas especiales de
cahidad de fruto v resistencia a enfermedades y productividad, es 1a aplicacion de metodos de
propagacion vegetativa una vez se ha wdenuficado un individuo supenor, para lograr mantener
las caracteristicas seleccronadas a lo largo del tiempo

Por esta razon el establecimiento de cultivos de estos frutales por semulla, como se acostumbra
en Colombia (se estima que el 95% de los cultivos de guanabana del pais han sido establecidos
con plantas propagadas sexualmente) produce vanacion genetica, heterogeneidad en las
plantas y la perdida de las caracteristicas agronomicas de interes A esta practica se puede
atribuir la baja productividad de los culuvos comerciales de guanabano en Colombia, que esta
atrededor de 9 tonvha

Corporacion Biotec v la Unidad de Biotecnologia del C1AT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical) han desarrollado una metodologia de propagacion m vifre de guanabano
a traves de la micromyertacion (Rovero ef al 1999) Esta metodologia, que podna ser
adaptable a otras especies de Anonaceas, permiie la propagacion rapida de genotipos
seleccionados Su aplicacion en programas de desarrollo de variedades serna de gran utulidad
Otra bondad de esta tecnologia es la posibilidad de producir plantas hibres de enfermedades y
de esta manera evitar la difusion de enfermedades con el matenal de siembra, un niesge
constante de la propagacion vegetativa

Sin embargo para poder aprovechar esta tecnologia en el desarrollo de vartedades o en la
produccion de material de siembra para el establecimiento de cultivos comerciales se requiere
la disporibihidad de genotipos promisorios, clones seleccionados o variedades caractenzadas

C 1 Corpoica Palmira posee uno de los pocos bancos de germoplasma de anonaceas con
enfasis en guanabana del mundo (Bettencourt ef &/ , 1992), el cual cuenta con 31 accesiones
de guanabana, v otras 11 accesiones de anonaceas afines Este banco solo alberga una pequefia
cantidad de las especies de anonaceas de Colombia y el tropico americano (9 especies de las
mas de 60 conocidas, ver Escobar v Sanchez, 1992) Actualmente se desconoce la vartabilidad
genetiea de las accestones de guanabana que alli se conservan y s1 estas representan la
variabilidad genetica de la especie en el pais, 0 51 s necesario mcrementar la coleccion De la
nmusma manera el valor horticela de la coleccion aun no se ha evaluado completamente

La presente propuesta tiene como objetivo hacer un inventario preluminar y caracterizar
agromorfologica y molecularmente la variabihdad geneuca de guanabana v especies de
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anonaceas afines nativas que se encuentran particularmente en C I Corpoica Palmira y en
otros centros de investigacion

La caracterizacion agromorfologica permitira evaluar las accesiones disponibles
principalmente desde el punto de vista de su utilizacion en la produccion de material de
siembra de tipo clonal para el establecimento de cultivos tecnificados Para la caracterizacion
molecular se cuenta con tecnicas como los AFLP (Vos ef a/ , 1995) Esta caracterizacion
permitira aclarar dudas existentes sobre la clasificacion taxonomica de algunas de las especies
de anonaceas del pats analizar la variabihidad de las accesiones de guanabana conservadas y
detectar duplicados en la coleccion Esta informacion sera util para plantear estrategias de
conservacion y uso sostenible de la diversidad de guanabanas y especies de anonaceas afines
de Colombia

Este proyecto pretende contribuir a dar respuesta a las siguientes preguntas

.Cual es la diversidad de anonaceas con que se cuenta en el pais, principalmente en bancos de
germoplasma?

. Esa biodiversidad es util en la produccion de material de siembra?

(Contiene el banco de germoplasma una variabilidad genetica representativa de la
biodiversidad de anonaceas del pais?
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42 Materiales y metodos

421 Lugar de ejecucion del proyecto

El proyecto fue ejecutado en el Centro Internacional de Agncultura Tropical-CIAT, Km 17
recta Cahi-Palmira (caractenizacion molecular) y en el C1 Corpoica Palmira (caracterizacion
agromorfologica)

43 Locahizacion y Registro de Condiciones Agroecologicas del Banco de
germoplasma de Guanabana y especies de Anonaceas relacionadas

La caracterizacion agromorfologica se inicio en enero del afio 2001 y se tomaron regisiros en
campo durante 23 semanas Las actividades se finalizaron el 16 de yumo del 2002 El huerto de
guanabana esta localizado en el C 1 Corpoica ¢l cual se encuentra a 3° 31 de jatitud norte y
76 197 de longitud oeste, altitud de 1008 m, con una precipitacion promedia anual de 1288
mim, temnperatura media anual de 24°C bnllo solar de 5 8 horas/dia v humedad relativa de

75 0% La zona se clasifica como Bosque Seco Tropical

El material esta ubicado en el lote N° 23 del C | Palmira, en un area aproximada de 1
hectarea Los suelos segun Rivillas e Ibarra {1975), corresponden a la sene Palmeras, se
encuentran localizados en la Planicie Aluvial del Rio Cauca son de relieve plano, con
profundidad efectiva de 1 2 m y de textura arcillo ~ limosa y presentan las siguientes
caracteristicas quimicas

pH 7 Reaccion newtra a alcalina

MO 45 Al contemdo de materia organica
P 338 Alto contemdo de fosforo

Ca 14 7 Ale contemdo do calaio

K 08 Alto contemdo de potasio

Nz g2 Bajo contemido de sodio

cicC 32 De medha a alta

CE 631 Baja

En general, los suelos son fertiles y aptos para siembra de cultivos semestrales en rotacion
pastos, frutales semipermanentes y permanentes
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44 Composicion del Banco de Germoplasma

El trabajo se adelanto con un total de 87 arboles de guanabana (4 muricata L) y 30 de anonas
relacionadas, correspondientes a 31 v 11 accesiones respectivamente, establecidas en el C 1
Palmira Informacion general sobre cada uno de los materiales se mdica en {a Tabla I Para
adelantar la caracterizacion agromorfologica se wdentificaron tres arholes de cada accesion,
con excepeion de 9 accestones de las cuaies solo existen uno o dos arboles Ln total se
registro informacton de 117 arboles correspondientes a 42 accesiones A pesar de que algunos
de los arboles fueron producidos por multiplicacion vegetativa, la informacion recopilada de
cada arbol, fue manejada mdependientemente {Tabla 1)
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Tabia 1

Accesiones de Guanabano (4 muwcata 1.) y de Especies de Anonas Relacionadas

Existentes en el Banco de Germoplasma del C 1 Corpoica Palmira (Agosto —

2002)
ACTCESIONES DE GUANABANA
ACCESIOM ORIGFN METODRO FECHA
PROPAGACION INTRODUCCION
1994 1 19942 1994 3 F1Bolo—-Valle Semulia -89
2045 1 2045 4 2045 > Palmura — Vall Semulla X~ 89
H21 Sonso — Vallg Semilla 1X — 8%
29127 25129 D12 0 Palmira Vle UNAL Inperto IX @5
Zalt 3 2511 5 2511 {1 V Gorgon— Valle Tnyerto v -95
H1LHI3IHLIY Sonsc - Valle Senmtila IX -89
2020-1 20202 2020 3 Buga — Valle Sermlla Vil 8%
2016 1 2016 3 2016 4 Buga ~ Valle Semfla IV -89
20071 2817 2 2017 3 Buga ~ Valle Sermlla V-89
193572 1957 3 19537 4 Caredonti— Valle Semulla VHI- 87
199351 19952 1995 4 V Gorgona— Valle Injetio -89
{9831 19832 19833 Palmir - Valle Semulis V87
19853 19854 19855 B yo Calima — Valle Sermulla V88
1946 6 1946 8 1546 19 Algals — Valle Semilla VH ~ 87
143 1 1943 3 194319 Palmirm - Valle Semilla Vil 87
2014 2014 2 3annas Venezuchy Senutla 1 &%
2005 ¢ 20152 Tusigisuga — Cundmamarca Semitla R
2036 1 2036 2 2036 3 Sonso — Valle Ierio iX 89
20421 2042 2 20414 Sonso - Valle Inerio IX -89
1921.4 19216 19219 Gmebra ~ Valle Semitla V87
20451 2040 2 2040 3 Sonso — Valle Ingeric 1X — 89
2041 2 2041 3 2040 4 Senso — Valle Inperic IX -89
20391 20392 20393 Sonso - Yalle Ingerto IX -89
18263 Paimira - Vaile Ingerio [X Q5
918 3 19185 15189 Manizales — Caldas Semilla IV 87
4142 Palmir — Valle Injerto IX-25
20371 2037 3 2037 4 Sonso — Valle Injerto IX- 89
2033 1 20333 20334 Sonso - Valle fnerio IX-89
112 PFalrmea — Valle Ingerto IX-95
3513 1 25134 2513 7 C1 Palmira — Vallc Injerio i-86
IS14-10 2514 11 2014 42 Sonse Valle Ingerto IX -89
ANONAS RELACIONADAS
NOMBRE ORIGEN METOBO FECHA
PROPAGACION INTRODUCCION
1959 1 1959 2 S ibaletas — Chocod Semulla Vil - 87
1958 1 1928 2 1958 3 Sabaletas - Choco Semilla Vill - 387
19192 19193 1919 7' S wna - Caldas Sermil V- 87
19201 19202 1920 3 Viciorna - Caldas Scrmbla V- 87
Cabeza de Megro 2 Cabezs de Desconoutde Serlla VIl-79
Negro 3 Cubeza de Negre 4
Chirmmay g | Palgra - Valle Sermlls VIE-63
Anena Colerada 1 Anona Desconoado Semulia X —36




Coloradt ¥ Anona Celoradn 4
Biiba 1 Binba 2 Biba 3 Brasii Semilla V59
Anong Blanca 2 Palmir 1 - Valic Semiila V-70
Anocna Blanca 3
Anona Blanca 4

Annona globra 1 Baudo Choce Senuily Pendiente
Annona glabra 2
Ansana g lnbra-3

Annena momieng-1 Amona Baudo — Choco Serila Pendiente
mmRana 2 Annong montona 3

Nota 1 Los hibridos H 1 y H 2 corresponden a semilfa ongmada por cruzamientos entre arboles de 4 muricata
seleccionados en 1989 en la Finca del sefior Diege Lince Los cruzamsentos fueron H-1 (frute pequeiie x frino
grande) H-2 {fruto grande x frute grande)

Nota 2 Por observaciones hechas de la morfologia del arbol y del fruto, ademas de los resultados de la
caracterizacion molecular las accesiones 1919 1920 1958 v 1959 se trasladaron durante el proyecto al grupo de
las anonas relacionadas

Nota 3 Los arboles evaluadas por medio de marcadores AFLPs se encuentran resaltados en negnilla
441 Accesiones utihzadas para la caracterizacion molecular

A mivel molecular y en lo que respecta al guanabano, se analizo un total de 42 muestras gue
corresponden a un arbol de cada una de las accesiones del banco de germoplasma (marcados
en la Tabla 1 en negnilla), ademas del clon “Ehlita” del Vivero Profrutales (Candelana- Valle),
otros clones seleccionados come altamente productivos de cultivos comerciales en fincas del
depanamento del Huila {marcados con codigos AMUR-112 H3 y H4) ademas de otros
materiales de diversa procedencia { Fabla 2} En lo que respecta a especies de anonaceas
relacionadas de importancia horticola se analhizaron 11 accesiones del banco (Tabla 1,
resaltadas en negrilla), y otros matenales de diversa procedencia, mas que odo de fincas del
Valle del Cauca (Tabla 2) Estos vltimos materiales se reconocen por sus nombres comunes o
locales, pero no han sido completamente 1dentificados a mvel taxonomico
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Tabla 2

Accesiones de guanabanos y especies de anonaceas afines que estan siendo
uttlizadas por la C Biotec y el CIAT en la propagacion clonal 11 vitro (como yema
o patron) y que tueron caracterizadas molecularmente en la presente investigacion

CODIGO NOMBRE PROCEDLENCIA LOCALIZACION! METODO DE ESPLCIE
LOCAL Lugar (Depto ) ARBOL F VALUADO PROPAGACION
AFLPs
AMUR VI Guanabano Vivera Profiutales AMUR V1 | {stmilia) CM? Injerto A muricata
Clon Ehta Candelaria {Valle) AMUR V1 2 (clon} CM
AMUR H2 Guanabano Yaguara (Huila) AMUR 112 1 (semulia) I/26 Injerto A muricata
Clon Rosa AMUR H2 2 (clon} CM
AMUR H3 Guanabano Yaguara (Huila) AMUR H3 1 (semuilla) J/23 [njerto A muricata
Clon Cristina AMUR 13 2 {¢lon) CM
AMUR H4 Guanabana Y aguara (Huila} AMUR H4 (clon) CM [nyerto A muricata
Clon Francta
AMUR M3 Guandbano Ciennga AMUR M35 2 D/23 Semtlla A muricata
{Magdalena)
AMUR A7 Guanabano Turbo {Antioquiq) AMUR A7 2 G/24 Sermulla A muricata
AMUR V9  Guanabano Villa Gorgona AMUR V9 -2 1/24 Semuillr A muricata
(Vally)
ASP V20 Anona Blanca  1inca la Esneda ASP V20 1 B/25 Semilla A squamosa’
lisa Guncar: (Valle)
ASP V21 Chinmoya Cali (Valle) ASP V21 | CM Semilla A cherimoha
Imbanaco
ASP Q22 Chinmoya Armema (Quindio}  ASP Q22 CM Scrulla A cherimolia
ASP GN3! Anon Margen Rio [inda ASP GN31 4 F/30 Semilh Rollita
Amazdnico (Guaina} mucosa?
ASP VA32 Anon {Vaupés) NO Sumlly Rollinta
Amazénico mucosa?
ASP GV33 Anon Finca la Primavera ASP GV33 0CM Semulla Rollinia
Amazonico San Josc (Gu nviare) niucosa?
ASP GV34 Anon Iinca la Pnimavera ASP GV34 2 1/28 Semulla Rollima
Amazénico San Jose (Guviare) mucosa?
ASP VA3 Anon (Mttu) Vaupes ASP VA35 1 G/27 Semilla Rollima
Amazdnico mucosa?
ASP V36 Anon Desconocido ASP V36 1 Al frente del Semith Rollima
Amazonico (Donado por Carton  hotel CIAT mucosa?
Colombia)
ASP Q38 Anon [ a Tebairda ASP Q381 Cr24 Semiila ?
(Quindio}
ASP V41 Alcmora Fnca la Esneda. ASP Va1 3 Ff25 Semlla A cherimolia
Guacart (Valle) A
squamosa
ASP V42 Alumova I inca Veneciy ASP V42 1 )27 Serully Rollra
Carcedonia (Valle) mucosa’?
ASP V43 Atumova Desconocido ASP V43 B3 /24 Semifla A cherumolia
Almacenes | siio x A
Cali (Valle} squamosa
ASP V45 Alimova I inca Varahonda ASP V45 CM Semulla A cherimolia
Pradura (Valle) v
squamosa
ASP V46 Chinguand Casa Ciudad Jardin ~~ ASP Vd6 CM Semulla ?
bana Cal1 (Valle)
ASP V47 Chirnmoya Bolo {Valle) ASP V47 CM Senulla ?
ASP V438 USA ASP V48 CM Semulla ?
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CODIGO NOMBRE PROCEDLENCIA LOCALIZACION! METODO DE ESPECIE
LOCAL Lugar (Depto ) ARBOL FYALUADO PROPAGACION
AFLPs
ASP PR49 Puerto Rico ASP PR49 CM Semulla ?
AMON V51 Guandbana I inca la Esneda, AMON V31 2 E/28 Semilta A montana
Cimarrona Guacan (Valle)
AMON V152 Guanabana Cumartbo AMON Vi52 1 D727 Semilla A montana
Cimarrona {Vichada)
AMON HS3  Guanabana {Huila) AMON H53 2 A/28 Semilla A montana
Cimarrona
AMON V34 Guanabana Palmira (Valle) AMON Vad 4 C/30 Semulla A montana
Cimarroni
ASP V9 Anon Desconocido ASP V>9 2 B/24 Senulla A squamosa?
Almacenes [ ito
Cali (Valle)
ASP CVol Costa Pacifica ASP CVel 2 E/30 Semilla A glabra?
(I 1mutes Valle
Choco)
ASP A62 Guanabanilla Turbo {Antioquia ) ASP A62 4 H/30 Semilla A glabra?
ASP CU63 Anon Liso Mercado de ASP CU63 1 C/23 Semilla ?
Girardot
{Cundinamarca)
ASP T64 Anén Espinnl (Toluna) ASP 164 1 A/23 Semilla A squamosa’
ASP BR60 Brasil ASP BR60 2 CM Semilla ?
ASP VRE5 Robles (Valk) ASP VR65 a CM Semilla ?
ASP VR66 Robtes (Vallc) ASP VR66 CM Semilla ?

'En la parcela del CIAT o en la casa de malla (CM) de la Unidad de Biotecnologia del CIAT

INO no fue incluido en el analisis moiecular

Las accesiones analizadas pertenecen a espectes de los generos Annona y Rollima

45

451

Mantenimiento del Banco de Germoplasma

Control de Malezas

En las calles se realiza cada 21 dias con guadaiia accionada por el tractor Alrededor del arbol
se platea mediante la aphcacion de Round up + urea (2 [ + 1 kg ) / 55 galones de agua, luego
de dos controles quimicos, se hace plateo con guadaila manual, para despues repetir el control
quimico

452 Podas

Cada 6 meses se eliminan chupones, ramas cnfermas y secas, en csta forma se mantienc el
arbol a una altura maxima de 3 5 m Durante el proceso se desinfecta la herramienta al pasar
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de un arbol a otro y se cicatriza la parte cortada Durante el recorndo diarto se realiza poda
sanitarta mediante recoleccion de ramas, hojas, flores y frutos afectados por antracnosis

153 Fertihzacion

Se realiza segun analisis de suelo cada 3 meses y en corona con los sigwientes productos

Producio Dasis / Planta (g)
DAP 260
Urea 213
Sulfato de Potasio 120
Borax 23
Cuelato de Zinc 34
Gallmaza 16660

454 Riego

Luego de la fertlizacion se aplica nego por gravedad cada 15 — 20 dias

455 Embolsado

Para prevemir la nstalacion de los insectos Bephratelloides maculicollis 'y Cerconola
annonella se realizo el embolsado de los frutos cuando alcanzaron de 3 a 5 cm de longitud,
utthzando bolsas plasticas impregnadas con insecticida

456 Manejo de Plagas y Enfermedades

En el huerto se realizo la idenuficacion previa de vanos msectos — plaga y enfermedades
destacando ¢l tipo de dafio y la sevendad del mismo ast

INSECTOS PLAGAS TIPO DE DANO SEVERIDAD
Chinche encaje (Corythuca sp) Chupador del Follaje Alta

Afidos {dphus ap) Chupador del Follge Baja

Acaros (Enophyes sp) Chupador del Follaje Ala

Lorito verde (Empoasca sp) Chupador del Follaje Media

Mosca blanca {Alevrodicus 5p) Chupador del Follaje Baja

Pasador del fruto (Cerconota annoncla) Perforador Baja
Membracido (dconophora sp) Chupador det Follaje Baja

Avispa perforadora del froto (Bephrareliondes Perforador Baja
macnficoliis}




ENFERMEDADES TIPO DF DARNO SEVERIDAD
Antraengsis {Collectotnchum Lestones necréticas oscuras de bordes Medaa Alta
gloesporodes) definidos

Afecta hojas ramas, fores v frutos Causa

defoliacton v momificacion en frutos

pequefios

En frutos causa la pudricion seca I cual

invade la parte nterior
Mancha blanca {Cercospora annonac) Lesiones redondeadas de celor café Alia

oscuro Causa defohacion

Nota calhificacidn del dailo (sevendad 0 a 3) donde 0 es mexistente v 3 es muy alta

457 Mecamsmos de Control Utilizados

Insecros Plagas

Se efectuo recoleccion permanente de matenal vegetal afectado

o Malathion 57% 40 c¢/20 | agua Para chinches, afidos, lorito verde y mosca blanca

o Micobiol HE 10 g/l Para chinches, afidos, lonto verde vy mosca blanca

s  Agromm 10 g/l Para chinches, afides lorito verde, mosca blanca y acaros

e Biomel 10 g/l Para Mosca blanca y lonto verde

Se contmuo rotacion con segunda apheacion de malathion una vez se incrementaron las

poblaciones

Enfermedades

Recoleccion permanente de material vegetal afectado

Micobiol T 10 g/l para prevencion de antracnosts y cercospora



16 Metodologia utilizada para la caracterizacion agromorfologica

461 Evaluauion de Paramitros

Arguttectin a del Arbol

Como descniptor de esta caractenstica se tomo la disintbucion de las ramas en el arbol En esta
forma los mateniales fueron calificados como densos o espareidos v de forma conica u ovada

Robusticidad (Diametro del Tronco en cmy y Volumen del Arbol

El descriptor de esta caracteristica lo defimo el diametro del ronce €l cual es indicativo de
desarrollo vegetativo y la capacidad metabolica del arbol Dos mediciones se realizaron a 50
em de altura de la base, al comienzo v al final de los semestres A y B El volumen de la copa
se registro tgualmente durante los semestres A v B v s¢ deterimino mediante la aplicacion de la
formula

V =h (D? [T¥/4, donde
V = volumen ¢n ms,
h = altura de la copa en metros,

D = ¢s la medida resuliante entre ¢l diametro de ta copa onente — occrdente v diametro de la
copa norte — sur, [T=3 1416

Polimzacion Natural y Produccion

Para la evaluacion de estas caractensticas se realizaron lecturas cada 15 dias de flores, enzos,
frutos en desarrollo y frutos cosechados con su respectivo peso Ll porcentaje de polimizacion
natural se determuno en forma mdireeta al relacionar el numero de frutos cosechados con ¢l
numero de flores registradas en los estados 11 y HI (flores semiabiertas, Lscobar y Sanchez
1992) La produccion se calcule mediante el registro del numero ¥ peso total de frutos por
arbol de cada accesion

Incidencia de Antr acnosis

El registro de Antracnosis para cada uno de los arboles evaluados de las 42 accesiones, se
realizo cada 15 dhas, para lo cual se utilizo una escala de calificacion de (ta 3 donde



0 = No incidencia

1 = Baja incidencia
2 = Incidencia Media
3= Alta Inaidencia

A traves de Tablas de distribucion de frecuencias se establecio la cahificacion del grado de
incrdencia de antracnosis para cada arbol de la siguiente manera

Se calcula la distnibucion de frecuencias relativas del grado de incidencia en cada arbol de
cada accesion (f}}, donde 1=0,1,2, 3

Se calcula la distribucion de frecuencias relativas del grado de incidencia general, para todos

oy

los arboles de las accesiones (F,), donde1=0,1,2,3

Como cniterio de asignacion del grado de imaidencia definitivo de la enfermedad para cada
arbol se tomo la sigumente regla de decision

S1f > F, entonces el grado de incidencia para el arbol es 1, para 1=0,1, 2,3
S1 exasten dos casos donde £.> Iy se asigna &1 que presente la mayor diferencia entre f, — F,

Con el anterior procedimiento se califico el grado de incidencia defimtivo para cada uno de los
117 arboles evaluados

Calidad Organoleptica De 'rutos

Se tiene en cuenta que la cahdad es un concepto que comprende numerosos atributos tanto
fisicos como quumicos Para el presente trabajo la caracteristica se baso principalmente en la

determinacion de ®

Peso y tamafio del fruto, sabor y aroma, solidos solubles y acidez La actividad se reahizo en el
laboratorio del C1 Corpoica Palmura y para cada caracter se aphco un procedimento,
acompafiado de una calificacion as
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Peso y Temaiio del Fruto

Esta caractenistica s¢ determino una vez cosechado y lavado el fruto v despues de revisar que
no estuviese afectado por algun dafio La calificacion se determino mediante tres valores
limites asl

Calficacion Caracieristica
<1lkg Fruto Liviano
11a30kg Fruto Medizno
31as kg Fruto Pesado
»351kg Fruto Muy Pesado

Aroma v Sabor

Para determinar estas caracteristicas se tuvo en cuenta que “el aroma  esta conformado por
dos componentes sabor v olor El sabor se califico por la sensacion al probar el jugo, rmentras
que el olor se determino por estimulo de receptores olfativos de los componentes organico
volatiles de la guanabana La calificacion fue la sigurente

Calificacidn Caracteristica
g-290 Sin aroma ot sabor
21-490 Agradable aroma y sabor
41-50 Excelente sabor y aroma

Grados Brix (Soltdos Solubles)

Esta caractenstica, representada principalmente por los azucares, fue determnada en el
refractometro aphicando del protocolo adaptado por Gallo Perez (1997, Anexo 1)y fue
calificada mediante tres valores hntes ast
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Calficacion Caracteristica

<10 Bajos contemdos
1012 Contenidos medios
> 12 Altos contenidos

Acidez

Esta caracteristica representada por los acidos predominantes en la fruta fue deternunada
mediante la aplicacion del protocolo adaptado por Gallo Perez (1997, Anexo 1) v fue
calificada mediante tres valores limiies asi

Califieacion Caractenstica
>10 Alta
071-10 Media
<071 Baja

Longutud diametro peso de la pulpa coiteza y columnella numero y peso de senullas

Otros parametros relacionados con la calidad de los frutos, como longitud y diametro, peso de
la pulpa corteza y columnella numero v peso de semillas, fueron medidos en una gran
cantidad de frutos pero no fueron incluidos dentro del analisis estadistico por no contar con
una muestra representativa para varios de las accesiones evaluadas Lstos se presentan sin
embargo en el Anexo 2

47 Metodologia Utihzada para Ia Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se realizo a traves de dos acividades principales, la obtencion de
los marcadores de tipo AFLP de las diferentes accesiones, y el analisis comparativo de estos
marcadores entre dichas accesiones

471 Obtencion de Marcadeores AFLP de las Accesiones

Para obtener los AFLP primero se colecto tejido foliar de las diferentes accesiones a
continuacion se extrajo su ADN y luego se aphico la teenica de AFLP desarrollada por Vos et
al , 1995
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472 Recoleccion de Tepdo Folar

En experimentos preliminares se ensayaron tres metodos de recoleccion de tende fohar joven
para la extraccion de ADN coleccion en nitrogeno hquido, en hielo y en silica-gel

Metodologia de Recoleccion en Sifica Gel

Cinco a 10 hojas jovenes sin lignificacion tueron colectadas de cada arbol y guardadas en una
bolsa plastica de sellado hermetico con perlas de silica-gel deshidratadas Estas bolsas
debidamente marcadas con el numero del individuo colectado se almacenaron en un sitio seco
hasta su llegada al laboratorio Una vez ath a cada bolsa de muestras se le cambto
periodicamente la silica-gel para continuar con el secado del tepdo hasta la extraccion del
ADN

Metodologia de Recoleccion en Hielo

Cineo a diez hojas jovenes fueron colectadas de cada arbol y depositadas en bolsas plasticas
de cierre hermetico y almacenadas en una nevera de 1copor y cubiertas con sustitutos de hielo
“Blue 1ce” (Rubbermaid) En el laboratorio las bolsas se guardaron a —80°C hasta el momento
de la extraccion del ADN

Metodolagia de Recoleccion en Nitrogeno Ligmdo

La misma cantidad de hojas jovenes guardadas en bolsas plasticas marcadas se wtrodujeron en
mifrogeno liquido en un termo, v una vez en ¢l laboratono se transfirteron a un congelador de ~
80°C hasta el momento de la extraccion de! ADN

Temendo en cuenta la experiencia con la silica-gel v lo engorroso y costoso que puede resultar
la mampulacion de nitrogeno hquido en campo, las muestras (tendo foliar de muestras
faltantes y degradadas anteriormente) se recolectaron en higlo y se almacenaron a —80° C hasta
el momento de la extraccion del ADN

473 Extraccion de ADN

Se utlizo la metodologia descrita por Dellaporia er of (1983), aplicando dos vanaciones
principales la utihizacion del antioxidante Polyvinylpirrolidone (PVP) en el buffer de
extraccion al 1 %, y dos lavados con cloroformo / alcchol 1soamtlico (24 / 1) antes de la
precipitacion del ADN lgualmente la metodologia se adapto para realizarla en tubos
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eppendorf de 1 3 ml El protocolo esta deserito paso a paso en el anexo 2 (protocolos de
marcadores moleculares estandarizados)

474 Produccion de los AFLPs

Los marcadores AFLP se generaron aplicando la metodologia desarrollada por Vos ef af
{1995) y sigutendo el protocolo del Kit AFLP Analysis System [ de Gibeo BRL (Life
Technologies, ahora Invitrogen) Los patrones de AFLP de las diferentes muestras se
visualizaron en geles de poliacrilamida al 6 % tefitdos con nitrato de plata (anexo 3, geles de la
caractenzacton molecular) Los protocolos de AFLP y tincion con plata estan descritos en el
anexo 2

Con las metodologias estandarizadas se evaluaron 15 combinaciones de cebadores en las
amplhificaciones selectivas (Tabla 8, anexo 2) Se venfico la reproducibiiidad de los patrones
de AFLP de las 4 combmaciones de cebadores que mayores polimorfismos presentaron El
analisis de vanabilidad genetica de las accesiones disponibles se realizo con las
combinaciones de cebadores F, M y N (Tabla 8, anexo 2)

475 Anahsis Comparative de los Marcadores AFLP entre las Dhferentes
Accesiones

Los patrones de AFLP de las diferentes muestras se registraron como presencia (1) o ausencia
(0) de bandas vy se compararon entre st mediante un analisis de agrupamentos (“cluster™)
realizado a partir de las smulandades geneticas calculadas entre ellas

Caicilo de Similaridad Genenica

Las simlandades geneticas entre las accesiones de guanabano, y entre las especies de
anonaceas, fueron calculadas, para cada par de individuos, con el coefictente de Nei-Li (1979}
S=2a/Ca+b+c)
S simtlaridad,
a bandas compartidas por ambos mdividios

b bandas presentes en e wndividuo | peranoenel 2
¢ bandas presentes en el mdividuo 2 peronioen el |

y postertormente fueron organizadas en una matriz de similandad
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Analisis de Agrupamiento

LLas matrices de similandad fueron analizadas con el metodo UPGMA (“unweighted paired
grouped mean anthmetics” — Sneath y Socal, 1973) del programa estadistico NTSYS (Rohlf,
1994) para determinar dendrogramas Se establecieron correlaciones entre las matrices de
similaridad con el NTSYS

48 Resultados y Discusion
481 Caracterizacion Agromorfologica
Arquitectura del Arbol

Aunque por lo general la arquitectura de un arbol frutal debe ser formada por el agricultor
mediante podas, esta caracteristica es influenciada 1gualmente por el genotipo La utilizacion
en cultivos comerciales de accesiones con arquiiecturas que permitan la circulacion del aire al
interior del arbol, puede disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades en el cultivo (en
especial de la Anfracnosts) y de esta manera bajar los costos de produccion

En general la distribucion de las ramas en los arboles de Annona muricata es densa 'y
compacta, y la copa es de forma conica con un ¢je central principal De las 8 anonas
relacionadas 6 tienen ramas compactas, y son de forma conica mientras que en la accesion
clasificada como chinnmoya (que a la postre no agrupo en el analisis con marcadores
moleculares con accesiones pertenecientes a la especie 4 cherimola sino con otras
pertenecientes a la A reticulata) y Anona Blanca, tienen ramas esparcidas y son de forma
ovada

Con esta arquitectura del arbol delineada en gran parte por la poda ha sido posible mantener
el arbol con densidad, volumen y forma definida para que no compita con sus adyacentes y se
logre alta eficiencia de la copa ya sea con produccion de follaje o con formacion de flores

Dentro de los materiales evaluados de 4 muricata, es destacable la accesion 2513 (arbol 1}
por presentar una distribucion equilibrada de las ramas y un interior algo descubierto que
favorece la circulacion del aire Caso similar se presenta en Cabeza de Negro, con la
diferencia de que en este ultimo se forma una copa mas cerrada debido la alta densidad de
hojas y ramas
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Robusticidad del Arbol y Volumen de la Copa

Aungque la robusticidad y el tamafio de un arbol varia de acuerdo a la edad de este Debido a
que los arboles evaluados fueron sembrados en diferentes afios, esta caractenisticas no puede
ser comparada entre las accesiones Si embargo su evaluacion puede aportar informacion
sobre la adaptabilidad de una accesion a condiciones agroecologicas determinadas, sobre el
desarrollo vegetativo y potencial productivo de un arbol La robusticidad se midio con base en
el diametro del tronco, en dos epocas del aile (Tabla 3) Al respecto, trabajos en cacao
demuestran que existe una correlacion positiva entre grosor del tronco y produccion de
mazorcas en poblaciones clonales ( Toxopeus, 1987) Esta respuesta no fue evidente en 4
muricata ni en las anonas relacionadas Es probable que en las especies analizadas esta
caracteristica no pueda usarse como indicativo de la produccion de frutos, o que deba usarse
con cuidado, debido a que una baja tasa de polinizacion natural (asociada en el guanabano y
en las otras especies con el fenomeno de la protogima o a la falta de insectos polinizadores),
como la que se midio en este estudio puede afectar negativamente la expresion del potencial

productivo de una accesion

La informacion recopilada muestra que las tres accesiones de Cabeza de Negro, presentaron
los mayores volumenes de copa con 7354, 927 8 y 719 2m’ respectivamente en el semestre
B y el mayor diametro del tronco con 41 4, 54 7 y 31 8 cm respectivamente, le siguieron las
accesiones 1dentificadas 2513-1 2513-4 y 2513-7 con 357 7,236 2 y 215 0 m® de copa
respectivamente y con 31 5,26 1 y 23 2 cm de diametro del tronco (Tabla 3)

De acuerdo con los datos tomados el incremento en volumen de la copa vario entre -3 3 ¥
338 5 m3, mientras que el incremento del diametro del tronco vario entre 0 y 2 2 cm No se
detecto ninguna correlacion entre el crecimiento del volumen de la copa y el del diametro del
tronco, lo que es evidente en el arbol 4 de la accesion Cabeza de Negro, que fue el que mas
crecimiento mostro en €l volumen de la copa murentras que en el diametro del tronco no
mostro ninguna variacion
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Tabla 3

Evaluacion de crecimrento de las accesiones de Annona muricata 'y de especies de

anonaceas relacionadas con respecto a volumen y diametro del tronco Corpoica

C 1 Palmira Agosto 2002

ACCESIONES GUANABANA
NOMERE VOLUMEN (m%) ROBUSTICIDAD
{Dmmetro Tronco cm}
SEMA SEMB VAR SEM A SEMB VAR
1994 1 654 (1145 491 187 207 1@
1994 2 3225 421 [ 19% 156 156 ¢
1994 3 8855 1121 236 210 210 0
204> | 6377 |op9 (271 |197 [197 o
204> 4 418 |62 246 {172 178 |06
204> 5 8230 133> (512 (204 (210 |06
H21 9335 {t6>1 (718 [18> 188 103
2512 7 7057 {817 {111 [19] 194 |03
2512 9 4329 [568 1135 [156 1156 |0
2512 10 5303 (841 (3ti (181 185 103
2511 3 3841 (52> [t4l 1143 115% |16
2511 5 3227 150> 182 {226 (226 |0
2581 11 3227 634 311|159 162 |03
H1i 8336 1227 |393 181 188 06
H13 11651 | 1553 428 |204 |204 o€
H14 8501 | 1000 120 188 194 |06
2020 1 16723 11945 873 1229 236 |06
20202 7557 [13>0 |594 (210 {216 |06
2020 § 9432 (1991 1048223 |226 |03
2016 1 0916 [1563 (471 {226  [226 |0
2016 3 1116 1534 422 [232 232 @
2016 4 B&33 1076 193 (213 1213 .0
2017 1 (6471 2528 (881 |274 [280 |06
20172 3014 {1702 1391 (296 (299 |03
20175 11971 {1745 {548 [290 (290 |0
1957 2 7615 | 1279 [518 |213  [216 |03
1957 3 9213 [1480 [559 [232 [236 |01
1957 4 6046 | 1156 1551 |204 |[207 |@3
1995 1 5198 797 {277 [169 1172 (03
1995 2 5685 (89% 391 1207 1207 |0
1505 4 2696|582 (292 156 159 |03
1983 oo 1290 1181 |216 216 |0
1983 2 14834 [ 2436 953 |286 |20 03
1983 3 146 54 | 250 1035258 238 |0
1985 3 1718 (274 107 (162 162 |0
198> 4 4412 [550 108 [1s9 162 |03
1985 § 4929 540 47 (143 146 |03
1946 6 2591 1660 401 156 169 |13
1946 & 3495 728 379 (175|181 |06
1946 10 4772 861 384 |66 166 |0
1943 ¢ 7321 11089 (37 194 (197 |03
1943 3 (U876 11238 {250 220 {223 03
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ACCESIONES GUANABANA

NOMBRY | VOLUMEN {m%) ROBUSTICIDAD
(Diametro Tronco cm)
SEMA [SEMB VAR [SIM A SEMB | VAR
1943 10 B280 (1359 531 |204 07 03
2014 | 1132 |30 187 | 140 14 3 03
2014 2 4174 [632 205 204 204 0
W51 3004 (487 187 | 140 140 0
2012 305 (796 246 | 188 191 03
2036 1 2462 356 1o 134 156 G
2036 2 3430 |368 225 (156 159 03
2036 3 3121 464 152 [ i539 be 2 03
2042 ) >4 81 707 159 [ 191 194 3
2042 2 11641 | 148 (317 (216 16 0
2042 4 7823 1935 (253 213 213 {
1921 4 §6 25 1552 869G 229 2372 03
1921 6 10292 | 2034 1003|248 25 06
1921 9 5489 623 104 1 1da 150 03
2040 1 93 64 76 (740 1210 213 03
2040 2 3109 (324 213 [ i6e 166 0
2040 3 273 (419 146 1188 188 0
kil 2 2132 262 4% 66 166 i
2041 3 2842 291 a7 169 172 03
2041 4 3604 1454 94 ixé 39 H
203% 1 27 1334 77 162 66 43
20382 3638 651 §7 {91 191 b
20393 523 712 129 1 i69 172 043
61 273 663 82 i36 159 03
62 49483 511 21 i53 153 &
63 4637 i3 50 153 156 g3
1918 3 10794 (1797 718 248 251 03
1918 5 1647 2344 |697 267 274 06
289 10916 | 1544 452 226 219 03
41 6547 977 3122 le% 178 10
472 3602 (713 153 {140 14 3 03
2037 1 2792 {336 »7 183 18 {}
2037 3 4342 1602 148 |229 232 03
2037 4 3313|673 42 194 197 03
2033 4 10442 | 1340 (296 (216 216 &
20333 3064 (280 26 1134 137 g3
2033 4 7014 %17 216 (1853 3 I
11 93 84 1695 1757 (iR 201 16
12 11602 | 1328 (168 (216 216 U
2513 1 26137 (3577 1963 |315 11 s o
2313 4 20366 12362 1325 |26t 261 0
1513 7 782 (2150 10721226 23z 4]
2514 10 17274 12279 532 243 253 1o
2514 11 95 74 1366 1349 |88 194 &
2514 12 24276 12771 1343 38% 388 {
19539 1 14301 {1870 1390 (274 277 03




ACCESIONES GUANABANA
NOMBRE VOLUMEN (m?) ROBUSTICIDAD
{hametro Tronco em)
SEMAISEMB VAR ISEMA SEMEB VAR
1959 2 H1936 11381 (387 2328 26 1 613
1938 § [5182 (2237 1639 (318 318 &
1938 2 5911 (1723 33 1334 337 63
1958 3 8174 1887 (70 196 96 0
1919 2 7213 1179 (458 1213 220 0&
916 3 7963 944 148 {226 232 06
1919 7 1H1 60 | 1374 458 (283 286 3
1920 1 14102 | 15315 {405 | 274 277 03
1920 2 6032 | 886 283 | 1686 166 &
1920 3 TL705 | 1398 228 280 280 i
Cabeza de Negro 2 | 8660y (7354 | 1694414 414 ]
Cabeza de Negro 3 | 84041 19278 (874 {547 37 0
Cabezado Negro 4 | 38342 {7192 (33381318 38 0]
Chinmeya 1 s515 1609 28 143 143 0
Anopa Colorida | | 12988 | 1685 386 (159 159 0
Anona Colorada 3 {5627 | 731 168 [124 124 4]
Apona Colorada 4 {9093 1298 389 {140 14 ¢ 0
Binba | 89 24 1059 167 (197 197 g
Fhinba 2 15026 | 1879 366 |267 7 it
Birba 3 18006 {1868 (167 (255 253 i
Anona Biwmea 2 3163 48 H 853 2 86
Anong Biwea 3 2668 234 33 i1 i34 22
Anona Blapea 4 31565 1453 87 i50 150 0
Anrona glabra 1 86 34 1442 (577 {166 166 Q
Az glabra 2 |73 53 33 398 (1172 172 0
Annona glabra 3 16064 11001 [395 [ 156 156 0
Amnong montana 1| 16833 12511 1828 |286 293 g6
Annona moniara 2 | I38 13 (2045 1664 (255 25K 03
Annong montgna 3|91 18 1258 1348 216 FARS g

Polmizacion Natural y Productividad (kg Promedio arbol/afio)

En el guanabano diversos autores han reportado frecuencias bastante bajas de polhinizacion
natural y ‘cuajarmento’ de frutos de entre 2 y 3% para diferentes regiones del pais entre estas
el Valle del Cauca (Escobar y Sanchez 1992} Aunque se ha reportado que la guanabana es
autogama (Escobar y Sanchez 1992) esto no se ha podido comprobar en 4 clones diferentes
mantenidos en condiciones de mvernadero del CIA T, que en cuatro afios no han producide m
un solo fruto por autopohinizacion pero st por pohinizacion artificial Esto se puede deber al
caracter protoginico de la flor como mecamismo que impide la autopohinizacion y favorece la
polinizacion cruzada, sumado a la ausencia de los pelinizadores entomofilos La poliuzacion
natural parece depender ademas de factores externos como la temperatura y la humedad
relativa (Escobar 3 Sanchez 1992)
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Debido a [a baja tasa de pohimizacion natural, un practica comun en los cultivos comerciales de
guanabano en el pats, es la realizacion de polimizaciones manuales de las flores para garantizar
una buena produccion y ia formacion de frutos simetricos de buen aspecto (ing Agr

Francisco Arboleda, com personal 2002} La realizacion de esta practica requiere de personal
calificado y aumenta los costos de produccion por mano de obra en los cultivos Por esta razon
encontrar accesiones o variedades que no requieran o que requieran en menor proporcion de la
polintzacion artificial, puede tener un gran impacto en la productividad y los costos de
produccion de cultivos de guanabano

En el presente estudio la polimizacion natural se midio como el porcentaje de flores regmstradas
que tormaron frutos durante un afio de mediciones 81 bien la lectura de flores se realizo cada
15 dias hubo mucha dificultad para cuantficar ¢l total de flores formadas, debido al gran
numero de flores abortadas y a la formacion de nuevas flores entre cada una de las lecturas

Enel caso de 4 muricata, se observo que el porcentaje de formacion de frutos vario entre 0 y
16 6% La no formacion de frutos fue registrada en 11 de los 90 arboles evaluados Se
encontraron 15 accestones que presentaron mveles de pelimzacion natural superiores a 3%
Estos miveles son superiores a los registrados por Guzman (1992) que oscilan entre [ 7y 4 8
en diferentes meses del afio, pero infertores a los reportados por Villalta en Costa Rica, que
oscilan entre los 18 y 24 (Citado por Pefia er af 2002)

En 25 de la totahidad de arboles evaluados se formaron 10 o mas frutos {Tabla ) Entre todas
las accesiones se destacan por rendimuento las siguientes § que produjeron mas de 45 9

kg /arbol (9 37 ton‘ha, calculadas a razon de 204 arboles por hectarea), lo que es superior al
promedio nacional que es esta en 9 tontha 2513-1, 2513 -4, 1983-2, 6-3, 2015-2, 2042-4, H-
2-1, 1983-3 y 2513-1 En estas dos ultimas accesiones, se obtuvieron productividades
superiores a las 20 torvha (109 y 116 kg /arbol, Tabla ) La productividad de todas las
accesiones sin embargo esta por debajo de la reportada por el I Agr Larrota de fa empresa
Agromilo-Grajales de La Union-Valle (2000} que es de 130 kg /arbol para arboles de 6 5 afios
de edad, y la reportada por para el clon de guanabano “Elita ’ que puede llepar a producir

191 8 kg /arbol/afio (Rios Castafio, 2001, descripcion del Clon Elita Vivero Profrutales S A)
lo que correspondena a 39 ton/ha/afio

En las 8 accesiones mas productivas, la afeccion por antracnosis fue calificada como media (2)
en los arboles 2513-1 y -4, mientras que ¢n las 6 accesiones restantes, la afeccion fue baja (1)

En las Anonas relacionadas, el porcentige de formacion de frutos fue muy bajo y solo 15 de
los 27 arboles evaluados produjeron algunos frutes con excepcion de la accesion clasificada
como Chinmoya (la cual corresponde a la especie A reficulata segun los resultados de la



evaluacion con marcadores moleculares) en la cual se cosecharon 36 frutos con un peso total
de 5 4 kg (0 15 kg /fruto) correspondientes al cuajamiento del 33 3% de las flores

Cabe anotar que vanas de las accestones evaluadas podrian producir mucho mas de lo medido
st se establecieran cultivos clonales con ellas, v s1 estos recibieran un manejo mas teentficado

durante todo su crecinmento, que el que se le puede dar en el banco de germoplasma Entre las
practicas de mangjo se debera inclur fa polinizacion artificial
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Tabla 4

Polinizacion natural de las accesiones de Annona muricata y de Anonas
relacionadas basada en numero de flores y naumero de frutos cosechados
Corporca C 1 Palmira Agosto 2002

ACCESIONES DE GUANABANA

Arbol Nomero N® Frutes  [Peso Peso Promedie Frute % Frutos
Flores Cosechiados |Total Frutes kg Farmados
kg
1994 1 252 6 2320 388 24
1994 2 1[3 it 0 G 0
1994 3 14} a 12 40 137 64
2045 1 G0 i 290 294 it
045 4 i3t § 14 74 254 38
2045 3 Bh g i g G
H21 395 6 6225 389 41
2512 7 256 i3 3928 261 39
2512 9 130 12 2830 235 92
2512 16 i76 iy 2808 280 37
25113 6% 7 1760 2 st 19
2511 58 232 3 16 50 330 22
311 11 EhE ] Q 4] 0
Hil 818 i 280 286 01
H13 1004 18 3690 BN 10
Hi4 230 b 2330 291 j2
2020 1 477 4 1360 32 08
20202 170 z 910 4 5 12
2036 3 257 ) 26 30 526 14
2016 1 236 10 2870 2 87 349
2016 2 402 ) 2R 55 317 22
2016 4 341 1G85 36! 09
20017 1 3 1 3% 00 390 27
2017 2 269 4 &870 217 13
2017 8 3id 4 1350 387 13
1957 2 8 0 g ] g
1957 3 84 f 250 2 a0 12
1957 4 73 0 it 0 ]
1992 1 LB 2 14 60 730 i
1995 2 34 G 291> 323 30
1995 4 223 4 i4 8> 371 18
1983 1 426 il 217> 197 26
I983 2 234 24 7275 363 (1
1983 3 422 33 10% 00 ERl 83
1985 3 16 H 4 00 400 09
1985 4 153 f 4 1] 0
1983 3 3793 o 0 0 0
1946 6 P87 2 870 435 11
1944 3 173 3 12 90 430 b7
1946 14 471 4 2370 592 08
1943 1 247 14 33590 242 by
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1943 3 152 12 32 5% 271 79
1943 16 210 4 11465 291 19
2014 | 89 2 1460 162 101
20142 145 24 19 50 1 64 166
2015 1 238 9 28 10 312 3%
2015 2 234 20 45 95 2729 8%
2036 1 359 10 24 70 247 28
2036 2 422 7 17 80 254 17
2036 3 41% ¢ 0 0 0
2042 1 427 3 630 216 07
2042 2 768 3 1760 440 05
2042 4 431 21 64 65 307 49
1921 4 476 7 22 1 315 5
1921 6 191 3 20 80 693 i
1921 9 4686 I8 3550 197 39
2040 1 293 i6 43 00 268 54
2040 2 286 5 950 190 17
2040 3 119 3 8 40 2 80 25
2041 2 197 3 7 50 250 15
2041 3 343 2 209 4 00 06
2041 4 349 2 510 355 06
2039 1 a4 4 1160 340 43
2039 2 268 3 13 40 223 22
2039 3 318 9 2900 322 28
61 237 F 17 40 248 30
62 234 4 17 6 426 17
63 3 17 4915 2 89 53
161§ 3 468 0 0 I3 0
1918 5 433 0 0 0 g
1918 9 694 12 3810 317 17
41 819 7 24 80 324 09
42 559 16 3472 214 9
2037 1 123 5 1915 383 41
2037 3 298 4 1330 332 13
2037 4 212 9 3143 149 42
2033 1 562 8 16 60 457 14
206333 164 2 800 400 2
2033 4 526 {0 3670 367 18
i 207 3 1160 366 14
b2 180 2 £ 40 420 i
25131 551 33 116 13 352 60
2513 4 1077 23 94 20 109 2
2513 7 542 3 1030 343 06
2314 10 1269 24 600 300 62
2514 11 467 2 320 2 60 64
2514 12 1105 i 130 130 o1
ANONAS RELACIONADAS :

1959 | 1927 G G ¢ 0
1959 2 1580 0 0 0 o
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1958 1 580 10 230 033 17
1958 2 750 7 2 40 034 09
1958 3 652 9 280 431 4
1919 2! 1>62 2 540 270 g1
1919 3! 1697 I 093 093 01
1910 7' 1373 Q 0 0 0
1920 1 73 3 320 {06 40
1926 2 123 4 770 192 13
1920 3 49 4 380 093 82
Cabesn de Negio 2170 0 0 a 0
Cabezz de Negro 3303 0 ] 0 g
Cabeza de Negro 41394 2 260 130 035
Chinmova | 108 36 540 Q15 333
Anona Colorad « 1 1343 4 1] i} 0
Ancna Colorada 3 |602 0 i ) 0
Anona Colorads 4 1332 4 220 033 12
Bimbe | ix1 ) 0 tt 0
Biuiba 2 172 0 a tH {
Binba 3 419 0 0 0 0
Anona Blanca 2 153 5 035 070 91
Anonz Blanca 3 {107 & 110 018 36
Anona Blanca 4 1121 0 t G 0
Annona glabra | [1727 i 065 063 ai
Annona glabry 2 {963 i 04as 043 R
Armona glabra 3 1198 ] 40 0 40 gl
Annona montang 1[1331 & 0 0 g
Annond montan: 2{1243 ¢] 0 0 0
Annena montana 3| 1213 4 370 092 ]

Incidencia de Antracnosis

La antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum gloesporiordes P | es 1a enfermedad mas
importante del guanabano y puede producir perdidas hasta del 90 % de la produccion (Escobar
y Sanchez, 1992)

La valoracion sobre todo el arbol permitio observar que la enfermedad se presenta en brotes
tiernos, hojas, ramas, botones florales y en frutos En general en los arboles afectados se
observaron lesiones necroticas de color cafe o marron oscuro en bordes, parte interna y en
nervaduras de las hojas con deformacion foliar v postenor defoliacion Ln botones florales Jas
lesiones son de forma variable y generan necrosanuento y caida del boton En frutos jovenes la
enfermedad indujo momuficacion y su desprendimiento del arbol La antenor sintomatologia
es repoitada por Zarate (2000) Escobar v Sanchez (1992)
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Los resultados de la evaluacion presentados en la Tabla 5, indican que la enfermedad tuvo
mayor ncidencia en las accestones de guanabana que en las anonas refacionadas, en la
mayoria de las cuales no hubo incidencia de la enfermedad, con excepcron de las accesiones
1959, 4 glabray A montana (identificadas posteriormente como pertenecientes a la especie
A montana), que mostraron incidencias calificadas como 3, 1 y 3 respectivamente En 4
muricata la incidencia de la enfermedad fue de la siguiente manera 3 arboles (3 3%) sin
incidencia, 57 arboles (63 4%) con grado 1 (bajo), 20 arboles (22 2%) con grado 2 (medio) y
10 arboles(11 1%) con grado 3 (Alto) El primer grupo lo representan los arboles 1985-3 y -4
y 2041-3, todos reportados con muy baja formacion de frutos El segundo grupo representa la
mayoria de las accesiones, dentro de las cuales se encuentran los arboles destacados por
rendimiento 1983-1, -2 -3,2014-1 -2, 2015-1, -2,2042-1, -4, y H-2-1 El tercer grupo
incluye la accesion destacada por rendimiento 2513- 1 y -4 El cuarto grupo, con mayor
incidencia, presenta arboles que no produjeron frutos (2045-5 y 1918-3 y -5) y otras arboles
(2020-1 2017-5 1985-5 1921- 4y 6, y 2514-12) registradas por baja produccion

Por ser esta enfermedad un problema importante en la produccion del guanabano, es necesario
en trabajos futuros comprobar las observaciones hechas, propagando clonalmente los arboles
que no mostraron incidencia o en los cuales esta fue baja, inoculandolos artificialmente y bajo
condiciones controladas con diferentes razas de la enfermedad
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Tabla 5

Incidencia de Antracnosis en las accestones de Annona muricata y en especies de
Anonas relacionadas La escala de calificacion fue de la sigwiente manera 0 = No

incidencia, 1 = Baja incidencia, 2 = Incidencia Medha y 3 = Alta Incidencia
Corpoica C 1 Palnura Agosto 2002

ACCFSION INCIDFNCIA ACCESION INCIDFACIA
ANTRACNOSIS ANTRACNOSIS
19594 | t 2040 1 2
1994 2 i 2040 2 2
1994 3 i 2040 3 1
045 | 1 2041 2 [
2043 4 3 2041 3 i
2045 > 3 2041 4 i
H2 1 1 2039 1 }
25127 1 2039 2 1
5129 1 2039 3 !
281210 1 61 1
25113 1 62 !
2511 5 1 63 2
2511 11 2 1018 3 3
Hl1 1 1918 » 3
HI13 } {918 9 i
Htid 1 41 1
2020 | 3 472 i
2620 2 2 20371 i
2020 » 2 2037 3 i
2046 | i 2037 4 1
20163 2 2033 | 1
2016 4 H 20333 1
2017 1 2 2033 4 1
2017 2 2 bl 2
2017 5 3 12 2
957 2 ! 23131 2
1937 3 2 2513 4 2
1957 4 1 2513 7 p
1995 1 1 251410 1
1995 2 { 281411 1
1995 4 1 2314 12 3
1983 1 i 1939 1 3
1983 2 1 1959 2 3
1983 3 ] 1958 1 O
I983 3 0 1238 2 4
1983 4 g 1928 3 i)
1985 5 3 1920 1 g
1946 6 1 1920 2 0
1946 8 ] 1920 3 0
1946 10 1 {abeza du Negro 2 0
1943 1 | Cabeza de Negro 3 0
1943 3 i Cabeza de Negro 4 0
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ACCESHON INCIDENCIA ACCESION INCIDENCIA
ANTRACNOSIS ANTRACNOSIS

1943 10 i Chirgmoys | 0

2014 ¢ i Anona Colorada 1 0

2014 2 1 Anona Colorada 3 0

pitl I 1 Anona Colorada 4 8

20152 1 Biriba } q

2036 1 1 Birtha 2 ¥

2036 2 1 Birtha 3 g

2036 3 2 Anona Blanca 2 1

2042 1 | Anona Blanca 3 0

2042 2 2 Anona Blanca 4 ¢

2042 4 l Annona glabra | {

1521 4 3 Annona glabra 2 i

1921 6 3 Annona glabra 3 ;

1921 6 1 Annons montana 3

1919 2} 3 Awrong moniana 2 3

1519 3 z Anrong montaa 3 @

1919 7* 2

La accesion 1919 2 resulio pertenceer 2 la especie 4 montana en el analisis molecular

Caractenisticas Organolepticas del Fruto

Los resultados de la calidad organoleptica corresponden a la informacion completa reumda de
la evaluacion de los frutos 65 de los 90 arboles de 4 muricata En los 25 arboles restantes de
4 muricata como en las 27 de especies relacionadas no se realizo analisis organoleptico por
diferentes causas as1 no produccion, maduracion desumforme, dafio por msectos — plaga,
pudricion interna causada por enfermedades o endurecimiento del fruto ornginado
posiblemente por desordenes fistologicos

Varwahles Morfologicas

Pese vy Tamato Promedio del Fruto

Los datos de las variables peso y longitud de fruto para las 65 accesiones presentaron una alta
vaniabilidad, como se ve en cuadro siguente

Simple Statistics

Varable N Mean Std Dey Sum Minimum Maximurm
PESOFRU 65 3163 1099 205598 1300 7300
LONGFRU 65 24 29 38 1579 1300 3753

41



Al someter los datos a la correlacion lineal de Pearson, estos presentaron una asoclacion
positiva alta, coeficiente de correlavion r =0 981 y una sigmificancia Pr>r de 0 0001

Bajo la anterior explicacion, la mformacion summustrada en la Tabla 6 y en la Fagura 1,
muestra el peso promedio del fruto en las diferentes accesiones es mayor de 1 kg o sea que no
se encontraren accesiones con frutos livianos, por el contrano, se observa que en la mayona
de las accesiones, ¢l peso promedio de los frutos varia entre 1 3 kg (para el arbol 1994-3,
2514-12) y 7 3 kg para el arbol 1995-1 Esta vanacton de peso permmte clasificar los arboles
evaluados de 4 muricata en dos grandes grupos ast 31 produce {rutos de peso entre 1 v 3 kg
(frutos medianos) ¥ 33 produce frutos de peso supenior a 3 kg (Frutos pesados y muy
pesados) Al respecto, se observa que los 8 arboles destacadas anteriormente por rendimiento
se clasifican en dos grupos as1 a) Frutos medianos, arboles 2014-2 y 2015-2, b) Frutos
pesados, arboles 2513-1 y 2513-2, 1983.2, 1983-3, 2042-4 y H-2-1

Con respeto a Ia longitud del fruto, [a mayora de los arboles producen frutos entre 20 y 30
centimetros y tamafio asociado directamente con pesos entre 2000 y los 4800 gramos Los
arboles con peso menor a 2000 gramos tales como 1994-3, 20141, 2014-2 y 2514-12,
presentan entre 13 0y 19 4 em de longitud Las accesiones con frutos de mayor peso, 2020-53,
1921-6 y 1995-1 presentan 31 2, 36 7 y 37 9 cm de longitud respectivamente (Tabla 6 y Figura

Y

Clones de muy buena calidad, altamente productives y que producen frutos de tamafio grande
{mas de 3 kg de peso) como el “Elia” v otros seleccionados por C Biotec v CIAT {aun en
¢valuacion} se encuentran dispombles S embargo es de gran importancia para el mercado de
la fruta en fresco seleccionar clones de frute pequefio, deentre 1 v 2 kg (Ing Larrotade
Agromlo Grajales, com Personal 2000) En este senhido valdria la pena propagar clonalmente
los arboles mas productivos y que producen los frutos de menor tamafio v evaluarlos en
diferentes regiones del pais, realizando polinizaciones artificiales s1 es necesaro
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Tabla 6

Caractensticas organolepticas de accesiones de guanabana (Annona muricata)

Corpoica C ! Palmira Agosto 2002

Orden  |Accesion Peso Promedio |Longitud Sabory  [Sohidos Acidez

Fruto (kg } Fruto (cm) Aroma Solubles (%)
t i1 1666 260 48 52 11
2 12 4 200 278 2 165 13
3 1918 3 3000 260 45 132 08
4 iG18 9 3175 244 40 138 Il
50 1919 2! 2700 228 35 108 14
6 1919 7 L350 130 3> 106 14
7 1921 4 3157 243 45 146 as
8 1921 & 6933 367 30 153 a7
9 1921 9 1972 264 54 164 1
10 (1943 1 2421 29 40 133 11
11 {1943 10 2912 235 3> 20 11
12 11943 3 2712 29 ig 121 140
13 1946 8 4300 281 40 131 12
14 11957 3 2560 222 34 133 06
i5 1983 1 1977 2453 43 134 1}
t6 19832 3031 239 43 125 08
17 (1983 3 314 242 bt i6 g as
15 11994 3 8es 267 43 127 i
19 11984 2 1377 185 43 117 a9
20 195 1 73 279 4 8 152 49
21 11995 2 3238 46 43 131 45
22 11995 4 3712 262 48 i62 11
23 ja0id 1 1622 193 435 151 ¢
24 20042 1645 14 49 164 13
23 20131 3z 242 48 16 1 09
6 20152 2297 2f 2 47 159 11
27 (20161 2870 234 43 136 11
28 (20163 3 244 48 129 11
29 20154 3614 258 30 142 08
30 20071 3900 68 42 125 09
31 20172 2178 211 ERY 127 12
32 oze7 s 3873 267 43 128 ¢
33 02 4 350 289 48 145 11
34 |20 3 5 260 312 48 12 19
I (20331 4 375 2990 45 119 10
36 20334 3676 60 hEt 16 4 1
37 2036 1 2470 221 50 i76 i1
g o7 3830 263 40 126 09
312037 4 3 4%4 254 48 118 16
45 120392 2233 213 40 08 11
41 120393 3222 245 50 i84 09
42 12040 1 2687 228 40 131 09
43 1240 2 190G 202 >0 196 13
44 12040 3 2 860 232 30 192 11
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Orden  |Accesion Peso Promedio |Longitud Sabory |Sohdos Acadez

Fruto (kg ) Frute (cm) Aromn Solubles (%)
45 [2042 2 4 400 284 48 171 08
46 |2042 4 3078 241 50 154 09
47 2045 1 2903 23> 43 123 11
48 (204> 4 2940 236 43 122 12
49 125113 2514 222 43 140 P2
50 2512 10 2 803 232 50 146 1 G
51 |25127 2616 226 453 135 10
52 25129 2358 217 43 12 4 11
53 |25131 3519 255 46 150 12
54 12513 4 4095 274 45 147 10
55 |2514 10 3000 238 50 14 6 11
56 12514 11 2 600 225 50 156 11
57 12514 12 1 300 182 50 162 10
58 |41 3 542 256 50 14 9 10
X9 (42 2 140 210 48 162 12
60 (61 2 485 221 45 157 10
61 (62 4262 280 43 143 08
62 [63 2 891 23> 40 123 10
63 (H13 3 690 261 40 128 09
64 |H14 2912 235 45 135 08
65 |H21 3 890 267 49 149 10

1 La accesion 1919 resulto pertenecer a la especie 4 montana en la caracterizacion molecular

Figura |

Longniud Fruto {(crm)

Variables Motrfologicas
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Peso Fruto (gr)

Peso (gr ) y longitud del fruto (cm) de 65 accestones de guanabana (Anona
muricata) Corpoica C I Palmira Agosto 2002 (El punto marcado con el numero
6 corresponde a | arbol 1919-7 que resulto corresponder a la especie A montana
en la caracterizacion molecular)
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Varwables Organolepticas

Las variables sohidos solubles, acidez y sabor y aroma, presentaron las siguientes

descripciones
Simpie Statistics

Varable N Mean Std Dev Sum Minimum Maxsmum
Sabory 63 454 G4z 295 49 330 260
Aroma

Sotedos 65 1427 264 427 G 900 1960
Solubles

Acidez 65 102 015 66 70 060 1460

La correlacion lineal de Pearson detecto una alta asociacion y positiva entre solidos solubles ¥

el sabor y aroma (Tabla 7 y Figura 2), una correlacion significativa estadisticamente baja y

negativa entre la acidez v el sabor y aroma (Tabla 7 y Figura 3), y ningun tipo de asociacion

entre los solidos solubles v la acidez (Tabla 7 v Figura 4)

Tabla7  Coeficientes de correlacion de Pearson para las varnables organolepticas de 65
accesiones de guanabana (Anona muricata) Corpoica C 1 Palmira Agosto 2002

Sabory Aroma

Sohdos Sclubles

Acidez

Sabor vy Aroma

100!
00

Sohidos Selubles

07984
00061
100
00

Acidez
026102
00357
0 02006
8740
100
00

! Pearson Correlation Coefficients
" Prob > {R{ under Ho Rho=0
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Calidad Organcleptica
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Figura2  Asociacion entre sabor y aroma y solidos solubles para 65 accesiones de

guanabana (Annona muricatay Corpoica C 1 Palmira Agosto 2002 (La
numeracion corresponde al orden de la tabla 7}
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Figura3  Asociacion entre acidez (%) y sabor y aroma para 65 accesiones de guanabana

(Arnona muricatay Corpomeca C1 Palmia Agosto 2002 (La numeracion
corresponde al orden de la tabla 7)
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Figura4  Asociacion entre acidez (%) y sobidos solubles para 65 accesiones de guanabana
{Annona muncata) Corpoica C1 Palmira Agosto 2002 (La numeracion
corresponde al orden de la tabla 7)

Sabor y Aroma

La calificacion de esta caractenistica fue el resultado de un juicio completamente subjetivo Se
encontro que con excepcion de los arboles 1919-2, 1919-7 (ambas resultaron pertenecer a 4
montana en la caractenzacton molecular), 1943-3, 1943-10, ¢l 94% de ellas presentaron
valores entre 4 0 v 5 (4 (Tabla 6) lo cual las califica con excelente sabor y aroma Esto
significa que la gran mayona de las accesiones de guanabana existentes en el banco de
germoplasma conservado en el C1 Corpoica Palmira podnan ser utilizadas tanto para ¢l
consumo en fresco como para la industria

Solidos Solubles y Acidez

L.os resultados obtenidos en solidos solubles (Tabla 6) indican que con excepeion de los frutos
del arbol 1943-10 en todos los demas el valor fue mavor de 10 y presento himite supenior de
196 v 19 2 en los arboles 2040-2, 2040-3, respectivamente (desgraciadamente estas dos
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accesiones no figuran entre las mas productivas) Es importante destacar que la mayorna de las
accestones presentan una buena relacion entre solidos solubles y acidez, lo cual denota que
son promisortas para la agromndustria

Los frutos de tos arboles 1919-2, 1919-7 (que pertenecen a 4 montana segun los resultadoes de
la caracterizacion molecular) 2014-2 y 2040-2 presentan los mas altos valores de acidez
{entre 1 3 v 1 4), todas las demas registran valores adecuados para esta vartable, denotando las
bondades de la mavona de las accesiones existentes en el C1 Palmira

Segun Angela Ines Reyes, Instructora Postcosecha del Sena en Buga (Comunicacion personal
2000} los frutos del guanabano para ser aptos para la produccion de pulpa, deben poseer las
siguientes caracteristicas pH entre 3 8 v 4, solidos solubles ("Bnix) entre 14 v 16 y acidez
titulable (acido citnco) entre 0 8 v 2 0 Aproximadamente la mutad de los arboles evaluados
producen {rutes con estas caracterisicas
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49 Caracterizacion Molecular de la Varnabihdad Genetica del Guanabano v
Especies de Anonaceas Relacionadas

491 Colecta de Tepdos vy Extraccion de ADN

Con los tres metodos de recoleccion de tejido fohar se obtuvieron muestras de ADN de buena
calidad (ver Fig 5} La recoleccion en hielo facilita la toma de tepido foliar a distancias
relattvamente cortas del laboratorio donde se realiza la extraccion {por ejemplo la distancia
CIAT-C1 Corpoica Palmura), siempre y cuando el tendo se congele, o se mmicie la extraccron
de ADN en las sigwientes canco horas aproximadamente Para distancias largas o en salidas de
campo de varios dias, la recoleccion en silica-gel puede ser mas pracnica, con la condicion de
que la relacion silica-gel/iendo permita el secado progresivo del tejido  Esta relacion ha sido
propuesta por Sytsma ef of (1993} y corresponde a 10 gramos de silica gel por | gramo de
tejido En una segunda colecta de tepdo foliar se decidio recurnr umcamente a la recoleccion
en hielo, obtemendose ADN de buena calidad, optimo para la digestion y las amplificaciones
selectivas de la teenica de AFLP (Fig 5}

492 Extraccion de ADN del Guanabano y de Especies de Anonaceas Relacionadas

Con la metodologia estandarizada de extraccion de ADN se logro obtener entre 1600 vy 16400
ng de ADN por 0 154 g de tepido foliar de guanabano (que es aproximadamente el peso de
tejido foliar que se almacena en un tubo Eppendorf de 1 5 mi hasta la marca de 0 5 ml),
cantidades que alcanzan para 64 a 656 reacciones completas de AFLP Con una cantidad
aimilar de tepdo foliar de las otras especies de anonaceas se obtuvieron entre 1300 v 15100 ng
de ADN

Las soluciones de ADN de cada muestra en tampon TE (10 mM Tris-HCI pHE, 0 T mM
EDTA) se encuentran almacenadas a —20 °C  La calidad del ADN utihizado para la obtencion
de los marcadores AFLP se observa en la Figura §
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Figura &

493

Calidad de los ADNs de muestras de anonaceas del banco de germoplasma extrardas con el
metodo de Dellaporia (1983) modificado (anexo 2) 132036 1 2) 1920 2,3} 1921 6 4)2036-3 5)
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negro 4 23) 1995 2 24) H1-3 25)2041-3 26)2017-2 27)2020 2 28) 2037-1 29) 2041 4 30)
Birtba 1 313 Binba 2 32) 2039 1 34} 1957-3 33} Anona Colerada-4, 36) Chirmmoya-1 373
1959-2, 38) 2637 | 39)4 | 40) Anona colorada 1 41) 1957 4 42)2039-2 4331 | 44) cabeza
denegro 2 4532512 7 46) Anonablanca 2 47) 2017-5 483 6-3 496 2, 50) Binba 1, 52) 1983
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30152 6111940 6 6332512 10 6414-2 6532033 4, 66) 2033-1, 67) 2045-1, 68) Anona
montana b 69)2511 5 700HY 1 71)2511 3 72)2512-9 7334 2 74) 1-2 752033 4,76)
2033-1, 71 Anona blanca 3 78) 2045 5 79) Anona montana | B0Y 2511 3 De las muestras
margadas con negrila se obtuvieren patrones de AFLP

Marcadores AFLP de las Accesiones de Guanahano y Especies de Anonaceas
relacionadas

El analisis preliminar de los polimorfismos mostrados por 15 combinaciones de cebadores en
un grupo pequetio de guanabanos y anones amazonicos permitio seleccionar tres
combinaciones para los analisis de vanabilidad de todas las accesiones disponibles Se
seleccronaren las bandas lepibies que mas polimorfismo mostraron (Tabla 8) La
reproducitilidad de los patrones de AFLP para las tres combinaciones de cebadores
seleccronados fue verificada en 4 individuos



La Figura 6 muestra un gel representativo del patron de bandas obtemdo en 42 muestras de

accestones de especies de anonaceas Como se trato que accesiones de las que se sospechaba

pertenecian a una misma especle quedaran agrupadas, se ven agrupaciones de aceesiones con

patrones muy similares entre si, como por ¢jemplo log patrones 1 y 2,3 a 8, 10 a 15,21 a 24,
26 v 27,29 a 32, entre otros {ver Figura 12}

TABLA 8 Polumorfismo de 15 combunaciones de cebadores de AFLP en 3 muestras de
guanabanos (4 muricatfa) y 3 de anones amazomcos (Rollima spp ) de diferentes
regirones {Los cebadores corresponden al kit de AFLPs de Invitrogen)

Combmnacien de Combmsaer | Bandas Pelemarfisme en Polimorfismo en Bandas pohmorficas
cebadores on legibles guanabanos aunnes amazonices | entre guanabanos y
{Nucleotidos Selectivos) {4 murcain) {Rolthna spp ) anones AMAZONICOS
£ AGG MCIG A *

E AGG M CAC B8 *

E AAC M CAG C *

E AAC M CAT D *

E ACT MCTC E 63 3 12 44

E ACT M CAA F 76 4 13 48

E ACA M CTG G 65 2 6 52

L ACA M CAC i 78 & 13 50

E ACC M CTG i 64 4 9 37

E ACC M CAC H G 3 > 7

E ACA M CAG K dé 3 4 31

E ACA M CAT L *

E AGC M CTC M 67 3 7 39

E AGC M CAA N 66 7 2 40

E ACG M CIG O *

* las combinaciones de cebadores A 1D Ly O presentaron numeros de bandas legibles inferiores a 40, por eso
no se tvieron en cuenta en el analisis de polimorfismos
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Figura6  Resultado de la tincion con nitrato de plata de patrones de bandas de AFLPs
producidas con la combinacion de cebadores M y separadas por electroforesss en
un gel de poliacrifamida Los patrones de bandas corresponden a 44 accesiones de
anonaceas (solo la mitad superior del gel aparece en la foto)
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Las 44 accesiones del grupo de anonaceas fueron analizadas con las combinaciones de
cebadores M y N Con la combinacion N presentaron 274 bandas, todas ellas pohimorficas
menos una (practicamente 100 % de pohmorfismo) La accesion Cadmia en este analisis se
incluyo como un elemento de referencia externo al grupo (“outgroup™) La unica banda
monomorfica no se presento en esta accesion, lo que permite proponer a esta banda o
marcador como especifico para este grupo de anonaceas de importancia horticola (Figura 7)
El numero de bandas por individuo estuvo entre 18 y 48, siendo la accesion ASP V36-1 la que
mas tuvo y ASP Q22-1 la que menos Con la combinacion M se obtuvieron 225 bandas en
todo el grupo 100 % polimorficas La accesion ASP V48-1 fue la que menos bandas presento,
21, y Biniba la que mas presento con 63
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tigura 7
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Gel de poliacrilamida tefirdo con mitrato de plata que muestra la “huella dactilar  de fragmentos de
ADN de accesiones de especies de anonacens relacionadas con el guanabano amphficados por
medio de [a tecnica de AFLPs {combinacion de cebadores N) 13 ASPCVal 2 31 ASPAVEZ 4 5)
Anona Glabra 2 &) Anona Montana 1 7YAMON V31 2 S AMONVISZ | 9) AMON HS32,
[0 AMON V54 4 11) Anona Colorada 1 {23 Buiba | 13)ASPGN31 4 4 ARPGV3I4 2 15)
ASPVAZS | 18)ASP V3I6-1 1T ASP V42 1 18) Cabezade negro 3, 193 Churimoya 1 20) ASP
V21 L21YASP VA3 B 22)ASP V41 3 233 ASP VIO 2 24) ASP T64 1 23) Anona Blanca 3
26VASP V20 1 27 ASP Q3B 1 28) ASP CUG3 1 29) ASP VR63-1, 30) ASF BRSO 2 31)
AMUR VI 333 AMUR VL 1, 345 AMUR V1, 353 1958 3 36) 1959 2,37} 1920-1 38) ASP
GV33 1 39) Cadnua, 403 ASP Q22 1 41 ASP V46 1 42) ASP V48 1, 43) ASP V47 1, 44) ASP
YRO6 1 45) ASPPR49 1 46) ASP V45 1 Las flechas indican una banda presente en todas lag
accesionas a excepcton de Cadmua la accesion mas diferente del grupo (menos de (2 | de
similandad — Figura 11)

La Figura 8 muestra un gel representativo de patrones de AFLP de 47 muestras de

guanabanos
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Gel de polacrilamida tefudo con plata gue muestra la ‘huella dactilar  de fragmentos de ADN de
accesiones de clasificadas como 4 murrcata amplificados por medio de la tecruca de AFLPS
{combinacion de cebadores ¥) 1119854 2)2513 1 3) 19573 4) 1958 1 5) 1959 2,6} 1918 5
63 5)2014-2 920151 1) 2016 3 11)20172 12)2040 3 13)2041 3 16) AMUR V9, 17}
AMUR A7 2 18) AMUR M3 2 1932033 1,20) 1920 1 21) 2020 1,22)2512-9 23) 19%4 3, 24)
2036 3 25)1946 10 26) 1 27)4 2 28) 2314 10 29y 2037 1 30) AMUR 3 2 31 AMURH2 |
I2VAMUR VE 33 AMURH3 5 343 1943 10,35)263% 2 363 H2Z 1 37)HIT | 38 1982 3 39)
2045 1 4011919 3,413 AMUR V1, 427 AMUR H2, 43 AMUR H4 445 1921 4, 45) 19952 46)
AMUR 42 47) ASP GV 34 (Rollma spp ) El patron de bandas de las accesiones 4 (1958 1), 3
(1959 23, 20 (1920 13 v 4D (1919 3} es a simple wists completamente diferente al de las demas
accesiones {guanabanos} Estas accesiones agruparon junto con las pertenccientes 2 4 globra A
mortarg Rollona spp ¥ A montfana respectivamente

Tres de las accesiones clasificadas inimalmente como pertenecientes a la especie 4 muricata,

e mncludas como tal en los estudios con marcadores moleculares, fueron excluidas del grupo

de los guanabanos durante la caracterizacion agromorfologiea (Accesiones 1938, 1959 v
1920), por presentar caractertsticas morfologicas diferentes a las del resto de los guanahanos
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Estas 3 accesiones y una cuarta, la 1919 presentaron patrones de AILPs que a simple vista
difieren de los presentados por el resto de las accesiones de guanabanos (I'tg 8, recuadros)
Estas 4 accesiones agruparon despues del analisis de similaridad efectivamente junto con otras
pertenecientes a 3 especies diferentes 4 glabra (1958-3), 4 montana (1959-2), Rollima spp
(1920-1) y A4 montana (1919-3), a las cuales parecen pertenecer Es necesario verificar estos
resultados con fa ayuda de un taxonomo vegetal, v proceder a su reclasificacion en el banco

Las 42 accesiones de guanabano presentaron 75 bandas de AFLP para la combinacion F v 53
bandas para la combimmacion M de cebadores El numero de bandas por individuo estuvo entre
41 v 58 con la primera combinacion y entre 20 v 40 con la segunda La combinacton F
produgo 67 bandas polimorficas vy [ue la mas eficiente en detectar polimorfismos (67/75)
Tomando las dos combinaciones de cebadores en conjunto, se presentaron 105 bandas
polimorficas, representando un polumorfismo del 82 % (105/128) En un estudio de diversidad
genetica de chinmoya, quiza el umico trabajo realizado con AFLP en una especte de anonacea
de importancia horticola, la combinacion mas eficiente produjo 21 bandas polimorficas, y en
conjunto ocho combinaciones de cebadores presentaron 33 % de polimorfismo (88/264) en 19
cultivares (Mahbubur Rahman e o/ 1998)

494 Correlacion de las matrices de sinmlardad

La comparacion de las mainces de stmilandad obtemidas con las combinaciones M y N para ¢l
grupo de anonaceas mostro alta correlacion (r = 0 93), v se observo que las dos detectaron a
un mvel sumilar la vanabilidad genetica del grupo (Fig 9)

Figara®  Analisis de correlacion de las matrices de similandad obtenidas con las
combinaciones de cebadores M y N, en el anahisis de vanabilidad de accesiones de
diferentes especies de anonaceas El gje horizontal muestra la sumlandad entre las
muesiras detectadas por la cominacion M, el eje vertical la ssimilandad explicada
por laN La similaridad entre las muestras que se ubican en la diagonal esta
stendo 1gualmente explicada por las dos combinaciones de cebadores
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En el grupo de guanabanos, las matrices de sinilaridad genetica obtenidas para cada

combinacion de cebadores estuvieron tambien altamente correlacionadas (r = 0 95) El analisis

de correlacion tambien determino gue la combinacion F logro diferenciar mejor algunas

accestones que la combinacion M (Figura 10)
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Figura 10 Analisis de correlacion de Jas matrices de similaridad de las accesiones clasificadas como A

muricata generadas con las combinaciones F v M En las cuatro imagenes el eje horizontal
muestra la stmilaridad entre las muestras detectadas por la combinacion M el gje vertical la
simtlandad explicada por la F La simtlanidad entre las muestras que se ubican en la diagonal esta
siendo 1gualmente explicada por las dos combmaciones de cebadores Las que se ubican por fuera
estan siendo mejor diferenciadas por el primer F (ver circulo en [A]) El grupo principal de
guandbanos se ubica en ¢l extremo superior de la diagonal mostrando la alta similitud detectada
por las dos combinaciones En [B] la accesidn 1920 (rombos verdes) es diferente de la mayona del
grupo y lo detectan igual las dos combinaciones en [C] ASP GV34 nene poca similaridad con las
demas y esto es mejor explicado con la combinacién I' En [D] las dos combinaciones muestran
que 1958-3 es la mas diferente de todas
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Estos resultados muestran la convemencia de utilizar los marcadores AFLP en el analisis de
vartabilidad genetica de guanabanos y de especies de anonaceas relacionadas, principalmente
por ¢l alto numero de marcadores polimorficos que ofrece cada combinacion de cebadores
lgualmente los resultados justifican la vtilizacion de solo dos combinaciones de cebadores
para el anahisis, no solo porgue los utihzados estuvieron entre las tres combinaciones que mas
polimorfismo ofrecieron, simo porque presentaron similaridades altamente correlactonadas

495 Validez de la mformacion obtentda con los marcadores AFLP para la
Sistematiea y Ia Filogema

¢ Cuales son las verntagras de los AFLPs sobre otros marcadores moleculares?

Los AFLP se obtienen de la amphficacion selectiva por PCR de subgrupos de fragmentos de
ADN de restricaion La teemca para generarlos incluye entonces la digestion del ADN total de
la planta, con dos enzimas de resiriccion, la higacion de adaptadores que permiten la union de
cebadores para PCR, v la amplificacion selectiva de fragmentos por PCR utilizando cebadores
especificos La amphificacion es selectiva gracias a la presencia de dos ¢ tres nucleotidos en el
extremo 37 de los cebadores Estos nucleotidos solo permiten ia amphficacion de los
fragmentos de restriccion que tengan nucleotidos complementarios en su extremo 5° Los
patrones de AFLP de las muestras se visuahzan en peles desnaturalizantes de pohacrilamida,
obteniendo generalmente entre 50 v 100 bandas por muestra (Vos ef af , 1995) Esta tecnica es
reproducible ya que los marcadores se amplifican a temperaturas entre 65 y 56°C, diferente a
lo que ocurre con las amplificaciones en los RAPD Tambien puede ser automatizada,
utilizando un secuenciador, colorantes fluorescentes y marcadores de peso estandar, lo que
permite reducir el ttempo requerido en la toma de datos, que es quizas la etapa mas extensa de
la tecnica (De Riek et of  1999) Otra caracteristica interesante de la tecnica es que hace un
muestreo de la variabilidad de todo el genoma Los RFLP detectan la vanabihidad de
secuencias espectficas conocidas v los microsatehites lo hacen de secuencias repetitivas
ubicadas generalmente en la cercama del centromero

Powel e7 af en 1996 estudiaron la vtithidad de cuatro tipes de marcadores moleculares, RTLP
{(polimorfismos en la longutud de fragmentos de restriccion), RAPD (polimorfismos en
fragmentos amphificados al azar), microsatehtes (SSR) v AFLP en ¢l analisis de germoplasma
de dos especies de sova (Glicine max y G soja) Determmando indices de heterocigocidad
esperada y de numero de locr analizados por experimento (indice “muluplex ) mostraron que
los AFLP son los de mayor utithidad principalmente por su alto indice * multiplex™ Esto puede
hacer mas eficiente la generacion de marcadores, y contribuir a que el analisis estadistico sea
mas robusto ya que las bandas generadas representan un muestreo mas grande de la variacion
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genetica que pueda estar presente Tambien mostraron que la similandad genetica entre
genotipos revelada por los ATLP es simular a la revelada por RAPD y RFLP y superior a la
revelada por los microsatelites

Los marcadores AFLP se heredan en forma mendehana y por esto pueden ser utilizados en el
mapeo de loc1 geneticos, en lawdentificacion de genes y en la determinacion de pedignes

Todas las caracteristicas enumeradas hacen a la tecnica de AFLP muy poderosa para la
deteccion de polimorfismos v para analizar la relacion genetica entre mdividuos, sobretodo
cuando no se conocen secuencias de mnguna porcion del genoma de la especie bajo estudio,
como es el caso de las especies que fueron anahzadas en ¢l presente proyecto En el caso del
guanabano, antertormente no se habian dentificado marcadores moleculares, ni se habia
estudiado la genetica de caracteristicas de importancia economica

¢ Que mformacion aportan los AFLPs?

Cuando se comparan patrones de AFLP de muestras relacionadas se observan bandas comunes
ast como bandas diferentes entre eltas Estas diferencias son las que se denomman
polmorfismos Los polimorfismos reflejan variaciones en los tamadios de los fragmentos de
restriccion y se onginan por modificaciones del ADN, que pueden ser mutaciones que crean o
ehimman sitios de restriccion, ¢ inserciones, deleciones e inversiones que ocurren entre dos
sitios de restriccion

¢ Que mformacion no aportan los AFLPs que s1 aportan ofros marcadores moleculares?

En el estudio de Powel ef ¢f los marcadores AFLP junto con los RAPD presentaron los
miveles de heterocigocidad (diversidad genetica) mas bajos Esto se debe a que son marcadores
donunantes o sea que no distinguen todos los alelos de un locus En un analisis con AFLP,
varios alelos que amplifican pero que presentan diferentes tamafios (por cambios en el sitio de
restriccion), se toman como loci (bandas) diferentes, tambien ocurre que algunos alelos no
amphfican porque falta homologia con los nucleotidos selectivos del cebador El resultado es
que no se estan detectando los heterocigotos (aunque alguncs autores proponen que se pueden
distinguir homocigotos de heterocigotos por la miensidad de la banda, van Eck er af | 1995), v
la diversidad genetica presente se esta subestimando (Powel ef o/, 1996) Cada estudio va a
tener su distorsion especifica con respecto a la vanabihidad real que presente el orgamsme
analizado No se debe olvidar, sin embargo, que [z falta de precision en la evaluacion de la
diversidad genetica es parcialmente compensada por la cantidad de marcadores producidos



Las mediciones de diversidad con AFLP se realizan entonces con base en compariir bandas y
no alelos, como es el caso con los microsatelites v los RELP (Powel et o/ | 1996, Caicedo,

1996)

Figura 11

Dendrograma resultante del analisis de similanidad con el mndice Nei-Li (1979) de
muestras de anonaceas, a partir de sus patrones de AFLP (combinaciones de
cebadores M y N) A la derecha se encuentran sefiahizados los diferentes
agrupamientos detectados a un mivel de similandad de 0 55
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Vanruabihdad Genetica ¢ Identificacion Taxonomica de las Accesiones de
Especies de Anonaceas

El analisis del coeficiente de similandad segun la ecuacion de Nei-La (1979) arrojo el

dendrograma que se presenta en la figura 11, el cual muestra, a mivel de 0 10 de similaridad

dos grandes grupos, uno en el que se colocan todas las accesiones pertenecientes a los generos

neotropicales Anrona y Rollina objeto de este estudio, v el otro donde se encuentra la tambien

anonacea Cadmia (Cananga odorata), de origen asiatico, utihzada como testigo (grupo de
referencia externo al grupo) u “outgroup” (muestra 39 de la figura 7) Ya concentrandose solo
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en las accesiones neotropicales a un mivel de similaridad de 0 16 es posible detectar dos

grandes agrupamientos y a 0 55 se detecta un total de 7 agrupamientos y 2 accesiones que

aparecen solas (Fig 11 marcados con G1 al G9)

Despues de un analisis mas detallado de las accesiones que se localizan en cada agrupamiento,

y en vista de que la afiliacion taxonomica de varias de estas se conoce con certeza, es posible
deducir que cada uno de los agrupamientos detectados a un nivel de similaridad de 0 55
corresponde a por lo menos una especie de los generos Annona o Rollinia, tal como se
representa en la Figura 12 Los grupos que presentan patrones de bandas de ALP

representativos (Figura 13), se explican a continuacion

Figura 12 Agrupamientos detectados a un nivel de similandad de 0 55 en el dendrograma de
la Figura 11 para las anonaceas muestreadas A la derecha de los agrupamientos se

encuentra la especie a la que posiblemente pertenecen

Anonaceas Cebadoles M y N
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Figura 13 Patrones de bandas de AFLP representativos de los agrupamientos mas
importantes, obtenidos con la combinacion de cebadores M (solo la mitad superior
del gel es presentada)
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Grupo 1

Este agrupamiento cotresponde con bastanie segurtdad a la guanabana de pozo, anona hisa, 0
guanabanilla (pond apple o alligator apple en ingles), especie 4 glabra, la cual se encuentra
distribuida en todo el Caribe hasta las costas de la Flonda (Castarieda 1991} A pesar de que
las accesiones muestreadas provienen de diferentes lugares de la region del Choco
biogeografico colombiane la similaridad entre elias es bastante alta (mayor a 0 90) El fruto de
esta especie ¢s algo msiprdo, v por fo tanto no tendria aceptacion en el mercado, sin embargo
por su adaptacion a suelos humedos con mal drenaje podria ser un buen patron para los
guanabanos C Biotec y CIAT lo han evaluado en la micromnjeriacion con clones de
guanabano, tnjertos s¢ han producido, pero estos son de muy lento crecirmento y presentan
sintomas de tncompatibilidad en la zona de myjertacion La accesion 1958-3 perteneciente a
esta especie, no presento meidencia de antracnosis en la evaluacion reahzada en el proyecto
Esta caracteristica seria de importancia en el mejoramiento genetico del guanabano, en general
altamente susceptible a esta enfermedad, pero el diferente grado de ploidia de estas dos
especies (Tabla 9), y la baja simulandad genetica entre ellas (0 16), podria dificultar la
obtencion de lubnidos fertiles
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Accesion clasificada como ASP-V48

Esta accesion solo se une con el Grupo 1 a un nivel de 0 25 de similandad  Es de semullas, ¥
hojas mas grandes que las de las otras anonaceas Fue traida de los EEUU v su colector
describe su fruto come de alrededor 2 kg de peso, de pulpa amariila Se desconoce a que
especie pertenece y como la planta es aun muy pequefia, la clasificacion de esta con metodos
clasicos se dificulta

Grupe 3

Adqur se agruparon accesiones con las caracteristicas tipicas de los anones amazonicos o
birtbas, que posiblemente pertenecen a la especie Rollimia mucosa Esia es una especie
hexapleide (2n = 42) de amplia distribucion en la region amazonica La accesion clasificada
como birtba en el banco, mostro diferencias con las otras de este grupo (0 75 de simifandad)
seria necesario aumentar la muestra para concluir sobre las diferencias entre estas accestones



Varias de las accesiones analizadas producen frutos de exquisito sabor, los cuales sin embargo
tienen el problema del oscurecimiento de la cascara ocasionado por el manejo, lo que les hace
perder atractivo La vanabilidad encontrada en este grupo es bastante grande, y podna ser
utthzada para mejorar esta caracteristica Por su grado de ploidia diferente al de la guanabana,
dificilmente podrian producirse hibridos fertiles con esta especie Las accesiones de este grupo
no mostraron incidencia de antracnosis razon por la cual valdna la pena evaluarlas como
patron del guanabano
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Grupo 4

La mayoria de las accesiones de este agrupamiento corresponden con bastante segunidad a la
guanabana cimarrona o de monte (4 montana) de ampha distribucion en la region del Choco
y la Amazonia Se ha reportado hasta en Bolivia (Vasquez y Coimbra, 1996) Esta especte
posee caracteristicas tipicas diferentes a las de las otras anonaceas, que la hacen inconfundible,
como la produccion de frutos redondos con escamas bastante pequeiias con pulpa y semillas
de color amarillo La accesion 1959-2 puede clasificarse sin lugar a dudas como perteneciente
a esta especie Con relacion a la accesion 1dentificada como “Annona glabra es necesario
verificar s1 esta bien clasificada como tal o s1 mas bien pertenece a la especie A montana, ya
que su morfologia y ubicacion en el grupo de esta especie lo sugiere

El fruto de esta especie es algo insipido, pero su jugo es aromatico, de color amarillo y de una
consistencia viscosa diferente al de la guanabana Su evaluacion por parte de la industria
procesadora y productora de jugos podria dar resultados interesantes C Biotec y CIAT han
estado evaluando esta especie como patron de microinjertos de guanabano Los injertos han
mostrado una buena compatibilidad y ya se cuenta con arboles de cerca de 2 afos de edad
sembrados en el campo para evaluacion agronomica
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Grupo 5

Este grupo corresponde a las accesiones claramente 1dentificables como pertenecientes a la
especie A muricala y va a ser analizado en detalle mas adelante

Accesion Clasificada como A purpurea

La accesion clasificada como “cabeza de negro™ solo agrupo con otras a un nivel de 0,15 de
stmilaridad Se trata posiblemente de la especie 4 purpurea, tambien conocida como soncoya,
guanabana tosete o mamrote (Perez Arbelacz 1990) Segun Castafieda (1991) esta especie se
distribuye desde el sur de Mexico hasta Colombia y Venezuela v produce un fruto
aproximadamente de 20 cm de diametro con pulpa abundante, agradable al olfato, de olor
particular que recuerda al del mango, de sabor alge insipido, de color anaranjado y contextura
fibrosa Es utihzado en Venezuela como patron de la guanabana (Guzman 1982) v valdna la
pena evaluarlo en ese sentido en ¢l pass

Grupo 7

Con bastante segundad este grupo incluye accesiones de la especie A reficulata conocida con
los nombres vulgares de anona colorada, mamon o corazon de buey Este grupo se puede
deducir una vaniabtlidad mtermedia ya que los niveles de similaridad se encuentran entre ¢ 62
y 0 88 Ducha vanabilidad podria ser utilizada en programas de mejoramiento va que incluye
accesiones con frutos bastante atractivos de colores amarillo rojizo (Fig 18B) v otra altamente
productivas (33% de polimzacion natural), wdentificada en el banco como chinmoya Ya que
cemo se discute abajo los chinmoyos, pertenecientes a la especie 4 cherimola son de ¢chma
frio y dificilmente se adaptanian a las condiciones climaticas del Vaile del Cauca, ¢s necesario
revisar con detemmento la afiliacion taxonomica de esta accesion La vanabihdad presente en
este grupo pernntiria el planteamiento de programas de seleccion de vartedades adaptadas a
diferentes zonas agroecologicas y de cruzamientos para mejorar ciertas caracteristicas
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Las accesiones ASP-V21-1, ASP-Q22-1 v ASP-V47-1 fueron obtenudas de frutos con las
caracleristicas tipicas de las chirimoyas que se cultivan en Colombia y otros paises andinos
por encuma de los 1500 metros de altitud Corresponden con bastante seguridad a la especie 4
chermimola Sorpresivamente se localizo en este grupo una accesion importada per un
agricultor del Valle del Cauca con el nombre de Atemoya (ASP-V45-1), mientras que las otras
Atemoyas (ASP-V43 y —41) se agruparon con los anones (grupo 9), lo que se puede deber al
caracter hibnido de la atemoya y a la segregacion de los marcadores Cabe anotar que el banco
parece no contar con accesiones de la especie 4 cherimola (las accesiones de esta especte
analizadas fueron cultivadas en imvernaderos del CIAT), lo que se puede explicar por &l
requerimiento de esta especie de temperaturas por debajo de fos 20°C para su crecumniento
Esto sugiere la necesidad de crear un banco genetico satelite del localizado en C 1 Corporca
Palmura, en otro lugar con temperaturas mas frescas, que albergue la vanabihdad de
chinmoyas y ancnaceas de clima frio
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Grupo 9

En este grupo se localizaron los tipicos anones de tierra cahente producidos en el area de
Girardot y el Espinal, Colombia y qﬁe se consiguen en los supermercados colombianos S
lugar a duda estos corresponden a la cspecie 4 sguamosa que se caracteriza por las cscamas
protuberantes de la cascara, las cuales se separan faciimente Igualmente se agruparon
accesiones de Atemoyas importadas por agneultores y viveros del Valle del Cauca, de la
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Florida (USA) Su caracter hibrido entre 4 squamosa y A cherumola se sugiere del analisis de
agrupamiento La vanabilhidad presente en estos hibridos con respecto a las especies
progenitoras, justificaria programas de seleccion de nuevas variedades de este frutal,
adaptadas a diferentes zonas agroecologicas del pais
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Las especies de anonaceas caracterizadas a nivel molecular se describen en la tabla 9

497 Varniabilidad Intraespccifica en Guanabano

Las accesiones del grupo de guanabanos presentaron similaridades entre 0 80 y 0 95 (Fig 14)
A nivel de 0 83 de similaridad se observan dos subgrupos, el Subgrupo | que incluye 2
accesiones, la 6-3 de Palmira-Valle y la 2039-2 de Sonso-Valle, y el Subgrupo 2 que incluye
un total de 35 accesiones de diverso origen Se observan algunos subgrupos con similaridades
superiores al 0 90, como son el de AMUR M5 y 2014 (0 93 de similanidad), que son
accesiones de fruto pequefio colectadas en Cienaga (Magdalena- Colombia) y Barinas
(Venezuela), respectivamente, el de 1 y 2513 (0 93) que son dos accesiones colectadas en
Palmira, y entre 2015 y 2017 (0 91), que fueron colectadas en Fusagasuga y Buga,
respectivamente Sin embargo, en general, el grupo es bastante homogeneo y muestra un alto
nivel de similaridad

Las relaciones geneticas establecidas a partir del analisis con las dos combinaciones de
cebadores no permiten detectar grupos orgamizados por su origen geografico Por ejemplo,
presentan alta similaridad accesiones colectadas en diferentes regiones biogeograficas como
1983 y 1985 (0 96), colectadas en Palmira (region andina) y Bajo Calima (region del Choco
biogeografico), respectivamente y AMUR A7 y 2045 (0 87) onginanas de Turbo-Antioquia,
y Palmira-Valle, respectivamente AMUR H2 y AMUR H4 provenientes del departamento del
Huila y donde se cultivan comercialmente presentan una similaridad de 0 86 Otro material
que se cultiva comercialmente en el Huila es AMUR H3 Su semilla fue traida de Costa Rica
por un agricultor en 1990 y se ha difundido rapidamente por la region de Yaguara- Huila,
AMUR H3 se une al subgrupo de AMUR H4 a un nivel de similaridad de 0 84
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El hecho de que no sea detectable una relacion entre los agrupamientos y el origen geografico
de las accesiones se puede deber a que semillas de esta especie hayan sido transportadas por el
hombre continuamente de una region a otra

Figura 14 Dendrograma resuliante del anahisis UPGMA de estimados de la similandad genetica segun Nei Ls
basado en el analisis del patron de bandas de ADN (combinaciones de cebadores Fy M}, de las
diferentes accesiones clasificadas como pertenecientes al guanabano La accesion ASP-GV34
corresponde a un outgroup ” del genero Rollrmg mientras que las accesiones 1939-2 1938 3y
1920 1 resultaron pertenecer a especies diferentes al guanabano
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A pesar de la alia similandad encontrada entre las diferentes accesiones del guanabano, se
detecto heterogenerdad entre las accesiones AMUR H3 y AMUR H2 y sus progenies
resultantes de propagacion sexual AMUR H3-1 (similandad de 0 89), AMUR H2-1
(similaridad de 0 95) respectivamente Esto sugiere cierto grado de diferenciacion en estas
accesiones, el cual puede explicarse por la ocurrencia de polimizacion cruzada en los cultivos
de guanabane La polimzacion cruzada en el guanabano es facihitada por escarabajos de la
especte Cyclocephala (Villalta 1988) Estos se observan constantemente en las flores de los
guanabanos de los Jotes experimentales del CIAT La polimzacion cruzada es favorecida en el
guanabano 1gualmente por el mecamsmo conocido como protoginia, que se presenta cuando la
receptividad estigmatica comienza antes que se micie la viabilidad del polen en la flor,
imprdiendo que los organos “masculine” y “femenino™ maduren al mismo tiempo para la
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reproduccion (Escobar, 1983) Valdria la pena profundizar mas sobre este aspecto, tan
importante en la productividad de los cultivos comerciales del guanabano y realizar estudios
de biologia floral, combinados con analisis con marcadores moleculares de semillas
resultantes de polinizacion natural

Es importante resaltar que aunque las accesiones de guanabanos hayan mostrado alta
similaridad entre ellas, estas no presentaron patrones de AFLP 1guales, lo que indica la no

existencia de duphicados en la coleccion, es decir, de accesiones geneticamente 1guales

La reducida variabilidad genetica detectada en esta especie en comparacion con otras especies
de anonaceas analizadas en la presente investigacion se puede explicar de diferentes maneras

o Las accesiones muestreadas, que corresponden en su mayoria al departamento del
Valle del Cauca, representan solo una varniabilidad genetica reducida de la aun
disponible en el tropico americano,

o La popularidad y el delicioso sabor de este frutal han hecho que el hombre haya
participado activamente en la ampha difusion de una variabilidad genetica estrecha,

o La mayona de las accesiones de guanabana muestreadas no son representativas de toda
el area de distribucion del centro de la especie

La baja similaridad observada en la agrupacion de las muestras de A muricata con las otras
especies de anonaceas ndica una distancia genetica importante, la cual puecde obstaculizar la
transferencia de genes de interes de las especies relacionadas aqui evaluadas al guanabano, por
medio de los metodos de mejoramiento tradicional En este sentido Nakasone y Paull (1998), y
Samuel ef al (1991) reportan que ensayos de cruces de guanabano con chirimoya, 1lama (4
diversifolia), anona colorada (4 reticulata) o anon no han sido exitosos Igualmente Mohd-
Kahlid (2002) reporta intentos de hibndizar las especies Annona muricata A squamosa A
glabra A montana Rollima mucosa, y A reficulata en todas las combinaciones posibles y
reciprocos La obtencion de semillas viables solo fue posible en hibridaciones entre 4
muricata y A montana y A muricata y Rollimia mucosa S embargo no se obtuvieron
hibridos fertiles Esto sugiere que cualquier esfuerzo de mejoramiento de clones o variedades
de guanabano debe centrarse en el germoplasma disponible en la especie muricata o en otras
especies diferentes de las evaluadas en este estudio

Los resultados obtenidos en ¢l presente analisis plantean la necesidad de realizar colectas que
incluyan un mayor numero de regiones agroecologicas de toda el area de distribucion natural
de la especie que se extiende desde las Antillas hasta el norte de Sudamerica (Morton 1987)

para incrementar la variabilidad genetica de la coleccion
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Tabla 9 Espectes de Annonaceae caracterizadas a nivel molecular y su distribucion en Colombia (por zonas biogeograficas)

ESPECIE NOMBRE DITRIBUCION ALTITUD' COLECCION PLOIDIA ACCESIONES DISPONIBLES
COMUN EN DE (Referencia)

COLOMBIA' REFERENCIA'

Annona muricata  Guanabana and, amz ori, 100 2000 J Cuatrecasas 2n=2x=14 AMUR V1 AMUR H2 AMUR H3 AMUR H4
catuche graviola pac pu snt ve 9695 [COL]* NW Simmonds AMUR M3 AMUR A7 AMUR V9 | 1918 1919
zapote agro (1998) 1921, 1943 1946 1957 1983 1985 1994 1995
sorsaka, 2014, 2015,2016 2017,2020 2033 2036 2037
(“soursop en 2039 2040 2041 2042 2045, 2511 2512,2513
mngles) 2514,4 6, H-1, H-2

A cherimola Chirimoya and 1600 - 1900 S Diaz 3162 2n=2x=14 ASP V21 ASP Q22 ASP V47 ASP PR49
chirimorrinon [COL] NW Simmonds
( custard apple {1998)
en mnglés)

A montana Guanabana pac 60 120 H Leon 332 2n=2x=14 AMON-V5] AMON V152 AMON H53, AMON
clmarrona [COL] Samuel ef af V34 1959 Annona montana accesion clasificada
guanabana del (1991) como Annona glabra
Choco

A squamosa Anon ata, anona and 340 1300 J Duque 3571 2n=2x=14 ASP-T64 ASP V39 anona blanca
blanca [COL] NW Simmonds
( sweetsop’ (1998)

sugar apple
custard apple ,
en inglés)

A squamosax A Atemoya Introducido de la 2Zn=2x=14 ASP V20 ASP V41 ASP V43 ASP V45

cherimola Florida, USA NW Simmonds

(hibrido) {1998)

A glabra Anon liso car pac 0-200 R Romero n=4x=28 ASP CV61 ASP-AG2, 1958

10506 [COL] NW Simmonds
(1998)
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A renculaen Anonacolorada  and car 500 1900 J Walker 259 n=2x=14 ASP VR&S ASP-VR6G6 Anona Colorada ASP-
mamon corazon [COLY Nakasone v Paull  ©U63 Chirmoya'
de buey (1998)
{ bullock s heart
en mglés)

A purpurca Soncoya car 300 H Cuadros 4635 Cabeza de Negro
guandbana [COL]
tosete cabeza de
negro manirote

Rollpua mucosa Andn amazémico  and amz pac 20 18600 G Lozano 420 2n=6x=42 ASP GN31 ASP VA32 ASP GV33 ASP GV34
irtha condesa [COLY Samuel ef al ASP YA3S ASP V36 ASP-BR6G ASP V4o 1920
corpsal (1991) ASP V42 Buiba

Munllo-A, 2001, La distribucion corresponde a zonas biogeograficas nacionales Pacifico (Pac), Amazoma (Amz), Caribe (Car},
Ortmoquia (Or), Andina (And) 2 [COL] es el Herbario Nacional Colombiano
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498 Imphcaciones de los Resultados del Analisis Molecular para la Taxonomia de las
Especies del Genero Annona v de los Generos Annona y Rollimia

La clasificacion taxonormica mas completa del genero Annona a la que se tuvo acceso es lade
Safford, en ella se incluyen 60 espevies divididas en 5 grupos v 14 secciones (1914, Tabla 10,
solo se histan las especies estudiadas en la presente mvestigacion) Posteriormente Fries (1931)
realizo una revision de las especies de algunos generos de Arnona Para estas clasificaciones solo
se tuvieron en cuenta marcadores de tipo morfologico El estudio mas rectente sobre el mismo
tema, es el realizado por Samuel ef ¢/ (1991) en el cual se utilizaron 11 loci de alloenzimas, y se
mncluyeron accesiones de las especies del genero Annona (A muricata, 4 montana, A reliculata,
A cherimolay A glabra), del genero Rolla (Rollinia mucosa), ademas de otras tres especies
de otros generos de anonaceas Los resultados mas importantes de este estudio se presentan en las
Figuras 15y 16

TABLA 10 Clasificacion del genero Annona segun Safford (1914, tomado por Escobar y
Sanchez, 1992, se incluyen en la tabla solo las especies objeto del presente estudio)

GRUPO SECCION ESPECIE

I GUANABAN! } Euannona A muricatn L
A montana .

Psammogenia

Ulocarpus A purpurea Mac y Sesse

2 PILAEFLORAE Pilannona

3 ACUTIFLORAE Phelloxylon A glabra L

Atractanthos

2
3
5
6 Gamopetalum
7
8
g

Chelonocarpus

4 ATTAE 10 Ama A squamosa b,
A chermmola Ml
A renculaia

Il Hama

12 Saxigena
5 ANNONELLAE 13 Annonula

14 Annonella




Figura 15 Dendrograma basado en las distancias geneticas entre 5 generos de la famiha
Annonaceae propuesto por Samuel er af |, segun resultados obtemdos con 11 loc
alloenzimaticos (Samuel ef af 1991)

Aollinia

ANNGna

Artabgoirys

Bolyaltnia

Cananga

Figura 16 Dendrograma basado en las distancias genetioas entre 5 especies del genero Annons calculadas con
base en {os resultades ebtemdoes con 11 loc alleenzimaticos {Samuel ef af 19913
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En vanos aspectos los resultados del presente estudio confirman la clasificacion taxonomica
realizada por Safford y se alejan bastante de los resultados obtemidos por Samuel e7 &/ Safford
clasifica a las especies A cherimola, A sguamosa y A retriculara dentro del grupo Attae seccion
Atta las cuales estan representadas en el presente estudio por los grupos 7, 8 ¥ 9, presentando los
grupos 8 y 9 mas sinulandad entre st que con el Grupo 7 (lo cual explica la capacidad de las
especies 4 squamosa ¥y A chermmola de producir nbridos fertiles cuando se cruzan) Al contrarno
en ¢l estudio de Samuel aparece la especie 4 glabra mas cercana geneticamente a A cherimola
que la proma A reticulata, lo que segun el presente estudio es incorrecto La especie 4 glabra
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aparece en ¢l analisis molecular como perteneciente a un hingje completamente diferente dentro
del genero Annona y comparte menos del 0 2 de similandad con las especies del Grupo Attae,
justificando su clasificacion en un grupo diferente, el Acutiflorae, como o propone Safford
lgualmente en concordancia con Safford aparecen la especie 4 montana como la mas cercana de
A muricata dentro de las Annona Sin embargo a nivel de marcadores moleculares estas dos
especies presentan apenas un 0 22 de similaridad, lo que las hace aparecer bastante distanciadas
geneticamente

Lo gue es bastanie sorpresivo es el agrupamiento de las accesiones clasificadas dentro del genero
Roilima no como un genero aparte por fuera del agrupamuenio que contiene las especies del
genero Annong, s1no como un agrupanuento mas dentro de los obtenidos del genero Annona Este
resultado debe ser revisado con cuidado s1 es posible con marcadores moleculares de otro tipo,
por gjemplo mediante la secuenciacion de fragmentos de ADN de cloroplasto o mitocondrias,
pues estania sugiriendo que la clasificacion taxonomica de Annona y del genero afin Rollima,
ampliamente aceptada en la hiteratura, debena ser revisada y corregida  Una reclasificacion del
genero Ravmondia, el que de la misma manera incluye especies que producen frutos sincarpicos
comestibles, sugiere Rainer en una reciente pubhcacion (2001) quien lo incluye como un
subgrupo del genero Annona

499 Objetive No 3 Inventario Prelimmar de la Variabilidad Genetica de
Guanabanos y Anonaceas Afines Existentes en Herbarios v Colecciones
Nacionales

Para cumplir con este objetivo se visitaron los tres principales herbarios del pais Herbarnio
Nacional Colombiano (COL) del Instituto de Ciencias de la Universidad Nacional de Colomina,
Herbanio Amazonico (COAH) del Instituto de Estudios Amazonicos “Sinchi”, Herbano del
Instituto Alexander von Humboldt (HavH) [gualmente se recibio una capacitacion sobre
taxonomua de anonaceas por parte del Instituto Nacional de Ciencias

Annonaceae es una fanulia de arboles de sotobosgue principalmente, que se caracteriza porque su
corteza externa se desprende en tiras, por esto son utilizados come cargueros y porque su corteza
interna es areolada No presentan exudado, nt tienen estipulas Sus hojas son simples, disticas (en
un solo plano), y generalmente aromaticas Sus flores son solitarnas o reurndas en npidios {cimas
helicoides con ramas en un musmo plane) Cast siempre tenen seis petalos en dos grupos de tres
Los estambres son numerosos y de forma aplanada, los carpelos numerosos y hbres, y los frutos
generalmente apocarpicos por lo que la familia es considerada poco evolucionada (o primitiva
Murillo-A, 2001 — comunicacion personal)

Annonaceae es pantropical y se encuentra pnincipalmente a menos de 2000 m de altura A ella
pertenecen aproximadamente 2500 especies de 130 generos a mivel mundial (Maas et al , 1994)
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Para Colombia se reportan 240 especies pertenecientes a 30 generos, sin embargo el numero
puede aumentar porque se estan describlendo nuevos taxones de los generos Annona,
Crematosperma, Guatieria, Pseudovandra, v Unonopsis (Munllo-A, 2001) Los generos mas
diversos en el pais son Guatteria (74 spp), Duguetia (27 spp) Anrnona (26 spp) y Xyviopia (22
spp). el genero Cananga, origmarto de la India, solo tiene una especie en el pais, C odoraia la
cual se cultiva como ornamental (Lotero, 1976) Otros generos presentes en Colombia son
Anaxagorea (11 spp), Rolliua (1), Oxandra (10), Cymbopetalum (6), Desmopsis {1),
Ephedranthus (2), Klarobehia (2}, Mosanona (3}, Porcelia (3), Malmea (1), Tetrameranthus (3),
Stenanona (1), Bocageopsis (2}, Rmmmondia (2), Fusaeu (2), Pseudomalmea (2), Trigynaea (1),
Guatteriopsis (1), Diclinanona (2), Froesiodendron (2), Guatteriella (1), Rurzodendron (1)
{Murillo-A, 2001)

Los generos de importancia horticola por producir frutos comesubles son Annona, Rollima y
Rarmondia Las especies de estos generos se caracterizan por producir frutos sincarpicos Sobre
ellos tres se realizo el inventario, recopilando informacion sobre especie, colector v sitio de
colecta

Durante el desarrollo del proyecto se publico el primer inventanio de las Annonaceae de
Colombua por parte del experto Jose A Munillo (2001), investigador del Instituto Nacional de
Ciencias Por esta razon los resultados obtemdos en el provecto se relacionan con esta
publicacion El articulo se puede acceder en la pagina WEB del Instituto von Humboldt
www humboldt org co/download/annonaceae pdf-

4910 Objetivo No 4 Incrementar Ia varnabihdad genetica del banco de germoplasma
vivo de guanabano y anonaceas afines de C 1 Corpoica con materiales que se
encuentran ¢n fincas de agricultores y colecciones de universidades

Durante la realizacion del proyecto el banco de germoplasma de guanabano y especies de
anonaceas relacionadas se mcremento en 23 accesiones de guanabano traidas del C1 Corportca
Natarma Igualmente se incremento en 7 accesiones de 4 especies de las evaluadas

molecularmente

AMON-VI52, AMON-VISI (4 montana) , ASP-T64 (4 squamosa) ASP-GV34 (Rollina spp ),
ASP-CV61, ASP-AG2 (A glabra) AMUR-V1 (4 muricata) (Vease carta de entrega en ¢l
anexo) Otras de las accesiones evaluadas molecularmente y que no se encuentran en el banco,
estan siendo propagadas para ser entregadas al C I Corpoiwca Palmura
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4911 Objetivo No 5 Disefiar estrategias de utilizacion sostemible de la variabihdad
caracterizada, en la produceron de matenial de siembra para el establecimiento
de cultivos teenificados

Vease impactos

4912 Estrategias de comunteacton

Los avances de esta investigacion fueron consignados en un informe de avance presentado a
Coleiencias en Enero de 2002, y en los informes anuales internos del CIAT de los afios 2001 y
2002 (ver copia del informe anual 2002 en el anexo 5)

Tambien se presentaron resultados parciales en el Primer Congreso Nacional de Brotecnologia
(2002), orgamzado por el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia
(ver resumen de la ponencia en ¢l anexo 5} y en ¢l Encuentro Regtonal (Suroccidente
colombiano} de Ciencia y Tecnologia orgamizado por Colciencias (Octubre de 2002, ver resumen
de la presentacion en ¢l anexo 5)

El presente informe sera la base para la realizacion de dos publicaciones, una sobre el analisis de
vanabihdad genetica con marcaderes moleculares de las anonaceas estudiadas, y una schre el
estudio de las caractensticas agromorfologicas de Ja coleccion del banco genetico nacional Estas
publicaciones se prepararan y presentaran a revistas internacionales indexadas durante los
ProxXimaos seis meses

5 IMPACTOS

En este estudio se caractzrizaron molecularmente por lo menos 5 especies que podrian contrnibuir
a diversificar la oferta colombiana de frutas en ¢l mercado interno el guanabano (4 muricata), la
chirtmoya (4 cherimola), la anona colorada (4 reficulata), el anon (4 squamosa) y el anon
amazonico (Rollima spp ) Ademas, Colombia por poscer una gran diversidad de climas y por
contar en su fauna nativa con los polimzadores naturales que son necesarios para alcanzar una
alta produccion de vanas de estas especies sin recurrir a la pohnizacion artificial, podnia ser
competitiva a mivel mundial, en la exportacion de una o vanas de estas especies de anonaceas

De cada una de las especies estudiadas, que son de importancia economica actual o potencial, se
detectaron accesiones que podrian ser utilizadas de manera inmediata para establecer cultivos
comerciales, previa multiphcacion vegetativa de estas accesiones por mjertacion o
micromjertacion
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La vanabilidad encontrada en estas especies, que en algunos casos es considerable, podna ser
utilizada a mediano y largo plazo, para ¢l desarrollo de cultivares adaptados a diferentes pisos
termicos Esto se puede lograr mediante la realizacion de cruzammentos entre accesiones diversas
con caracteristicas deseables, propagacion sexual de la progeme, evaluacion de poblaciones,
seleccion de arboles con caractenisticas especificas, seguido por la propagacion vegetativa de los
arboles selecctonados

Del guanabano especie de la cual Colombia importa fruta de Venezuela y Ecuador, no se
detectaron clones que mostraran una alta produccton y que a la vez no presentaran mcidencia de
antracnosis Esta es la enfermedad mas importante del guanabano v ha sido la causa del fracaso
de varios agricultores que han intentado establecer cultivos comerciales por encima de los 1200
msnm (Zona baja cafetera) La ausencia du materiales altamente productivos que toleren la
enfermedad implica que esta especie debe continuar siendo cultivada por debajo de los 1000
msnm en regiones donde el maneyo de la enfermedad no presente mayores inconvenientes Sm
embargo es necesario evaluar en estudios futuros, cual es el comportamiento agronomico de las
accesiones que presentaron una baja incidencia de la enfermedad y que fueron alta o
medianamente productivas

El tamaiio del fruto es 1gualmente una caracteristica bien importante en el guanabano Mientras
los frutos de tamafio grande son aplos principalmente para la produccion de pulpa el mercado de
la fruta en fresco requiere de frutos pequedios de entre 1 y 2 kg De peso, que se ajusten mas a las
necesidades de las amas de casa y famihas pequefias actuales (comunicacion personal del Ing
Larrota, Agrontlo-Grajales} Ya que ademas del clon “Elita” (Vivero Profrutales § A ) existen
varos otros clones seleccionados por C Brotec v CIAT que producen frutos de 3 kg de peso o
mas y que estan en proceso de evaluacion, se requieren con mayor urgencia materiales que
produzean frutos pequefios En este rango se encontraron 6 accesiones en el banco, que debenan
ser evaluadas entre los 500 y los 1100 msnm en colaboracion con los agricultores y
comercializadores

La alta frecuencia de polimzacion natural encontrada (17%) en ciertas accesiones es un aspecto
interesante en el cual se debena profundizar, pues esta habia sido reportada para el Valle del
Cauca de ser bastante baja  Es necesario estudiar a que se debe este imncremento en la
polimzacton natural de estas accesiones, lo mismo gue evaluar el comportarmento agronomico de
clones de estas en diferentes regiones del pais

Los cultvares de Atemoya que se evaluaron de los cuales existen unos pocos arboles en dos
fincas del Valle del Cauca merecen especial atencion por la calidad de sus frutos y por no
presentar mayores requerimientos para alcanzar una buena produccion Estos debenan gozar de
mayor difusion en climas sumilares a los del Valle del Cauca pues su produccion tendna una
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demanda interna asegurada v podna llegar hasta a exportarse Se han desarrollado mas de diez
variedades de Atemoya en los Estados Umdos, Australia e Israel, las que podnan importarse al
pais

lgualmente merecen atencion los anones amazonmcos que por su sabor podnan gozar de gran
aceptacion en ¢l mercado Sin embargo aun es necesario buscar y encontrar variedades a las que
no se les oscurezea la cascara con el manejo, lo que les hace perder su atractiva apariencia
Seguramente existen muchas mas variedades de esta v de otras especies relacionadas en la
Amazonia colombiana que podnan servir para el mejoramiento de esta caracteristica

Por otro lado vanias de las especies y accesiones evaluadas en esta mmvestigacion, aungue no
presenten ningun atractivo para el consumo de la fruta, pueden servir como portainjerto de la
guanabana u otras de las especies analizadas para amphar el rango de adaptabilidad de clones
seleccionados a suelos con diferentes caracteristicas, o para obtener plantas con mayor tolerancia
a enfermedades Es necesano reahizar programas de mvestigacion encanunados a la evaluacion de
patrones o portamnjertos para las especies de anonaceas de wmportancia economica La C Brotec y
el CIAT vienen evaluando desde el afo 2000 la compatibithdad entre clones seleccionados de
guanabano y portainjertos de las especies A montana, A glabra y Rollinia spp , con resultados
prometedores principalmente en mnjertos con accesiones con A montana

El presente es el pnmer estudio que se realiza sobre la variabilidad geneuca del guanabano a
mvel morfoagronomico vy molecular En lo que se refiere a las anonaceas de importancia horticola
de los generos Anrona y Rollpia, es el primer estudio que se realiza con marcadores moleculares
tipo AFLPs, los cuales poseen un alto poder de resolucion para detectar diferencias geneticas
entre individuos En este sentido el estudio presenta una clara imagen de la vanabihidad genetica
a mivel intra- e interespecifico y la relacion filogenetica de las especies disporubles en el banco
genetico conservado en el C [ Corpoica — Palmura y por fuera de este, v sienta las bases para una
clasificacion taxonomica molecular correcta y defimtiva de estas especies

La vanabilidad genetica de los guanabanos detectada en ¢l banco genetico nacional, y su relacion
genetica con otras especies afines soportan la necesidad de conservar los recursos geneticos de
esta especie vy la urgencia de imciar esfuerzos nacionales ¢ internacionales en colecta,
caracterizacion y evaluacion agronomica

Los arboles caracterizados como productives de optima calidad organoleptica de fruta y con baja
mncidencia de antracnosis (2513-1, 2513-4, 1983-2, 1983-3, 2014-2, 2015-2, 2042-4 y H-2-1)
pueden convertirse en clones y variedades de importancia comercial Dos de estos matenales
(1983-3 y 2513-1) pueden propagarse clonalmente para establecer cultivos tecruficados de
aproximadamente 20 ton/ha/afio de produccion La produccion de los mateniales sobresalientes
aqut caractenizados permuitirta cumplir las proyecciones realizadas para el cultivo en los proximos
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10 arios (Corperacion BIOTEC - CIAT, 2002), relacionadas con la sustitucion de mmportaciones,
la consohidacion de exportaciones de pulpa y la generacion de ingresos para el pais

En el caso de que algunos de los mateniales caracterizados amenten ser comercializados, el
‘fingerprinting™ de ADN producido con los marcadores AFLP podna complementar su registro
come vanedades ante las autoridades competentes

Sin embargo el mayor impacto que se espera obtener con la presente investigacion es el de llamar
la atencion del pais sobre la importancia de conservar y utilizar sosteniblemente un recurso
genetico olvidado que podria contribuur al desarrollo de la industna fruticola nacional
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8 ANEXOS

Anexo 1 Metodos Utilizados para la Medicion de los Grados brix y la Acidez
(Gallo Perez, 1997)

Grados Brix

1 Tomar | fruta madura pelarla v separar las motas

2 Extraer las serrilias de las motas y expramirlas sobre un colador

(V)

Medir la temperatura del jugo (temperatura ambiental)

Colocar de 3-4 gotas del jugo de guanabana sobre ef prisma del refractometro

Ubicar ei aparato frente a una fuente de tuz

Reahzar la lectura sobre la escala del ocular en ef punte de mterseccion de las Zonas clara y oscura

Despues de cada medida el prisma se debe limpiar con algodon y agua destlada

(=T B = R A

Ajustar la temperatura atilizando la tabla de correceion para deternunar el valor real de los grados Brix del jugo

Acidez

I Lienar la bureta con soda (NaOH 0 | N} hasta llegar a cero

2 Tomar 25 ml de jugoe v adwionarle y 6 gotas de fenolftaleins

3 Colocar el jugo en un erlenmever de 50 ml

4 Colocar el erlenmever debajo de 1a bureta

5 Verter la solucion de soda gota a gota hasta observar el cambio Rosado contabilizar el volumen de seda gastado

ent fa titulacién

6 Caleular et cortemdo de acidez expresado en % de acidos predominante en el producte mediante la siguiente
ecuacion

YV mi de NaOH

N Normahdad de NaOH

PR AT
TG der s Sy B = (T
i E Puso equivalente del acido

W Peso muestra en mg o ml

82




Anexo 2 Evaluacion de las Propiedades Organolepticas de los Frutos de Accesiones de Guanabana (dnnona

muricata) Corpoica C1 Palmira Agosto 2002

Aecoadn | Arbol Rep | Pesa/ | [ anpiud | Bimetro | Thdmetro | Didmutre | Peso Pesa Sabor  onmtad {}ametro Peso Numero | Prso So6hdo | Andex
Frutg | Fruio Basal Medw Aprcal | Corteza | Pulpa |y Aroma | Columnelln | Columnelia | Columnella | Senuilas | dermillas | Solubles
{:] {em} Frute Froio Fruto ) g} {cin) {cme) [$24] ()
{cm) {em) zm)
R 3 Po[300001 260 i 16§ 142 2889 | 20269 45 175 45 832 167 0 964 132 Gg
1918 g 21362661 262 178 171 G4 M1y 128337 40 21 43 29 3 3809 1302 138 £
1919 2 1 | 8778 120 116 iz3 76 1324 | 6535 35 23 5 { §¢ 470 344 [EER P4
1919 7 2 113952 i30 HES! 30 78 1379 10359 35 s 139 153 19390 1660 168 t4
1924 4 Toi30e%e; 23> i72 is54 HEES 3195 24900 45 195 43 18 2585 4 1134 LS HEY
1921 6 3 146554, 28BS HOH 183 s 3454 33954 59 ] 43 67 3839 1306 153 a7
1921 9 1 s3000 263 95 135 113 6530 142750 sa 243 48 1350 27155 185 0 164 10
1943 1 1 (28487 240 147 147 84 2330 [22»296 40 243 43 925 4133 136 6 133 11
1543 3 2 28730 240 148 i50 o8 325 22375 19 219 40 875 2528 1250 12t L
1943 14 3 14550010 325 183 182 13 300 (36500 is 27> 65 25690 4830 00 240 il
1946 8 I [40500 315 1446 153 G2 4306 1235600 49 8 43 1364 720 1260 131 12
197 3 1 124000 210 182 191 g9 330 185G 50 163 49 620 854 486 133 Ge
1583 t 1 33200 233 156 163 81 3249 |23384 45 $2 is 39 EOE 1ié 134 i
1683 2 2 18GDO, 28 158 i33 87 06 1125090 43 156 30 Lo 780 o0 12s 038
1983 3 3 |iH48 349 137 i35 g3 160> | 8269 50 120 3 164 359 308 168 44
1944 I i 38185 254 155 57 22 g 129741 3 Pt 44 1244 157 4 17 8 127 I
%94 3 2 141024 250 171 i71 13 3723 133731 43 208 3z 2037 2080 i233 i17 a9
1994 3 3 j286090. 3¢ 159 167 74 2850 123000 43 160 48 9¢ 0 1595 850 133 ti
{995 } bo| 427871 IS5 18 1 172 97 485 [ 34028 18 219 45 130 3 2385 1782 152 HAY
199> 2 2 149049 322 182 182 935 4549 140304 13 267 53 1253 3473 2231 i3t g%
1943 4 3 oinBe 28 f66 165 79 40040 22000 48 218 33 730 2005 125 ¢ 62 Bl
2014 i P 4333 207 122 121 71 965 10988 43 161 3z 363 g 478 H [
2014 2 2029014 267 159 i54 39 2716 22618 49 220 a1 1665 2594 1562 64 13
2013 i S L H3 62 04 T8 1393 | Bi83 1% 128 34 431 9318 467 16 1 HAY
i 5 2 z 14787 194 il iz8 71 1261 | 10783 47 147 41 656 1550 32 i59 11
2616 1 1 (278853 74 t54 159 96 3612 (19998 43 19 ¢ g3 86 6 2413 1261 136 11
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Accesin | Arbol ) Rep | Feso/ | 1 ongitud | Didmetro | Didmetro | Didmetro [ Feso Peso | Sabor Longitud | Diimetro Peso Numero | Peso Séhdo | Acidez
Fruto Fruto Basal Medio Apcal | Corteza | Pulpa | y Aroma | Columnella | Columnella | Columnelta | Semiflas | Sennllas | Solubles
(g) {em) kruto Fruto Eruto () (g} {em) (em) (1) (&)
{cm) {cm) {cm)
2016 3 2 26062 230 150 132 87 2482 (21117 48 194 43 837 2110 141 129 11
2016 4 3 38000 270 188 190 107 4000 | 30250 50 255 50 120 8 2250 140 6 142 08
2017 1 1 |50969 308 178 180 104 4695 | 42468 45 245 50 1147 2650 184 1 125 09
2017 2 2 30500 240 160 165 70 3500 22000 40 180 45 700 3130 2000 127 12
2017 5 3 (40010 303 174 169 88 4124 | 3124 6 43 235 43 1262 3330 2126 128 10
2020 2 1 |52225 288 193 189 104 4496 | 44083 48 218 50 133 8 3405 166 4 145 11
2020 > 2z | 61000 305 197 196 98 4500 | 46000 48 258 45 1400 2485 2400 152 10
2033 1 1 |33%00 249 167 i68 109 4688 | 21827 43 163 45 754 1860 954 139 10
2033 4 2 (63000 313 208 200 125 6500 (52000 >0 260 50 2000 2520 2000 164 1
2036 1 1 | 7500 130 123 128 75 2000 | 5000 50 60 30 300 120 100 176 11
2037 1 1 142500 320 193 170 98 4500 | 33550 40 255 55 1700 2950 1579 120 09
2037 4 2 (54391 334 187 182 87 4883 | 42043 48 25> 60 1905 2030 1370 138 1O
2039 2 1 ]26070 235 170 150 100 3339 | 19725 40 170 40 657 18740 1173 108 11
2039 3 2 | 51948 300 209 188 g5 6374 | 40844 50 220 23 1800 2180 147 0 184 09
2040 ] 1 [44653 316 173 174 92 5036 |35521 40 252 49 147 6 293 8 187 ¢ 131 09
2040 2 2 | 51800 340 185 20 100 1373 31779 >0 280 60 2350 2310 1583 196 13
2040 3 3 | 40013 29> 173 170 101 3638 |32392 50 195 43 819 1750 121 6 192 L1
2042 2 I ]61940 287 198 196 102 1270 | 46807 48 245 53 187 8 244 0 2089 171 08
2042 4 2 | 48053 300 190 178 121 6175 | 35614 50 220 55 i27 8 2550 1872 154 0%
204> 1 1| 29000 220 150 152 70 4000 | 20000 45 180 40 1000 198 0 1200 i23 11
2045 4 2 | 38411 267 181 I78 103 3765 | 31167 43 2012 43 1182 2603 1379 122 P2
211 1 1 32940 260 170 1>7 100 377> | 26626 40 210 40 761 1280 1007 133 11
2511 3 2 31363 37 146 14 4 g1 3367 | 21680 43 217 38 693 2300 1419 140 12
2512 7 1 | 55000 280 2211 212 130 4306 | 46408 45 220 55 1436 2590 194 4 135 10
2512 9 2 (22700 210 156 I>1 114 2576 | 15304 43 150 35 652 1915 1090 124 11
2512 10 3 | 40000 220 185 188 112 4500 | 30200 50 150 43 1200 2080 2000 146 10
2513 1 I [>014 1 299 177 178 16 4 4760 (41350 46 241 46 1433 231 » 1729 150 12
2513 4 2 | 61824 333 198 179 107 5449 | 50183 45 244 54 1506 4370 2354 147 10
2514 10 1 |41500 270 188 168 113 4500 29000 50 190 45 1000 2220 1500 146 11
2514 11 2 43000 295 198 178 80 6327 | 32848 >0 245 335 1186 2160 1504 156 11
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Actesadn | Arbel | Rep | Peso/ | Longiiod | Dddmefro | Dhdmeten | Didmeiro | Peso Fese Sabor Lomgtud Dudmetra Peso Numero | Peso Sohdo | Acidez
Fruto | Fruto Baeat Medin Apieal | Corteza | Pulpa | y Aroma | Columnciia | Columnelia | Columnella | Semlias | Semillas | Solubles
{m {cm} Fruto Erui Frutg {z} {r) {em} {rm} ) ()
{em] fcm} frm)

234 12 3 12%63 2040 149 43 i3 2R | %O62Z 50 i20 33 3 229 139 162 10
Accesion 1 H i 3712 281 18 ¢ 64 98 4814 130040 48 208 43 93¢ 1308 928 {32 [
Actesion 2 2 132261 63 196 176 PE7 4366 (432938 50 228 44 1063 F2835 647 165 13
Accesion 4| 1 Poiao 333 167 162 83 6000 | 32000 50 270 it 2000 21440 isG8 145 I
Accesind | 2 2 128000 255 1472 139 74 4500 110855 48 07 33 &850 2067 467 162 12
AGoesion 6 i 1 117950 240 133 148 59 4328 130043 45 110 34 8 330 27 57 i0
Accesion 61 2 228000, 26> 142 g 80 306 22500 45 253 33 32 e 364 43 68
Acceswonb | 3 3 150782 25 200 187 B0 S680 | 39974 40 260 5¢ 141 8 4479 2439 i23 R4

H1 3 1142250 265 202 193 18 4205 124040 40 192 43 792 2760 141 6 128 4%

1 4 2029953 2538 150 {53 a3 4516 (20037 45 220 32 544 2380 is32 133 8

H2 | I 37625 250 176 173 94 00 29750 40 264 50 {62 3 21640 1250 149 1o
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Anexo 3 Protocolos para el Analhisis con Marcadores Moleculares

Metodo De Extraccion de ADN de Especies de Anonaceas en Tubos
Eppendorf (1 Sml)

(Dellaporta et al , 1983, McCouch et o/ , 1988)

H

da e [T%]

ML -

5
i6

17
18

19

Colectar 3 5 g de tepdo foliar joven v rapidamente guardarlo en mitrégeno hguido {o en helo o en silica
gel}, envuelto en papel alumino (o «n bolsas de pldstico con cierre hermetico) marcado con fa accesion

Magcerar el tejido con nitrdgene higquido hasta obtener un polvo finoe vy seco v servirlo en tubos eppendorf
hasta el mvel de los 0 5 ml

A cada macerado agregarle | ml de buffer de extraccion Dellaporta medificado, precalentado a 63 °C
Mezclar bien agitendo ¢l tubo vigorosamente

Incubar 2 65 °C en batto mana durante 60 mun | agitando los wbos cada 5 mn

Agregar O 4 ml de acetato de potasio § M {pH 7 3) v mezclar vigorosamente

incubar en bafio de hielo durante 30 nun con agitacicn

Centrifugar a 4000 rpm (Centrifuga Eppendorf) durante 10 min

Repetir los pasos 6 al 8 dos veces

Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo y centrifugar a 6000 rpm por 4 mun

Transferir el sobrenadante a vn nuevo tubo y afiadir un velumen de cloroformo  alcohol 1soamilico (24 1) y
mezclar suavermnente

Centrifugar a 12000 rpry durante 16 mmn vy transferir Ia fase acuosa a un nuevo tubo
Repetir los pasos 11 v 12

Adicionar 1710 de volumen de acetato de sodic 3 M pH 5 2 ¥ 1 volumen de sopropanol a 20 °C  Incubara
- 20 °C durante 90 mun {0 durante toda la noche)

Centnifugar a 12000 rpm durante 5 min a4 °C Descartar el sobrenadante

Lavar el pellet con 400 ul de ctanol ol 70 % a 20 °C  Cemnfugar & 12000 rpm por 10 min 3 4 °C
Descartar el sobrenadants y secar bien el pellet a temperatura ambiente

Resuspender en 100 ul de tampon TE (10 mM Tris HCIpHE, 0 1 mM EDTA)

Afiadr ARNasa a una concentracion final de 20 mg 7 1{1 pl de ARNasa 10 mg / ml} Incubar a 37 °C durante
30 mm Guardara 4°C

Observar el ADN en un gel de agarosa al 08 % Medir Ia concentracion de la muesira de ADN en
fluorémetro

Almacenar 1a solucion de ADN a -20 'C
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Buffer de extraccion Dellaporta ef al {(1983) modificado

Reactivo {sln Stock)

Concentracton final

Yol = 500 ml Vol =200 ml Vol = 1 mi
Tris HCl 1 MpH 8 30 ml 20 ml 19 ml
EDTA T MpHS 20 ml 20 ml 19 ml
NaCl 5 M 50 ml 20 ml 10 ml
H,O 319 ml 127 6 ml 63 75
SDS 20% 125% (v/v) 31 ml 124 ml 625 ml
Busuifito de sodio G382/ 100 mi 19g 076 038¢g
Polivynipirrolidone PVP 5g 2 Tg

1 as soluctones stock s¢ usan nutoclavadis | bisullito de sodio v el PVP se agregan al bulicr jusio antes de ubhzarlo

Digestion del ADN total con EcoR 1y Mse ]

Reactivo Concentracién final Volumen Muestras x 7
DNA (25 ng/pl) 5ul
Buffer de reaccién 5X 25 175 pl
EcoR VMse | 1 pl 7l
Agua destlada 4 ul 28 pl
Total 12 5 ul

87



Obtencion de Marcadores AFLP de Anonaceas
Metodologia de Vos et al 1995 (Protocolo del Kit AFLP Analysis System [ InVitrogen)

10

12

Obtener ADN hmpio de éptima calidad
Preparar una dilucion de ADN en buffer TE a una concentracién final de 25 ng/ul

Digerir 125 ng de ADN con una mezcla de las enzimas EcoR I/Mse | en un volumen final de 12 5 pi,
sigutendo la reacci6n de digestion descrita arriba Mezclar suavemente concentrar la reaccion con una breve
centrifugacion e incubarla a 37 °C durante 2 horas (RESTRICCION DEL ADN TOTAL)

Incubar la reaccién a 70 °C durante 15 min para inactivar las enzimas de restriccion transferirla a hielo y
concentratla con una breve centrifugacion

Adicionar 12 pl de solucion de ligacion de adaptadores v 05 ul de T4 ADN ligasa Mezclar suavemente
concentrar la reaccion e incubarla a 20 °C durante 2 horas (LIGACION DE ADAPTADQRES)

Hacer una dilucién de la reaccion 1/10 con TE (dil 1) en un volumen final de 100 ul Guardar el resto de la
reaccion {no diluida) a 20 °C

Agregara 2 5 ulde dil 1 en un tubo para PCR de 0 5 ul una mezcla de 20 pl de pre amp primer mix , 2 5
nl de buffer para PCR 10X + Mg y 0 15 pl de Tag ADN polimerasa Agitar suavemente y correr 20 ciclos
de PCR a2 94 °C por 30's 56 °C por 60 s y 72 °C por 60 s (PREAMPLIFICACION programa NELSONI
termociclador 4)

Hacer una dilucién 1/50 con TE de la amphficacién en un volumen final de 150 ul (il 2) Guardar la
amphficacion y fadid 2a-20°C

Preparar un Mix | para cada par de primers selectivos mezclando 0 5 pl de primer EcoRI/  y 4 5 ul de
primer Msel/ + dNTPs

Preparar un Mix 2 (para todas las reacciones a realizar) mezclando por muestra 7 9 ul de agua bidestilada
2 pl de “buffer ’ para PCR 10X + Mgy 0 | ul de Taq ADN polimerasa

Mezclar suavemente por cada muestra en una placa de 96 pozos para PCR 5 uldedil 2 5plde Mix |
y 10 ulde Mix2 Amphficar con un programa de PCR compuesto de un ciclo a 94 °C por 30s 63 °C por
30sy72°C por 60 s 13 ciclos similares bajando en cada uno 0 7 °C en el annealing vy 23 ciclos a 94 °C
por 30 s 56 °C por 30 s y 72 °C por 60 s (AMPLIFICACION SELECTIVA programa AFLP -+3
termociclador 4)

Visualizar el patron de marcadores AFLP de la muestra en un gel desnaturalizante de poliacrilamtda al 6% +
urea 6M aplicando tincion con nitrato de plata Servir en el gel 4 pl de muestra (la muestra es 20 ul
amphificacion selectiva + 8 ptl de coloranie de formanuda)
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Preparacion y Corrida de Geles de Pohacnlamida

i

G

Preparar fa pohacrilanuda (acrilamuda / bis acrilamida - 19/ 1} al 6 % + urea 6 M en camara extractora
uiithizando mascarilla Filtrar la solucidn al vacio con filtro de 08 pm (todo hacerlo con guantes)
Guardarla a 4 °C en la oscundad

Limprar Ia camara de electroforesis y el vidno soporte, cada uno por aparte, mediante dos lavados con
solucion de detergente v dos lavados con etanol al 96 % {en mesas diferentes con guantes diferentes)

Aphicar homogeneamente al vidrio 1000 pl de bind xylene {1000 pl de etanol al 96% + acido acetico + 3
ul de bind xylene’ } con papel Kimwipes Quitar ¢l excedente rozande rapidamente un  kKimwipes
humedecido con etanol al 96%

Aphcar homogeneamente a la camara 350 pl de Repel con papel Kmnwipes

Umir Jas superficies limpias de camara v vidno  dejando entre ellos solo el espacio determunado por los
separadores de la cdmara

Sellar Ia unon en los bordes externos con cmta adhesiva sin dejar burbuyas de are
Colocar los brazos de la camara a lo largo del gel aphcando presidn

Llenar el espacio con una mezela de 120 ml de solucion de poliacnlanida 6% + urea 6M, 600 pl de
persulfato de amonto (APS} v 120 ul de Temed

Introducr el peme al reves en la parte superior del espacio de manera que ¢l lomo del peme forme el
frente de cornda del gel {completamente horrzontal) Hacer preston en esta parte superior con pingas

Dejar solidificar el gel {por lo menos una hora) Si se deja de un dia para otre cubrir el gel en el extremo
supertor con una toalla de papel humeda y vimilpel s que toque la peliacrilarmida no solhidficada

Momiar el armazon de la camara de electroforesis con el gel sohidificado para fa cornda, despues de
eluninar la cinta del extremo mferior (extremo que estard en contacto con el buffer de cornda)

Llenar la cubeta mfenor con bufier TBE 05X ( buffer de cormida) precalentade a 60 °C hasta entrar en
comacte con ¢f gel Llenar toda la camara con ef nusmo  butfer hasta que el gel quede cubierto

Retirar el pewne v colocarlo nuevamente con los dientes sobre el gel con un poco de presion para formar
los pozos

Conectar la camarzs a la fuente de poder y hacer correr 1a energia a 130 W hasta que el gel alcance una
temperatura de 50 °C (PRECORRIDA)

Elsminar restos de urea de los pozos inyectando * buffer en la parte superior del gel con presion Evaluar
st los pozos quedaron bien formados sirviendo 4 gl de buffer carga de formamuda en ellos

Desnaturalizar las muestras amplificadas (20 ul) + ‘buffer’ de formanuda {8 pl) calentandolas a 94 °C
dwrante 3 mm (programa “Denature en termociciader) e mmediatamente incubandolas en hielo con agua

Servir 4 pl por muestra desnaturahizada en cada pozo con pipeta de {0 gl Introducir las muestras al gel
corriéndelas a 130 W

Retirar el pene y continvar fa corndaa 110 W cormida 2 50 °C hasta que ¢f colorante  xylene canole
del buffer de comda recorra las 3/4 partes del gel (CORRIDA)

Cuidar de que el nivel del buffer no descienda durante la precornda y cornda

Desconectar la fuente, desmomar la camara reciclar el buffer de corrida (TBL 0 3X) eluminar fas cmtas
adhestvas y levantar con mucho curdado la camara del gel

Teiitr ¢l gel adherido al vidrio con mitrato de plata
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Timcion de Geles con Nitrato de Plata

i Correr los patrones de AFLP de las diferentes muestras en un gel de pohacrdamida {(acrifarmda / bis
acrtlamida 19/ 13 alé6% tureaé M

2 Una vez comnda la electroforess, fijar el gel al vidno de soporte mediante un lavado con acido acetico al 10
% duranie 20 mun (FIJACION)

Lk

Lavar el gel con agua deiomzada pwa ehmimnar completamente la solucion fjadora cuatro lavades de 2 mm
cada uno

4 Teitr el gel con una solucion de Nitrato de Plaia {1 g/L) duranie 30 mmn, en la oscundad (TINCION)
Efmmnar la solucion de tincion con un lavado de agua deronizada de 10 5 - paso enfice

6 Revelar los patrones de AFLP de las muesiras con un lavado de 2 ~ 5 mun de revelador {solucion de

carbonato de sodio 105 g + 3 7 mt de formaldehido + 650 ul de thiosulfato de sodso para 3 5 L. de aguajen la
mavor oscuridad posible (REVELADO)

7 Detener fa reaccion de revelado lavando el gel durante 5 min con una solucion de acido acetico al 10 %
(PARADA)

8 Elwmunar la solucron de parada con un lavado de agua deionizada

9 Dejar secar bien ¢l gel tefiido antes de leer los patrones de AFLP de Ias diferentes muestras
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Anexo 4  Inventario de muestras de las especies de anonaceas pertenecientes a los generos
Annona, Rollona 'y Raamondic deposiiadas en el Herbano Nacional Colombsano
{COL)

ESPECIE COLECTOR SITIO DE COLECTA GRS

Annong acummata saff Stlvio Zuluaga Alto del [ imon Poque natural T os Katws Choco

determmnado Paul Maas 97

dnrona aoummata saft

Jorge Brand ¢t al

Carretera ol Tigre  BAuilita, Chigorodo

nnona acummara saff

A Gentry ot al

1o Tigre hase serrmua del Danen Choeo

dunong off amazonica R E
fries

1D Gdmez et al
determnado Schaty 92

Cubrada Sandyguela esiacidn Comillo Pargu Nal
Brauho Cwrillo Costa Rica®

Annona aff amazomca R L
Fries

Gerardo Herrers
determunade Schaty 92

i;;;moren i canton do osa Aguabuena cuenca
vl de quebrada ' Campo Rimcon Cosis Rical

4 amboiay Aubl

Tase Schuanke

210 Siwon sud ceste dod caserso de Sion
Departamante Campaatla, Pors

ambotay Aubl

W

H Garcie Barnga
determmnads Paul Maas BE

achmera de Yurupar: no Vaupes Vaupes

A ambatay Aubl

Fose Schunke
determunado DR & 71

amono al caserto de Sama Rosa de Mishalio 4
Lt Puerte Pizons

4 ambotay Aubl

A Rudas et al
determmado U Johnson 93

Mutmcimo de Lencia correglmiento Farapaca.
Paque Natural Amacayaca, Cabana Lorena

A4 ambotay Aubl

I Schunke
determunado D Simpsom 74

IArnba de Puerto Inca oeste rto Pachitea Dpto
Hudmeo Peru

i ambotay Aubl

UM Pires ¢t al
determinado § Non Reodin 79

Termtono Amapa no Araguan Bazil

4 ambotay Aubl

d Schunhe
determinado D R Simpson 71

10 S1on sud oeste def caserio de Sion San Marim

A amborgy Aubl

R L Fries

Kao Guapand regiao de planodte de Santorem
i stado de Para. Brazil

4 chermmola Miiler

1 Tanandez et )
desermunado ! Murdio 01

Dpto C/moria pobl o Nanio Colombia

W chermola Mudler

W Dewvirotal
determnado O Rangel 86

fmorca mpip Arbelaer Vercda Sia Barbara
scotor Saragoea Hda Paranuilo

4 chermmola Maller

Santigo Dz
determnado Santago Ihy 82

Cimorea Mumcipio San Bernardo rio Uclua

4 cherpmola Mailer

J M Duque
determnado Dugond

Valle Pichinde

A chermmoin Mdler

Prov de Ocafta

W cherinolo Maller

J M Duque
determnado J Munlio 81

Cimorca  Apulo (460m)

4 chermmofa Madlor

J M Duque

Yille o Cab Pichunde {1090m)

\4 cherimofa Miller

I M Deque

Caldaz Chinchina

cherymota Mdler

PP A
determmado ] Munlle ¢

Guntaqin Cl/marca

i cherimaia Miller

[P Arblaez
determunado F P A

Tocaima

i cordifoha poepp (Soysay )
RLFr

§ Schumhet
determunade D R Simpson 71

Camune 2 Shahwinio a 4 km del campamento Mael
de Abgla

A4 eordifolia poepp (878231}

Paul Mass et al

Depto San Martin Prov Lamas via Tarapoto

91




ESPECIE ‘COLECTOR SITIO DE COLECTA PS
R EFr determinado I Van Heusden Yurumaguns
W dolichophylla L Varon et Caqueta Solano Araraurcra via el Yan por la 734 N 7639
deternunado J Munillo 01 chagra de Don Oscar Roman W
W ducker Diels Hulio Betancur ¢t al Putumavo Mocoa corregimiento de San Antonio
detuminade 11 Remer 00 cimino enire el acto Campucnd v a finca la
Mariposa Vertiente amazonica
4 dumeterum R L Fnes Paul Maas y M Mejia lArroy 0 de Guachopito N Porte de San Jose de
Ccoe Repubica Domunicant
M evcellens Rl 1nes U Schumhet Depto de Loreto Prov Mavnas Trocha a Sta 842 35 N
determinado D R Simpson 71 [Ros1 a3 km de Sta Maria de Nanay dito Alto 8331 50 W
Nanay
4 glabiflora Schlecht R Hernandez ct el Loe Matzacintla. 29 km al Noreste Jalpan mpio
determinado R Hernandez de londe de Matamoros Mexico
U glabra Linn A Dugond idepto Atlantico zona manglares enire las flores y
la playa
W glabra Linn IR Romero Castaneda Cauca pliya candelnia
determinado A Beatriz Rwiz 75
i glabra Linn H R T'uchs et al Choco Region del rio Bando 302 57000
determinado Jorge H Torres W
i glabra Linn A Sugden rroyo Kyoruhu serrania de Macuira Guajira
4 hypoglauca Martius UM ldrobo KCaquetd entre el rio Peneyay la Tregua
determinado Paul Maas 97
W hvpoglauca Martius J Cuatrecasas IComision de Putumayo margenes afluente
determinado | P Killip 1zquirda La concepeibn
M hypoglauca Martwus > Cohelo et al lAmnzonas mpto Maucs 1garipe de palhal [gapo
determinado P wl Maas 97
M hypoglauca Martius [E Little et el Solano 8 km S F de Ires Esquinas rio Caquetd
determinado A Beatriz do Ruiz  [Comusaria de Caguetd
75
A hypoglauca Martius onald Simpson et al Peru depto de Loreta prov Maynas alto Alto
determinado Pl Maas 86 Nanay
i jahnu safford . Cabrera cta alrededores de la laguna y palmares
determinado Paul Maas 90 flucntes del Rio Muco
i jahnu safford Francisco Ortis ICasanare Mochuelo y Tsamant
determmado O Rangel 84
i pahnu safford I Fernandez Alonso ICasanare municipio Borrania de Upia carretera a
determmnado 11 Roiner 98 1llamera
W jahnu safford U Blydentemn Boyacd sur de Yopal
determinado J Bhvdentein
4 macrocalhx R Fries Paul Maas et al det E Van Pecru prov Coronel IPortillo ¢ mnal de Panaillo
Heusden 85
W macrocalyx R L Fries U Schunhke eru Neshuya departamento de [ orcto
determinado D R Sumpson 71
1 montana Mac | adyen I Schunke Peru depto San Martin prov Mariscal Caceres
dttoTocachunuesvo
1 montana Mac Tadyen B Hofiman ct al lbuvana region Potaxo Siparum 4 10 N 3§03 W
determinado H Ramer 93
M montana Mac | adyen D Sinpson ct il IPeru depto lumber prov Zarumilla, alto 7638 N112
deternunado D R Simpson 71 [Matapalo W
i montana Mac Fadyen D Sucre det A Lune Paxoto and [Brazil | tdo Rio de Jmciro reduto de | ormagao
V' Percszo secundaria do morro Macedo Sobrinho
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ESPECIE ‘COL ECTOR SITIODE COLECTA PR
4 montona Mac Fadyen H Lcon Choco munieipio de Ry Sueio Parque os Katyos
W montang Mac Fadven Paul Maas et al det b Van Peru mpio Paucartambo ¢orea de Pilicopeta
Heusden
W mrrcata Linn R Jaramulio et ol Meta alrededores do Villavicencio en Peralariso
determunado A emander
A murcata Linn H G Barmiga Cundmamarca La Vega Camino a Nocaima
detcomunado E P Kdhp
A myricata bon 1. Porez Arbelacz et al eatre Girardot v Melgar Cundinamarca, L Paso
determinado E P Kilbp margen del rio Sumapaz
A mrrcara L inn Gabindez
detormmado S8 Sanches
M murcato Lann 13 [ Sogorto AntloQua Jnpio Anor corregunicnto Providencia
determnado D D Sociorte 72
W rricaia Linn A S Barclay et af Santatsder on la viteatre | os Caros v San Gi
4 muricata 1nn C Sastre et al Amazonas | ago ¢l Radio 2 b al N de Laticra
| pracata Linn i & ldrobo et al Cauca El lambo hova del Pana correg
determnado § M Idrobo Mosquera
A muricata Linn Carlos Soraviz et al Santander carrciera Predecuesta Pescadero
deturnumado I Homandes
A muricata Limn H ¥ Pm Kiev Lgundor Dureno ea no Aguanico Nepo
determinado § Nalker
W muricata | nn M do Romere Cienaga Magdalena
determunado R Romero Castafida
muricatg Linn C Sastre et o Bovach
determinado D Sancher
muricata Limn C La Rotta Chocd Alio no Baudd R | Emberd { Planta
determmade C La Roita introducida)
murtcata Lann & Lscobar Hacienda Lo Isla, S waima Cundmmamaria
W murieata Lion Carlos Saravia Valle entre Dagua v Loboguerrero
W muricate 1ann L. Glenbosks Amazonas Puerto Narno Rwo Loreto Yacu
W muricata Linn I Cuatrecasas Boyachd ontre Ousteque y Ouayatd re Sunuba
determinado TP Kalliy
4 muricata Linn H Mason Hutla Nore de Villavieis
determmado R Jaramillo
4 muricare 11nn H Garcva Barnga alle enire Cerrito y Palmitra
determinado D Sinchez
4 muricata | on Puelio Amaory et al cordoba San Bernardo del Viento Finca <l
deturmunado § Munlle 97 Molino
A muricata Linn Cirraldo v Pinto Putumayo Puerto Asis resguardo Buenavisia 023 N6 18
>

muricaia Laan

L.ozanp et al
determipado D Sancher 83

Magdalena Sta Marta Parque Tavrona Cerro Et
Cielo

muricaia Linn

Puelio Amavry et 4
determminnda 1 Munlio 97

Cordoba. Ticrra alta | a apartada de Valencia

muyricata Ling

IPuelic Amaarv et gl

Cordoba Cersie

nutany R T Fries

E Zardim ot al det R Spichiger
92

Paraguay Tabatt  y bytu Silla

A paludosa Aubl

U Pircs

Brazil estado de Pard
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ESPECIE

COLECTOR

SITIO DE COLECTA

GPS

I pumcifoha Ity P

M Rarmrez
determinado G T ozano 84

Bolrar Mompos [nspeccion Rinconada, Cienaga
Poyuelo

A4 purpurea Mef's Sesse ex
Dun

Puello Amaury ¢t al
determinado I Murdlo 97

Cordoba San Bernardo del Vicnto Barno La Balsa

4 purpurea Mef y Susse ox
Dun

I M Idrobo
determinado Paul Maas ct al

Costa Rwa

i pue purea Mefl'y Sesaé ex
Dun

[ Tyson

Panamn  zona canal (anticancerigenc)

A purpurea Mul'y Sesse ox
Pun

W Stimson

Panama prov de fos Santos

A rencufata L I APerczetal Anuoquia Finca Cotave 0634 N735
50 O
A rerculaia l L Forero et al delermuado | hocd Acondr Unguea
Munile 01
A reicudiata L M De Romero det B Romero  Magdalena Orthuect
Castafieda
A rescdoia L I Walker (Lolyne s Cundinarruca El Boqueron rutaa
Vielgar
A safforduna R E Frics I Coclho Brazi! wstado de Parasba {arbusto trepador)
A scandens Thels Pad Maas et al Peru prov San Martun
deternamado B Van Heosden
A4 scondens Dulls Paul Maas et sl Peru prov Lamas
determmado b Van Heusden
{ scandens Dwls Paul Mass et al Peru Ucayah
determunado E Van Heusden
4 sericea Dun C Allnetal Brazid Manius Cachocira allé Taruma
4 sericeq Dun K KrameretalJ C Limdumon  Surmem Republick
A serices Dun ’J M Pires Braal Lido de Para Vila Nevy nio Tapajos
A sprogues saflord J Brand Antiogusa Turbo corrcters Tapon ded Danen
4 spragues saftord E 1orero Chocd Rio Suce Parque los Katos no Tiupo
determunado Gentry 78
1 sprague: saflord 1 Leguzamo Cordoba Uré hacia Montchibono
4 spraguer safford W Meyes Panamd zona Canzl
deermanado | Luguzamo
W spraguer safford Puello Amaury Cordoba Ayapel vivero ias Flores
determnado 1 Murilo 938
i spraguei saftord S Zulusga “hoco Pargue los Kattos sector Sautatd
1 squeamosa | 13 Sancher ¢t al iAntroquia Frontino correg Nutivara Rio Coevas
deterrminado J Munlle 01
4 svmphyocarpa Sandw Mutchmek det Paul Mans et al Kiyana region Potaro - Siparun 442 N 59
50 W
bt ternflora Mant Mquador prov Chunborazo cafon nio Chanchan |5 20 N 38
determmado BRI Tries 52 Mo W

Lisummna trifoba £ LY Dunal

West Virgima Wit County  sbove Palesting

Rammondia cherimoliendes {
tr Ypl YRE Tries

W Der
determinado Paul Mags ot ol 97

Valle Restrepo Rio Brave L Crstaling

aimondia cherunaliordes

C BRarbosa
duterminado L Westra 88

Valle bosque Yotoco

Reamonda chermolhordes

M Veler un gl

Cuindio Cireacia Los Pines Tioca Villa Ligia
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ESPECIE COLECTOR SITIO DE COLECTA GPS
determunade Paul Maas cral 97

Kamondia cherimoliowdes | Belancur et 4l Antroguia caramonta Hopasanchas 734069 W
determunade Paul Maasoial 97 S3EN

Ravmondia cherimolioides [P Francoctal Cimarca 12 Magola
determunado Paul Maas ot al 97

Renmondia cherimohoides 1 Duque Jaramilio Caldas Chinchina {fruie no comestibie)
deturmuinide | Wesirg 88

R guinduens:s (kunth} S Dianz et al MNariio lal lorids

safford determinado L Westra 88

R guinduensis {(hunth) S Diazetal Risaralda Puereira Pargue Lcumarns

kafford deturminado Paul Maas ot gt 97

i? guinduensis {kunth} S Diaz et al Quindio Genova Li Cedrsl

afford

R guinduensis (kunth) lara de Rincon C/marea, San Juan de Rio Seco

safford determmado L Westra 88

R guindugnsis (kunth} Ranget Risaraida § | Cedral

safford determinado Paul Maas ot al §7

R guinduensis (kunth} B Steen CQuindio [ a Cabafa Calarca a Hhagué

safford determinado Paul Maas <t al 97

R guinduensis (kunth) M Viles ot al Quindio §ilandia [ aMezaalia

safford determuinado M Velez et al

R quinduensrs (kunth) G Galeano ct al C/marca Bogota | agund Pedro Polo

safford determimado G Galeano et al

R quinduensis {kunth) A Fernandez Cauca Popayan Cojete

safford

R quinduensts (kunth) W Devia Valle Tulua Mateguadua

safford determinado Paul Maas ot al 97

R quinduensis (kunth) i Corohet al Lquador Zamors Chunclupe

safford

H quinduensts (hunth} A Cogollo et al Antioquia San Lans Las Confusas 63 N7447

safford W

R quinduensis {hunth)
safford

G Ramurer et al

Antroguia San Lus La Cristalina

R gqumduensis {kunth}
safford

13 Cardenasetal

Antrogma Puerte Tnunfo Dorada

R quinduensts (hunth)
safford

Jorge [orres

Raspralda Apa 12 Cumbre

R quinduensiy (kunth}
safford

& e Fraume
determinado Paul Maas ot al 97

Caldas Manizalez Montddeon

R gquinduensis (Kunth}
kafford

I, Perez Arbelacz o1 al
deternunado L Weosun X8

Cumdio entre La Gabriclay lalinea

R gunduenys {kunth}
safford

W Devip
determunado Panl Manss o al 97

Valle Raofrio El Crucern

Rofiva Amacomica R E
iTies

I Dugue dut P Maasy Wastra
88

Amazonas desembocadura Lorciovacy

Rollona AmazomeaR E
Fries

U Dugue det P Maasy Wstra
B2

Frapucio Amzonico

R caordiantha Digls

R chocoensis K E Frnes

1M ldrobo

Choeo entre Condoto vy Andajosa

R curvipetala R L T rcs
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ESPECIE COLECTOR SITIO DE COLECTA IGPS
IR cuspidata Martius A Rudaset 1] lAmazonas [ eticia Pdarque Amacayacu 342 870
1> W

IR cuspidata Martwas

[ Sunpson ct al det P Maas v
Wastra 88

Peru depto Loreto Maynas Iquitos

IR cusprdata Martwus

R Visquez
determinado Paul pMaas 90

IPure Lorcto Requena

IR cuspidara Martius

E Lutle det P Maas y Wastra
B8

lAmazonas Solano 8 km S E Ire Esquinas

determinado J M Idrobo

IR cusprdata Martius M Idrobo Amazonas Trapecio Amazonieo
determinado J M ldrobo
Rollinta danforthu Standley J M Idrobo Choco Condoto

IR danforthi: Stindley

= Forero et al
determinado E Forero el 4l

Choco Rio San luan cerro de la Mojarra

determimado § M Idrobo

Rollima dolichopetala RE  E Lattle et al Ecuador Morona Santiago
frics determmado E Fitike et al
IR edulis tnana y planchon | M Idrobo lIAmazonas 110 Caquetd Araracunara

IR edulis triana y planchon

J Dugue Jaramille
determinado J Duque Jaramillo

Trapecio Amazonico

edulis (nana y planchon

R Jaramillo et al
determinado R Jaramillo et al

Meta Villavicencio

determinado D D Soej uto

IR edulis inana y planchon L. Unibe Meta San Martin v Acacias
determinado L Urnibe
IR edulis iriana y planchon D D Sogjarto Putemavo sobre confluencia del rio con rio Mocoa

edulis tnana y planchon

[E Lutle et al
detcrnminado F Lattle et al

MMeta Puerto Lopez

edulis tnana y planchon

Rodniguez et al

Vaupes LEslacion Caparu

edulis inana y planchdn

H Gatcia Barriga
determinado H Garcia Barriga

Meta entre Cumaral y Restrepo

edulis tnana y planchén

U Cualrecasas
determinado ] Cuatrecass

omisaria Vaupes San Jose dol Guaviare

edulis inana y planchén

C Gamboadet P Maas y Wastra
- 88

Meta, Meta Coruy alto

edulis triana y planchon

U M Idrobo
determinado J M I[drobo

Mecta alrededor La Macarena, hda Los Micos

edulis tnana y planchén

I A ccro Duarte
detcrminado I Mahecha 97

ICasanare Qrocue

IR eduits triana y planchon

H Bernal
determinado 11 Bernal

aqueta alrcdedor San Jose de | ragua

\Rollima elliptica R E 1 ries

IR Emergmata Schitd]

M Rossato ot al

B1171] Sao | rancisce de Paula  Cerapina

R exsucca (Dum) A DC

R L Froes det P Maas v Wasira
88

Brasil Estado Para no Vermelho Tocantins

IR exsecca (Dum) A DC

M Janson Jacobsctal det P
Maas v Ven Sctten 88

uyana. Kanuku

exsucca (Dum) A DC

M P Codrdoba

Vichada. Puerto Carreio 5 12 188 N 695 407
W

exsucca (Dum) A DC

L. Scop et al

Guyana. Francesa regidn St Lorent
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ESPECIE

QLECTOR

SITHO DE COLECTA

GPS

determipade Paul Maas 87

IR exsucca (Dum) A DC

Coll B der P Maas y Wastra
88

surinam Kaboere

R exsucca (Dum) A DC

B Boom et al

Venezula Bolnar Cedefio

R hipda Maas y Westra

Jose Schunke
deterrinade Jose Schunke

Peru Husnuco Pochstez, Hononia

R snsignis RE Fries

A Rudas et al
determinado A Rudas 93

Amazonas Letrems, Parque Amacayacu

R nsignis R E Fries

L Forers et al
determunado L Torero

Brazil Amazonas Manaus Esirada de Aleing

R jmenezn Safford

R bourifolia Schiechigndel

E Foreroetal
detenminado b borero

Rrazl Sa0 Paulo Ilha do Cardoso

Rolfinia membranaces
Triana y Planchen

b Latle det P Maas vy Wastra
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