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RESUMEN

Debido a que la caracterizacidon morfologica es un proceso lento y no tan preciso
al existir factores ambientales que pueden alterar la forma de los genotipos de
interés, la caracterizacion molecular es una alternativa que nos permite obtener
una mejor descripcién del genotipo al basarse en el ADN de las plantas ya que
esta no cambia por el ambiente o etapa fenoldgica.

El presente estudio consistio en analizar molecularmente 36 genotipos del género
Persea los cuales fueron colectados de algunos municipios de la zona sur del
Estado de México, dichos genotipos fueron seleccionados ya que eran
sobresalientes a diferentes caracteres como pubescencia de la hoja, tamafio de
fruto, calidad comestible y grosor de la cascara que permitieron considerarlos
como colectas de interés. El trabajo operativo consistié de la colecta del material,
maceracion, extraccion del ADN, lavado, cortado, amplificacion en PCR vy
electroforesis utilizando geles de acrilamida con el uso de marcadores RAPD (8) e
ISRR (6).

Mediante los perfiles de bandas generados se elaboré una matriz basica de datos
para cada marcador y se generaron dendogramas mediante diferentes
combinaciones con los métodos de Nei and Li / Dice y Neighbor — joining, Jaccard
y UPGMA, Jaccard y Neighbor-joining. Se realizé un remuestreo de 1000
repeticiones en el programa Free Tree y se visualizaron en el programa Tree View.
Se seleccionaron dos dendogramas, los que mostraban mayor congruencia entre
sus agrupamientos; uno mediante RAPD, otro mediante ISSR y un tercero
combinando ambos. Se sabe que los RAPD, generan agrupamientos aleatorios
entre genotipos basandose en similitudes (variabilidad), mientras que mediante
ISSR se identifican fragmentos mas especificos del genoma, siendo estos ultimos
mas Uutiles para encontrar diferencias entre especies (diversidad). Mediante los

dendogramas seleccionados se discutieron las probables relaciones entre los
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genotipos desde el punto de vista de la variabilidad y diversidad que prevalece en

la regidn sur del Estado de México, su similitud, y se infiere sobre la presencia de

probables especies en la region.
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1. INTRODUCCION

México forma parte del centro de origen del aguacate junto con otros paises de
Centroamérica, pero a pesar de la gran diversidad de especies, razas Yy tipos
criollos que existen, con caracteristicas deseables como produccion vy
comercializacion, prevalece practicamente el monocultivo de la variedad Hass, la

cual amenaza con la desaparicion de los otros.

Existe confusion acerca de la ubicacion taxondmica de especies, razas y
variedades de Persea debido a su alto grado de hibridacion que se ha dado entre
ellas, llegandose a una dificultad para ubicarlas taxonémicamente. Su descripcion
se ha basado en caracteres morfolégicos, sin embargo, esta forma de
caracterizacion es limitada por que la expresion de sus genes estad sujeta a
influencia ambiental, en tanto que la caracterizacion molecular tienen la ventaja de
trabajar directamente con la base genética de los individuos, debido a esto al
caracterizar germoplasma vegetal resulta relevante realizar una identificacion mas
precisa a través de marcadores moleculares o mediante la combinacion de ambos

enfoques (Gutiérrez-Diez et al., 2009).

Las colectas de aguacate que se realizan para su conservacion y uso en trabajos
de mejoramiento, generalmente son caracterizadas morfolégicamente pero poco
se sabe acerca de su base genética. En la actualidad se han realizado estudios a
nivel de ADN entre individuos del aguacate para conocer las diferencias o
similitudes que pudieran llegar a existir, de tal forma que sean un complemento a
los marcadores morfolégicos en la identificacion y descripcion de cada individuo

colectado como parte de la diversidad genética del género Persea.
El presente estudio tuvo por objetivo realizar la caracterizacion molecular de

accesiones de Persea colectadas en municipios de la zona sur del Estado de

México mediante el uso de marcadores moleculares tipo RAPD e ISSR.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del aguacate en México

En la actualidad el aguacate es uno de los cultivos mas importantes en México,
pais considerado como el mayor productor, consumidor y exportador en todo el
mundo, cuyo principal estado productor es Michoacan con la variedad “Hass”. A
pesar de su importancia es necesario mayor conocimiento acerca de su amplia
diversidad genética, (Lopez-Gomez et al., 2007) manifiesta en hibridos naturales,
criollos regionales y ejemplares nativos poco conocidos, la cual contrasta con el

uso de casi solo un genotipo cultivado con propdésitos comerciales.

2.2 Origen y Distribucién

El aguacate (Persea americana Mill.) es una especie arbdrea polimoérfica,
originaria de una amplia zona geogréfica, que se extiende desde las sierras
centrales y orientales de México y Guatemala, hasta la costa Pacifico de Centro
América (Storey et al., 1986).

La informacién arqueobotanica disponible indica que algunos genotipos antiguos
ya se encontraban en las planicies del area que hoy ocupa la Sierra Nevada de
California, la cual era un lugar de gran diversidad vegetal, en la que algunos
genotipos eran comunes, por lo que es posible que los aguacates mas antiguos se
hayan originado en la zona de la Sierra Nevada de Estado Unidos (Galindo et al.,
2008).

2.3 Descripcion Botanica 'y TaxonOmica

El aguacate es una especie polimorfa y por ello muchos caracteres (dimension de

la hoja, tamafio del fruto, coloracion del epicarpio, etc.) son variables. De acuerdo
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a Calabrese (1992), el aguacate es una especie perenne de tallo aéreo (o epigeo)

con caracteristicas lefiosas y follaje siempre verde, su raiz es bastaste superficial.

Hojas. Sus hojas son simples, alternas, pecioladas y enteras. El peciolo tiene de
longitud de 1.5 a 3.5 cm. Las hojas de forma variable que van de eliptica- alargada
a oval-oblonga, estan provistas de yemas axilares y nervadura pinnada (de

pluma).

El apice es mas o menos agudo segun la raza, la nervadura principal es de color
amarillo palido; dicha nervadura es especialmente prominente en la cara inferior.
Cuando la hoja es joven presenta un color rojizo, contenido de pigmentos en las
vacuolas y una epidermis pubescente; al llegar a la madurez estas hojas se tornan

lisas, coriaceas y de un verde intenso y oscuro (Calabrese, 1992).

La cara superior es glabra mientras que la inferior es ligeramente pubescente. Su
superficie presenta numerosos puntos glandulares transparentes. La dimensién de
las hojas varia de 5 a 20 cm de longitud y de 3 a 10 cm de anchura. En algunas
variedades antes de la floraciébn hay una defoliacion de corto tiempo, lo que
significa que estan vegetando fuera de su habitat, siendo esta una variedad no

apta para la zona.

Parte aérea: Los arboles espontdneos de aguacate pueden alcanzar hasta 20 m
de altura, con didmetro de tronco superior a un metro (Calabrese, 1992). Las
ramas son abundantes, generalmente delgadas y fragiles por lo que pueden

romperse al cargar muchos frutos y/o por la accion del viento (Calabrese, 1992).

Las yemas foliares son apicales o axilares, estas ultimas en su mayor parte
permanecen en estado latente o se desprenden, de tal forma que el crecimiento
del aguacate tiene lugar, la mayor parte de las veces, en las yemas apicales
(Calabrese, 1992).
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El sistema radicular es corto y débil como la mayoria de las especies arbéreas que
tienen su origen en ambientes ricos en agua de lluvia durante el periodo
vegetativo. Aunque la mayor parte del sistema radical es superficial y esti
comprendido en los primeros 50 cm, el aguacate prefiere los suelos profundos y
con un drenaje excelente que no permita la proliferacion de enfermedades

fungosas (Calabrese, 1992).

La raiz del aguacate se caracteriza por tener muy pocos pelos radicales, y la
absorcion de agua y nutrimentos se realiza principalmente en las puntas de las
raices a través de los tejidos primarios; esto determina la susceptibilidad del arbol
al exceso de humedad cuando el drenaje es deficiente induciéndose las asfixias

radicales y ataques de hongos que pudren los tejidos.

Flor: Las flores son hermafroditas (poseen los dos sexos), actinomorfas
(simétricas), de color verde amarillento son pequefas, de tal forma que en el
momento de su apertura suelen medir de 1 a 1.5 cm de diametro con un
pedunculo corto y pubescente. La inflorescencia (agrupacion de flores), es una
panicula (racimo de racimos) que puede ser axilar o terminal. Se estiman unas

200 flores por panicula.

La flor consta de un perigonio con dos verticilos trimeros. El androceo esta
compuesto por 12 estambres insertos por debajo del ovario o alrededor del mismo.
De estos estambres solo 9 son funcionales. El gineceo posee un solo pistilo, un
ovario supero (por encima del pedunculo), unilocular y con un solo évulo. En la
parte superior de la panicula se encuentra una yema vegetativa que luego se

desarrolla en rama (a veces se utiliza para injertar: vareta).

El perianto aparentemente carece de corola, pero las piezas que lo constituyen
estan dispuestas en dos series cada una formada por tres elementos. Las piezas
externas son mas grandes. Podria tratarse de tres pétalos y tres sépalos muy

similares entre si.
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Fruto: Es una baya que posee un pericarpio (delgado, quebradizo), un mesocarpio
carnoso (con un porcentaje de grasa que varia de 5 % a 30 %). El peso del fruto
es diferente segun el tipo ecoldgico, oscilando entre los 50 gramos a 2.5 kg, la
parte comestible es de color amarillo palido, con una leve cubierta verde adherida
al epicarpio. A pesar de las numerosas flores que hay en una inflorescencia,
menos del 1% se convierte en fruto (0.01 %). El fruto suele ser asimétrico.
Externamente, la epidermis esta recubierta de una ligera capa de ceray es mas o

menos rica en lenticelas amarillentas dependiendo del cultivar (Calabrese, 1992).

La semilla es de tamafio grande, durante la maduracién del fruto puede separarse
de la pulpa o germinar al interior del mismo, suele ser monoembrionica. A veces
puede ser observada en la germinacion de una semilla, la brotacion de mas de
un tallo, no se trata de plantas provenientes de distintos embriones sino de
ramificaciones formadas en la base de las dos mitades de la semilla. Su forma es
variada, pudiendo ser: periforme, esférica u ovalada, su color varia de crema a

café rojizo.

2.3.1 Taxonomia

La primer clave de identificacion taxondmica completa para el género Persea
(Familia Lauracea; orden ranales) fue desarrollada por Lucille Kopp en (1966),
quien determind que el aguacate pertenece al género Persea, el cual cuenta con
alrededor de 85 especies, la mayoria distribuida desde el sur de los Estados
Unidos de Norteamérica (Persea borbonia) hasta Chile (Persea lingue). Son
excepciones Persea indica que se encuentra en las Islas Canarias (Espafa) y
otras especies del sur de Asia cuya inclusién al género Persea aun no esta
definida (Cuadro 1). Dicho género fue dividido en dos subgéneros: Persea y
Eriodhapne cuya principal forma de distincion entre los dos es la pubescencia de
la cara interior de los sépalos; el subgénero Persea tiene ambas caras
pubescentes, con la excepcion de P. pallida, P. rigens y P. cinerascens. En tanto
que el subgenero Eriodhapne tiene la cara interna sin pubescencia. El subgénero

Eriodaphne comprende a los aguacatillos que son frutos diminutos de alrededor de
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1 a 2 cm de diametro sus hojas son lanceoladas que al estrujarse tienen un fuerte
olor a alcanfor o laurel, este subgénero no es compatible sexualmente con Persea,

sin embargo se han reportado excepciones recientes (Barrientos et al., 2007).

La segunda clave de identificacion taxondémica para el subgénero fue la
establecida por Williams (1977), y hasta la fecha luego de estas dos claves de
identificacion no ha sido realizada una revisibn completa de este subgénero, con
excepcion de recientes aportaciones para su reagrupacion (Van der Werff, 2002;
Chanderbali et al., 2001; Campos et al., 2007).

El subgénero Persea se conoce como el de los verdaderos aguacates, cuyos
frutos son de mayor tamafio que los del subgénero Eriodhapne. De acuerdo a
Scora & Bergh (1992) en el subgénero Persea se reconocen tres especies; P.
schiedeana Nees, P. parvifolia Williams y P. americana Miller (Mill); sin embargo,
de acuerdo con Barrientos et al. (2007), también se incluyen las especies Persea
nubigena (aguacate de monte), Persea steyermarkii (aguacate de montafa),
Persea schiedeana (chinini, chinene, chenene, yas, hib) y Persea floccosa

(aguacate cimarron).

Persea americana también clasificada como Persea gratisima por Gaertner (1805),
es una especie poliforme constituida por varios taxones separados, considerados
variedades botdnicas o subespecies descritas como razas horticolas, que en
resumen su taxonomia de acuerdo con Cronquist (1981), es la siguiente:

Divisibn  Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Laurales

Familia Lauraceas
Género Persea
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2.3.2 Especies del género Persea reportadas en América

En México existen al menos 20 diferentes especies relacionadas con el género
Persea y cerca de 80 reportadas en toda América (Cuadro 1). Ubicadas de
acuerdo a la variabilidad de condiciones ambientales, su naturaleza les ha
conferido mecanismos que han maximizado su cruzamiento y variabilidad genética
(Bergh, 1992).

Cuadro 1. Especies de los subgéneros de Persea ademas de Persea americana
Mill presentes en America (Kopp, 1966)

Pais Especie del subgénero Persea Especie del subgénero Eriodhapne

(numero de especies)

México (20) Persea floccosa Mez (1889) (Veracruz, Persea cinerascens (Veracruz, Michoacéan).
Puebla, Oaxaca, Chiapas). Persea borbonia (Tamaulipas, México).
Persea steyermarkii Allen (1945) Persea palustris (Tamaulipas, San Luis Potosi).
(Chiapas). Persea longipes (Veracruz).

Persea nubigena Willians (1977), Koop Persea standleyi (Chiapas).

(1966) (Chiapas) Persea sessilis (Oaxaca).

Persea schiedeana C.G. Nees (1836) Persea podadenia (Sonora, Chihuahua, Durango,
(Veracruz, Tabasco, Chiapas). Jalisco).

Persea sp. (aun no clasificada, Persea hintonii (Sinaloa, Nayarit, Edo. de México,
Motozintla, Chiapas) Guerrero).

Persea chamissonis (Hidalgo, Puebla).

Persea purpusii (San Luis Potosi).

Persea vesticula (Chiapas).

Persea donnell-smithii (Chiapas).

Persea liebmanni (Oaxaca, Chiapas, San Luis

Potosi).

Persea pachypoda (Tamaulipas, Guanajuato).

Persea parvifolia L.(Willians, 1977) (Veracruz)
Brasil (18) Persea alba

Persea obovata

Persea fuliginosa

Persea fulva

Persea rigida

Persea venosa

Persea pyrifolia

Persea pyrifolia

Persea microphylla

Persea major

Persea pedunculosa

Persea rufotomentosa

Maria del Carmen Ramirez Mendoza




Caracterizacion molecular de colectas de aguacate de la zona sur del Estado de

Venezuela (13)

Colombia (13)

Perua (13)

Guatemala (10)

Persea steyermarkii

Persea schiedeana

Persea nubigena
Persea steyermarkii

Persea tolimanesis

Maria del Carmen Ramirez Mendoza

Persea pseudofasciculata

Persea caesia
Persea splendens
Persea aurata
Persea punctata
Persea fusca
Persea rigens
Persea caerulea
Persea subcordata
Persea jenmani
Persea mutisii
Persea meridensis
Persea hexathera
Persea fastigiata
Persea grandiflora
Persea benthamiana
Persea nivea
Persea maguirei
Persea caerulea
Persea cuneata
Persea chrysophyla
Persea subcordata
Persea costata
Persea mutisii
Persea sericea
Persea ferruginea
Persea hexathera
Persea fastigiata
Persea cuatrecasaii
Persea bernardii
Persea caerulea
Persea stricta
Persea haenkeana
Persea hirta
Persea subcordata
Persea boldufolia
Persea corymbosa
Persea ruizii
Persea ferruginea
Persea peruviana
Persea hexathera
Persea raimondii
Persea weberbaueri
Persea rigens
Persea standleyi

Persea sessilis

México
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Persea zentmyerii
Persea schiedeana

Costa Rica (10) Persea schiedeana

Persea sp. (aun no clasificada, Monte

Verde)

Ecuador (9)

Bolivia (8)

Honduras (5) Persea schiedeana

Panama (4) Persea schiedeana

Puerto Rico (2)

Haitf (2)

Cuba (2)

Guyana Britanica (2)

El Salvador (2) Persea steyermarkii

Persea schiedeana
USA (2)
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Persea vesticula
Persea donnell-smithii
Persea povedae
Persea pallida
Persea caerulea
Persea longipes
Persea veraguasensis
Persea brenesii
Persea silvatica
Persea albida

Persea rigens

Persea bullata
Persea subcordata
Persea mutisii

Persea brevipes
Persea sericea
Persea conferta
Persea ferruginea
Persea campii

Persea buchtienii
Persea caerulea
Persea bilocularis
Persea haenkeana
Persea subcordata
Persea peruviana
Persea pseudofasciculata
Persea trolli

Persea caerulea
Persea longipes
Persea vesticula
Persea donnell-smithii
Persea rigens

Persea veraguasensis
Persea obstusifolia
Persea krugii

Persea urbaniana
Persea anémala
persea krugii

Persea hypoleuca
Persea anémala
Persea jenmani

Persea nivea

Persea borbonia

Persea palustris
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Chile (2) Persea lingue

Persea meyeniana
Rep.Dominicana (1) Persea krugii
Sto Domingo 1 Persea oblongifolia
Dominica 1 Persea urbaniana
Isla de Gpe 1 Persea urbaniana
Montserrat 1 Persea urbaniana
Santa Lucia 1 Persea urbaniana
Martinica 1 Persea urbaniana
Nicaragua 1 Persea caerulea
Guyana Fran. 1 Persea nivea
Surinam 1 Persea nivea
Jamaica 1 Persea alpigena
Sin definir (7) Persea angustifolia

Persea ayui-y
Persea intermedia
Persea nitens
Persea racemosa
Persea sylvestris

Persea yacupeti

Tomado de Barrientos e. al., 2000.

2.4 Caracteristicas de algunas especies del subgénero Perseay del género
afin Bleishmiedia.

2.4.1 Persea nubigena

Se caracteriza por sus hojas firmes, asperas en la superficie y pequefias, la hoja
no presenta olor a anis al ser frotada. La estructura de las flores es similar al
aguacate comun, pero los racimos son mas consistentes y mas pequefios. El
diametro del fruto varia de 1.5 a 3 pulgadas, su forma es oval a circular, la semilla
es grande en proporcién al tamafio de la fruta, la cual presenta una piel gruesa.
Es considerado un progenitor del aguacate guatemalteco ademas de ser
compatible con Persea americana Mill (Schroeder, 1951).

2.4.2 Persea steyermarkii

Es un taxon muy raro de Guatemala, el Salvador y Venezuela. Su inflorescencia,
flores y frutos indican una relacion muy cerrada con P. nubigena, es considerado

como un ancestro de la variedad guatemalteca (Shieber y Zentmyer, 1978).
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2.4.3 Persea schiedeana

Son arboles de hasta 30 m de altura, de copa ancha, ramillas gruesas, rugosas
cerca de las cicatrices de las hojas y de las bracteas de las yemas, con densas

pilosidades ferruginosas.

Hojas: Coriaceas a subcoriaceas, con limbos de 8 a 35 cm de largo por 4 a 25 cm
de ancho, generalmente elipticas a abovadas, de apice redondeado a obtuso y
base obtusa a redondeada, con superficie adaxial glabra y superficie abaxial con
pilosidad ferruginosa, moderada a densa, especialmente en las hojas jévenes;
hojas con 6 a 15 pares de venas secundarias, divergentes entre 40 y 70°, muy
marcadas en la superficie abaxial; peciolos de 2 a 5 cm de largo, delgados con

densa pilosidad ferruginosa.

Flor: Inflorescencia subterminal tirsoide, multiple, rodeada de bracteas de yemas
con bordes irregulares y ancha. Flores de 6 a 10 mm de longitud, tomentosas,
filamentos del primer y segundo verticilo de color marrdn, tomentosos y del tercer

verticilo densamente tomentosos.

Fruto: Uno a dos frutos terminales por rama, de forma variable que puede ser
alargada, periforme o casi redonda, alcanzando entre 5 a 10 cm de largo en la
madurez, con pubescencia que persiste durante la etapa de fructificacion;
exocarpo de menos de 3 mm de grosor, de color verde claro u obscuro,
amarillento, marrén, negro o morado, la semilla varia de esférica a ovada y

normalmente es de gran tamafio (Whiley et al., 2007).

2.4.4 Persea floccosa.

Son arboles de hasta 30 m de altura; ramillas que van de poco a densamente
tomentosas de color marrén, gruesas y lenticeladas. Hojas cariaceas a
subcoriaceas, ovadas a elipticas o subrotundas, con limbos de 6 a 16 cm de largo
por 3 a 14 cm de ancho, con 6 a 8 pares de venas divergentes a 40 o 50 °.
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Flores: van de 4 a 5 mm de largo, de color marrén, tomentosas en ambos lados;
estaminadas de 2 a 3 mm de largo, con filamentos de los verticilos I, 11 y lll,

densamente tomentosos.

Fruto: Dos a cuatro frutos terminales por rama, de 4 a 7 cm de largo subglobosos,
con cascara de mas de 4 mm de grosor, lenticelada y de color verde oscuro;
semilla grande y esferoidal.

Especie poco comun de la montafia, esta emparentada con la var. drymifolia y la
var. nubigena. Se diferencia de ambas por la pubescencia floccosa de sus brotes y
hojas nuevas y por los frutos pequefios y mas subglobosos de cerca de 5 cm de
largo, con un exocarpo delgado y verde (Whiley et al., 2007).

2.4.5 Persea cinerascens.

En la regién de Tacambaro, Michoacan, se le conoce con el nombre de canelillo,
se han encontrado ejemplares de hasta 20 m de altura, pero su tamafio normal es
de 6 a 8 m, tiene un olor caracteristico a canela en la madera y en las hojas al ser
frotadas. El pedunculo de la infrutescencia es de 7 a 10 cm de longitud, con 20 y
en algunos casos hasta de 30 frutos. Los segmentos del perianto son persistentes
a la madurez, y facilmente observables; los frutos son baciformes, ligeramente
elipticos: 0.9 X 1.2 cm de mesocarpio carnoso Yy ligero sabor a aguacate, el
epicarpio es de color violeta en la madurez y el embridn es muy pequefio, es

incompatible con las variedades Fuerte y Hass (Garcia, 1970).

2.4.6 Bleishmiedia spp.
El género Beilschmiedia es representado en México por B. americana, B. anay, B.

mexicana, B. ovalis, B. pendula, B. schiedeana, B. steyermakii. El fruto de

Beishmiedia anay es de forma obovada, de color verde y negro, la epidermis del

Maria del Carmen Ramirez Mendoza

12




Caracterizacion molecular de colectas de aguacate de la zona sur del Estado de

México

tipo verde es relativamente gruesa (0.4 mm) y el negro de piel delgada, lo que

impide su separacion de la pulpa, ambos producen frutos de similar tamafio, de
piel brillante y atractivo (Borys et al., 1993)

2.5 Razas del Aguacate de la especie Persea americana.

La especie Persea americana es la mas ampliamente distribuida y utilizada ya que
sus razas e hibridos han sido mundialmente utilizados para el consumo humano.
Kopp (1966), consideré tres grupos de aguacates dentro de esta especie,
denominandolos: P. americana var. drymifolia (conocido como aguacate
mexicano, P. americana var. guatemalensis (los tipos guatemaltecos) y P.
americana var. americana (antillanos), los tres grupos pertenecientes a Persea
americana Mill., una caracteristica de esta especie es su pronunciada pubescencia
en tallos, hojas y flores (Schroeder, 1974). Estos grupos horticolas se conocen
como razas de aguacate; Mexicana, Guatemalteca y Antillana distribuidas
ampliamente en todo América. La clasificacion botanica de estas razas ha sido
variada, algunos indican a la raza Mexicana como a una especie por separado;
Persea drymifolia (Kopp, 1966), otros como Williams (1977) clasific6 a la raza
guatemalteca como Persea nubigena var. Guatemalensis, sin embargo,
actualmente se considera a las tres razas dentro de la especie Persea americana
Mill. Bergh y Elistrand (1987) hicieron una clasificacion muy acertada de las razas
de aguacate, agrupando a la raza mexicana como la variedad botanica drymifolia
(Persea americana var. drymifolia) (Figura 1), la raza guatemalteca como la
variedad guatemalensis (Persea americana var. guatemalensis) (Figura 2) y la
raza antillana como la variedad americana (Persea americana var. americana)
(Figura 3). Por otra parte Bergh (1992), indicé que las tres razas de aguacate son
genéticamente equidistantes de acuerdo con un analisis de marcadores genéticos
de ADN mediante la técnica de RAPD (amplificacion polimoérfica de ADN
genomico) por Blufer y Fiedler (1966) y analisis citogenéticos en diferentes
especies (Garcia, 1975).
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Figura 1. Fruto de aguacate de la raza
mexicana P. americana var. drymifolia.

. %

Figura 2. Fruto de aguacate de laraza
guatemalteca P. americana var.
guatemalensis.
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Figura 3. Fruto de aguacate de la raza antillana P. americana var. americana.

2.5.1 Persea americana var. guatemalensis.

De acuerdo con Williams (1977), esta raza o variedad botanica presenta las
siguientes caracteristicas: arboles de hasta 30 metros de altura; de ramillas

escasamente tomentosas.

Hojas: Subcoriaceas, con limbos de 8 a 20 cm de largo y 10 a 24 cm de ancho,
ovales, ovoides u oblongas; 4pices acuminados, obtusos o redondeados, bases
acuminadas, superficie adaxial moderadamente pubescente; superficie abaxial,

pubescente especialmente en la nervadura central.

Flores: De 3 a 7 mm de largo, tomentosas de color marron; estamenes de 2 a 3

mm de largo, con filamentos pubescentes en el primer y segundo verticilo.

Fruto: Dos a cuatro frutos terminales por rama, de 10 a 18 cm de largo, oblatos a

ligeramente periformes, con cascara de mas de 4 mm de espesor, de color verde
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claro, verde oscuro o marron a negro; semilla pequefa, esferoidal, de superficie

suave.

Esta raza se encuentra distribuida en los estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, México, Michoacan, Nuevo LeoOn, Veracruz y en Centroamérica en
Guatemala, donde el clima es tropical o calido de 22 °C en adelante o subtropical
0 semi-célido de 18 °C a 22 °C, comprendido entre los 32°y 34° de latitud norte o
sur y una altitud entre los 500 y 1100 m . 1100 m, sin grandes variaciones de
una estacion a otra con una precipitacion pluvial de 1200 mm como minimo, esta
especie prefiere un clima regular en todas las estaciones, sin variaciones
importantes del paso de una estacion a otra en cuanto a temperatura con una
media invernal de 15 °C sin descender a menos de 1 °C; debajo de -2.3 °C se
manifiestan dafios a los tejidos. Este grupo ecoldgico necesita un régimen de lluvia

continuo sin que haya periodos prolongados de sequia.

2.5.2 Persea americana var. americana.

Whiley et al. (2007), indica que estos arboles tienen hasta 30 m de altura, con
ramillas ligeras a moderadamente pubescentes, con pilosidades de color marrén a
ferruginoso. Hojas: Coriaceas, angostas o elipticas, con limbos de 10 a 30 cm de

largo por 3 a 19 cm de ancho, de apices acuminados.

Flores: De 3 a 6 mm de largo, de color verde amarillentas, densamente
tomentosas en ambas superficies.

Fruto: Produce 1- 3 frutos terminales por rama, de 10- 25 cm de largo, de forma
periforme anchos o estrechos, exocarpo verde claro o verde oscuro, marrén a
morado, la pulpa es de color marfil; la semilla es ovada, variable en tamafio y con
superficie aspera.

El clima tropical es el propicio para esta raza, sin variaciones en el paso de las
estaciones, su precipitacion pluvial va de 1800 a 2000 mm anuales como minimo.

Su latitud esta dentro de los 32° de latitud norte o sur. La altitud esta entre los O y
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500 msnm. Las variedades comprendidas dentro del grupo ecoldgico antillano
exigen temperatura media anual superior a los 22 °C el invierno es inexistente y la
temperatura media en el afio no debe descender los 16 °C. Esta raza se encuentra
distribuida en las regiones tropicales de México tanto en las costas del Atlantico

como del Pacifico, asi como en Centroamérica.

2.5.3 Persea americana var. drymifolia.

Corresponde a arboles de hasta 15 m de altura, con ramillas escasas a

moderadamente pubescentes, con pilosidades palidas de color marron.

Hojas: De color verde oscuras, aromaticas al igual que la corteza (su intenso olor a
anis las convierte en un elemento util en la gastronomia de algunas regiones), con
limbos de 5- 20 cm de largo por 3- 12 cm de ancho, elipticas con apices agudos,
raramente acuminadas.

Flores: Son regulares, estdmenes de 2-3 mm de largo, filamentos pubescentes en
el primer y segundo verticilo; Fruto: Con 3-6 frutos terminales por rama, de 4-12
cm de largo, ovoides o anchos y periformes; exocarpo delgado de color verde
oscuro, marrén, morado o0 negro; pulpa con olor a anis, semilla grande, ovada de

superficie lisa.

Se encuentra distribuido en las laderas orientales de las sierras altas mexicanas y
en la cadena montafiosa del sur, a altitudes sobre los 1000 m. en climas célidos,
hamedos a semiaridos, tanto en suelos fértiles como pobres y acidos. Su ambiente
ideal es el clima subtropical o templado-calido, de invierno benigno con raras
heladas, con los meses de invierno a primavera sin lluvias y con lluvias regulares
de verano a otofio. La precipitacion pluviométrica debe ser de un minimo 800
mm. Tiene un rango del ecuador hasta los 35 a 36 ° Latitud norte sur, una altitud
entre los 1000 vy 1800 m de altura sobre el nivel del mar. Prefiere las
temperaturas medias anuales de 18 °C a 22 °C. La temperatura media en

invierno no debe descender menos de — 4 °C, pues comienza a sufrir dafos
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organicos irreversibles cuando la temperatura desciende mas alla de los - 6.7 °C.
Prefiere un ambiente atmosférico semi-seco, por lo que obliga a seleccionar areas
geograficas cuyo régimen pluvial este bien definido, lluvias en verano a otofio y
sequia relativa en invierno y primavera, los vientos violentos ocasionan
defoliacion, caida de flor y fruto causando también desgajamientos si €stos son

muy fuertes.

2.6 Caracterizacién molecular en plantas

En cuanto a la descripcion de las plantas, la manera tradicional es por
caracterizacion fenotipica (morfologica), procedimiento lento y limitado, donde la
expresion de los caracteres cuantitativos esté sujeta a fuerte influencia ambiental,
por lo que con el empleo de marcadores moleculares se elimina este efecto ya que
identifica y estudia la diversidad genética considerando el genoma de la planta de

aguacate, a través de marcadores moleculares (Gutiérrez-Diez et al., 2009).

De acuerdo con Hidalgo (2003), el objetivo particular de la caracterizacion
molecular es la identificacién de especies y/o cultivares, asi como la evaluacion de
la diversidad y/o de la variabilidad genética, el estudio de la estructura genética de
las poblaciones, el establecimiento de la representatividad de colecciones
regionales, la deteccion de duplicidades de accesiones de bancos de

germoplasma, la identificacién de genes o secuencias especificas, entre otros.

De acuerdo con Valadez y Kahl (2000), un marcador molecular es cualquier tipo
de molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso molecular conocido que
sirva para monitorear o calibrar la separacibn de las mismas, utilizando
electroforesis o cromatografia, y un marcador genético, como cualquier gen cuya

expresion permita un efecto fenotipico que pueda ser detectado faciimente.

Para Karp y Edwards (1998), los marcadores de ADN se basan en el andlisis de

las diferencias en pequefias secuencias de ADN entre individuos. Las técnicas
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empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de

marcadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante.

Los datos moleculares tienen la ventaja de trabajar directamente con la base
genética de la variacion, mientras que la base genética de la mayoria de los
caracteres morfologicos solamente se asume, de esta forma los diferentes tipos de
marcadores como se observa en el Cuadro 2, se distinguen por su capacidad de
detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y si son de tipo dominante o

codominante (Rentaria, 2005).
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RFLP

Micro satélite

RAPD

AFLP

ISSR

Abundancia gendmica

Parte de genoma examinado

Cantidad de ADN requerido

Tipo de polimorfismo

Nivel de polimorfismo
Efecto multiple de
proporcién
indice de marcador
Herencia
Deteccién de alelos

Facilidad de uso

Reproducibilidad (fiabilidad)

Tipo de sonda/ primers

Alto
Baja copia de
regiones
codificadas
Alto
Cambios de base
individual

Insercién/ Delecién

Medio
Bajo

Bajo
Codominante
Si

Labor intensiva

Alto

Baja copia

gendmica de ADN o

clones cADN

Maria del Carmen Ramirez Mendoza

Medio

Genoma entero

Bajo
Cambios en
longitudes de

repeticiones

Alto
Medio

Medio
Codominante
Si

Facil
Alto

Secuencia
especifica de

repeticion de ADN

Muy alto

Genoma entero

Bajo
Cambios de base
individual
Insercion/
Delecion
Alto
Medio

Medio
Dominante
No

Facil
Intermedia

Usualmente 10 pb
Nucleétidos

hechos al azar

20

Muy alto

Genoma entero

Medio
Cambios de base
individual
Insercion/
Delecion
Muy alto
Alto

Alto
Dominante
No

Dificil de iniciar
Alto

Secuencia

especifica

Medio

Genoma entero

Bajo
Cambios de base
individual
Insercion/
Delecion
Alto
Medio

Medio
Dominante
No
Facil
Medio a alto
Secuencia
especifica

repeticion de
ADN



Clonacion y/o
secuenciacion

Deteccién radioactiva

Desarrollo/presenta alto
costo
Utilidad para cartografia

genética

Propiedad posicién correcta

Caracterizacion

Si

Si usualmente

Alto

Especies

especificas

No

molecular de colectas de aguacate de la zona sur del Estado de México

Si

No

Alto

Especies

especificas

No (algunos son

licencias)

No

No

Bajo

Cruzas especificas

Licencia

No

Si/no

Medio

Cruzas

especificas

Licencia

No

No

Medio

Cruzas

especificas

No
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La mayoria de los marcadores moleculares se clasifican en dos categorias de
técnicas que se basan en la hibridacion o en la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR); los marcadores identificados por amplificaciéon del ADN estan
basados en la PCR. Esta técnica permiti6 desde su desarrollo nuevas
posibilidades para la deteccion de polimorfismos genéticos. El polimorfismo se
observa debido a que la variacion en la secuencia del gen, altera los sitios de

reconocimiento del iniciador (“primer” “oligonucledétido” o “cebador”), permitiendo la
generacion de grandes numeros de marcadores, utilizando cantidades minimas de
material genético. Los marcadores de PCR emplean iniciadores de secuencia

arbitraria, semiarbitraria o especifica (Watson et al., 1992; Velasco, 2005).

Segun Torres y Baca (1995), la técnica de PCR permite producir un enorme
namero de copias de una secuencia de ADN especifica (amplificacion), sin recurrir
a la clonacion. Al final del proceso se obtendran dos moléculas de ADN, cada una
de ellas formada por una cadena original y una cadena complementaria que ha
sido sintetizada. La enzima que realiza este proceso se denomina ADN
polimerasa. La PCR contribuye al conocimiento de la variabilidad de grupos de
organismos, ya que al disefiar oligonuclettidos adecuados, esta sera evidente en
el andlisis del resultado de la amplificacion.

Todo organismo contiene informacion almacenada en el ADN de todas las células
de su genoma en subunidades llamadas genes. Cada gen contiene la informacion
necesaria para que la célula sintetice una proteina, asi, el genoma va a ser el

responsable de las caracteristicas del individuo (Obeso, 2010).

La carga genética de un determinado organismo no puede ser idéntica a la de
otro, aunque se trate de la misma especie, pero en rasgos generales debe ser
similar para que la reproduccién se pueda concretar, una de las propiedades mas
importantes del ADN gracias a la cual fue posible la evolucion, es la de dividirse y
fusionarse con el ADN de otro individuo de la misma especie para lograr

diversificacion de su descendencia (Obeso, 2010).
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2.7 TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

Existen distintos tipos de marcadores moleculares los cuales tienen ventajas y
desventajas por lo que cada uno de ellos tiene diferentes objetivos en la

caracterizacion molecular, por lo cual se hace referencia a algunos de ellos.

2.7.1 l1zoenzimas

La aplicacion de las izoenzimas esta dirigida a la cuantificaciéon de heterocigosis,
diversidad genética, diferenciacion genética y otras medidas de variacion genética
intra e interpoblacional, han sido utilizadas para evaluar y entender aspectos de
biologia evolutiva como las relaciones entre fenotipo y ambiente (Rentaria, 2005).

2.7.2 Microsatélites (SSR)

Estos han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos como los AFLPs,
RAPDs, RFLPs, debido a que, tienen el mas alto grado de polimorfismo, segregan
de manera mendeliana y son codominantes, por su parte la presencia de un solo
locus genético por microsatelite hace que la lectura de las bandas sea clara y facil
de interpretar. Son especificos para ciertos grupos de especies y homologos entre
si, por lo que permite hacer estudios comparativos entre especies o géneros de un

mismo grupo (Rentaria, 2005).

2.7.3 RFLPs-PCR

El analisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién
(RFLPs) fue el primer marcador de ADN utilizado por biélogos poblacionales. Los
RFLPs se han usado generalmente para construir mapas geneéticos, para la
clonacion de genes basados en mapas y para ayudar a resolver problemas

taxonodmicos y filogenéticos.

Maria del Carmen Ramirez Mendoza

23



Caracterizacion molecular de colectas de aguacate de la zona sur del Estado de
México

Unas de las desventajas que tienen estos marcadores es el requerimiento de
grandes cantidades de ADN de buena calidad para la deteccion de loci de copias
anicas, requiere de muchas manipulaciones y s6lo detecta una fraccion de la

variabilidad en el genoma por lo que su informacion es limitada (Rentaria, 2005).

2.7.4 AFLPs

Conocidos como polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados, son la
técnica que combina la digestion de dos enzimas de restriccidbn, normalmente
Msel que reconoce 4 pares de bases (pb) y EcoRI que corta 6 pb dentro de una
secuencia, esta técnica detecta mdltiples loci polimdrficos y es util para generar
huellas genéticas y mapeo. Una de sus ventajas es que no requiere informacion

previa de la secuencia para su analisis.

Produce gran cantidad de bandas polimorficas, las bandas observadas en los
geles de AFLPs son clasificadas como presencia o ausencia de cada individuo y el

analisis de estas se desarrolla como un sistema dominante recesivo.

2.7.5 Marcadores moleculares tipo RAPD

De acuerdo a la clasificacion de los tipos de marcadores observados en el Cuadro
2, se describe con mayor detalle a los marcadores tipo RAPD e ISSR debido a que

estos fueron los utilizados en la presente investigacion.

La Tecnologia RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) comprende la
amplificacion simultanea de varios loci anénimos en el genoma utilizando para ello
“primers” de secuencia arbitraria. Los RAPD son ampliamente empleados en
analisis genomicos de individuos y poblaciones, debido a que estos marcadores
permiten detectar un mayor porcentaje de loci polimorficos que las aloenzimas.
Otras ventajas que presentan estos marcadores es que no se necesita del

conocimiento previo de la secuencia del ADN para poder aplicarlos, sin embargo
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una de las limitantes del empleo de esta técnica, es el bajo contenido de

informacion genética por locus que genera (Nieto et al., 2005).

De igual forma Rentaria (2005), comenta que los RAPD son marcadores que
amplifican aleatoriamente segmentos de ADN, basandose en la probabilidad
estadistica de que se presenten sitios complementarios al oligonucleétido de los
pb (pares de bases) a lo largo del genoma. Son Utiles en la elaboracién de mapas
genéticos en el estudio de parentesco y en el andlisis de la estructura poblacional.
Los marcadores tipos RAPD son dominantes y amplifican regiones tanto

codificantes del ADN como las no codificantes y revelan niveles de variacion altos.

2.7.6 Marcadores moleculares tipo ISSR

Los ISSR son marcadores moleculares conocidos como (secuencias repetidas
intersimples), son similares a los RAPD, en los ISSR el iniciador es un di o
trinucleotido repetido. Los métodos que se utilizan en la electroforesis de ISSR son
gel de agarosa visualizados con bromuro de etidio y geles de acrilamida tefiidos
con nitrato de plata. Las bandas que se obtienen con este marcador van de 1000 a
2000 pb. La variacién alélica en los ISSR consiste de la presencia o ausencia de
los productos amplificados comparada con los iniciadores de los RAPD, la
secuencia de los ISSR usualmente es larga lo que resulta en una mayor

reproducibilidad de las bandas (Rentaria, 2005).

Reyes (2008), al trabajar con marcadores moleculares en el cultivo de aguacate
comenta que los RAPD pueden ayudar a elucidar la variacion genética de todo el
subgénero Persea, ya que se ha demostrado la deteccion de fragmentos
monomorficos especificos para cada especie de Persea, lo cual no se ha
encontrado con los ISSR. Pero en el caso de los ISSR lejos de mostrar la
variabilidad genética, se refleja la cercania entre los individuos analizados; tiende
a proporcionar mayor cantidad de fragmentos monomorficos. Los marcadores
ISSR son particularmente Utiles para el estudio de individuos relativamente

cercanos que exhiben bajos niveles de polimorfismos y se han utilizado
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exitosamente como una buena alternativa para obtener la huella genética y

analisis genético en especies frutales.

2.8 Principios de la electroforesis

Son varias las técnicas para estudiar la estructura del ADN, pero la electroforesis
es posiblemente la mas usada en el laboratorio debido a que es una técnica
efectiva, bastante facil de hacer y relativamente econdmica. Con esta técnica se
separan macromoléculas (proteinas y acidos nucleicos) a través de un flujo de
corriente eléctrico (Watson et al., 1992).
Los fragmentos de una molécula de ADN cortada con enzimas de restriccion se
separan a través de la electroforesis de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

a) Eltamano de la molécula o masa.

b) La forma o conformacién del ADN (ej. ADN super-enrollado vs. ADN lineal).

c) Eltamafo de los poros del gel.

d) La magnitud de la carga eléctrica neta de la molécula.
Para llevar a cabo la electroforesis, se utiliza un gel que puede estar hecho de
agarosa o poliacrilamida. En el Cuadro 3 se muestran las caracteristicas de ambos

geles:

Cuadro 3. Caracteristicas de geles comunmente usados en electroforesis.

AGAROSA POLIACRILAMIDA

1. Polisacaridos extraidos de 1. Los geles de poliacrilamida son

algas. generados al mezclarse polimeros de
acrilamida y bisacrilamida.

2. No toxico 2. Toxico.

3. Se puede variar el tamafo de 3. El tamafio de los poros depende de la

los poros ajustando la concentracion de acrilamida y

concentracion de agarosa. bisacrilamida.
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4. Separa fragmentos de ADN de 4. Usado para fragmentos de ADN de
200 a 50,000 pb. menos de 500 pb.
5. Usado para separar mezclas de

proteinas.

En el desplazamiento durante la electroforesis, la muestra en el gel se realiza de la
siguiente manera: Los grupos fosfatos de los acidos nucleicos del ADN son
ionizados y migran al electrodo positivo (d&nodo) cuando se colocan en presencia
de un campo eléctrico. La carga neta del ADN es negativa (por la presencia de los
grupos fosfatos), lo que permite que migre del electrodo negativo (catodo) al
electrodo positivo (dnodo) (Watson et al., 1992).

Los fragmentos de ADN migrardn a una razén inversamente proporcional al
logaritmo de su tamafio o peso molecular. A mayor tamafio, menor sera la
migracion del fragmento y a menor tamafio mayor sera la migracion del fragmento.
El movimiento de los fragmentos de ADN va a producir un patron de bandas,
donde cada banda corresponde a un fragmento de un tamafo particular. El
tamafo de cada fragmento puede ser calculado utilizando un marcador de peso
molecular cuyos fragmentos y sus pesos moleculares son conocidos. El marcador
sirve de referencia y migrara paralelo a las bandas de ADN que se analizan. En
ocasiones para generar mas polimorfismos visualizados después de Ila

electroforesis se recomienda el cortado del ADN mediante enzimas de restriccion.

2.9 Cortado del ADN

Dado que la molécula del ADN es muy grande, es mas dificil trabajar con toda la
hebra, por lo que se puede trabajar cortando la molécula mediante enzimas de
restriccion que permitiria obtener mayor nitidez del ADN durante la separacion: Al
cortar el ADN, las enzimas de restricciébn pueden producir dos tipos de cortes: los

cohesivos (0 pegajosos) y los abruptos. Los cortes cohesivos 0 pegajosos cortan a
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manera escalonada, mientras que los cortes abruptos cortan a las dos cadenas

del ADN en el mismo lugar como se observa en la Figura 4.

Cohesivos o pegajosos:

ATTC ATC AAGCTT
CTTA CCTA AACG
EcoRI BamHI HindIII
Abruptos:

} !

AATIAAT CCC|IGGG
TTA|TAA GGGICCC

Sspl Smal

Figura 4. Cortes cohesivos o abruptos de ADN.

2.10 Experiencias en la manipulacién de ADN del género Perseay otras
especies.

En la técnica de extraccion de ADN, Ramirez et al. (2004), reportan aislamiento
del ADN gendmico de aguacate con suficiente calidad para ser usado en
tecnologias de marcadores moleculares basadas en PCR; probaron diferentes
protocolos de extraccion y purificacion del ADN en cuatro frutales tropicales:
guayabo (Psidium guajava L.), aguacatero (Persea americana Mill.), mango

(Mangifera indica L.) y cocotero (Cocos nucifera L.).

El protocolo de Doyle y Doyle (1990), logré buenos rendimientos y calidad del
ADN para la amplificacion de PCR en mango y cocotero, pero no en guayaba y
aguacatero. Las modificaciones del método CTAB, permitieron la extraccion
exitosa del ADN con la calidad suficiente para aplicar las técnicas de AFLP, SSR e

ISSR, en guayabo y aguacatero con diferentes marcadores.
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Lavi et al. (1991), trabajaron con huellas gendmicas en aguacate, realizaron el

aislamiento del ADN de hojas jévenes mediante el método de Murray y Thompson,
(1980) que es una modificacion al método del CTAB.

Gutiérrez-Diez et al. (2009), al realizar estudios sobre la diversidad genética del
aguacate nativo de Nuevo Ledn, hizo la extraccion del ADN foliar por el método
del ruptor celular con el kit Fast ® (Qbiogene, Inc., CA) determinando la calidad del

ADN en geles de agarosa.

2.10.1 Cronologia de estudios sobre biologia molecular en aguacate.

En el Cuadro 4 se muestra una secuencia cronolégica de los estudios recientes en

aguacate.

Cuadro 4. Cronologia de estudios realizados mediante biologia molecular en el

género Persea.

Autores Temética Conclusiones
Buffler y Abordaron las principales La técnica RAPD, es una herramienta (util
Fiedler (1992) cuestiones metodoldgicas en la coleccién y manejo del germoplasma

sobre la conservacion de las

de aguacate, usaron 3 métodos para secar

hojas, aislamiento y hojas de aguacate y compararon la
purificacion del DNA. cantidad y calidad del ADN obtenido.
Buffler y Analizaron la  variacion Concluyeron que los marcadores RAPD

Fiedler (1996)

genética de un banco de
germoplasma de aguacate
mediante NTS y RAPD.

son Utiles para la clasificacién del aguacate
y para estudiar la diversidad genética de las
colecciones en los bancos de
germoplasma, pero concluyeron que para
‘Hass’ sin embargo son necesarios otros
marcadores

Mhameed et al.,
(1997)

Utiliz6 marcadores VNTR
(Variable Number of Tandem
Repeats) y andlisis genéticos
para medir las relaciones
genéticas entre cultivares de
P. americana y obtuvo un
arbol filogenético de las
especies de Persea.

El arbol filogenético obtenido muestra el
alto valor de la variacién entre cultivares de
aguacate y especies del género Persea, se
sugiere que la validez de raza y definicién
de especies entre Persea, debe ser tratado
con precaucion, ya que tanto el analisis
genético como los VNTR presentaron un
alto nivel de heterocigocidad como sugirié
Mhameed en 1996 y Lavi en 1991,
mostrandose una alta variacion en la
misma progenie asi como entre especies y
razas.

Sharon et al.,
(1997)

Present6 la generacion de
marcadores SSR especificos

Los resultados se analizaron mediante
varios programas de mapeo genético para

Maria del Carmen Ramirez Mendoza

29




Caracterizacion molecular de colectas de aguacate de la zona sur del Estado de

México

para aguacate, estos
marcadores fueron
integrados mediante

marcadores de DNA: RAPD y
SSR, para construir el primer
mapa genético de aguacate

establecer que programa era mejor para la
progenie de los padres heterocigéticos. El
andlisis resulté en 12 grupos de unién con
34 marcadores (25 SSRs, 3 RAPDs y 6
bandas DFP) cubriendo 352.6 cM (centi
Morgans. El mapa puede servir para
desarrollar un mapa gendmico mas
completo para identificacion de la unién
entre marcadores y loci de caracteres
cuantitativos.

Sharon et al., Detectaron los probables loci Encontraron que seis caracteristicas se
(1998) de caracteristicas asocian con al menos uno de los 90
cuantitativas (SSR, RAPD, marcadores.
DNA).
Fiedler et al., Estudiaron la relacion Se ha encontrado que las razas; Mexicana,
(1998) genética de aguacate Antllana y Guatemalteca son genéticamente
(Persea  americana  Mill) diferentes al emplear andlisis de
usando marcadores RAPD marcadores genéticos de ADN mediante la
técnica de RAPD (amplificaciéon al azar de
ADN genémico) encontrando una adecuada
separacion y confirmando distante a la especie
P. schiedeana
Davis et al., Fragmentos anénimos de Se encontré un alto nivel de polimorfismos,
(1998) DNA del gendbma de un analisis de los conglomerados de las
aguacates cultivados (Persea similitudes genéticas revel6 tres grupos
americana Mill) se clonaron raciales de aguacate cultivado, un cluster
en un vector pldsmido y se adicional refleja que los cultivares
usaron para escanear un provienen de una hibridacion racial.
total de 36 cultivares.
Clegg et al., Uso de marcadores Mediante  técnicas de marcadores
(1999) moleculares en manejo y moleculares con patrones RFLP separé
mejoramiento de aguacate adecuadamente las diferentes razas asi
como a hibridos entre ellas determinando
Su ascendencia.
Shnell et al., Determiné la variacion Identificaron materiales, no determinaron
(2003) genética en y entre razas marcadores Utiles asociados a alelos
horticolas de aguacate Unicos para separar entre razas. La
(SSR). agrupaciéon horticola de las razas es
congruente con la agrupacion generada por
los marcadores.
Rodriguez- Caracterizaron morfolégica, Realizaron un  estudio  morfologico,
Medina et al., bioguimica y de manera bioquimicoy molecular del género Persea.
(2003) molecular  cultivares  de
aguacatero (Persea

americana Mill) en Cuba.

Tsu-Liang et Analizaron la  diversidad Construyeron dendogramas  mediante
al., (2003) genética de accesiones de UPGMA, analizaron 42 cultivares de
Aguacates en Taiwan aguacate basandose en indices de
similitud, los cuales se correlacionaron bien

con sus sitios de origen.
Ashworth y Estudiaron 25 marcadores de El estudio sugiri6 la existencia de

Clegg (2003)

microsatélites creados para

hibridaciones ancestrales que sucedieron
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aguacate los cuales sirvieron
para diferenciar 35 cultivares
y 2 especies silvestres
usando Microsatélites (SSR)

y QTL.

en Persea, hay una complejidad en el
status de la  hibridacion  (mdltiple
backcrossing), y que las razas botanicas se
originaron mas recientemente que lo que se
suponia.

Ashworth et al.,
(2003)

Trataron de desarrollar
marcadores de microsatélites
para facilitar el mejoramiento.

Ya que hay disponibles pocas secuencias
de ADN de lauraceas en los bancos
publicos de secuencias (GIS). Trataron de
comparar la eficiencia de marcadores
desarrollados a partir de una libreria
enriquecida con dinucledtidos y
trinucledtidos. Se encontrd que las
modificaciones a la PCR vy el redisefio de
iniciadores, raramente condujo a mejoras
significativas en la interpretabilidad de las
bandas. Aunque de manera menos
frecuente las repeticiones loci de
trinucle6tidos son mas facil de interpretar
que los de dinucleétidos.

Borrone et al.,

Estudiaron segmentos de

Se detectaron un ndmero 17 a 7.1 alelos

(2006) secuencias expresados para por locus. Los iniciadores exitosamente
Persea americana Mill, e amplificaron los productos en las diferentes
investigaron  expandir el variedades de P. americana, hibridos y
namero de marcadores de especies relacionadas como Persea
microsatélites  informativos shiedeana. Dichos iniciadores pueden ser
disponibles para aguacate. muy bien utilizados para caracterizacion de
germoplasma, determinacion de las
relaciones genéticas de accesiones
cultivadas y para el desarrollo de
portainjertos antillanos tolerantes hacia
Phithophthora. cinnammomi asistido por
marcadores moleculares.
Chen et al., Los niveles de polimorfismo Diferencias genéticas significativas se
(2007) (en de nucledtidos y desequilibrio encontraron entre 3 grupos geograficos de
impression) de la union de cuatro loci aguacate silvestre y el conglomerado

nuclear fueron investigados
en una muestra de 21
accesiones de aguacate
silvestre y 33 cultivados.

asigné a 33 cultivares en 3 poblaciones

“México Central”, “Sur de
México/Guatemala”, y el “Caribe
(antillanos)”.

Gutiérrez-Diez,
et al., (2009)

Estimé la diversidad genética
de P. americana Mill. spp.
Drymifolia en los municipios
de Aramberri y Zaragoza del
Estado de Nuevo Leoén,
mediante caracteres
morfolégicos de frutos vy
marcadores moleculares tipo
AFLP.

La utilizacion de AFLP permite estimar la
diversidad genética intervarietal de la raza
mexicana de P. americana cuando los
datos moleculares se combinan con los
datos morfolégicos.

Cuando solo se utilizan datos moleculares
generados por los AFLP, la diferenciacién
entre variedades es ambigua, por lo que es
necesario utilizar marcadores moleculares
mas especificos como los SSR.

Cuiris et al.,
(2009)

Determinaron la existencia de
diversidad genética dentro de
una coleccién de

El estudio demostrd la utilidad del andlisis
mediante ISSRs para la determinacion de
diversidad genética en aguacate.
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germoplasma de aguacate
(Persea americana Mill.),
perteneciente al INIFAP del

campo  experimental de
Uruapan.
Galindo Tovar, Analizaron las relaciones Los cuatro iniciadores para microsatélites
et al., (2011) genéticas de Persea utilizados para el andlisis molecular de P.
americana en la zona Centro americana mostraron alto polimorfismo y
del Estado de Veracruz, reproducibilidad en todas las poblaciones
mediante Microsatélites. estudiadas en el Centro del Estado de
Veracruz.
Reyes et al., Realizaron un estudio de Tanto los marcadores basados en RAPD e
(2013) diversidad genética en ISSR fueron (utiles para diferenciar los

colectas de un banco de
germoplasma. Mediante
marcadores moleculares de
genotipos representativos del
subgénero Persea y
Eriodaphne, desarrollan una
distincién entre genotipos y
especies.

diferentes individuos de Persea estudiados.
Sin  embargo, los marcadores RAPD
presentaron un amplio polimorfismo vy
permitieron una agrupacién congruente en
general con la taxonomia.

2.11 Tendencia mundial en el uso de marcadores moleculares.

En el Cuadro 5 se enlistan las ventajas y desventajas de algunos marcadores

moleculares actuales. En la Figura 5 se observa la tendencia en su uso y las

técnicas que han decaido y las que se han ido incrementando su utilizaciéon y

disponibilidad en afios recientes.

Cuadro 5. Técnicas de caracterizacion molecular actualmente disponibles.

Marcador

Ventajas

Desventajas

Aloenzimas e

Baratos

e Requiere de material fresco o congelado

Isoenzimas Protocolos universales e Algunos loci presentan inestabilidad

proteica
. Ndmero limitado de marcadores

disponibles

RAPDs Baratos . Baja reproducibilidad

(Randomly Produce un gran namero de bandas, las . Principalmente dominantes

Amplified cuales pueden ser caracterizadas o Dificiles de analizar

Polymorphic individualmente. e Dificiles de automatizar

DNA) y e Lacomparacion cruzada entre estudios es

derivados dificil

Microsatélites Altamente informativos; gran numero . Alta tasa de mutacion

(SSR: simple de alelos y alta heterocigocidad . De comportamiento complejo de mutacion

sequence bajo sesgo en su evaluacién e No de gran abundancia

repeat) Facil de aislar e La comparacién cruzada entre estudios

requiere de preparacion especial
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Polimorfismo . Baja tasa de mutacion . Existe una sustancial tasa de
de nucledtido e Altaabundancia heterogeneidad entre sitios
simple (SNPs) e Fécil de tipificar e Son costosos para aislar
e Actualmente se desarrollan nuevos e Bajo contenido de informacion de un SNP
enfoques analiticos individual

e La comparaciéon cruzada de resultados
es facil y existen repositorios de datos

Secuenciacion e Dalamaés altaresolucion posible e Todavia més caro que otras técnicas

de ADN

. Sin sesgo
e Lacomparacion cruzada entre estudios
es féacil; existen repositorios de datos

Fuente: Barrientos-Priego, 2014. Seminario sobre proteccion al derecho de obtentor.
Oportunidades para el fitomejoramiento y el desarrollo del sector agricola.
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Nature Reviews | Genetics
Figura 5. Cronologia de técnicas de caracterizacion. Tomado de Barrientos-
Priego, 2014. Seminario sobre proteccion al derecho de obtentor. Oportunidades
para el Fito mejoramiento y el desarrollo del sector agricola.
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3. JUSTIFICACION

En el Estado de México prevalecen formas nativas de genotipos de aguacates
pertenecientes al género Persea al ser una region que forma parte del sitio de
origen y dispersion de algunas especies y razas de este género como:. P.
americana (raza mexicana), Persea cinerascens (aguacatillos silvestres), Persea

hintonni y Persea floccossa.

Los RAPD (random-amplified polymorphic DNA) pueden ayudar a elucidar la
variacion genética de individuos del género Persea, ya que se ha demostrado la
deteccién de fragmentos monomorficos especificos para diferentes especies y
razas de este género con esta técnica, lo cual hasta el momento no resulta tan
eficiente que con el caso de los marcadores ISSR (Intersimple Sequence Repeat)
(Reyes, 2008).

Al tener en cuenta que las técnicas moleculares ofrecen la posibilidad de distinguir
inter e intra especificamente individuos, el uso de marcadores moleculares podria
brindarnos la posibilidad de conocer la identidad de las colectas de aguacate
realizadas, con el objetivo de tener un conocimiento mayor sobre la diversidad
genética de Persea prevaleciente en el Estado de México, esto nos permitiria
identificar relaciones entre colectas al generar agrupamientos entre individuos. De
esta manera, se pretende reforzar el trabajo de caracterizacion morfolégico que se
inicié en el Centro Universitario Tenancingo y al mismo tiempo brindar elementos
para el estudio futuro de la diversidad genética en esta especie y genotipos

relacionados que prevalecen en la region y estados vecinos.
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4. HIPOTESIS

Los marcadores moleculares permitiran identificar diferencias gendmicas entre
genotipos del genero Persea.
5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar mediante marcadores moleculares tipo RAPD e ISSR colectas de

aguacate realizadas en la zona sur del Estado de México.

5.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar mediante marcadores moleculares tipo RAPD e ISSR a
genotipos de aguacate generando agrupamientos y dendogramas.

2. ldentificar mediante RAPD e ISSR la posible diversidad o variabilidad
genética existente entre los genotipos de interés colectados.

3. Analizar por programas estadisticos Free Tree y Tree View, la diversidad

genética observada de los marcadores moleculares.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Esquema general del trabajo

En la Figura 6 se esquematizan los pasos de manera secuencial resaltando los

procesos principales del trabajo.

Traslado a laboratorio Pesado de muestra (3g) en
bascula analitica.

Colocacion de muestras en Maceracién de la muestra con Vaciado de muestra

nitrégeno liquido. nitrégeno liquido a polvo fino. macerada en tubos

//// eppendorf de 2 ml.

Almacenamiento de muestras en

ultracongelador a (- 90°C). Cuantificacién de la concentracion

de ADN mediante Nanodrop Yy
obtencién de un indice de pureza.

Extraccién de ADN mediante kit de
extraccion marca Analitikjena ®.
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Lavado y centrifugado de

muestras de ADN, para eliminar

impurezas.

W W
_ mec i omee

v HN_we S vwe |z
i 450

07307

Programa de termociclaje para
RAPD

M iomeC
JEL I B S

Digestion de las muestras de
ADN mediante enzimas.

v

: . nC e
v v

H hY
LS S T E

e/

o T fwmin | Edsn

Programa de termociclaje para
ISSR

4t

Preparacion de mezclas de
reaccion para la PCR.

=N

Desarrollo de la PCR en Termociclador

Elaboracién de geles de acrilamida
y colocacién de muestras en la

camara de electroforesis.

Revelado del gel mostrando
bandas de ADN.

Corrimiento de muestras de ADN

en geles de acrilamida.

Construccién de matriz binaria
para andlisis de datos.

Tincién de geles con sales de
plata

3)saceard: Neighisar- oining.

Generacion de dendogramas.

Figura 6. Secuencia grafica del proceso operativo del estudio realizado.
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6.2 Localizacion de los laboratorios donde se realiz6 el estudio.

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
Universitario UAEM-Tenancingo de la Universidad Autonoma del Estado de
México en Santa Ana Ixtlahuatzingo, municipio de Tenancingo, Estado de México,
localizado a los 18°58° 3" Ny 99 °36 ' 44 "0, y en el laboratorio de Biologia

Molecular de la Universidad Autonoma Chapingo.

6.3 Material vegetal

Se utilizé material vegetal de diferente origen (Cuadro 6), proveniente de; colectas
de aguacate conservadas in situ por pobladores en la faja aguacatera del Estado
de México (Figura 7), se incluyeron ejemplares ubicados en el huerto del Centro
Universitario UAEM Tenancingo, se incluyeron colectas de otros estados del
Centro de México y algunas consideradas como de referencia solicitadas al banco
de germoplasma de aguacate de la Fundacion Salvador Séanchez Colin
CICTAMEXS.C.

Ixtapan del Oro

® Tenancingo

® Zumpahuacan

ESTADO
DE MZXICO

Figura 7. Franja aguacatera en el Estado de
México, con algunos municipios que la
comprenden, denotada por puntos verdes.
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Cuadro 6. Descripcion de genotipos colectados.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

27

28

29

30

31

32

Nombre_ / del
genotipo
Ixtapan /1
Ixtapan / 2
Ixtapan/ 3
Ixtapan / 4
UAEM /2
UAEM /3
UAEM/ 4
UAEM/5
UAEM/6
UAEM/7
UAEM/8
UAEM/9
UAEM/10
UAEM/ 11
UAEM/12
UAEM/13
UAEM/15
UAEM/16
UAEM/ 17

UAEM/ 18

UAEM/21
UAEM/ 22
Aceitoso
Cantaros
Cascle viejo
Yatzachi /1- 5
Yatzachi/ 2- 9
Zimatlan/ 1
Mercado de
Zaachila
Anayo
Cineraseens

Tantima/ Il

Sitio de colecta Material
colectado
Ixtapan del Oro Hoja
Estado de México
Ixtapan Del Oro Hoja
Estado de México
Ixtapan del Oro Hoja
Estado de México
Ixtapan del Oro Hoja
Estado de México
Centro Universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro Universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro universitario Hoja
UAEM Tenancingo
Centro Universitario Hoja
UAEM Tenancingo
San Francisco Villa Hoja
Guerrero Edo. México
San Francisco Villa Hoja
Guerrero, Edo. México
Oaxaca Hoja
Oaxaca Hoja
Oaxaca Hoja
Oaxaca Hoja
Oaxaca Hoja
Rancho la Cruz, Coatepec Hoja
Harinas, Estado de México
Rancho la Cruz, Coatepec Hoja
Harinas, Estado de mexico
Rancho la Cruz, Coatepec Hoja

Harinas, Estado de México
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Probable raza o
parentesco
Persea floccosa
Persea floccosa

Persea floccosa

Persea Floccosa

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

derymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia

Persea americana var.

drymifolia
Probable Persea
floccossa
Probable Persea
floccossa
Probable Persea
floccossa

Persea americana var.

drymifolia
Bleishmiedia anay

Persea cinerascens

México
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33 Gua- t- 116 Rancho la Cruz, Coatepec Hoja Persea americana var.

Harinas, Estado de México guatemalensis
34 Antillano Ixtapan Rancho la Cruz, Harinas, Hoja Persea americana var.

Estado de México americana

35 Floccossa Rancho la Cruz, Coatepec  Hoja Persea floccossa

Harinas, Estado de México
36 Chinini 236- F Hoja Persea shiedeana

Ixtapan

6.4 Colecta y traslado de material vegetal

El material vegetal utilizado fueron hojas jovenes completamente desplegadas y
fotosintéticamente activas libres de plagas o enfermedades colectados en
recorridos de campo. Para su traslado las muestras se conservaron envueltas en
papel hiumedo dentro de una bolsa de plastico dentro de una hielera con los
siguientes datos; nombre del genotipo, lugar de la colecta, fecha y nombre del

colector (Figura 8).

Inmediatamente de colectadas fueron trasladadas al laboratorio del Centro
Universitario y mantenidas a 6 °C en refrigerador por un lapso no mayor a 24

horas previo a la extraccion del ADN.

Figura 8. Colecta de hojas de los materiales de interés
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6.5 Metodologia

6.5.1 Maceracion y almacenamiento de muestras

Las muestras fueron congeladas y maceradas a polvo fino con mazo y mortero
en nitrégeno liquido. El producto macerado se depositd y conservdé en tubos
eppendorf de 1.5 mL a cantidades de aproximadamente 200 mg a — 90 °C en ultra
congelador (Modelo DF8514, marca lIshinbiobase®) hasta el momento de la

extraccion (Figura 9).

Figura 9. Proceso de maceracion de las muestras de hojas de aguacate con
nitrégeno liquido y conservacion del tejido

6.5.2 Manipulacién del ADN
La extraccion del ADN se realiz6 mediante el kit comercial innuPREP Plant DNA

Kit analytikiena de Biometra®, de acuerdo a la metodologia marcada por el
fabricante cuyo proceso se describe a continuacion:
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Se agregaron 400 pl de la solucion SLS (Lysis Solution) a la muestra macerada y
25 pl de proteinasa K, se mezclé mediante vortex por 5 segundos y se colocé en la
estufa por 35 minutos a 50 °C, con intervalos de agitacion con vortex por 5

segundos cada 7 minutos.

Posteriormente se coloc6 un tubo con filtro al cual se agregé la muestra incubada

que se centrifug6 a 12,000 rpm durante 1 minuto.

Se desecho el prefiltro y al sobrenadante se le agregaron 200 pl de la solucién
SBS (Binding Solution) que se mezclé mediante pipeteo sucesivo. La mezcla se
coloco en un segundo tubo con filtro (verde), centrifugandose a 12,000 rpm por 2

minutos.

El filtro que contuvo la muestra de ADN, se introdujo en un nuevo tubo receiver y
se le adicionaron 500 pl de la solucibn HS (Washing Solution), se centrifugd a
12,000 rpm durante 1 minuto, al sacarse se desech¢ el tubo y el filtro se puso en
un nuevo tubo agregando 750 ul de la solucion MS (Washing Solution),

centrifugando a 12,000 rpm durante 1 minuto.

La muestra en el filtro se cambié nuevamente de tubo y se centrifugd a la maxima
velocidad durante 2 minutos, al momento de sacarse se colocO la muestra en un
tubo eppendorf agregandose 200 ul del tampdn de elucion, se incubo por 1 minuto
a temperatura ambiente y finalmente se centrifugo 1 minuto a 8000 rpm quedando
en el tubo eppendorf el ADN extraido. La muestra se conservé en refrigeracion a -

20 °C para su analisis posterior.
6.5.3 Cuantificacion de la concentraciéon de ADN mediante termociclaje
Mediante el uso del espectrofotometro modelo ND-1000 Nano Drop, se utilizd un

pardmetro de 260 a 280 ng/uL que permitio medir la cantidad y calidad del ADN de

cada una de las muestras. Una muestra de buena calidad fue aquella cuyos
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valores fueron de 1.6 a 2.0 p de la relacibn indicada 260/280. La
espectofotometria permite la cuantificacion de muestras de acidos nucleicos y
proteinas basados en la absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente y se refiere
a la transmitancia de la luz en un medio liquido y se expresa en nanogramos de

particulas detectadas por microlitro (ng/pl) (Riepl et al., 2011).

Si se rebasan dichos rangos se considera que la muestra tiene impurezas, para

asegurar su pureza, en un duplicado de cada muestra se realiz6 un lavado.

6.5.4 Purificacion y digestion del ADN

6.5.4.1 Lavado de las muestras para eliminar impurezas

Después de haber observado la calidad y concentracion del ADN de las muestras
mediante el uso del equipo Nanodrop®, no se obtuvo el rango de calidad y
concentracion establecidos, por lo que se hizo un lavado de las muestras con la
finalidad de eliminar impurezas como polisacaridos, grasas, proteinas u otros para
mejorar su calidad. La digestion se realizé siguiendo el protocolo de Weising et
al., (2005), el cual consistio en lavar con agua destilada estéril, adicionando 0.05
volumen de NaCl 5 M a cada muestra en tubo eppendorf, posteriormente se
agrega etanol y se mete en hielo durante 10 minutos con la finalidad de precipitar
polisacéridos, etc., se centrifugd a 8000 rpm y se agreg0 isopropanol, se mezclo
por inversién y se almaceno durante 1 h a — 20 °C, al sacarse se centrifugé
nuevamente y se decanto el alcohol lavando la pastilla de ADN con etanol al 70 %
(100 pL), finalmente se centrifugo y escurrid la pastilla durante 6 h para finalmente
ser disuelta en DNA Rehydration Solution 10 mM Tris, 1 mM EDTA de Promega

(50 pl).
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6.5.4.2 Digestion del ADN

Esta técnica consistio en cortar o digerir el material genético a partir de la
separacion de sus fragmentos, con la ayuda de la enzima de restriccion EcoR1. El
cortado tiene la finalidad de digerir el material genético a partir de una secuencia
que reconoce, la mayoria de estas secuencias son palindrémicas (es decir que se
leen igual en ambas direcciones), una vez cortado el ADN, podria emplearse para
diferentes fines, en nuestro caso fue para separar fragmentos por electroforesis y

distinguir accesiones de aguacate.

6.5.5 Amplificacién del ADN

Mediante la técnica de PCR se amplificaron fragmentos de ADN del genoma de
aguacate con 8 primers de RAPD y 6 de ISSR (Cuadro 7) probados previamente
en la deteccién de fragmentos monomorficos especificos en 8 especies y las 3

razas reconocidas de Persea (Reyes, 2008).

6.5.5.1 Programa de termociclaje

Los programas de termociclaje comprendieron: 1 ciclo inicial de desnaturalizacion
de 1 min a 94 °C; 35 ciclos [comprendiendo la desnaturalizacién, alineamiento y
extensiéon de 30 sa 94 °C, 30 s a 40 °Cy 1.5 min a 72 °C, respectivamente] y al
final 1 ciclo de extensién de 2.5 min a 72 °C]. Para ISSR un ciclo a 94 °C por 1
min; 38 ciclos [94 °C, 30 s; 48 °C, 30 s; 72 °C, 2 min] y un ciclo de extension final
de 72 °C por 2.5 min. Se utilizé el equipo de termociclaje marca Gene Amp ® PCR

System 2700 AB Applied Byosystems.
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Cuadro 7. Primers utilizados para la amplificacion especifica del ADN en

aguacate.

Primers RAPD

Secuencia

A 15 TTC CGAACCC
c10 TGT CTG GGT G
C 13 AAG CCTCGTC
Cc 08 TGG ACC GGT G
E 07 AGATGC AGCC
E 14 TGC GGC TGA G
E 16 GGT GACTGT G
E 18 GGACTG CAG A
Primers ISSR*
AC(GACA),
DBDA (CA);
(AC)sYG
(GA)sYC
(TCC)sRY
(GACA)4

*B=G, T,C;D=G,A,T;Y=C, T;R=A,G
G: Guanina

T: Timina

C: Citocina

A: Adenina

6.5.5.2 Desarrollo de la PCR en termociclador

La reaccion de PCR se realiz6 utilizando la mezcla que consiste de los reactivos

enlistados en el Cuadro 8, mediante el programa de termociclaje para RAPD e

ISSR mencionado en el apartado anterior.

Cuadro 8. Reactivos utilizados para PCR en la mezcla Master mix.

Mezcla Final 1X 3X

Agua HPLC 4.7 ul 14.1ul
10 X PCR Buffer 1x 2.5 pl 7.5 ul
25 mM Mg ClI 1.5-3.5mM 2.5 ul 7.5 ul
dNTPs 10 mM 200 puM 10 30 ul
Primer 20 ppm/pul 1l 3ul
Taq DNA Polimerasa 1.5 unit/ul 0.3 ul 1l
DNA 20 pl 2 ul 6 ul
Total 23 ul 69 pl
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6.5.6 Elaboracion de geles de acrilamida

En geles de acrilamida, que a diferencia de la agarosa facilita la observacion, se
realizaron corrimientos previos para verificacion de la calidad del bandeo y de esta
forma determinar la calidad y pureza del ADN extraido evidenciandose por la
obtencion de bandas nitidas y sin barridos.

Las cantidades de reactivos utilizados para la elaboracion de geles de acrilamida,
fueron las mencionadas en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Reactivos utilizados para la elaboracion de geles de acrilamida.

Reactivo Concentracion
Acrilamida 26 ml
Agua destilada 70 ml
TBE 5x* 24 ml
APS 10%° 840 ml
Temed?® 70 pl

1Tris, borato y EDTA; % persulfato de amonio; ® Tetramethilethilenediamina

La mezcla de estos reactivos se realizdé en un envase de vidrio de 1 L y se vertié
en medio de los 2 cristales que conforman el sistema de la Camara de
Electroforesis Vertical, los cristales fueron previamente lavados y desinfectados
y se les colocé el peine para la formacién de los pozos. Una vez solidificado el gel
en los cristales se coloco en la camara de electroforesis para comenzar a cargar
las muestras de los productos amplificados con un marcador de peso molecular de
1 kb de (Gibco®).
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6.5.6.1 Tincion de geles

La tincion del gel se llevo a cabo de acuerdo al siguiente procedimiento; se retird
el gel de la camara de electroforesis y se coloco en una charola con una solucién
fijadora con base de etanol al 10 % y acido acético al 1 %, se puso en el agitador
durante 10 minutos con la finalidad de que la solucion fuera fijdndose en el gel,
posteriormente se retird el sobrante de la solucion que se habia puesto en la
charola y se le agrego nitrato de plata hasta cubrir el gel, por lo cual nuevamente

se coloco en el agitador para que la solucion penetrara bien al gel.

6.5.6.2 Revelado del gel

Al retirarlo del agitador se quitdé la solucidén y se agregd la solucion reveladora
NaOH al 3 % con formaldehido en agitacién durante 30 minutos el cual se
distribuy6 alrededor del gel, con la finalidad de tefir al gel y resaltar las bandas, se
retird el liquido que contenia la charola y se procedié a lavar el gel con H,O
destilada, el gel se pasé a una nueva charola la cual se colocé en el

transiluminador que permitié la visualizacién de las bandas.

6.5.7 Construccion de dendogramas

6.5.7.1 Matriz Binaria para andlisis de datos

Luego de revelados los geles se determiné el nimero de bandas o polimorfismos
de cada genotipo que fueron visualizados en los geles de acrilamida para cada
iniciador; con estos datos se generé una matriz binaria 1 y 0 en el programa
EXCEL; donde el 1 indico la presencia de una banda de ADN particular en una
muestra y el 0 representd la ausencia de dicha banda en aquellas muestras que

no la presento.
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Mediante los perfiles de bandas obtenidos en los geles se elabord una matriz basica de

datos para cada iniciador.

6.5.7.2 Generacion de dendogramas

Para el estudio de similitud entre los datos generados, se construyeron veinte
dendogramas en el programa Free Tree version 0.9.1.50 (Pavlicek et al., 1999), tanto para
RAPD como para ISSR y para ambos combinando los métodos de construccion mediante
la distancia/matriz de similaridad Nei and Li / Dice y el método de construccion del arbol
Neighbor — joining, asi como con la matriz de similaridad Jaccard y el método de
construccion del arbol UPGMA y Jaccard con Neighbor-joining, con un remuestreo
(“Bootstraping”) de 1000 repeticiones. De dichas combinaciones se seleccionaron
los mejores arboles de consenso con las frecuencias de cada uno de los
agrupamientos (Vladimir et al., 2001); para visualizar los dendogramas obtenidos

se utilizé el programa Tree View 1.6.6.
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7. RESULTADOS y DISCUSION

7.1 Calidad del ADN

La extraccion de ADN de aguacate resultdé ser un proceso complicado para
algunos genotipos probablemente por su alto contenido de polisacaridos,
componentes volatiles u otros en sus hojas lo que dificultdé su separacion, dicho
resultado fue similar a lo reportado por Ramirez, et al. (2004), pues al realizar
extracciones de ADN en aguacate observo que es necesario hacer modificaciones
al método CTAB, protocolo de Doyle y Doyle (1990), al hacer dichas
modificaciones logré una extraccion exitosa del ADN con calidad suficiente en

esta especie.

De acuerdo a lo anterior, en el presente estudio resulto dificil la extraccion de ADN
para algunos genotipos de las especies Persea shiedeana, Persea steyermarkii,
Persea nubigena, y ejemplares de Persea americana como “Tantima Il, “Antigua”™
pertenecientes los dos ultimos a la raza antillana, e incluso con la variedad
comercial “Hass” como lo reporta Reyes et a., (2013), por tal motivo se realizaron
algunas préacticas complementarias como lavados y cortado de ADN para mejorar
su calidad en las especies y genotipos estudiados. De manera similar Gutiérrez, et
al. (2009), trabajaron con la diversidad genética del aguacate en Nuevo Ledn y
adecuaron la técnica de extraccion de ADN foliar mediante el método del ruptor

usando un Kit comercial con resultados exitosos.

Los geles generados en el estudio se muestran en las Figuras 14, 15, 16, 17, 18 y
19, en estos se visualizan bandas nitidas, que permitieron diferenciar
polimorfismos entre genotipos, sin embargo, en algunos de ellos no se detecto
bandeo probablemente porque su ADN se degenero por los lavados, tal es el caso
de Floccosa 10, Cantaros, Cascle, Anayo, Cinerascens, Ixtapan 4, Antillanos,
Guatemaltecos y los UAEM 3, 6, 7, 10, 16 y 4 cuyas bandas no se observaron. Es

importante destacar que trabajar con diversidad genética en aguacate implica
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caracteristicas diferentes en las muestras que tienen que ver con la composicion
quimica particular de sus hojas a la que se atribuye la probable dificultad para la
extraccion de ADN, al respecto Buffler y Fiedler (1992), reportaron la utilizacion de
3 metodologias diferentes para secar hojas de aguacate y realizar el aislamiento y
purificacion del ADN comparando su calidad y cantidad, posteriormente analizaron
la variacion genética de un banco de germoplasma mediante NTS y RAPD (Buffler
y Fiedler, 1996).

7.2. Cuantificacion de ADN

Se observo que la mayoria de los materiales UAEM se encuentran agrupados en
el mismo grupo de concentracion de ADN de acuerdo a los datos observados, lo
que sugiere disrupcién celular similar con concentraciones semejantes de otros
componentes como; polisacaridos, probablemente porque pudieran pertenecer a
la misma raza, en este caso a Persea drymifolia; de igual forma en el grupo A es
en donde mas materiales se agrupan se supondrian mas similitudes, sin embargo,
esto pudiera ser simplemente variacion en la calidad de las muestras colectadas
como lo reporta Riepl, et al. (2011). En la Figura 13 se muestra el numero de
genotipos que hay en cada agrupamiento de acuerdo al nivel de concentracién de
ADN de los materiales. Las cantidades cuantificadas en las muestras se observan
en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Clasificacion de muestras de acuerdo a su concentracion de ADN
(ng/uL).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
34.75 a 63.53 11.9 a 29.57 1.58 a 10.62 66.31 a 205.41
UAEM 8 Ixtapan 2 Aceitoso UAEM 4
UAEM 17 UAEM 10 Cantaros UAEM 6
UAEM 13 M. de Zaachila Floocosa UAEM 21

UAEM 3 Chinini 236- F- Ixtapan 3 Yatzachi 2-9
Ixtapan
Ixtapan 1 UAEM 2 Tantima 2 UAEM 9
Cascle viejo UAEM 18 Antigua 19 UAEM 15
UAEM 7 Lingtie 32 Meyeniana Zimatlan
Yatzachi 1- 5 UAEM 16
UAEM 11 Otra
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Guatemalteco 116 Hass
UAEM 5
Ixtapan 4
UAEM 22
Antillano Ixtapan
UAEM 2
Anayo
Cinirascens
M. 71
Persea sp.

En las figuras 10, 11 y 12, se muestra la variacion en la concentracion de ADN, las
curvas mas elevadas representan a las muestras con mayor concentracion de
ADN.
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Figura 10. Concentracion de ADN de las muestras del 1 al 12, ilustrandose a las
de mayor concentracién a los materiales UAEM 4, UAEM 6 Y UAEM 8.
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Figura 11. Concentracion de ADN de las muestras del 13 al 26, ilustrandose a los
de mayor concentracion a los materiales floccosa, UAEM 21 y UAEM 9.
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Figura 12. Concentracion de ADN de las muestras del 27 al 36, ilustrandose las
de mayor concentraciéon a los materiales UAEM 16, Zimatlan, UAEM 2 y UAEM 15.
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Figura 13. Concentracion de ADN de los genotipos usados (ng/uL).

Con los lavados de ADN se eliminaron algunos componentes de la muestra de
cada uno de los genotipos de aguacate, lo que incrementd su calidad (Cuadro 11)
es decir, aumento la transmitancia de luz basada en la absorbancia a través de un
medio liquido a 260 y 280 nm. Se observo que al disminuir la concentracion (ng/pl)
de la muestra también se redujo el contenido de ADN, si se rebasan dichos
rangos se considera que la muestra tiene impurezas (Riepl, et al., 2011). En el
cuadro 11 se muestran las concentraciones obtenidas originalmente y de aquellas

en que posteriormente se realiz6 un lavado.

Cuadro 11. Cuadro comparativo de la cantidad de ADN de Persea antes'y
después del lavado.

Sin lavado Con lavado
No. De Nombre Calidad de ng/ul Calidad de ng/ul
Muestra 260/280 260/280
1 Aceitoso 1.87 6.45 1.49 2.33
2 UAEM 8 2.08 54.49 2.18 32.96
3 UAEM 17 2.2 60.43 2.54 5.75
4 UAEM 13 2.22 46.49 2.04 16.94
5 Ixtapan 2 2.07 29.57 1.95 9.72
6 UAEM 4 2.17 205.41 2.15 70.93
7 UAEM 3 2.1 57.8 2.26 18.99
8 Ixtapan 1 2.25 54.85 2.03 15.92
9 Cascle Viejo 2.05 36.06 1.99 12.86
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10 UAEM 10 2.18 14.85 1.98 4.55
11 UAEM 6 2.12 106.46 2.15 34.19
12 UAEM 7 2.16 42.89 2.13 10.43
13 Cantaros 2.13 1.58 1.24 1.3
14 UAEM 21 2.16 110.95 2.12 42.72
15 Yatzachi 1-5 2.12 48.85 2.05 23.9
16 M. de Zaachila 2.35 17.4 2.09 7.56
17 Yatzachi 2-9 2.17 68.96 2.37 23.38
18 Chinini 1.9 19.73 2.1 10.01
19 UAEM 9 2.25 86.33 2.39 31.05
20 UAEM 11 2.22 48.51 2.39 11.45
21 Guatemalteco 1.87 47.62 2.34 13.8
22 Floccosa 12.91 1.74 1.3 131.71
23 Ixtapan 3 3.77 7.12 3.58 2.58
24 UAEM 12 2.2 26.39 4.25 6.83
25 UAEM 5 2.23 35.4 1.93 10.54
26 Ixtapan 4 1.68 35.99 1.99 4.72
27 Tantima 4.33 2.41 -3.68 1.35
28 UAEM 22 2.09 36.62 2.88 11.06
29 Antillano 2.14 48.12 2.36 12.15
30 UAEM 2 2.11 34.75 2.57 12.61
31 UAEM 15 2.04 133.72 2.13 19.8
32 Anayo 1.89 38.24 2.53 4.62
33 Zimantlan 2.13 66.31 2.26 20.54
34 UAEM 16 2.04 97.45 2.21 29.43
35 Cinerascens 2.15 57.03 2.9 10.2
36 UAEM 18 1.89 11.9 3.04 4.55

En algunas muestras disminuy6 el rango de concentracion luego del lavado, en los
genotipos en que no se logré obtener ADN, es probable que los lavados realizados
para la eliminacion de impurezas, polisacaridos, etc., hayan contribuido a que la
cantidad del ADN disminuyera.

7.2.3 Cortado del ADN

En las Figuras 14 y 15 se observa un mayor numero de bandas en los carriles del
gel correspondientes al ADN cortado en comparacion con el no cortado,
posiblemente sea debido a los lavados y a la digestién que se hizo, ya que el
lavado ayudo a eliminar impurezas y el cortado a separar la molécula del ADN

para hacer mas facil su visualizacion.
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Figura 15. Gel de acrilamida con 13 muestras con ADN sin cortar y cortado con

el primer A 15.

La letra “A” se refiere a las muestras de ADN sin cortar y la “B” a las muestras

cortadas, Las muestras con letra “B” presentan una mejor nitidez lo cual indica que

el ADN cortado brindé mejores resultados para el caso de aguacate (Figuras 14y

15).
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Mediante los agrupamientos realizados en el Cuadro 11 referente a la
concentracion de ADN de las muestras, fue como se determind que
concentraciones de la mezcla se utilizarian para el cortado del ADN del resto, tal
como se describe en el Cuadro 12 ya que cada grupo contdé con diferente

concentracion.

Cuadro 12. Concentraciones utilizadas para el cortado del ADN determinadas de
acuerdo a la concentracion de cada grupo.

Reactivos Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
ADN 11 pL 25 uL 40 pL 5.0 uL
Enzima EcoR1 5.0 ul 5.0 pl 5.0 ul 5.0 pl
BSA (Albumina suero de bovino) 0.4 pul 0.4 ul 0.4 ul 0.4 ul
H,O 33.6 pL 19.6 pL 4.6 pL 39.6 pL

Se realizaron pruebas de PCR empleando ADN cortado y sin cortar con la
finalidad de observar diferencias en su calidad al permitir una mejor visualizacién
de las bandas durante el proceso del revelado. El revelado se realizé en geles de
acrilamida, y por lo observado en el presente estudio, las practicas de lavado y
cortado, resultaron Utiles para mejorar la calidad del ADN, de tal modo que se
recomienda sean consideradas en el estudio de la diversidad del género Persea,
puesto que experiencias anteriores evidenciaron complicaciones en la pureza de

algunas muestras en este género (Reyes, et al., 2013).

7.3. Polimorfismos generados mediante RAPD e ISSR

La generacion de polimorfismos fue mas abundante con el uso de los primers de
RAPD A 15, E 14y C 08 e ISSRs: (AC)gYG y (GACA)4 descritos en el Cuadro 7
de materiales y métodos ya que resultaron ser bastante informativos de acuerdo a
la generacion de fragmentos como se observan en las Figuras 14, 15, 16, 17, 18y
19.
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Figura 17. Gel de acrilamida con 42 muestras usando el primer C 08.
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Figura 19. Gel de acrilamida mediante ISSR usando el primer (GACA)4.
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7.4 Agrupamiento de genotipos

Con los polimorfismos generados se construyeron 20 dendogramas; 10 para
RAPD, 10 para ISSR, de los cuales, se seleccionaron tres, uno para RAPD, otro
para ISSR y uno con la combinacion RAPD/ISSR siendo estos los mas

congruentes y representativos para cada caso (Figuras 20, 21y 22).

En el dendograma con RAPD (Figura 20) se distinguieron 2 ramas principales:
identificadas como Ay B: en la rama A se encontrd distribuidos a los genotipos de
la UAEM, que en su mayoria son de la raza mexicana (Persea americana var.
Drymifolia) que integran el huerto fruticola del Centro Universitario y también
contiene en su extremo superior a Persea lingue y P. meyeniana. En la rama B se
encontr6 a P. cinerascens, Persea sp. y Bleiscmiedia anay (anayo), estas
especies se pueden calificar como raros o poco comunes ya que corresponden al
subgénero Eriodaphne, al denominado grupo de los aguacatillos al igual que P.
lingue y P. meyeniana. Es importante destacar que los marcadores RAPD hacen
agrupamientos aleatorios con base a similitudes, es decir aunque se separan
aparentemente los genotipos comparten bandas similares, indicando que hay
semejanzas de los ejemplares en el subgénero denominado Persea, datos
semejantes fueron reportados por Buffler y Fiedler (1996) al analizar variacién

genética de aguacate mediante NTS y RAPD.

Los polimorfismos identificados para ISSR en el dendograma (Figura 21),
estuvieron presentes en la mayoria de las muestras del estudio, posiblemente
debido a que éstos marcadores tienen la capacidad de identificar fragmentos mas
especificos del genoma a diferencia de RAPD. Esta es la razén por la que no se
observan agrupamientos especificos, sin embargo es de notarse la cercania de P.
cinerascens y Bleishmiedia anay, el primero del subgénero Eriodaphne
(aguacatillos) y el segundo es un género afin a Persea, ambos son muestras muy
ajenos al resto de las accesiones estudiadas. Se observé un agrupamiento mas

especifico, el denominado rama B y que comprende a la mayoria de los genotipos
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UAEM que corresponden a la poblacién de criollos mexicanos localizados en el
centro universitario y también a genotipos como los Ixtapan, Yatsachi, Persea
floccosa y P. shiedeana, todos ellos son ejemplares que corresponden al
subgénero Persea, y que por su distribucion en la presente figura y por las
caracteristicas de los ISSR de identificar fragmentos mas especificos, los
agrupados en las ramas A y B podrian compartir similitudes al interior de su
genoma aun cuando estos pueden tener diferente origen geografico, lo cual
concuerda con lo reportado por Rodriguez-Medina, et al. (2003) y Cuiris, et al.
(2009) quienes trabajaron con diversidad genética dentro de una coleccién de

germoplasma en Cuba y México respectivamente.

La conjuncion de polimorfismos de RAPD e ISSR analizados en el dendograma
de la Figura 22, tiene la finalidad de robustecer la informacién que se generd por
separado mediante las técnicas, en dicha figura se distinguen un alejamiento del
género afin Bleishmiedia anay (anayo de Puebla) y la especie Persea Cinerascens
(aguacate cimarron de Orizaba y Michoacéan), el resto de los materiales no
muestran una distincion clara de algun agrupamiento, lo que hace suponer que la
rigueza del género Persea comparte similitud en su genoma es decir que los
genotipos actuales son producto de hibridaciones naturales a lo largo del tiempo
entre diferentes especies de Persea (Mhameed et al., 1997; Fiedler et al., 1998),
pero gue comparten un genoma semejante con poca variacion al indicar que tanto
los marcadores basados en RAPD como en ISSR son utiles para diferenciar los

diferentes genotipos de Persea (Reyes, et al., 2013).

Sin embargo, mediante RAPD (Figura 20) fue posible observar una tendencia de
agruparse a los genotipos de la serie UAEM que corresponden a una poblacion de
origen desconocido pertenecientes a la raza mexicana (Persea americana Mill var.
Drymifolia) con la raza antillana (Persea americana var. Americana) y con la raza
guatemalteca (Persea americana var. Guatemalensis), probablemente porque
estas tres razas corresponden a la misma especie (Persea americana). De los

UAEM se desconoce su origen, sin embargo, se han identificado algunos
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ejemplares que pudieron haberse seleccionado en el pasado por colectores no
identificados y traidos al sitio por sus caracteristicas de fruto grande y de buen
sabor como los UAEM 14 y 17 que presentan dichas caracteristicas, aunque otros
ejemplares son de sabor apetecible, son de un tamafio pequefio y probablemente
hayan surgido a partir de rebrotes del arbol original injertado.
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Figura 20. Dendograma con datos RAPD mediante la distancia/matriz de similitud
Jaccard y el método de construccion Neighbor joining. (3), generado de los
genotipos de aguacate colectados.
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Figura 21. Dendograma con datos ISSR mediante la distancia/matriz de similitud
Nei Li/Dice- y el método de construccion UPGMA, generado de los genotipos de
aguacate colectados.
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Figura 22. Dendograma combinado con datos RAPD e ISSR mediante la
distancia/matriz de similitud Nei and Li/Dice- y el metodo de construccion Neighbor
joining. (5), generado de los genotipos de aguacate colectados.
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De acuerdo a los dendogramas generados y a las caracteristicas de los
marcadores utilizados, los RAPD agruparon con base a similitudes entre genotipos
al interior de la misma especie denotando su variabilidad (ejemplo: los criollos de
la raza mexicana, guatemaltecos o antillanos que pertenecen a la misma especie
Persea americana), lo anterior expresa que aunque dichos genotipos se separan
en los dendogramas, comparten bandas polimorficas semejantes que denotan
similitud entre ellos semejante al estudio de Fiedle,r et al,. (1998) quien estudio
ampliamente la relacién genética del aguacate mediante RAPD. Por otra parte, los
ISSR que identifican fragmentos mas especificos del genoma, encuentran
diferencias entre especies y en el presente estudio resultaron méas utiles en el
andlisis de la diversidad entre especies, tal es el ejemplo de genotipos como los
UAEM que compartieron similitud con genotipos pertenecientes a otras especies
como los “cascarudos” de Ixtapan del Oro, los “Yatsachi” de Oaxaca, P. floccosa
de Orizaba y Estado de México y P. shiedeana de Veracruz quienes
probablemente pueden tener semejanzas al interior de su genoma aunque estos
sean genotipos de diferente origen geografico y/o especie, por otra parte, ademas
de los iniciadores que se utilizaron en este estudio, es posible utilizar otros primers
que podrian favorecer la comprension de la diversidad encontrada, como fue
reportado por Ashwort, et al. (2003a) y Ashworth, et al. (2003b) para el estudio de
diversos genotipos y/o variedades de aguacate. Asimismo no se descarta la
posibilidad futura de utilizar otras técnicas de marcadores moleculares para el
estudio de las presentes accesiones como los documentados por diversos
investigadores (Ramirez-Isis, et al., 2004; Rodriguez-Medina, et al., 2003), con
RFLP (Davis, et al., 1998), microsatélites (Shnell, et al., 2003; Borrone et al., 2006;
Galindo-Tovar et al., 2011 y AFLP (Gutiérrez, et al., 2009).
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8. CONCLUSIONES

e Los dendogramas realizados con base en los polimorfismos, permitieron el
agrupamiento de las colectas mediante afinidad entre razas y/o especies.

e Los marcadores RAPD en el dendograma distinguieron 2 ramas principales:
La rama A agrupo a los genotipos de la UAEM, que en su mayoria son de
la raza mexicana (Persea americana var. Drymifolia). La rama B agrupo a
P. cinerascens, Persea sp. y Bleiscmiedia anay (anayo), especies raros del
subgénero Eriodaphne.

e Los polimorfismos identificados con ISSR estuvieron presentes en la
mayoria de las muestras del estudio y no permitieron ramificaciones
grupales entre los genotipos.

e La conjuncion de polimorfismos de RAPD e ISSR solo mostraron un
alejamiento del género afin Bleishmiedia anay (anayo de Puebla) y la
especie Persea cinerascens (aguacate cimarron de Orizaba y Michoacéan).

e El andlisis molecular sugiere que los individuos agrupados, por el analisis
de dendograma, comparten similitud en su genoma probablemente como
producto de hibridaciones naturales a lo largo del tiempo.

e Los marcadores moleculares tipo RAPD e ISSR resultaron eficientes en la
caracterizacion de colectas de aguacate realizadas en el Estado de México,
logrando robustecer su interpretacion al combinar ambas técnicas.

e Las técnicas de lavado y de cortado del ADN de aguacate son practicas
complementarias al uso del kit de extraccién que mejoraron la calidad del

ADN durante el proceso de generacion de los polimorfismos.
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V.- ANEXOS

Matrices de distancias de similitud obtenidas mediante RAPD e

ISSR
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Resumen

En el sentido de la bisqueda de germoplasma nativo que constituye la base genética para enfrentar
problemas de plagas, condiciones adversas de suelo, escasez de agua, necesidad de portainjertos tolerantes
o desarrollo de nuevas variedades, se han realizado acciones de seguimiento que incluyen; Exploracion,
Conservacion y Caracterizacion de germoplasma del género Persea en el aspecto de caracterizacion, han
sido identificados 29 genotipos sobresalientes en el Estado de México y se ha iniciado la caracterizacion
genético molecular del germoplasma conservado /n Situ por los pobladores del Estado de México. El
estudio de caracterizacion comprende la descripcion de los genotipos pertenecientes a las especies: Persea
americana (razas mexicana, antillana y guatemalteca), P. hintonni, P. shiedeana, P. cinerascens,
P.Floccosa e hibridos de la raza guatemalteca. Los genotipos han sido colectados en el Estado de México
y otros en Puebla y Oaxaca. Se han encontrado algunos tipos raros de hojas grandes, pubescente y frutos
de céscara gruesa semejantes a P. floccosa en el Estado de México e hibridos de la raza guatemalteca en
Oaxaca. Se han identificado morfoldgicamente 31 caracteres cuantitativos y 55 caracteres cualitativos para
cada accesion en cuanto a: hoja, flor, fruto y/o semilla y se realiza la adecuacion de la técnica de
extraccion de DNA y el corrimiento de analisis tipo RAPDs de las muestras.

Palabras clave: Germoplasma, Colectas, Aguacate, Caracterizacion
Abstract

In the sense of finding native germplasm as the genetic basis to face pest problems, adverse soil
conditions, water shortages, tolerant rootstocks or new varieties, there have been follow-up actions like:
exploration, germplasm conservation and characterization of the genus Perseq in the aspect of
characterization, have been identified 29 outstanding genotypes in the State of Mexico and we have
started a molecular genetic characterization of germplasm held /n Situ by the natives. The characterization
study includes the description of the genotypes of the species: Persea americana (mexican, west indian
and guatemalan races), P. hintonni, P. shiedeana, P. cinerascens. P. floccosa and a hybrid Guatemalan
race. The genotypes have been collected in the State of Mexico and others like Puebla and Oaxaca. We
have found some rare types of large pubescent leaves and thick shell fruit like P. floccosa in the State of
Mexico or hybrids Guatemalan race in Oaxaca. It has been identified morphologically 31 quantitative and
55 qualitative characters for each accession in leaf, flower, fruit and/or seed and it is being adapted the
technique of DNA extraction and RAPDs analysis for the samples.

Key words: Germplasm, Accession, Avocado, Characterization
Introduccion

El aguacate (Persea americana Mill) pertenece a la familia Lauraceae: En la actualidad el aguacate es uno
de los cultivos mas importantes en México, siendo este el mayor productor y consumidor de aguacate en
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todo el mundo y su principal Estado productor ¢s Michoacan con la variedad “Hass”. Similarmente.
Meéxico es el principal exportador a nivel mundial pero a pesar de su gran importancia para México poco
se ha valorado su diversidad genética (Lopez-Gomez et al., 2007).

En el Centro Universitario UAEM Tenancingo se han identificado 29 accesiones. estas fueron
caracterizadas morfologicamente (Reyes-Aleman er al., 2012) pero poco se sabe de su base genética. En
la actualidad se han realizado estudios en el genoma del aguacate para poder conocer las diferencias o
similitudes que pudieran llegar a existir a nivel del ADN entre estos individuos, estos estudios han
aportado elementos que ayudan a distinguir razas y especies ademas de constituirse como complemento de
los caracteres morfolégicos para lograr una identificacion y descripcion més acertada. De tal manera que
el objetivo del presente estudio fue conocer la diversidad genética del aguacate prevaleciente en el Estado
de México y estados vecinos mediante herramientas morfolégicas y moleculares.

Los diversos marcadores moleculares se pueden clasificar en diferentes grupos con base en: a) modo de
transmisién (herencia nuclear biparental, herencia nuclear materna, organulo maternal), b) modo de accién
de los genes (marcadores dominantes o codominantes) y ¢) método de andlisis (basado en la hibridacion o
PCR). En el Cuadro 1 se describen las caracteristica de los marcadores moleculares mas utilizados de
acuerdo a Semagn eral. (2006) en trabajos de caracterizacion.

Cuadro 1. Comparacién de los 5 marcadores moleculares mas usados (Tomado de Semagn et al. 2006)

RFLP Micro satélite  RAPD AFLP ISSR
Abundancia gendémica Alto Medio Muy alto Muy alto Medio
Parte de genoma examinado ~ Baja copia de Genoma entero Genoma entero Genomaentero  Genoma entero
regiones
codificadas
Cantidad de ADN requerido ~ Alto Bajo Bajo Medio Bajo
Tipo de polimorfismo Cambios de base Cambios en Cambios de base ~ Cambios de Cambios de base
individual longitudes de individual base individual  individual
Insercion/ repeticiones Insercion/ Insercion/ Insercion/
Deleccion Deleccion Deleccion Deleccion
Nivel de polimorfismo Medio Alto Alto Muy alto Alto
Efecto multiplo de Bajo Medio Medio Alto Medio
proporeion
Indice de marcador Bajo Medio Medio Alto Medio
Herencia Codominante Codominante Domi D Domi
Deteccion de alelos Si Si No No No
Facilidad de uso Labor intensivo Facil Facil Dificil de Facil
iniciar
Reproducibilidad Alto Altlo Intermedia Altlo Medio a alto
(fiabilidad)
Tipo de sonda/ primers Baja copia Secuencia Usualmente 10 Secuencia Secuencia
gendémica de ADN  especifica de pb especifica especifica
o clones cADN repeticion de Nucleotidos repeticion de
ADN hechos al azar ADN
Clonacién y/o secuenciacion  Si Si No No No
Deteccion radioactiva Si usualmente No No Sino No
Desarrollo/ alto costo Alto Alto Bajo Medio Medio
Utilidad para cartografia Especies Especies Cruzas Cruzas Cruzas
genética especificas especificas especificas especificas especificas

La descripcion de las plantas, esta se hace de manera tradicional por caracterizacion fenotipica,
procedimiento lento y limitado porque la expresion de los caracteres cuantitativos estd sujeta a fuerte
influencia ambiental, por lo que con el empleo de marcadores moleculares se identifica y conoce la
diversidad genética existente en los genomas de las plantas (Gutiérrez-Diez er al.. 2009). Los datos
moleculares tienen la ventaja de trabajar directamente con la base genética de la variacion, mientras que la
base genética de la mayoria de los caracteres morfologicos se asume, de esta forma los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismo en loci tmicos o multiples y son de
tipo dominante o co-dominante (Rentarfa-Alcantara, 2005).
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Todo organismo contiene una enorme cantidad de informacion. la cual se encuentra almacenada en una
macro molécula, que se halla en todas las células: el ADN. a su vez se encuentra dividido en una gran
cantidad de subunidades llamadas genes. Cada gen contiene la informacién necesaria para que la célula
sintetice una proteina, asi, el genoma es el responsable de las caracteristicas del individuo (Obesa-
Almeida, 2010).

Materiales y Métodos

Se recolectd material vegetal en los sitios de origen. estos fueron geo posicionados /i vivo mediante GPS.
Las muestras colectadas fueron identificadas, para cada arbol se tomaron de S a 10 repeticiones segin la
estructura del arbol encontrada.

Preparacion del material vegetal: Para realizar la extraccion de ADN se realizé la maceracion de las
hojas utilizando un mortero y mazo asi mismo se le agregd nitrégeno liquido con la finalidad de su
pulverizacién, el polvo obtenido se deposité en tubos eppendorf para almacenarse en el ultracongelador.
Extraccién del DNA: La extraccién y purificacion del DNA se trabajé utilizando el método del CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) basado en los protocolos de Saghai-Maroof er al. (1984).
Electroforesis en gel: El corrimiento de los geles se hizo en agarosa para determinar la calidad y pureza
del DNA extraido, asi como el detectar la presencia de los polimorfismos esperados. Amplificaciéon del
DNA: La amplificacién del DNA fue mediante la técnica de PCR en el termociclador. Andlisis tipo
RAPDs: Se realizaron corrimientos mediante el uso de diferentes iniciadores tipo RAPDs (Cuadro 2).

Cuadro 2. Marcadores tipo RAPDs utilizados en el estudio.

Primers *RAPD Secuencia 5°-3”
AlS TTC CGA ACCC
c10 TGT CTG GGT G
€13 AAG CCTCGT C
Cco08 TGG ACC GGT G
E07 AGA TGC AGCC
E 14 TGC GGC TGA G
E 16 GGT GACTGTG
E 18 GGA CTGCAG A

*SIGMA ALDRICH®
Resultados y Discusion

Ha sido posible obtener DNA de calidad de las muestras observadas y los marcadores moleculares tipo
RAPDs han permitido la obtencién de bandas que facilitan la generacion de agrupamientos de los
genotipos. De acuerdo a lo analizado hasta el momento se ha observado una tendencia de agrupamiento
entre los representantes de la especie Persea americana var. drymifolia (raza mexicana) como el grupo
més numeroso, junto a la var. americana (raza antillana) y la variedad guatemalensis (raza guatemalteca),
de manera mas distante los genotipos correspondientes la especie Persea floccosa y Persea shiedeana.

Dichos agrupamientos han sido contrastados con los agrupamientos generados de tipo morfoldgico, a la
fecha ha sido posible describir morfoldgicamente en los genotipos de estudio a 31 caracteres cuantitativos
y 55 caracteres cualitativos de acuerdo a UPOV (2006) e IPGRI (1995) como se observa en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Caracteres cualitativos y cuantitativos identificados en los genotipos de Persea.

Caricter

Cuantitativos

Cualitativos

Desarrollo
Vegetativo

Extension del crecimiento de los vastagos
Longitud de entrenudos de los vastagos
Diametro de los vastagos

Longitud del peciolo hojas maduras

Area foliar (longitud, ancho relacién largo ancho)
Numero de venas secundarias

Habito del arbol

Angulo de insercion de las ramas principales
Color de vastagos jovenes

Lenticelas de vastagos jévenes

Color lenticelas vastagos jovenes
Superficie de vastagos jovenes

Color del dpice del vastago
Superficie del apice del vastago
Forma de la hoja

Olor a anis

Color de hojas maduras

Color de hojas jovenes

Peciolo acanalado

Angulo de insercion del peciolo foliar
Margen de la hoja

Angulo de las venas secundarias
Forma del apice de la hoja

Forma de la base de la hoja
Friabilidad de la hoja

Torsion en toda la longitud

Torsién del dpice

Relieve de las venas en la parte superior
Pubescencia en ¢l envés

Pubescencia en el has

Flor

Nuam. de flores x inflorescencia

Ancho pétalo

Ancho sépalo

Longitud pétalo

Longitud sépalo

Longitud pedicelo

Longitud eje principal inflorescencia
Numero de ramificaciones por inflorescencia
Longitud ramificacion

Tipo de floracion

Color lenticelas inflorescencia
Pubescencia del pétalo
Densidad pubescencia pétalo
Pubescencia sepalo

Densidad pubescencia sepalo
Estilo de la flor

Polen

Base nectario

Color flor

Fruto

Longitud

Diametro

Peso

Posicion del pedicelo

Longitud del pedinculo

Diametro del pedinculo

Longitud del pedicelo

Diametro de la base del pedicelo (mm)
Didmetro del apice pedicelo (mm)
Grosor de la cascara

Forma de la base

Forma del apice

Aristas del

Tamario de lenticelas

Densidad de lenticelas

Color lenticelas

Lenticelas corchosas

Color de la cascara

Brillantes de la cascara

Distincion de la unién del pedicelo al pedinculo
Forma del pedicelo

Pedicelo en forma de cabeza de clavo
Color del pedicelo

Semilla

Longitud de 1a cavidad
Didmetro de la cavidad
Longitud de la semilla
Diametro de la semilla
Peso de la semilla

Porcentaje de la semilla relativa al peso del fruto

Cubierta de 1a semilla

Espacio libre de la cavidad de la semilla
Forma de la semilla

Superficie del cotiledon

Adherencia de los cotiledones

Color del cotiledon

Germinacion de la semilla en fruta madura
Forma de la seccion trasversal

Los genotipos analizados que han sido identificados y ubicados mediante exploracion y colecta se enlistan

en el cuadro 3 asi como su origen, coordenadas geograficas y probable parentesco.
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Cuadro 3. Genotipos nativos colectados en el Estado de México y conservados /n Situ.

Nombre / del Sitio de colecta Coordenadas y altura sobre el nivel del Material Probable raza o
genotipo mar colectado parentesco
1 Ixtapan / 1 Ixtapan del Oro 19°16°20.17, 100°15°21.1", Hoja Persea floccosa
Estado de México 1706 msnm Flor. Fruto
2 Ixtapan / 2 Ixtapan Del Oro 19°16°24.97, 100°15°24™ Hoja Persea floccosa
Estado de México 1740 msnm
3 Ixtapan/ 3 Ixtapan del Oro 19°16°26.37, 100°15°22.4" Hoja Persea floccosa
Estado de México 1743 msnm Flor.
4 UAEM/ 1 Centro Universitario 18°58°5.23", 99°36°45.08" Hoja Persea americana var.
UAEM Tenancingo 2064 msnm drymifolia
5 UAEM /2 Centro Universitario 18°58°5.577, 99°36°45.19” Hoja Persea americana var.
UAEM Tenancingo 2064 msnm Fruto drymifolia
6 UAEM /3 Centro Universitario 18°58°5.97, 99°36°45.15™ Hoja Persea americana var.
UAEM Tenancingo 2063 msnm drymifolia
7 UAEM/ 4 Centro universitario UAEM ~ 18°58°6.13", 99°36745.0" Hoja Persea americana var.
Tenancingo 2062 msnm drymifolia
8 UAEM/S Centro universitario UAEM  18°58°6.37", 99°36°45.0™ Hoja Persea americana var.
Tenancingo 2062 msnm drymifolia
9 UAEM/6 Centro universitario UAEM 18°58°6.847, 99"36"45.54" Hoja. Persea americana var.
Tenancingo 2062 msnm drymifolia
10 UAEM/7 Centro universitario UAEM 18958°6.66™, 99°36746.42" Hoja. Persea americana var.
Tenancingo 2064 msnm Fruto drymifolia
UAEM/8 Centro universitario UAEM ~ 18°58°6.18™. 99°36°46.0™ Hoja Persea americana var.
Tehancingo 2064 msnm drymifolia
12 UAEM/9 Centro universitario UAEM  18°58'6.17", 99°36'45.96™ Hoja Persea americana var.
Tenancingo 2064 msnm drymifolia
13 UAEM/10 Centro universitario UAEM 18°58°6.257, 99°36°45.86™ Hoja Persea americana var.
Tenancingo 2063 msnm drymifolia
14 UAEM/12 Centro universitario UAEM  18°58'6.50, 99°36°47" Hoja Persea americana var.
Tenancingo 2065 msnm Fruto drymifolia
15 UAEM/13 Centro universitario UAEM 18°5876.41. 99°36°46.86" Hoja. Persea americana var.
Tenancingo 2065 msnm Fruto. drymifolia
16 UAEM/14 Centro universitario UAEM ~ 18°58°6.167, 99°36'47.17" Hoja Persea americana var.
Tenancingo 2065 msnm Fruto drymifolia
17 UAEM/15 Centro universitario UAEM  18°5876.147, 99°36°47.0" Hoja. Persea americana var.
Tenancingo 2065 msnm Fruto. drymifolia
18  Zumpahuacan/l San Pedro Guadalupe, 18°49°11.76™, 99°32°11.67" Hoja Persea floccosa
Zumpahuacan Edo. México 1812 msnm Fruto.
19  Zumpahuacan/2 San Pedro Guadalupe, 18°49°'11.417, 99°32°11.22" Hoja. Persea floccosa
Zumpahuacan Edo. México 1815 msnm Fruto.
20  Zumpahuacan/3 San Pedro Guadalupe, 18°49°11.17, 99°32°11.35” Hoja Persea floccosa
Zumpahuacan Edo. México 1818 msnm
21  Zumpahuacan/4 San Pedro Guadalupe, 18°49'12.39", 99°32°10.92" hoja Persea americana var.
Zumpahuacan Edo. México 1804 msnm drymifolia
22 Zumpahuacan/5 San Pedro Guadalupe, 18°49°12.447, 99°32°10.88" Hoja. Fruto.  Persea floccosa
Zumpahuacan Edo. México 1804 msnm
23 Pilar/1 El Batan Mun. Donato 19°19°39.31", 100°07°55.73" Hoja Persea americana var.
Guerra, México 2235 msnm Fruto drymifolia
24 Pilar/2 El Batan Mun. Donato Guerra  19°19°39.73, 100°07°52.89" Hoja. Persea americana var
Estado de México 2241 msnm Fruto. drymifolia
25 Pilar/3 El Batan Mun.Donato Guerra ~ 19°19°38.76”, 100 °07'52.99" Hoja Persea americana var.
Estado de México 2242 msnm Fruto drymifolia
26  Guatemalteco/63 Rancho la Cruz. Coatepec 18°55°11.86™, 99°45'33.34" Hoja. Persea americana var.
Harinas, Estado de México 2230 msnm guatemalensis
27  Guatemaltec/ 114 Rancho la Cruz, Coatepec 18°55°11.76™, 99°45'33.12" Hoja Persea americana var.
(Olanca 2S3) Harinas, Estado de México 2230 msnm Guatemalensis
28 Antillano/102 Rancho la Cruz, Coatepec 18°55714.28", 99°45'32.87" Hoja. Persea americana var.
(Marichal) Harinas, Estado de mexico 2227 msnm americana
29  Antillano Ixtapan Rancho la Cruz Harinas, 18°55712.147, 99°45'31,75™ Hoja Persea americana var.
Estado de México 2228 msnm americana
Conclusiones

Es necesario continuar analizando la informacion generada en el corto plazo con el fin de lograr integrar la
informacién tanto morfoldgica como molecular y conocer el grado de semejanza que muestran y su
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eficiencia en lograr distinguir entre razas y especies a los genotipos del género Persea. La caracterizacion
morfolégica y molecular en conjunto podria representar la manera mas apropiada en analizar la diversidad
genética del aguacate.
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