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ANALISIS DE CUATRO MARCADORES RAPD EN 41
ACCESIONES DE AGUACATE (Persea sp.)

Actualmente, para el estudio de relaciones filogenéticas entre organismos, para estimar
la variacion dentro de las poblaciones, asi como para probar hipétesis de adaptaciones
ecologicas de usan tanto datos morfolégicos como moleculares. Sin embargo,
numerosos estudios acusan incongruencias frecuentes entre los andlisis basados en
datos morfologicos y los basados en datos moleculares, dando lugar a discusiones
respecto a cuales de estos datos podrian ofrecer informacion adecuada para sustentar
dichos estudios.

Con respecto a lo anterior, uno de los argumentos que respaldan el uso de los
caracteres moleculares sobre los morfologicos es que los primeros son universales,
porque se trabaja directamente con la base genética de la variacion y no dependen de
si, por ejemplo, la divergencia entre linajes es temprana; ademas no se requiere de un
tiempo de espera para analizar, e. g. variaciones estacionales o depender del estadio
del ciclo de vida de los organismos de la poblacion a analizar, ademas de que éste tipo
de marcadores pueden abarcar cientos o miles de marcadores en comparacién con los
morfologicos que rara vez permiten analizar mas de 100 caracteres (Rentaria, 2007).

En el presente trabajo se abordaran algunos conceptos basicos para el estudio de
datos moleculares y se realizard un andlisis breve de la eficiencia del uso de
marcadores RAPD.

CONCEPTOS BASICOS.

A continuacion, se abordaran por orden de utilidad explicativa para este trabajo,
algunos conceptos basicos necesarios para abordar el andlisis de datos moleculares:

» Genética molecular. Campo de la genética que estudia la estructura vy la funcién
de los genes a nivel molecular, considerando a un gen como la unidad fisica y
funcional de la herencia (los genes estan compuestos por ADN y la mayoria de
ellos contiene la informacion para elaborar una proteina especifica. Cada gen
tiene una localizacién o locus, especifica en un determinado cromosoma; el
conjunto de todos los genes, contenidos en todos los cromosomas, constituye
el genoma. No se debe confundir con la biologia molecular, que estudia todos los
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procesos que se desarrollan en los seres vivos desde un punto de vista
molecular (Rentaria op. cit.)

« Accesion. Unidad de conservacion que comprende semillas o plantas, es una
muestra distinta, singularmente identificable, que se distingue con un cdédigo
alfanumérico que permite reconocerlo del resto en un banco de germoplasma.
(Weising, Nybom, Wolff & Kahl, 2005).

* Genotipo. Se entiende por el acervo genético completo de un organismo.
Comprende los factores hereditarios nucleares y extranucleares de sus células
(Weising, et. al., 2005)

» Poblacion: Conjunto de individuos de la misma especie, que viven en un mismo
espacio y tiempo determinados (Odum, 1972).

» Polimorfismo: Cambio localizado en una secuencia especifica de ADN dentro
de un genoma, el cual ocurre generalmente por deleciones, inversiones,
inserciones o rearreglos; estas mutaciones permiten la existencia de distintos
alelos para un locus especifico (Weising, et. al., op. cit.). La palabra polimorfismo
hace referencia a un sitio concreto (locus) en la molécula de ADN que puede
contener diferente informacion o secuencias de nucleétidos entre dos 0 mas
individuos. Hay dos tipos de polimorfismos: de secuencia (el orden de los
nucledtidos para un locus se ve alterado) y de longitud (son variantes del mismo
locus pero se diferencian por el numero de nucleétidos en el fragmento de ADN)
(DNA-Didactic, 20017).

» Diversidad genética. es el numero total de caracteristicas genéticas dentro de
cada poblacion o especie, su funcion es mantener un reservorio de condiciones
de respuesta al medio, que permita la adaptacién y la supervivencia de dicha
poblacion o especie. La frecuencia de genes dentro de la poblacion total es la
resultante de la seleccidon natural y permite los cambios evolutivos sobre la base
de una reproduccion selectiva (Odum, 1972).

* Variabilidad genética. es la tendencia que presentan los genotipos de una
poblacion a diferenciarse y permite la evolucion de las especies, pues en cada
generacién soélo una fraccibn de la poblacién sobrevive y se reproduce
transmitiendo caracteristicas a su progenie. Los individuos de una misma
especie no son idénticos y aunque son reconocibles como pertenecientes a la
misma especie, existen muchas diferencias en su forma, comportamiento y
funcion. La variabilidad genética se origina por mutaciones, recombinaciones y
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alteraciones en el cariotipo (el numero, forma, tamafio y ordenacion interna de
los cromosomas) (Rentaria, 2007) (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion de variabilidad genética evidente en la coloracién de los élitros
de la Catarina asiatica (Harmonia axyridis).

* Marcador genético. Cualquier atributo que puede ser identificable en una planta
o cultivar. Existen dos tipos: morfolégicos y moleculares (Rentaria, op cit.)

e Marcador molecular. Son biomoléculas que se pueden relacionar con un rasgo
geneético, permiten localizar un gen de interés con mayor exactitud respecto a los
morfologicos, ya que funcionan en ausencia del efecto ambiental en la expresion
de esos genes. Los marcadores moleculares son fenotipicamente neutros,
presentan mayor segregacion o polimorfismo que los morfolégicos, pueden ser
evaluados desde los primeros estados de desarrollo de las plantulas, son
aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son independientes de la época
del afio en que se realiza el andlisis, permiten la identificacion correcta de la
variedad sin necesidad de muchos caracteres y estan libres de los efectos
epistaticos. Hay varios tipos y se distinguen por su capacidad de detectar
polimorfismos en loci Unicos o mudltiples, pueden ser dominantes o co-
dominantes y se distinguen dos tipos: las proteinas (principalmente las
isoenzimas) y los marcadores de ADN. (Weising et al., 2005)

 Marcadores de ADN. se basan fundamentalmente en el analisis de las
diferencias en pequefias secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas
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.
Dentro de este grupo se incluyen tres categorias béasicas:
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Categoria_1: métodos que no se basan en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR): RFLP’s (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion) y VNTRs (niUmero variable de repeticiones en tandem).

Categoria 2: técnicas basadas en la PCR que utilizan iniciadores (sebadores o
primers) arbitrarios o semiarbitrarios. Por ejemplo, MAAP (Perfiles mudltiples
arbitrarios de amplicones), RAPD (polimorfismos de ADN amplificados al azar),
RAMPO (Polimorfismo de microsatélites amplificados al azar).

Categoria 3: técnicas basadas en la PCR con sitio “objetivo especifico”. Por
ejemplo, SSR 0 ISSR (Inter secuencias simples repetidas) (Rentaria, 2007).

» PCR. Reaccion en Cadena de la Polimerasa, técnica de biologia molecular
desarrollada por el bioquimico estadounidense Kary B. Mullis en 1983. La
técnica sintetiza muchas veces un pedazo o fragmento de ADN utilizando una
polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de
la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas, de donde toma su
nombre comercial mas conocido: taq polimerasa. La reaccion de PCR simula lo
que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN, en un tubo especial se
mezclan todos los ingredientes necesarios: la polimerasa, el ADN del organismo
gue se desea estudiar, oligonucledtidos necesarios para que se inicie la
transcripcion (llamados también primers 6 iniciadores), dinucleotidos (ANTPS), y
las condiciones para que la enzima trabaje adecuadamente (cierto pH,
determinadas cantidades de magnesio en forma de MgCI2, KCI, pudiendo
necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo de cada polimerasa comercial)

(Fig. 3).

Existen dos funciones principales de esta técnica: a) para la amplificacién de un
solo sitio conocido del genoma (locus) (requieren conocer la secuencia que se
trabaja, por ejemplo cuando se amplifica un gen especifico); y b) cuando no es
necesario conocer la region que se estd amplificando (se amplifican regiones no
conocidas, no se sabe el tamafio del fragmento o fragmentos que se esperan, se
observan varios loci simultaneamente y la informacion de las zonas variables
permite inferir los datos necesarios para andlisis de genética de poblaciones; se
utilizan para determinar polimorfismo gendémico y son los mas comunes para
fingerprint*, ya que la obtencion de datos es sencilla) (Rentaria, op cit.).

* Huella gendémica (Fingerprint). También llamado perfil genético, se utiliza para distinguir entre individuos
de una misma especie utilizando muestras de su ADN. Se atribuye su invencién al Dr. Alec Jeffreys en
1984.
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Figura 3. Representacion general del proceso de PCR con sus tres etapas principales:
Etapa 1, desnaturalizaclién; Etapa 2, hibridacién y Etapa 3, las cuales ocurren a
temperaturas diferentes y se repiten en varios ciclos que hacen que aumente de manera
exponencial la cantidad de ADN disponible si éste fue compatible con el primer utilizado.

 RAPD. Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD), son marcadores que
amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de especies.
Este analisis fue descrito por Williams et al. y Welsh & McClelland en 1990, en
esencia es la misma metodologia PCR, por lo que a veces se le refiere con este
nombre, aunque en el analisis PCR los iniciadores son usados para amplificar
una secuencia especifica del genoma, y en el analisis RAPD, el iniciador se usa
para amplificar secuencias al azar de un patron complejo de ADN.

La técnica se basa en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios
complementarios al oligonucleétido o primer de 10 pares de bases a lo largo del
genoma. El polimorfismo de las bandas entre los individuos se debe a cambios
en la secuencia de los nucleétidos en los sitios de acoplamiento del
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oligonucledtido y por insercion o delecion de los fragmentos en estos. Estos
marcadores son dominantes, es decir, no pueden distinguir entre homaocigos
dominantes de heterdcigos para un segmento particular, por lo que la estimacién
de las frecuencias alélicas se debe hacer de manera indirecta, asumiendo
equilibrio de Hardy-Weinberg que define el estado genético de una poblacion
mendeliana cuando se excluyen todos los factores que cambian las frecuencias
de la poblacion: es el estado de fuerzas cero, es decir, la distribucion de
frecuencias genotipicas y alélicas permanecen invariables en el tiempo.

Detectan amplios grados de polimorfismo, por lo que una de sus mejores
aplicaciones es la identificacion genética de individuos, que incluye casos de
clones, hibridos sométicos y mutantes. Otra aplicacion paralela es la deteccion
de uniformidad genética con un marcador eficiente y rapido. Ademas, entre las
principales ventajas de los RAPDs esta que amplifican regiones tanto
codificantes del ADN como las no codificantes y revelan niveles de variacion mas
altos que los RFLPs e isoenzimas. Es una técnica relativamente facil que no
necesita conocimiento previo de la secuencia de ADN, no requiere la
construccién o el mantenimiento de una libreria genémica, el nimero de loci que
puede ser examinado es ilimitado y no requiere pruebas radiactivas. Los RAPDs
generan un numero inmenso de marcadores y, al contrario de los RFLPs, no
requieren de sondas especificas para cada especie y la cantidad de ADN
necesaria para el analisis es mucho menor.

Sin embargo, los problemas principales detectados en los RAPD’s son:
presencia de bandas “erroneas” (artefactos), baja reproducibilidad de los
resultados y comigracion de bandas. Ademas, muchos alelos raros presentes en
las poblaciones estudiadas con RAPDs no son detectados o pueden ser mal
interpretados, y al detectar loci como dominantes, los RAPDs dan menos
informacion genética por locus que los marcadores codominantes, ademas, la
eficiencia de los marcadores RAPDs puede estar influenciada por factores tales
como el nimero de ciclos de amplificacion, la cantidad y calidad del ADN inicial,
el iniciador utilizado y la temperatura (Phillips et al. 1995, citado en Rentaria, op
cit.).

* Locus: (en latin: lugar; el plural es loci, pronunciado loki) es una posicion fija en
un cromosoma, como la posicion de un gen o de un marcador (marcador
genético) (Fig. 1) (Weising et al. 2005).
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Figura 1. Representacion grafica de locus (posicién de un gen en un cromosoma),
también se puede observar que los alelos son dos genes en el mismo locus en
cromosomas homalogos (pueden ser homocigéticos o heterocigéticos).

* Amplicon. Conjunto de moléculas de ADN o ARN idénticas, resultado de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (pueden originarse también de la
reaccion en cadena de la ligasa, LRC) (Fig. 4). Esencialmente, se trata de un
clon molecular, pueden ser de estructura lineal o circular, éstos ultimos son
duplicaciones invertidas imperfectas. Los hay de dos tipos: a) Amplicon primario:
fragmento de ADN que fue amplificado de manera preferente en la PCR, debido
a que los primers utilizados poseen homologia completa para secuencias del
ADN blanco (aparecen como bandas fuertes en los geles); b) Amplicon
secundario: fragmento de ADN débilmente amplificado durante la PCR debido a
gue el primer utilizado no presenta homologia completa con la secuencia blanco,
por lo tanto el iniciador s6lo permite una falsa amplificacion con la polimerasa
(aparecen como bandas débiles en los geles) (Weising et al., op. cit.).

* Bandas polimorficas. Es aquella banda que esta presente en una frecuencia
mayor al 1% y menor al 100% (Luna-Martinez, Flores-Martinez y Ponce-Noyola,
2003) (Fig. 4).
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+ Bandas monomoérficas. También llamadas no polimérficas, estan presente en
todos los patrones génicos, es decir, con una frecuencia del 100% (Luna-
Martinez et al., 2003) (Fig. 4).

Producto de PCR de
cada accesion

Marcador de

peso molecular

| 2 3 4 5 6 7 88 0/ 1112 I3 14 IS5 16 17 I8 19

Amplicén
106000 bp
4000 bp Ausencia de
amplicon
2000 bp P
1000 bp Banda
polimorfica
Banda
monomorfica

Figura 4. Partes informativas de un corrimiento en gel por electroforesis: marcador de
peso molecular (guia de referencia), producto de PCR por carril, amplicén (ausente o
presente), banda polimérfica y monomorfica.

* 9% de contribucion. proporcién de amplicones revelados por un solo primer
dentro de un sistema de marcador molecular.

* % de polimorfismo. Proporcion de bandas polimorficas y no polimorficas
reveladas por un solo primer.

» Contenido de informacion polimérfica (PIC). Es una medida del grado
de informacion que brinda un determinado marcador genético, la cual depende
del nimero de alelos para ese locus y de sus frecuencias relativas.

Una vez que se ha elaborado la matriz binaria de datos, el andlisis generalmente
empieza averiguando el poder discriminante de cada marcador, esto se hace
calculando el PIC, el cual estima el grado de polimorfismo de un marcador, es
decir, la proporcion de individuos que son heterocig6ticos para el macador. El
PIC es una buena medida de heterocigocidad.
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Los marcadores que muestran pocos alelos o aquellos que muestran muchos
alelos pero solo uno de ellos es frecuente entre las muestras, pueden tener un
PIC bajo y ser, por tanto, de valor minimo al analizar diversidad, estos
marcadores deberian ser excluidos en posteriores andlisis. En suma, este
parametro indica la habilidad de un marcador para distinguir entre genotipos y es
analogo a la estimacién de diversidad genética (Gonzélez, Lozano, Cruz, Ochoa
y Morillo, 2017).

El valor del PIC se encuentra entre 0 y 0.5 para marcadores dominantes (puesto
gue no permiten determinar heterocigocidad) y entre 0 y 1 para marcadores
codominantes (ya que pueden detectar dos alelos por locus) (De Riek, Calsyn,
Everaert, Van Bockstaele & De Loose, 2001).

En los marcadores dominantes se considera que valores menores a 0.15 son no
informativos, valores entre 0.15 y 0.25 como informativos y mayor a 0.25 como
altamente informativos.

El PIC para marcadores dominantes se calcula como sigue:

PIC= 1-[f2 + (1-f)2]
Donde:
f = frecuencia de los fragmentos del marcador
que estaban presentes.
(1-f) = frecuencia de los fragmentos del marcador
gue estaban ausentes.

* Indice del marcador (IM) . Fué descrito por Powel et al. (1996) y usado por
Milbourne et al. (1997) para comparar entre analisis hechos con RAPD, AFLP y
SSR. Se usa para determinar la utlidad total de un marcador molecular
determinado (Varshney, Chabane, Hendre, Aggarwal & Graner, 2005).

La utilidad de un marcador deterrminado es un equilibrio entre el nivel de
polimorfismo detectado y la medida en que un ensayo puede identificar
polimorfismos multiples.

MI = PIC x (# bandas polimoérficas)

« Indice de Marcador Efectivo (EMI). Este indice considera todos los posibles
atributos tales como el contenido de informacion, fraccion de fragmentos
polimorficos, relaciones multiples, asi como los problemas cualitativos para un
marcador determinado (Varshney et al., 2005).
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EMI = MI x QND

Donde:
MiI= indice del marcador, y
QND= naturaleza cualitativa de los datos

* Naturaleza cualitativa de los datos (QND).  Para proporcionar un indice para los
marcadores moleculares que incluya informacion adicional sobre la aplicacion
practica de un sistema de marcador molecular (Gtil para los curadores y
administradores de los bancos de genes), proponemos un término denominado
naturaleza cualitativa de los datos. La QND depende de muchos factores, como
la reproducibilidad y la capacidad de respuesta de los picos/bandas para facilitar
la documentacién (por ejemplo, el tamafio exacto de alelos y el almacenamiento
en bases de datos) y se define como:

QND =DC x QM x PR
Donde:

DC = capacidad de documentacion,

QM = calidad del marcador (con la siguiente escala: 1.00 marcador de
buena calidad, con banda Unica y fuerte / pico alto; 0.75 banda débil o
pico mas bajo; 0.50 marcador / banda con tartamudeo; 0.25 dificil de
calificar, necesita esfuerzos especiales para visualizar),

y

PR = reproducibilidad porcentual del (los) fragmento (s) / banda (s) / pico
(s) del sistema de marcador dado a través de los laboratorios.

DC y PR representan el valor constante para un tipo de marcador dado, sin
embargo, QM es una caracteristica del par de cebadores para un tipo de
marcador y muestra un valor variable (Varshney et al., 2005).

Este parametro no serd analizado en el presente trabajo y se anota aqui solo con
fines informativos.

» Poder de resolucion. De acuerdo con sus formuladores, Prevost y Wilkinson
(1999), este parametro “se basa en la distribucion de alelos dentro de los
genotipos muestreados. La forma mas eficiente de separar cualquier grupo de
taxa con propositos de identificacion es dividiendo progresivamente el grupo en
subgrupos iguales. Por ejemplo, bajo condiciones éptimas, una coleccion de 64
individuos podria separarse en dos subgrupos de 32, luego, subdividiendo en
grupos progresivamente mas pequeios de 16, 8, 4,2 y luego 1. Para muchos
sistemas de huellas moleculares, la division de los genotipos en dos grupos se
basa en la presencia o ausencia de una banda en una posicion particular.
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Idealmente, cada posicion de banda podria estar presente en la mitad de los
genotipos y ausente en la otra mitad. Bajo condiciones Optimas para el
diagnéstico, el uso de una segunda posicién de banda dividiria al taxa en
cuartos. Bandas subsecuentes podrian subdividirse ain mas en agrupaciones
aproximadamente iguales. El sistema perfecto podria entonces contener gran
cantidad de bandas que podrian cada una dividir el taxa en partes casi iguales.
La habilidad de cualquiera de las dos posiciones de banda para dividir en cuartos
dependeria de la ausencia de vinculacion y de la complementariedad de los
grupos formados por cada banda individualmente.

Entre mayor sea la cantidad de bandas que se consideren, mayor sera la
probabilidad de que dos de ellas puedan dividir los genotipos dentro de dos
mitades complementarias. Asi, el valor de una técnica-primer estaria en funcién
de cuantas posiciones de bandas son generadas y que tan cerca de la condicion
Optima (dos mitades iguales) esta cada posicion de banda.

El valor de una posicion de banda en particular puede ser medida mas facilmente
por su similitud a la condicion 6ptima (50 % de los genotipos conteniendo la
banda). Esta “informatividad” de la bada  se puede respresentar en una escala
del 0 al 1 por la siguiente formula:

b=1-2xl05-pl
Donde:

p = la proporcion de todos los genotipos que contienen la banda

Si todas las bandas fueran 6ptimamente informativas, entonces el primer mas util
seria simplemente aquel que genera la mayor cantidad de posiciones de banda.
Asumiendo esto, las bandas pueden ser calificadas de acuerdo con su similitud a
la informatividad Optima. La habilidad de un cebador o de una técnica para
distinguir entre un nimero grande de genotipos podria ser representada por la
suma de esos valores ajustados, esto puede ser descrito como el poder de
resolucion del primer (Rp) conde:

Rp=21b
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OBJETIVOS.

* A partir de una base de datos de 41 accesiones del género Persea sp. obtener
los diversos parametros informativos que derivan del uso de marcadores
dominantes tipo RAPD.

 Realizar un analisis basico de la eficiencia informativa de los marcadores
moleculares RAPD.

MATERIAL Y METODOS.

Se contd con una base de datos en matriz binaria dispuesta en una hoja de excell con
informacion de 41 accesiones de Aguacate (Persea sp.) analizadas usando el sistema
RAPD con cuatro primers: E18, E14, A15 y CO08.

Con los datos anteriores se calcularon cuatro de los principales parametros para
analizar la efectividad de los sistemas de marcacion molecular: % de contribucion,
Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), Indice del marcador (Ml) y Poder de
Resolucion (Rp) entre otros pardmetros, también informativos pero que son
complementarios a los anteriormente mencionados.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis de los datos dispuestos en matriz binaria
de las accesiones de aguacate, se resumen en las Tablas 1y 2, a continuacion:

Tabla 1. Andlisis general de cuatro primers RAPD utilizados en 41 accesiones de aguacate
(nimero de bandas, amplicones y % de contribucién).
#

Tipo de iniciador Clave T Amplicones/iniciador % Contribucién
E18 50 478 31.24183
E14 42 417 27.254902
A15 20 251 16.405229
RAPD Cco8 32 384 25.098039
TOTAL 144 1530 100
PROMEDIO 36 382.5
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Tabla 2. Parametros de descripcion de los primers utilizados: nimero de bandas obtenidas,
ndamero de bandas polimoérficas, % de polimorfismo, poder de resolucion (Rp), contenido de
informacién polimorfica (PIC) e indice del marcador (IM).

Tipo de Total de # bandas % Poder de (Eontenidc.)’de felactl
iniciador GBS bandas/iniciador polimérficas/iniciador Polimorfismo EETIECD TG ELEC G
(RP) polimérfica (PIC) (Mi)
E18 50 50 100 20.731707 0.2849256 14.24628198
E14 42 42 100 20.341463 0.3377241 14.18441404
Al5 20 20 100 12.097561 0.4088043 8.176085663
RAPD co8 32 32 100 16.390244 0.3484533 11.15050565
TOTAL 144 144 69.560975 1.3799073 47.7572873
PROMEDIO 36 36 17.3902438 0.34497683 11.9393218

Todos los cebadores empleados mostraron 100 % de polimorfismos, sin embargo se
encontr0 que el primer E18 tuvo la contribucion mas alta al sistema de marcaje
molecular utilizado (31.24 %), teniendo la contribucion mas baja el A15 (16.40 %),
siendo congruentes con el nimero de amplicones y bandas obtenidos por iniciador.

En cuanto a los parametros descriptivos, se observo que el PIC de los cuatro cebadores
estuvo por encima de 0.25 lo que los catalogaria como altamente informativos,
validando todo el sistema utilizado; y resaltando en el grupo, el cebador A15 obtuvo un
valor de 0.4088043, aun cuando obtuvo el porcentaje de contribucion mas bajo, esto
quiere decir que este marcador, a pesar de no ser capaz de detectar muchas bandas
polimorficas tuvo el poder discriminante méas elevado.

Sin embargo, los RAPD se analizan como sistema y dentro de éste sistema la utilidad
total del marcador A15 pudo ser ajustada de acuerdo con el valor de su IM que lo situo
por debajo de los otros tres, porque aunque tiene una capacidad discriminante mas
elevada amplifica un namero menor de bandas; en comparacion el E18 mostré el PIC
mas bajo (0.2849256) pero el porcentaje de contribucion mas elevado debido al nUmero
de bandas amplificadas (50), ambos factores influyeron en que su IM fuera el mas alto
(14.24628198). Los cebadores E14 y C08 quedaron en segundo Yy tercer puesto
respectivamente.

En cuanto al poder de resolucién (Rp) encontramos que la relacion entre los cuatro
cebadores del sistema se mantuvo igual que observando los valores de MI, es decir, el
primer E18 con el valor mas alto y el A15 con el mas bajo, manteniéndose el E14 y el
C08 como intermedios. El calculo del Rp esta basado en el indice de informacion que
ofrece cada una de las bandas (Ib) bajo una condicion Optima hipotética (50 % de los
genotipos conteniendo una banda), mientras que el Ml se basa en el PIC para cuyo
calculo se utilizan los valores reales obtenidos, sin embargo, en ambos parametros
influye de forma directa la cantidad de bandas obtenidas por primer, de tal forma que
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aungue el A15 tuvo un PIC mas elevado estos dos pardmetros lo situaron en los niveles
mas bajos.

No obstante, aunque con un acomodo de valores similares, el Rp seria un pardmetro
mas Util que el Ml al resaltar la habilidad de un cebador o de una técnica (RAPD en éste
caso), para distinguir entre un nimero grande de genotipos, asi por ejemplo, Prevost y
Wilkinson (1999) encontraron una fuerte relacion lineal entre el Rp de cebadores
hipotéticos y la proporcion de cultivares de papa que cada primer fue capaz de
distinguir sin importar el nimero de bandas, lo que significaria que es posible estimar el
namero de genotipos que podrian ser identificados simplemente calculando el Poder de
resolucion de un primer hipotético, mientras que al usar el Ml no se observd ninguna
relacion significativa que pudiera tener esta utilidad.

CONCLUSIONES.

» El sistema de cuatro primers empleado fue util para discriminar entre las 41
accesiones de aguacate analizadas, con un PIC promedio de 0.34.

e EIl primer con mayor % de contribucion, Ml y Rp fue el E18 por lo que seria muy
atil incluirlo en analisis de genotipos de aguacate posteriores.

* El cebador A15 obtuvo el contenido de informacion polimoérfica mas elevado,
afectando su valoracion la poca cantidad de bandas amplificadas (podria ser
recomendable probarlo con algin cambio en la técnica de PCR, para verificar si
es posible hacer mas eficiente su capacidad de identificar distintos loci).

e Para poder comparar la utilidad informativa de los parametros IM y Rp se
deberan realizar andlisis complementarios (p. e. comparaciones con otros
sistemas de marcadores o con datos tedricos).
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