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SUMARY
In this research, five genomic DNA extraction protocols were tested: 1) Clarke et al.
(1989), 2) lstvan Nagy et al. (1998), 3) Dellaporta et al. (1983), 4) Saghal-Maroof et al
(1984) modified by Hoisington et al., (1994) and 5) Clarke et al. (1989) modified by
Guillén et al. (2003). With the exception of the latter, all other protocols have been
successfully utiized in different plant species. The amount of leaf tissue was
standardized for use with all five DNA extraction procedures. With the exception of the
‘Saghai-Maroof et al. (1984) protocol, leaf tissue was collected a day prior to its
processing; processed leaf tissue was stored at 20 *C. Seven ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) microsatelite primers were used to generate a great number of
randomly amplified DNA sequences in a total of 77 (231 plants) avocado (Persea
americana Mill. Mexican race) accessions located at the Germplasm Repository
belonging to the “Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias
(INIFAP), Centro (CEFAP) Uruapan” in Michoacan, Mexico. The modified Clarke et al.
(1989) protocol tumed out a viable method for use in avocedo. ISSR markers were
‘capable of detecting DNA polymorphisms ranging from 82.28 10 95.39 %. Two major
distinct groups were formed, one with 11 subgroups and the other with three
subgroups. Within the first group, accessions # 237 (Atlixco, Puebla) and CXTCO1
(Uruapan, Michoacan) had the same number of polymorphic bands. Accessions # 532
(Atlixco, Puebla) and # 309 (Chilchota, Michoacan) were the most dissimilar ones
within the second group. Some variation existed in the grouping of the avocado genetic
material. Nonetheless, there were no duplicate malerials within the wide diversity of
avocado accessions tested; these accessions should be kept by the CEFAP-Uruapan

for breeding purposes.



RESUMEN
Se probaron cinco protocolos de aislamiento de ADN gensmico: Clarke 6t al.,
(1989), Istvan Nagy et al., (1998), Dellaporta et al., (1983). Saghai- Maroof et al,
(1984) y el método de Clarke et al., (1989) modificado por Guillén et al., (2003),
Todos los protocolos indicados se han utiizado con éxito en diferentes especies
vegetales a excepcion del de Clarke et al. (1989) modificado. En todos los
procedimientos de aislamiento de ADN, se estandarizé la cantidad de tejido foliar
utiizado. Con excepcion del método propuesto por Saghai-Maroof et al., (1984) el
tejido foliar fue colectado el dia previo a su procesamiento y se almacend a una
temperatura de 20 °C. Los iniciadores microsatélites del tipo ISSRs
(intersecuencias simples repetidas) empleados fueron siete para oblener un amplio
nimero de fragmentos de ADN amplificado por secuencias aleatorias de 77
colectas (231 individuos), de aguacate (Persea americana Mill) raza mexicana
existentes en el Banco de Germoplasma del INIFAP- CEFAP-Uruapan, Michoacan.
El protocolo descrito por Clarke et al., (1989), modificado por Guillén et i, (2003),
resulto ser un método viable para ser utiizado en aguacate. Los marcadores
genéticos ISSRs fueron capaces de detectar altos porcentajes de polimorfismo
desde un 82.28 a 95.39 %. Se formaron dos grandes grupos, el primero con 11
subgrupos y el segundo con tres subgrupos. Se encontraron materiales con un
nomero similar de bandas polimorficas, en el subgrupo la provenientes de las
colectas 237 de Afixco, Puebla y CXTCO1 de Uruapan, Michoacan, las mas
disimiles fueron las colectas 532 de  Allixco, Puebla y 309 de Chilchota,
Michoacén, pertenecientes al segundo grupo. Existieron algunas variaciones en el
‘agrupamiento de los materiales de Persea americana Mill, La ampiia diversidad de
las colectas en el banco de germoplasma del CEFAP-Uruapan, indict que no
existieron materiales duplicados por o que deben mantenerse para posteriores

trabajos de mejoramiento genético.



1. INTRODUCCION

La progresiva alteracion del medio ambiente, acelera la pérdida de recursos.
naturales y de biodiversidad, amenaza asi la existencia del hombre sobre el planeta.

Por lo que se hace necesaria la ién de nuevos

principaimente a evitar y preservar la pérdida de germopiasma de especies vegetales
y animales dtiles al hombre. El germoplasma vegetal es un recurso natural, limitado y
perecedero que proporciona materia prima o genes que debidamente utilizados y
combinados por las técnicas de ftomejoramiento pueden formar variedades nuevas
de plantas. Los genes se encuentran dispersos en especies locales y poblaciones
naturales de plantas, que han sido seleccionadas a o largo de miles de afios por la

naturateza y los agri por sus isticas de 6 ylo

productividad. Sin la disponibilidad de estos recursos para los centros de

investigacién agricola ia mejora de variedades no seria posible (Borojevic, 1990).

Lo anterior ha llevado a esfuerzos para la proteccién y explotacion de recursos

naturales, bajo una correcta coleccion, h ibn e

intercambio adecuado de germoplasma vegetal. El objetivo es el garantizar
provisiones para futuras generaciones humanas, lo cual no es simple, ya que
involucra cuestiones, economicas, técnicas y politicas. Se ha observado ef
incremento  significativo del numero de colecciones en los centros de
almacenamiento de todo el mundo tanto ex situ como in situ (Villalobos y

Engelmann, 1995).



En el &rea de origen del aguacate con sus tres razas, se ha dado a través de
miles de afios un proceso que ha generado una gran diversidad genética (Ben

Ya'acov, 1992a); decenas de miles de 4rboles silvestres provenientes de semilla

(francos) existen bajo i icas muy variadas. La
seleccion natural principalmente. y la accion (seleccion) del hombre durante miles de
afios, ha producido tipos adaptados a esas regiones (Ben Ya'acov, 1992; Gama y
Gomez, 1992).

En las actividades de un banco de germoplasma el intercambio de materiales
es uno de los procesos mas importantes en el manejo de las colecciones sin
embargo, para que estos materiales puedan ser intercambiados e incluso
conservados dentro de éste, es necesaria su correcta clasificacion e identificacion,
con el propsito de evitar duplicacion tanto en el intercambio como en la
conservacién de las accesiones dentro del banco, asi como para mantener un rango
adecuado de diversidad genética. La falta de informacion confisble sobre los
fecursos genéticos del aguacate en nuestro pais limita los esfuerzos enfocados a su

mejoramiento genético (Ben Ya'acov, 1992; Gama y Gémez, 1992).

Por ser el aguacate una especie de polinizacion abierta, presenta una gran
variabilidad genética con posibilidades casi ilimitadas para su aprovechamiento
(Bergh, 1992; Schieber y Zentmyer, 1992). Una amplia diversidad de germoplasma
permite el avarice del conocimiento boténico y agronémico asi como el desarrollo de
nuevas variedades. Varios problemas précticos y restricciones mayores en la

produccién de aguacate, tales como enfermedades, salinidad, produccién, calidad,



precocidad a madurez, etc., quizas pudieran encontrar solucién en los recursos

genéticos de Persea (Bowman y Scora, 1992).

La caracterizaci6n agromrfolégica y molecular del material colectado es una
actividad primaria para el uso de germoplasma de aguacate. El estudio de la
variabilidad morfoagronomica es el camino clésico para evaluar la diversidad
genética, En muchas especies vegetales, es la aproximacion usada por los
mejoradores. Sin embargo, Ia tecnologla de marcadores moleculares (TMM), es una
poderosa herramienta para que los recursos genéticos puedan evaluarse y

caracterizarse a nivel de ADN (Lanaud y Lebot, 1995)

La uilizacién de la tecnologia de marcadores moleculares facilita y acorta el
proceso de seleccién clonal y hace viable en muchos casos la mejora mediante
cruzamientos e, incluso, la introduccion de genes de interés agronomico (Moreno et
al. 1997). La presencia de metabolitos secundarios (taninos y fenoles) dificulta Ia
obtencién de ADN de alta pureza en el aguacate ya que estos inhiben la accion de
tas enzimas y el ADN es inmanejable en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), derivindose la necesidad de contar con métodos eficientes para la

caracterizacién de esta especie con el empleo de marcadores moleculares.

Por lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se plantearon los objetivos

& hipttesis siguientes:
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1.1. Objetivo General ;@1‘%

SISTEMA DF BIBUIGTECAS

Establecer las relaciones de parentesco de colectas de aguacate de la raza

mexicana existentes en el Banco de Germoplasma de! CEFAP-Uruapan, Michoacéan.

1.2. Objetivos especificos

.

Determinar un protocolo Gptimo para el aislamiento de ADN genomico de

aguacate

.

Aislar el ADN de 231 genotipos provenientes de 77 colectas del banco de

germoplasma del CEFAP-Uruapan.

o Determinar las relaciones de parentesco entre las colectas de aguacate, en
funcién del polimorfismo dominante.

1.3. Hipétesis

EI ADN genémico de aguacate es susceptible de ser aislado con cualquier protocolo

de extraccion utilizado con éxito en ofras especies vegetales.

Las colectas de aguacate establecidas en el banco de germoplasma del CEFAP-

Uruapan, presentan una amplia diversidad genética.



II. REVISION DE LITERATURA

24. i del cultivo del

2.1.1. importancia econémica
El cultivo de aguacate prospera en diversas condiciones ecolégicas de¥

mundo. En el estado de Michoacan, México se cultiva una superficie de alrededor de

94,000 ha, i una on de 871,883 1, como el principal
productor a nivel mundial (Guillén ef af., 2007). Este cultivo tiene ademas una gran
importancia econdmica y social, por su actividad se generan alrededor de 40 mil
empleos difectos y permanentes, 25 mil empleos entre directos y estacionates y 60
mil estacionales por diversas actividades derivadas del proceso de la cadena

productiva (Sanchez et al., 2000).

24.2. Clasificacién botanica

E} aguacate es un miembro de fa familia Lauraceae, Ia cual comprende poco
mas de 50 géneros entre los cuales se encuentra Persea, al cual pertenece el
aguacate (Persea americana Mill). La familia Lauraceae comprende alrededor de
2200 especies, y la mayoria de ellas son tropicales y subtropicales (Bergh y
Elistrand, 1986). El género Persea tiene un ntimero desconocido de especies (Bergh,
1962), aunque algunos autores aseguran que son unas 80 reconocidas como validas
(Storey et af,, 1986; Zentmyer, 1991). El género esta constituido por dos subgéneros,
uno de ellos Persea, contiene pocas especies estrechamente relacionadas entre si,

incluyendo a Persea americana, el aguacate comercial. El otro subgénero es



Eriodaphne, bastante numeroso y variable, claramente diferenciado, y que contiene
algunas especies que tienen una resistencia total a la pudricién de la raiz causada

por el hongo Phytophthora cinnamomi Rands (Bergh y Elistrand, 1986; Bergh, 1992).

2.4.3. Origen y dispersién

Los miembros reconacidos del subgénero Persea ocurren primariamente en la
misma region: desde la parte central de México, a través de Guatemala hasta gran
parte de Centroamérica. Como evidencia de lo anterior, estén los hallazgos de
aguacates primitivos en esa drea general desde la Siera Madre Oriental en el
Estado de Nuevo Ledn, México, hasta Costa Rica en Centroamérica, apoyando la
suposicion de que se trata de un centro de origen del aguacate, y probablemente de
todo el subgénero Persea (Bergh y Ellstrand, 1986; Storey et al,, 1986; Schroeder,
1990; Hawkes, 1991; Ben Ya'acov, 1992,1992a; Bergh, 1992). Esa 4rea general
coincide en gran parte con la descripcion de Vavilov (1931-1951), del llamado centro

principal de Origen VII, que incluye a México, Centroamérica y el Caribe:

2.1.4. Domesticacién

Evidencias arqueolégicas sefialan que el aguacate era consumido por los
pueblos nativos hace 10,000 afios, y su cultivo se habria iniciado posiblemente hace
unos 6,000 afios (Storey ef al, 1986; Schisber y Zentmyer, 1992). No se sabe
cuando se inici6 una seleccion consciente del aguacate primitivo en busca de mejor
calidad de fruto para su propagacion (Storey ef af, 1986). Consideré que eso pudo

haber ocurrido hacia el afio 900 a.C. sin embargo sus evidencias han sido muy



cuestionadas Segun Kopp (1966), el origen de las actuales formas de aguacate es
oscuro debido a su estrecha conexién con representantes de civilizaciones muy
antiguas del drea México - Guatemala - Honduras, quienes valoraban mucho sus

frutos. Ese es por lo tanto un problema de Etnobotanica.

Gama y Gomez (1992), hicieron un estudio en la regién Maya de México y
Centroamérica para adentrarse més en los aspectos de Etnobotanica en relacién al
aguacate. De acuerdo con sus conclusiones, la domesticacién del aguacate ocurrié
hace miles de afios, cuando los antiguos pobladores movieron plantas de su medio
silvestre hacia la cercania de sus sitios de morada, a huertos, y las semillas ahi

obtenidas fueron regresadas al medio silvestre.

Las especies del género Persea se han utilizado desde hace miles de afios
no sélo por su fruto en la alimentacion humana, sino también se han utilizado los

arboles como lefia, en la de viviendas, ién de i de

trabajo, como arbol de sombra, también se le ha utilizado como alimento de animales
domésticos, condimento y medicina (Bergh y Elistrand,1986; Gama y Gémez,1992) y
més recientemente en la elaboracion de tés y vinos, aceite de cocinar y cosméticos

(Schroeder,1990; Bergh y Ellstrand, 1988; Bergh,1992).

2.2. Diversidad genética del aguacate
No se puede asegurar que las antiguas civilizaciones o grupos étnicos que
participaron en el proceso de domesticacion del aguacate hayan contribuido de

alguna manera a la diferenciacion de Persea americana en subespecies, pero es



evidente que se dieron tipos que se en

geogréfico que finalmente dieron lugar a tipos botanicos distintos (Storey ef af..

1986), con diferencias ademas en adaptacion climatica (Bergh, 1992).

Tres de esos tipos diferentes son en la actualidad ampliamente conocidos a
nivel mundial como subespecies o variedades boténicas de Persea americana
drymifolia, guatemalensis y americana (Bergh, 1992). Desde hace varios afios esos
tres tipos se han conocido en los circulos horticolas como razas ecolégicas o razas
horticolas: raza Mexicana (Persea americana var. deymifolia [Schlet &Chain.] Blake).
raza Guatemalteca (Persea americana var. quatemalensis Willams.) y raza Antillana

(Persea americana var. Americana Mill), i (Bergh, 1992; Bergh y

Elistrand, 1986). Las razas Mexicana y se originaron y

en las tierras atas de México y Guatemala, respectivamente (Storey ef al,, 1986;
Bergh, 1992) mientras que la raza Antillana muy probablemente fuvo su origen en la
costa det Pacifico de Centroamérica, desde Guatemala hasta Costa Rica (Storey et

al, 1986)

Esas tres razas no son lo suficientemente diferentes como para ser
consideradas especies diferentes, pero si lo son para considerarse como formas
separadas ya sea como subespecies o variedades botanicas (Bergh y Elistrand,
1986; Storey of al, 1986). Ya que las tres razas tienen un genoma muy parecido
(2n=24), la hibridacion entre ellas ocurre con faciidad, y sus hibridos obtienen
ventajas de adaptacién climatica, asi como caracteristicas agronomicas mejoradas

(Bergh, 1992),
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El orden de adaptacion tropical de las tres razas, de mayor a menor, es:
Antillana, Guatemalteca y Mexicana. En una zona térrida, a una misma latitud, desde
el nivel del mar hasta 1,000 m de altitud, se adapta la raza Antilana, junto con
algunos frutales como mango. Entre 1,000 y 2,000 msnm se adapta la Guatematteca,
con citricos, chirimoya y otros. De unos 1,500 a 3,000 msnm las lineas mexicanas se
desempefian mejor junto con manzanos, duraznos, bosque de pino-encino, etc.
(Bergh, 1992; Gama y Gomez, 1992). Sin embargo como lo sefiala Bergh (1992), las
tres razas pueden convivir y prosperar bien una junto a otra en partes de lsrael y
Marruecos, asi como tal vez en otras partes del mundo. Existen diferentes teorias
que tratan de explicar el origen y desarrollo de los diferentes tipos de aguacate

(Willams, 1977), pero ninguna ha podido ser probada.

Por ser el aguacate una especie de polinizacién abierta, presenta una gran
variabilidad genética con posibilidades casi ilimitadas para su aprovechamiento
(Bergh, 1992; Schieber y Zentmyer, 1992). Una amplia diversidad de germoplasma
permite el avance del conocimiento botanico y agronémico asi como el desarrollo de
nuevas variedades. Varios problemas pricticos y restricciones mayores en la
produccién de aguacate, tales como enfermedades, salinidad, produccion, calidad,
precocidad a madurez, efc., quizés pudieran encontrar solucion en los recursos

genéticos de Persea (Bowman y Scora, 1992).

De esta manera, la utilizacién de la diversidad genética existente ya sea como
variedades, portainjertos y en general para el mejoramiento de la especie, es

invaluable para el desarrollo del aguacate bajo condiciones de estrés (Ben Ya'acov,



1992; Gama y Gémez, 1992; Schieber y Zentmyer, 1992). Investigaciones sobre la

posible utiizacion de parientes botanicos del aguacate para la obtencién de

genotipos mejorados, han puesto al descubierto un amplio rango de materiales

vegetales que como el aguacate tienen frutos y plantas Uties e interesantes

(Schroeder, 1990).

Cuadro 1. Relacion entre las razas horticolas de

aguacate y sus ambientes de

adaptacién.
Raza horticola Origen  Temperatura Altitud
mediaanual  media anual

°C) (mm) (msnm)
Mexicana: Nativos 135-205  650-2200 950 -2250
(P. americana var. introducidos ~ (20.5-25.5) (300 — 2250) (50 —2350)
drymifolia)
Guatematteca: Nativos 210-280  800-3400 20 - 1200
(P. americana var. Introducidos  (18.0-285)  (250-700) (1850 - 1950)
guatemalensis)
Antilana: Nativos 240-270  1100-3350 50-800
(P. americana var. Introducidos  (19.0-20.0)  (600-700) (1350 - 1450)
americana)

Fuente: Sanchez, P. J. L. 1999,

2.3. Conservacion de germoplasma

Uno de los grandes problemas del siglo XX y posiblemente si no se toman las

provisiones necesarias de! siglo XXI, fue y serd el cambio ciimatico, reflejandose
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entre otros por una acelerada pérdida de recursos naturales y de biodiversidad,
amenazando asi la existencia del hombre sobre el planeta. Por lo que se hace

necesaria la ién de nuevos inci a

evitar y preservar la pérdida de germoplasma de especies vegetales y animales dtiles
al hombre. El germoplasma vegetal es un recurso natural, limitado y perecedero que
proporciona materia prima o genes que debidamente utilizados y combinados por las

téonicas de jorami pueden formar vari nuevas de plantas. Los

genes se encuentran dispersos en especies locales y poblaciones naturales de

plantas, que han sido seleccionadas a lo largo de miles de afios por la naturaleza y

los agri por sus. de i i ia ylo
Sin la disponibilidad de estos recursos para los centros de investigacion agricola la

mejora de variedades no seria posible (Borojevic, 1990).

Lo anterior ha llevado a esfuerzos para la proteccion y explotacién de recursos

naturales, bajo una correcta coleccion, on, ion e

intercambio adecuado de germoplasma vegetal. El objetivo es el garantizar
provisiones para futuras generaciones humanas, lo cual no es simple, ya que
involucra cuestiones, econémicas, técnicas y politicas. Se ha observado el
incremento  significativo del ndmero de colecciones en los centros de
almacenamiento de todo el mundo tanto ex situ como in situ (Villalobos y Engelmann,

1995).



2.4. Marcadores genéticos

Los marcadares genéticos son caracteristicas distintivas que se manifiestan
de manera constante en un organismo o una poblacién, e! hombre generalmente
utiliza estos marcadores para la discriminacién de genotipos cuando utiliza o clasifica
cierto germoplasma. Hay diversos tipos de marcadores genéticos, pero se pueden

definir tres grandes grupos y Los rasgos

morfolégicos son los marcadores més antiguos y més ampliamente usados, y estos
pueden ser 6ptimos para ciertas aplicaciones en el manejo de germoplasma. Su
primera ventaja es la simplicidad y rapidez, bajo costo, para especimenes de

herbario y otros tejidos muertos (Bretting y Widrechner, 1995).

24.1. Marcadores morfolégicos

El mejoramiento de varias especies se complica por algunas caracterlsticas,
por ejemplo Ia ausencia de semillas en algunas variedades de vid (Vitis spp.) y la
maduracién temprana en durazno (Prunus persica (L) Batsch), en donde el fruto
madura antes que el embrién. Otro factor que complica la hibridacion es debido a
que muchas especies frutales son altamente heterocigéticas. Esta heterogénesis,
junto con la carencia de conocimiento genético para muchas de estas especies, da
como resultado una hibridacién seguida de una progenie con caracteristicas

impredecibles (Moore y Durham, 1992)



Los marcadores morfolégicos se han usado en programas de mejoramiento
genético para obtener variedades mejoradas de diversos cultivos. Sin embargo, su
desventaja es su tendencia a ocasionar grandes efectos fenotipicos, ya que
normalmente el marcador se encuentra ligado no sélo a las caracteristicas de interés
sino también a ofras caracteristicas indeseables (Tanksley et al. 1989). La
clasificacion basada en rasgos morfolégicos (Py, 1970), no forma un criterio de
confianza por que estan limitados por efectos ambientales y fenotipicos. Usando
rasgos morfolégicos, puede ser difici el distinguir entre varios cultivares de citricos

(Fang y Roose, 1997).

Muchos de los problemas asociados con los programas de mejoramiento
basados en la estimacion fenctipica de un rasgo agronémico, tales como un mayor
efecto ambiental o herencia cuantitativa, se pueden eliminar por el uso de

diagnésticos basados en ADN. Estas aproximaciones se espera sean ventajosas

en de mejoramiento que involucran rasgos multigénicos o

los cuales son i dificiles cuando se trata de un solo ensayo

fenotipico (Tanksley et al, 1989).

24.2. Marcadores bioquimicos
2421, lsoenzimas

La historia de los marcadores moleculares comienza cuando en 1959 Market y

Moller acufian el termino isoenzima. Las isoenzimas son variantes de una misma



enzima que tienen funcion similar en un individuo, estas fueron el tipo de marcadores
mé&s cominmente usados. La técnica de isoenzimas es relativamente simple y el

equipo requerido es poco costoso (Maore y Durham, 1992).

Las técnicas electroforéticas y el estudio de las enzimas come marcadores en

naturales i una ia de uso i facil en

nuestro medio y de largos alcances por sus diversas implicaciones en diferentes
campos fales como la genética de poblaciones, biologia reproductiva y

fitomejoramiento (Mejia, 1992).

La izacion  de por imas se ha usado para

examinar el grado de diversidad genética y las relaciones entre y dentro de las
especies (Mallikarjuna ot al., 1994). EI uso més conveniente de las isoenzimas es su
aplicacién en investigaciones intraespecificas; cuando gran cantidad de accesiones

se agrupan por estos (Klass, 1998).

Una de las de los i es que pueden

afectarse por condiciones ambientales en diferentes fases de desarrollo (Kuhns y
Fretz, 1978; Falkenhagen, 1985). En suma, el nimero de loci por enzima que se
puede analizar es limitado, y la discriminacién (separacion) de diferentes genotipos
0 es siempre posible. Los marcadores basados en el ADN pueden superar

ampliamente esta limitante y pueden aplicarse exitosamente para discriminar entre
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genotipos individuales en un amplio rango de especies animales y vegetales (Nybom,

1891; Weising et al., 1991)

2.4.3. Marcadores moleculares

24341 ipales usos de los

Los trabajos pioneros con uso de los marcadores moleculares no se

desarrollaron en especies perennes y mucho menos en frutales, sino en especies

como tomate (Lycopersicum esculentum Mill.), maiz (Zea mays L.) y (Arabidopsis

thaliana L. Henyh), en los que existe informacion muy extensa al respecto (Moore y

Durham, 1992)

El analisis genético de especies perennes frutales esta limitado por varios

factores incluyendo el gran tamario de las plantas, largos periodos de juvenilidad

autoincompatibilidad e incompatibilidad cruzada, depresién endogémica y apomixis

(Moore y Janick, 1993).

Tres 4reas iales donde fos pueden ser
utilizados: 1) identi varietal y 2) de loci genético que
afectan un rasgo de i y 3 de

genético, i registro y de
de  hibridos y seleccion dentro de

poblaciones (Clegg ef al., 1995).



La i ia de los se basa en |a infinidad de

aplicaciones que se tienen segin Moore y Durham (1992). Los principales usos de
los marcadores moleculares son de manera general: hacer mapas gendmicos,
andlisis de gemmoplasma como nuevas fuentes de variacion, identificacion de
genotipos, deteccién de hibridos y determinacién de rangos de autocruzas, andlisis
de pedigree, efiquetado de genes que controlan caracteres de importancia comercial,
elaboraci6n de mapas de locus con rangos cuantitativos, estudios de introgresion de
genes, poblacién genética y estudios taxonémicos, expansién de nuestro
conocimiento a la estructura del genoma y mapas basados en reproduccion de
genes. Los marcadores moleculares basados en ADN segiin Tanksley et al., (1989),
se detectan como diferencias o poliformas en la informacién genética entre

individuos.

Segin Castillo (1996), las principales ventajas de los marcadores

moleculares, respecto a los caracteres morfolégicos, proteinas y flavonoides son:
1. No estén influenciados por el medio ambiente,
2. Puede usarse cualquier parte de la planta,
3. Requiere pequefias cantidades de tejido vegetal,
4. EIADN es muy estable en condiciones de un refrigerador comun,

5. Puede obtenerse y registrar un limitado nimero de datos.

Sin embargo, este mismo autor sefiala algunas desventajas de su uso:
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1. Generalmente caracteriza una pequefia parte del genoma y no

" i a caract

-~ 2. Muchos de ellos 50n costosos y requieren equipos especiales.

Para detectar variaciones en el ADN de dos individuos diferentes, se
requiere de técnicas especializadas. Un gran numero de técnicas pueden ser
utilizadas para la deteccion de variacion en el ADN (palimorfismo), algunos de estos.
se basan en la digestion iniciai de ADN con enzimas de restriccién, mientras otras
dependen del uso de una reaccion enzimatica diferente, conocida como reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) (Karp et al., 1997)

2.5. Marcadores no basados en la PCR
2.5.1. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLPs)

Posterior a las it i los como clasicos son

los RFLPs (Restriction Fragment Lengh Polymorphisms) llamados en espafiol
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (Moore y Durham, 1992;

Karp et al., 1997, Moreno et ai., 1997).

La deteccion de RFLPs depende de la variacion natural en la secuencia basica
de ADN entre individuos. Estas diferencias se defectan por el corte de ADN en
fragmentos mediante enzimas de restriccién. EI ADN fragmentado se separa por

tamafio mediante una electroforesis, se desnaturaliza y se transfiere a una

17



membrana, y se hibrida con una sonda de ADN que debe estar marcada para poder
visualizar los fragmentos de restriccion que hibridan con Ia sonda (Moore y Durham,
1992; Rafalski y Tingey, 1993; Karp y Edwards, 1995; Karp et al., 1997 Moreno et al.,
1997).

Segtn Moore y Durham (1992), la accién de los RFLPs tiene ciertas ventajas
sobre las isoenzimas: un modelo de herencia genética simple puede frecuentemente

deducirse, la herencia es i yel es neutral.

La mayor ventaja de los RFLPs sobre las isoenzimas es el numero de marcadores
RFLPs que pueden ser detectados, como las variaciones en la secuencia de
aminoécidos que se realiza para las isoenzimas. Las desventajas del analisis
mediante RFLPs es que estos consumen una gran cantidad de tiempo, se requiere el
uso de materiales radioactivos, es necesaria experiencia en clonacion, elevada

cantidad de ADN, entre otras (Karp y Edwards, 1995; Karp et al,, 1997)

2.6. Marcadores basados en la PCR
2.6.1. Reaccién en cadena de la polimerasa

En 1985, Mullis desarroll un método de amplificacion in vitro de ADN, que
permitio producir grandes cantidades de uno o mas fragmentos especificos
(productos amplificados) a partir de un ADN molde de gran complejidad o bien ARN,
seguido de trascripcion inversa (Mullis, 1990). Lo denominaron reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) (Saiki et



&l 1988; Eriich y Armheim, 1992; White, 1996). Para que praduzca fa amplificacién
de ADN, el método requiere de una ADN polimerasa y uno solo o dos iniciadores. El
ADN amplificado puede ser visualizado por simpie tincion, sin necesidad de una
sonda (en este caso el iniciador hace la funcién de sonda). La PCR detecta

diferencias en la secuencia idica de los de los

individuos en estudio. Estas diferencias se pueden deber al cambio de una a mas
pares de bases en el sitio de union de los iniciadores o a cambios estructurales
mayores que modifican fa distancia de unién entre iniciadores. La PCR ha permitido

el desarrollo de marcadores moleculares que han abierto nuevas perspectivas para

resolver los probl ci de (Saiki ot al., 1988; Karp et al.,

1997; Moreno et af., 1997, Henry, 1998).

Hay un nimero de ventajas en el uso de la PCR en la determinacion de
genotipos a partir de una muestra de ADN. El ensayo toma unas cuantas horas
comparado con a transferencia de ‘Southern’ blotting requerido con los RFLPs, el
cual toma dias o semanas; puede automatizarse, procesa un gran nimero de
muestras para ser répidamente etiquetadas con poca labor requerida. Finalmente la
PCR es econémica en cuanto al ADN; se requiere menor cantidad de ADN desde 10
nanogramos (ng) a diferencia de RAPD, AFLPs y microsatélites que requieren
cantidades de hasta 100 ng (Rafalski y Tinguey, 1993), mientras en transferencia se
requieren nanogramos o microgramos de ADN. En una reaccion de PCR, muchos
loci genéticos distintos pueden ser etiquetados al mismo tiempo por amplificaciones

miiltiples usando muiltiples pares de iniciadores (Elich y Arnheim, 1892).



En afios recientes se ha reconocido que marcadores de ADN basados en

PCR son una poderosa herramienta para andlisis genéticos asi como para

de mejoramiento por su si y faciidad de manejo (Karp y

Edwards, 1995; Karp et al., 1897; Kojima et al., 1998).

en el ADN i por ias aleatorias RAPDs

Con el advenimiento de PCR, un namero de técnicas estrechamente
relacionadas basadas en este principio se desarrollan al mismo tiempo y son
referidas colectivamente como Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (MAAP)

(Caetano-Annoliés, 1994; Karp ef &/, 1997). La més usada de éstas son los analisis

de poli en el ADN por aleatorias, conocidas como
RAPD (Ramdomly Amplified Pelimorphic DNA) por sus siglas en inglés, en las cuales
los iniciadores son usuaimente de 10 a 20 pares de bases y en los cuales los
productos de la amplificacién se separan en geles de agarosa y los productos de
amplificacién se tifien con bromuro de efidio y finalmente son visualizados bajo luz
utravioleta (Williams ef al., 1990). AP-PCR (PCR con iniciadores arbitrarios) (Welsh y
McClelland, 1990) y DAF (Amplificacion de huellas genémicas de ADN) (Caetano-
Annoliés et al., 1991), difieren de los RAPDs principaimente en la longitud del
iniciador, las condiciones de astringencia y en los métodos de separacién y deteccion
de los fragmentos. En todos los casos, el polimorfismo se obtiene al amplificar in vitro
&l ADN genémico con iniciadores escogidos al azar y, por tanto, no es necesario un

conocimiento prévio sobre el genoma del organismo a estudiar (Moreno et al., 1997)
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& polimorfismo es detectado como presencia o ausencia de bandas (Kamp y

Edwards, 1995)

Los RAPDs también han detectado altos niveles de polimerfismo comparado
con los RFLPs en casos donde las dos técnicas se han aplicado para el mismo

material (Karp y Edwards, 1995).

Debido a los problemas de reproducibilidad entre laboratorios y su

de ser i no se aconseja su utiizacién en la
identificacion varietal para el imiento de bancos i de datos
(Wolff et al., 1995).

2.6.3. Polimorfismo en la longitud de os fragmentos amplificados (AFLPs)

La técnica de los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism pér sus
siglas en inglés) se basa en la amplificacién selectiva por medio de la PCR de
fragmentos de restriccién del total de ADN genémico digerido (Vos et al., 1995; Karp
ef al, 1897). Es considerada bésicamente una tecnologia intermedia entre los RFLPs

y RAPDs (Karp y Edwards, 1995). La técnica involucra tres pasos: 1) restriccion del

ADN y ligacién de los de ol idos, 2) selectiva de
de los juegos de fragmentos de restriccion y 3) analisis del gel de los fragmentos
amplificados. Usando este método, se pueden visualizar series de fragmentos de

restriccién por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa sin el conocimiento



i ds la secuencia de nucletidos. Sin embargo, el nimero de fragmentos que pueden
ser amplificados simultaneamente, dependen de la resolucion del sistema de

deteccion. Tipicamente 50-100 fragmentos de restriccién son detectados y

en un gel de poli ida, pueden ser ¥y
codominantes (Karp y Edwards, 1995 Vos et al., 1995; karp et al., 1997). Los AFLPs
proveen una nueva y muy poderosa técnica de marcar ADN de cualquier origen o

complejidad (Vos et al., 1995; Karp et al., 1997).

2.6.4. Minisatélites y microsatélites

se han i la existencia de ias de ADN

extremadamente variables tanto en animales como en plantas. Uno de estos son las
secuencias de ADN en minisatélites que consiste en repeticiones en serie de una
secuencia (Nybon, 1991; Moore y Durham, 1892). Las secuencias estan a menudo
dispersas a través del genoma y representan diferentes loci (Moreno et al. 1998).
En cada locus los alelos pueden representarse por un nimero variabie de
repeliciones de secuencia una tras otra. De esta manera, una simple prueba
homéloga para la secuencia comun puede revelar simultaneamente variabilidad en
muchos loci, produciendo la huella genética de un organismo (Nybon, 1991; Moore y

Durham, 1992).

EI ADN repetitivo en secuencia una tras otra, se puede clasificar en tres clases

1) ADN satélite, el cual muestra unidades de repeticion con una longitud mayor a

2



300 pares de bases (pb), 2) ini ite que las

repeticianes de 9 a 100 pares de bases (pb) y 3) microsatélites o secuencias simples
que exhiben unidades de repeticion de 1 a 6 pares de bases (pb) de longitud

(Hamann et al., 1995)

Rothuizen et al. (1994), probaron la incidencia de mini y microsatélites

repetitivos en el genoma canino, concluyeron que las repeticiones cortas en tandem

de di-, tri- y idos, asi como algunas ias mini pueden ser

usadas potencialmente como marcadores genéticos

2.6.5. Secuencias Simples Repetidas (SSRs)

Conocidas en espafiol como secuencias simples repetidas (SSR: Simple
Secuence Repeat por sus siglas en inglés) o ADN microsatélite mediante PCR
(STMS: Secuence Tagged Microsatélite Site).  también conocidos como
microsatélites tales como (GAJn o (CT)n, son muy abundantes y se encuentran
dispersos en el genoma de la planta (Gupta et al., 1994; Zietkiewics ef al., 1994;
Moreno ef al, 1997; Wu y Tanskley, 1983; Kojima et al,, 1998). Con el uso de esta
técnica se ha observado un alto nivel de polimorfismo, que deriva de diferencias en el
grado de repeticion de la unidad repetida dentro del microsatéiite, resultando en

numerosas variantes ai¢licas (Karp ef al., 1997; Moreno et al., Smith et al., 1997).



Los SSRs ias de oli cortas (Albani y

Wilkinson, 1998), se analizan mediante la amplificacién in vitro de una regién
gendmica corta que contiene la secuencia repetida, y Ia estimacién del tamario de la
longitud repetida por separacién en gel. Una pequefia cantidad de ADN es requerida,
y es posible que el desarrollo de una tecnologia automatizada para manejar RAPDs
o amplificacién de muestras PCR se pueda aplicar directamente a un andlisis de
repeticion simple (Moreno et al, 1997 Albani y Wilkinson, 1998). Los geles de
agarosa pueden usarse para la separacion de bandas, sin embargo, la resolucién de
todos los alelos puede requerir el uso de geles de acrilamida (Rafalski y Tingey,

1993). Son it y altamente i (Karp et al., 1997).

Los SSR se han y usado para i6n de mapas

y etiquetados de ADN en diferentes especies de plantas (Morgante y Olivieri, 1993)
tales como 4rboles tropicales (Condit y Hubbell, 1991), maiz (Tamarino y Tingey,
1996, Simth et al., 1997), Sorghum bicolor (Taramino et al., 1997). Arabidopsis

(Westman y Kresovich, 1998).

Los minisatélites producen bajos niveles de polimorfismo. Esta técnica tiene
desventaja cuando se estudia el polimorfismo intravarietal, ya que sdlo deben
detectarse cambios menores; adem4s de que el disefio de los iniciadores para
etiquetar el locus lleva mucho tiempo y resulta poco practico cuando muchos loci

necesitan ser explorados (Moreno et al., 1998).



2.6.6. Intersecuencias Simples Repetidas (ISSRs)

Recientemente se ha descrito una novedosa técnica molecular que permite la

deteccién  de i en leci minis i asi como mi i sin el

conocimiento previo de la secuencia de ADN (Wu et al., 1994; Zietkiewicz et al.,
1997). Se han propuesto dos nombres para esta técnica: repeticiones de secuencia
simple intena (ISSR-PCR. o ISSR en inglés Inter Simple Secuence Repeal)

(Zietkiewicz et al, 1994) y de mic i i al azar

(RAMPs Random Amplified Microsateliite Polymorphism) (Wu et al. 1994). La
tcnica involucra el uso de un solo iniciador compuesto por una secuencia
microsatélite mas una secuencia arbritaria corta, la cual se ancla a la region
microsatélite y amplifica por medio de PCR la regién entre los dos SSR relacionados
¥ opuestamente orientados (Zietkiewicz ef al, 1994; Yang et al. 1996; Fang y

Roose, 1997; Albani y Wilkinson, 1998; Moreno et al., 1998)

La amplificacién por ISSR puede revelar un mayor nimero de fragmentos por
iniciador comparado con el andlisis mediante RAPDs (WOlff et af., 1995). Zietkiewicz
et al., (1994) fue el primero en usar esta tecnologia para diferenciar entre individuos
altamente relacionados. El andlisis ISSR se ha usado para evaluar diversidad
genética en maiz dentado y para rosetas (Kantely et al, 1995), para identificar
cultivares de crisantemo (Wolff af af., 1995); abeto (Tsumura et al., 1996), sorgo
{(Wepeng ef at., 1996), citricos (Fang y Roose 1997; Fang et al., 1997; Fang e! al,,

1998; Fang y Roose, 1999), trigo (Nagaoka y Ogihara, 1997), melon (Danin et af,
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1998), Penstemon roseus (Wolfe et al, 1998), amoz (Blair et al, 1999),
Calamagrostis (Esselman ef al., 1999), groseliero (Lanhan y Brennam, 1999), Chen
ef al, (1998), la usaron en la identificacién de plantas derivadas del cultivo de
anteras. Kojima et al., (1998), reportan su uso en la elaboracién de un mapa de linaje

en trigos. Moreno et al., (1998), utilizaron esta técnica para la caracterizacién de

de vid y no i i pero
polimorfismo altamente reproducible entre las dos variedades de vid probadas;
Albani y Wilkinson (1998), la utilizaron para detectar variacién somaclonal en papa.
Por su parte Ratnaparkhe et al., (1998), los usaron para efiquetar genes asociados

con enfermedades de garbanzo.

Los ISSR se han propuesto como una nueva fuente de marcadores
moleculares los cuales superan las limitaciones técnicas de los RFLPs y RAPDs
Ratnaparkhe of al., (1998). Esta tecnologia provee un sistema faci, confiable y
altamente informativo para tomar huellas de ADN (Prevost y Wikinson, 1999), Al
respecto, diversos autores han comparado los ISSRs con otras técnicas moleculares
Fang et al., (1997), caracterizaron accesiones de naranjo trifoliado y reportaron que
mediante las isoenzimas y los RFLPs se detectd poco polimorfismo entre las
diferentes accesiones; mientras que, con los ISSRs se generé un mayor nimero de

bandas, considerando a estos mas informativos. Nagaoka y Okijara (1997),

evaluaron diferentes para detectar en trigos y
mencionan que los iniciadores ISSRs producen mayor informacion que los RAPDs y

RFLPs. En estudios de diversidad en arroz, con diferentes marcadores moleculares



Parson et al,, (1997), reportaron un mayor polimorfismo generado a partir de unos

‘cuantos inici ISSRs en i6n con RAPDs e it it Similar a lo
reportado por Esselman et al., (1999), quienes obtuvieron mejores resuitados que
con SSRs. Danin et al., (1998), mencionan haber obtenido similares resultados que
con AFLPs. Por su parte Lanham y Brennam (1999) reportan mejores niveles de

polimorfismo que con AFLPs en la caracterizacion de grosellero.

Dadas sus caracteristicas de generar altos niveles de polimorfismo, altamente

facil manejo, y bajo costo en relacién con otros
se como ideales para el manejo de
gran cantidad de jones, para su izacion, i ion, o

de mapas de ligamiento (Kantely et al., 1995; Tsumura et al., 1996; Yang et al., 1996;

Nagaoka y Okijara, 1997; Prevost y Wilkinson, 1999). El Cuadro 2 muestra la

de algunas isticas entre genéticos

Cuadro 2. C iva de genéticos
RFLPs RAPDs Microsatélif T

Abundancia genémica Alto Muy Alto Medio Alto
Nivel de polimorfismo Medio Medio Alto Medio
Accion génica Codominante  Dominante Codominante  Codominante
Cantidad de ADN requerido 2-10ng 10-25 ng 50— 100 ng 50 - 100 ng
‘Conocimiento de secuencia No No Si Si
Deteccién de Southern Si No No No
Costos de desarrolio Medio Bajo Alto Medio/Alto
Costos de inicio Medio/Alto Bajo Alto Alto




27. i y ica del cultivo del

Si los recursos fitogenéticos se conservan ya sea como semiillas, in vitro, o
como colecciones de campo, los administradores de las colecciones ex sifu
necesitan mantener la integridad de las accesiones conservadas e identificar

duplicados. Se requiere caractefizacion para determinar la identidad de las

Todas las activi de de recursos genéticos requieren
de I caracterizacién de Ia diversidad genética tanto dentro de fas accesiones como
entre eflas, o sea de toda la poblacién que constituye el banco de germoplasma

(Karp et af,, 1997)

En primera instancia esto usualmente implica la descripcién de la variacién de

los caracteres i de i i de

interés directo para los usuarios. D los.

(incluso los bioquimicos) presentan varios inconvenientes entre los que destacan por

su impacto en los resultados y costos:

+ La inconsistencia de las descripciones causada por la influencia ambiental,
provocando que para tener una descripeion confiable sea necesario hacer dicha
descripcién en varios ambientes con un alto costo de recursos humanos, tiempo y

econémicos.

El bajo nimero de descriptores, lo cual repercute en que no tienen adecuada
habilidad discriminatoria, tampoco son suficientes para realizar un muestreo
adecuado del genoma con el fin de tener su huella genética y de ésta manera

estar en posibilidades de estimar las distancias genéticas con respecto a otras

28



e

colectas (Karp et al., 1997).

SISTEHA DE BIBLITECAS
Sin embargo, con el desarrollo de nuevas herramientas biotecnolégicas y

la de ias que analizan &l ADN
ha pemitido a los investigadores realizar un muestreo atamente eficiente del

genoma. La i por dichos tiene varios usos

importantes, entre los que destacan: a) el conocer el grado de relacion genética de
los materiales y en algunas especies, permite la seleccion de progenitores para
maximizar efectos de heterosis; b) la evaluacion de pureza genética y descripcion
varietal con gran precision y enorme poder de discriminacién. Dichas metodologlas
también son (tiles para la identificacion de lineas o materiales que deben
preservarse para maximizar la diversidad genética de un banco de germoplasma

(Karp et al., 1997)

Diversos marcadores moleculares de ADN como RFLPS, AFLPs, RAPDs ¥
SSRs han sido usados en los Gltimos afios para estudiar la diversidad genética en
distintas especies, (Weising ef al, 1995; Guillén et af., 2000). La metodologia de

deteccion de poli en la longitud de de restriccion (RFLP) fue de

Ias primeras usadas con estos objetivos, con ella pueden compararse decenas o
cientos de Joci polimorficos en varias plantas cultivadas; puede ser altamente

discriminativa y dar un muestreo del genoma suficientemente amplio.

Con la implementacion de la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) con

el fin de amplificar ADN, nuevos procedimientos basados en ella han sido
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desarroliados como son: el método de deteccién de polimorfismos en Ia longitud de
fragmentos amplificados (Vos ef al, 1995) que es una poderosa técnica de
marcadores de ADN concebida originalmente para construir mapas de marcadores
de ADN de alta densidad. Se basa en la deteccion de una amplificacion selectiva de
fragmentos de restriccion de ADN genémico. Ef ADN es cortado normalmente con
dos endonucleasas de restriccion, una de corte raro y otra de corte frecuente; los
productos de éstas digestiones se ligan a secuencias conocidas de ADN de doble

cadena llamadas la secuencia adaptador-sitio de restriccion de estos

fragmentos sirve como ADN bianco para las posteriores amplificaciones. Por su
confiabilidad, reproducibilidad y potencia, esta técnica se considera altamente versatil
y de gran utiidad para produccin de huellas genéticas” de ADN, andlisis de

diversidad genética y construccién de mapas genéticos.

Otro procedimiento es mediante el polimorfismo en el ADN amplificado por
secuencias aleatorias (RAPD; Williams et af, 1990), que consiste en fa amplificacion
de ADN genmico utilizando oligonuclestidos con una secuencia de bases en un
orden al azar. Normalmente un sélo oligonuclestido es utilizado como iniciador y las
regiones flanqueadas por repetidos invertidos con homologia al cligonucledtido, son
amplificadas de acuerdo a las condiciones normales para ampiificacion por PCR, por

Io que fragmentos pequefios y grandes tendran oportunidad de ser amplificados. En

estos cada uno de los por el uso de

iniciadores con una secuencia de bases aleatoria representaria un jocus especifico

en el genoma y los poli pueden ser el resultado

de varios tipos de eventos: a) insercién de grandes fragmentos de ADN entre los dos
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sitios de alineacion lo que origina un fragmento muy largo provocando que se pierda;
b) la delecién de un fragmento de ADN que lleve uno de los dos sitios de alineacién
Io que provoca también su pérdida; c) la substitucion de un nucledtido que puede
afectar ef alineamiento de uno de los dos iniciadores por cambios en la homologia lo
‘que provoca la ausencia o presencia del polimorfismo o el cambio en el tamafio del
fragmento; y d) insercion o delecion de pequerios fragmentos de ADN o que origina
cambios en el tamafo del fragmento. En la préctica, sin embargo, cambios en el
tamafio son raros. Un fragmento particular de RAPD esta usualmente presente (alelo
‘A) o ausente (alelo 'a’) la cual es una distribucion tipica para marcadores
dominantes. Un fragmento se ve unicamente cuando es homocigoto (AA) o
heterocigoto (Aa), y su ausencia da a entender la presencia del genotipo (aa). Los
RAPD son una técnica muy poderosa por su simplicidad, la calidad de los datos que

proporciona y su aplicabilidad en cualquier genoma es especialmente dtil para la

de vari y monitoreo de la pureza genética.

Otra metodologia es la deteccion de secuencias simples repetidas o cortas
(SSRs) (Akkaya et al., 1992; Senior y Heun, 1993). Las SSRs son secuencias de
ADN que tienen una unidad nicleo de dos o cinco nucledtidos tales como (AT);
(CTT) y (ATGT) las cual estan repetidas en tandem y dispersas por todo el genoma.
Estas pequefias secuencias son la base del PCR ya que se utilizan iniciadores
complementarios a las regiones que las flanquean, las cuales son generaimente
conservadas entre genotipos de la misma especie, amplificando de esta manera los
fragmentos que contienen las SSR. El polimorfismo es creado cuando los productos

de PCR de diferentes individuos varian en longitud como resultado de la variacion en
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| e ntmero de unidades repetidas en las SSR. Varios investigadores han

iado su
desamrallo y uso en un amplio rango de especies de plantas, como por ejemplo: maiz
(Zea mays L), (Senior y Heaun 1993), trigo (Trificum aestivum L), (Devos e
al.1995) soya (Glycine max L), (Akkaya ef al., 1992; Morgante y Olivieri, 1993),
cebada (Hordeum vulgare L.), (Saghai-Maroof et al, 1994), arroz (Oryza sativa L),
(Wu y Tanksley, 1993; Zhao y Rochert, 1993), aguacate (Persea americana Mill),

(Lavi et al,, 1991), y muchas otras.

En general estos nuevos métodos son igualmente eficientes para discriminar
variedades y evaluar la pureza genética en distintos materiales, con la ventaja de que
son mucho més rapidos que los RFLP y el uso de uno u otro depende basicamente
de la especie. Ademss, se puede sefialar que la utilizacién de estas técnicas que
detectan polimorfismos al nivel de ADN, permite el muestieo de cientos de
pseudoloci (fragmentos de ADN de peso molecular especifico), posibilitando el
muestreo aleatorio de una gran parte del genoma de la especie y permitiendo por
tanto un estudio mucho més minucioso de Ia variabilidad intra e inter poblacional

(Akkaya ot al., 1992; Senior y Heun, 1993).

El mejoramiento de los cultivos tiene tres objetivos fundamentales: el primer
objetivo es manipular cruzamientos sexuales para combinar genes deseabies de
diferentes linajes en uno solo. E! segundo objetivo es seleccionar genotipos
deseables a partir de combinaciones complejas de genotipos resultados de la
reproduccién sexual. Y el tercer objetivo es mantener y propagar aquellas

combinaciones genotipicas que son mas utiles para el fitomejorador. Los marcadores
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genéticos suministran valiosas herramientas para ayudar en la creacién de las
combinaciones genéticas deseadas, y en la identificacién y seleccion de genotipos

deseables (Clegg, 1999).

2.8. Marcadores moleculares en aguacate

El aguacate al igual que otras plantas cuenta con fa presencia de metabolitos

secundarios (taninos, fenoles) que inhiben la accién de enzimas y otros compuestos,

se dificulta el del ADN con respecto a las especies Gue

tienen pequefias canti de esos &l ADN obtenido es
de baja pureza e inmanejable para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se
han hecho pocos estudios biotecnolégicos en aguacate en los cuales se involucra el

ADN.

En un estudio hecho por Huanosto (2000); para la caracterizacion de tres
especies de aguacate (Persea americana, Persea tolimenensis y Persea
schiedeana), utiizando RAPDs como marcadores moleculares, se utiiizaron hojas
jévenes para la extraccion de ADN. Los métodos utiizados fueron el de Dellaporta of
al., (1983); Plant DNAZol (GIBCO) y el de CTAB, encontrandose que la cantidad de

ADN que se obtuvo fue de baja calidad y cantidad.

Clegg et al, (1999), mencionan la comparacién de tres técnicas de

marcadores moleculares ISSRs, RAPDs y RFLPs para la identificacién de genotipos.



-@m aguacate de la variedad ‘Bacon’, ‘Fuerte’ y ‘Zutano'. Para este trabajo se aisi6

ADN de i de las vari i usando una 1 ion del

método de exiraccion de Rawson ef al., (1982); descrito por Kobayashi et af., {2000).

Sharon et al, (1997); utilizaron marcadores moleculares como: RAPDs y SSR
para construir un mapa gendtico con los cultivares de aguacate ‘Pinkerton’ y
“Ettinger’. La extraccion de ADN la realizaron con hojas jévenes, utilizando el método

de Murray y Thompson, (1880); con modificaciones descritas por Lavi et al, (1991).

Los marcadores ISTR (nverse Sequence-Tagged Repeal) demostraron su
eficiencia en la deteccién del polimorfismo existente entre los diferentes genotipos.
Los valores de disimilitud obtenidos oscilaron desde 0.24 entre las variedades
‘Suardia’ y ‘Hass' hasta 1.00 entre Ias variedades ‘Lula’ y "Los Moros’ o ‘CHI-3' con
un promedio de disimiltud de 0.78. La eficiencia del UPGMA para estimar las

refaciones genéticas entre las fue mediante el de

comelacién cofenética, el cual indicé que el grado de distorsion en los estimados de
disimilitud fue minimo. Los grupos ecologicos no estuvieron representados
adecuadamente en el dendrograma, de forma tal que los genotipos antillanos,

y mexi se distri en él. Se discute la

utilidad de los marcadores /STR para la identificacion de genotipos y estimacion de la
diversidad genética entre las variedades comerciales de aguacate (Ramirez et al.,

2002)



Las correlaciones entre los datos fenotipicos, AFLP y microsatélites, sugieren
la conveniencia de usar estimadas de distancias genéticas basado en sistemas de
marcadores de ADN como un indicativo de la diversidad fenotipica en variedades de

aguacatero (Fuentes et al,, 2005).



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Determinacion del protocolo de aislamiento de ADN genémico de aguacate
3.1.1. Material genético

£l material vegetativo utilizado fue colectado del Banco de Germoplasma del
Campo Experimental (INIFAP) de la Ciudad de Uruapan, Michoacan. Se
seleccionaron cinco individuos de cada una de las razas: Antillana, Mexicana y
Guatemalteca, las colectas utilizadas se indican en el Cuadro 3. De las 15 plantas en
seleccion se corté una hoja de cada una de ellas, eliminando la nervadura central

con la ayuda de tieras; posteriormente, cada una se colocd en bolsas de glacine

marcadas e identif para su i el

Cuadro 3. Colectas de aguacate criollo utilizadas en las extracciones de ADN.

Raza
Mexicana Antillana Guatemalteca
1 681-04 6. 659-02 1" 670-06
2 681-03 7 660-01 12 670-05
3. 681-02 8. 661-04 13. 670-03
4 681-01 9. 661-03 14. 670-01
5. 680-02 10. 661-01 15. 674-01

3.2, Protocolos de aislamiento de ADN
En el presente trabajo de investigacion se probaron cinco protocolos de
aislamiento de ADN genomico: Clarke et al. (1989), Istvan-Nagy et al. (1998)

Modificado, Dellaporta et al., (1983), Saghai- Maroof et al., (1984) y el método de



Clarke et al., (1989) i enel o de bi ia (INIFAP, Uruapan).

* odos los protocolos indicados se han utilizado con éxito en diferentes especies

vegetales a excepcion del de Clarke et al, (1989) modificado.

En todos los i de ais i de ADN se iz6 la cantidad

de tejido foliar utilizado. Con excepcién del métado propuesto por Saghai-Maroof et
al, (1984) el tejido foliar fue colectado el dia previo a su procesamiento y se
almaceno a una temperatura de -20 °C. A continuacion se describe cada uno de los

protocolos probados.

3.1.2.1. Protocolo propussto por Clarke et af., {1989).
1. Se colectan de 2 a 3 segmentos de hojas (10 cm, c/uno) jovenes por muestra
(200 mg) y se colocan en tubos de pléstico de 2.0 ml o en bolsas de glacine.

Almacenar inmediatamente en una hielera para su transporte al laboratorio.

~

Obtener la savia de cada muestra con ayuda de! extractor agregando 1.0 mi de la
solucién extractora. Agua bidesionizada (ddH;0), Cloruro de Sodio (NaCl),

Tri b (Tris), Acido Etil ino-Tetracético de Sodio Dihidratado

(EDTA), Poli-vinil Pirrolidona (PVP), Bromure de Hexadecil-Trimetril-Amonio

(CTAB), Beta M to-Etanol (BME), las se describen en

el Cuadro 4.

[

Incubar el extracto en un horno a una temperatura de 65 °C durante 30 min. Agitar
suavemente cada 15 min. Posteriormente se destapan los tubos y se dejan enfriar

durante 5 min.



| &

4. Agregar 1.0 mL de la mezcla {24:1). Mezclar de5

2 10 min. Centrifugar a 3200 rpm por 10 min.
5. Transferir 600 uL de la fraccion acuosa a tubos Eppendorf nuevos de 2.0 mL
Agregar 15 L de RNAsa (10mg/mL) e incubar durante 15 min.

Se recomienda hervir la RNAsa durante 10 minufos previo uso

6. Agregar 500 L de la mezcla (1:1) mezclar de5a10
min posteriormente centrifugar durante 10 min a 3200 rpm. Transferir la fase
acuosa (500 uL) a tubos nuevos.

Preparar la mezcla de fenol:cloroformo previo a su uso.

7. Agregar 750 k. de etanol absoluto completamente frio. Colocar los tubos a -80 °C
por 30 min y centrifugar de 5 a 10 min a 3200 rpm.

8. Decantar el etanol y lavar la pastilla con 500 L de etanol al 70 %, centrifugar de 5

a 10 min a 3200 rpm.
9. Decantar el etanol (70 %) y secar los tubos invirtiéndolos durante 30 min,

resuspender sobre 500 L de solucién Tris y EDTA (TE} frio.

Cuadro 4. Componentes de reaccion de la solucién extractora en el protocolo
descrito por Clarke et al., (1989).

Componente Concentracion 20 mL 00 mL
final

4dF;0 3aml TomL
5000 mM NaCl 2100 MM 8.4mL 13 mL
1000 mM Tris’ 100 mM 20mL 42 mL
500 mM EDTA' 150 mM 6.0mL 30mL
PVP 20% 04g 209
CTAB 20% 049 20g
14000 mM BME 140 mM 02mL 1mL
TPH 8.0



1.

>

Protocolo propussto por Istvan Nagy et

, (1998).

Colectar 3.5 cm? de tejido foliar fresco sin nervadura. Transferir la muestra a un

mortero, adicionar nitrégeno liquido y moler hasta obtener un polvo fino.

. Transferir el tejido foliar molido a un tubo Eppendorf de 2.0 mL. Agregar 1.0 mL de

la solucion de extraccion, Agua desionizada (dH;0), Cloruro de Sodio (NaCl),
Trizmabase (Tris), Acido Etienediamino-Tetracético de Sodio Dihidratado
(EDTA), Pali-Vinil Pirrolidona (PVP), Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), Beta
Mercapto-Etanol (BME), las cantidades empleadas se describen en el Cuadro 5,
tapar los tubos y mezclar suavemente durante 15 min hasta incorporar
perfectamente la solucion con la muestra de tejido foliar.

Adicionar 450 pL de fenol equilibrado, posteriormente agregar 450 ul de la
mezcta cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y agitar suavemente durante 10 min.
Centrifugar por 10 min a 12,000 rpm. Transferir el sobrenadante a tubos nuevos
Eppendorf y agregar 500 L de isopropanol.

Dejar precipitar durante 10 min a temperatura ambiente, agitando mediante

inversion suave.

. Centrifugar 10 min a 12,000 rpm y eliminar el sobrenadante. Lavar la pastilla con

500 L de etanol frio al 70 %.

. Centrifugar a 12,000 rpm, durante 5 min a temperatura ambiente. Eliminar el

sobrenadante y dejar secar la pastilla durante 10 min

. Resuspender la pastilla de ADN en 100 L de soiucién Tris y EDTA (TE)



Cuadro 5. Componentes de reaccion del amortiguador wtilizado en el protocolo
descrito por Istvan Nagy ef al, (1998).

Componente Concentracion 20mL 100 mL
final

K0 TTmL 5amL

1000 mi Tris' 100 mM 20mL 10mL

5000 mM NaCl 500 mM 20mL 10mL

500 mM EDTA' 50 mM 20mL 10 mL

SDS 3.0% 30mL(20%)  15mL (20 %)

PVP 1.0% 02g g

14000 mM BME 10 mM 0.014 mL 0.070 mL

'pH 8.0

3.1.2.3. Protocolo propuesto por Dellaporta et af., (1983).
1. Macerar 200 mg de tejido foliar fresco en un mortero, adicionando nitrégeno
liquido. Transferir el tejido molido a un tubo de pléstico de 2.0 mL y agregar 1.0

mL de la solucién de extraccion. Agua bidesionizada (dH,0), Cloruro de Sodio

(NaCl), Tri: base (Tris), Acido Eti -Tetracético de Sodio Dihidratado
(EDTA), Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), Beta Mercapto-Etanol (BME), las

cantidades empleadas, se describen en el Cuadro 6.

L

Incubar a 66 °C por 16 min en bafio Maria. Agregar 800 L de acetato de potasio
5000 mM. Mezclar suavemente por inversion e incubar por 60 min manteniendo

los tubos en hielo. Centrifugar durante 30 min a 4000 rpm, de 4 a 10 °C.

@

Transferir el sobrenadante a otro tubo de plastico de 2.0 mL y adicionarle 1.0 mL
de isopropanol frio, mezclar ligeramente por inversion e incubar a -20 °C, de 30 a

60 min.
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E‘. ‘Con un gancho de vidrio transferir e ADN a un tubo nuevo Eppendorf de 2.0 mL.

" Agtegar 35 L de solucion Tris y EDTA (TE)

5. Agregar 2 uL de RNAsa (10 mg mL™") e incubar a 37 °C, durante 1 h. Detener la

reaccién con 37 uL de acetato de sodio 3000 mM y 250 L de isopropanol frio,

incubar a -20 °C durante 2 h.

6. Colectar y transferir el ADN a un nuevo tubo Eppendorf de 2.0 mL con un gancho

de vidrio, lavarlo con etanol al 80 %, decantar el etanol y esperar hasta que se

evapore totalmente. Resuspender el ADN en 50 pi de amortiguador Tris y EDTA

(TE)} y almacenar las muestras de ADN a 4 °C hasta su uso.

Cuadro 6. Componentes de reaccion de la solucién extractora utilizada en el
protocolo descrito por Dellaporta et al., (1983).

Componente Concentracién 20mL 100 mL
final
ddH.0 13.24 mL. 6.7
1000 mM Tris* 100 mM 20mL 10 mL
5000 mM NaCi 500 mM 20mL 10 mL
500 mM EDTA' 50 mM 20mL 10mL
SDS 1.3% 26mL(10%) 13mL (10 %)
14000 mM BME 20% 0.040 mL 0.200 mL.
PH 8.0

3.1.2.4. Protacolo propuesto por Saghai-Maroof et al., (1984), modificado por
Hoisington et al. (1994).

1. Utilizar hojas de plantas cuttivadas en campo o invernadero y es recomendable

procesar hojas jévenes con ausencia de 4reas necrticas y sin lesiones

producidas por plagas y enfermedades. En el caso de que las hojas presenten

nervadura central gruesa, eliminarta.
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2. Cortar fas hojas en secciones y colocarlas en bolsas de malla de fibra de vidrio
(10 x 15 cm). Dentro de la bolsa inciuir una etiqueta de identificacion de la
muestra, Adicionar nitrégeno liquido y colocar las muestras inmediatamente en el
liofitizador por 96 h.

3. Transcurridas las 96 horas, sacar las muestras def liofilizador y moler las muestras
de tejido foliar en un mortero hasta lograr un polvo fino. Posteriormente colocar
aproximadamente 1.0 mL de tejido en un tubo nuevo Eppendorf de 15.0 mL.

4. Agregar 4.0 mL de solucién extractora. Agua desionizada (ddH;0), Cloruro de
Sodio (NaCl), Trizma-base (Tris), Acido Etilenediamino-Tetracético de Sodio
Dihidratado (EDTA), Poli-Viril Pirrolidona (PVP), Bromuro de Hexadecil-Trimetril-
Amonio (CTAB), Beta Mercapto-Etanol (BME), las cantidades empleadss, se
describen en el Cuadro 7 (precalentada a 65 °C) al tubo que contiene el tejido
molido. Para evitar que el tejido se compacte, es mejor distribuirlo sobre las
paredes laterales del tubo artes de agregar la solucién amortiguadora. Mezclar
coh suavidad invirtiendo el tubo varids veces

5. Incubar durante 90 min en un horno a 65 °C, agitando los tubos continuamente
con suavidad.

6. Retirar del horno los tubos, esperar 5 min para que se enfrie la solucién y agregar

4.0ml de (24:1). Agite los tubos de 5.a 10 min.
7. Centrifugar durante 10 min a 3200 rpm a temperatura ambiente.
8. Vertir la capa acuosa superior en tubos nuevos Eppendorf de 15.0 mL. Agregar 4.0
mL de cloroformo:octanol y agitar suavemente de 5 a 10 min. Centrifugar durante

10 min a 3200 rpm a temperatura ambiente.



EO.H!‘ pipeta, trasladar la capa superior acuosa a tubos nuevos de 15.0 mL que

" contengan 30 uL de 10 mg mL" de RNAsa A, mezclar invirtiendo con suavidad
los tubos e incubar durante 30 min a temperatura ambiente.

10. Agregar 4.0 mL de isopropanol, cuidando que este se encuentre frio. Mezclar
invirtiendo los tubos con suavidad.

11. Con un gancho de vidrio trasladar el ADN a nuevos tubos de 2.0 mL y

resuspender el ADN en 500 uL de solucién Tris y EDTA (TE).

Cuadro 7. Componentes de reaccion de la solucion extractora utiizada en el
protocolo descrito por Saghai-Maroof et al, (1984), modificado por
Holsmglun ot al., (1994).

Componente Concentracion 100 mL 300 mL
. final
dH,0 7.0mL 68.0mL
1000 mM Tris' 100 mM 10.0mL 40.0mL
5000 mM NaCl 700 mM 42.0mL 168.0 mL
500 mM EDTA? 50 mM 300 mL 120.0 mL
PVP 20% 209 80g
CTAB 3.0% 309 1209
14000 mM BME 140 mM 1.0mL 40mL
PH 7.5, %pH 8.0

-

3.1.25. Protocolo propuesto por Clarke et al, (1989) modificado en el
faboratorio de biotecnologia (INIFAP, Uruapan).

1. Se colectan de dos a tres segmentos de hojas (10 cm, c/uno) jévenes por muestra
(200 mg) y se colocan en tubos de plastico Eppendorf de 2.0 mL o en bolsas de
glacine. Las muestras se almacenan en una hielera mientras se transportan al

laboratorio.
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2. En un mortero se muelen las muestras adicionando nitrégeno liquido, hasta
obtener un polvo fino y se agrega 1.0 mL de la solucion extractora. Agua
desionizada (ddH,0), Cloruro de Sodio (NaCl), Trizma-base (Tris), Acido
Etilenediamino-Tetracético de Sodio Dihidratado (EDTA), Poli-Vinil Pirrolidona
(PVP), Bromuro de Hexadeci-Trimetril-Amonio (CTAB), Beta Mercapto-Etanol

(BME), las cantidades empleadas, se describen en el Cuadro 8.

. Incubar el extracto en el horno a 65 °C durante 45 min. Agitar suavemente cada

5 min posteriormente se destapan los tubos y se dejan enfriar durante 5 min

»

Agregar 1.0 mL de la mezcla cloroformo:octanol (24:1). Mezclar suavemente de 5

210 min y centrifugar a 3200 rpm por 10 min

b

Transferir 600 pL de |a fraccion acuosa a tubos nuevos Eppendorf de 2.0 mL

Agregar 500 L de la mezcla cloroformo:octanol (24:1), mezclar suavemente de 5
a 10 min, posteriomente centrifugar durante 10 min a 3200 rpm. Transferir la

fase acuosa (500 pL) a tubos nuevos.

~

Agregar 15 uL de RNAsa (10 mg/ul) e incubar durante 30 min a 37 °C

Se recomienda hervir la RNAsa durante 10 minutos previo uso

Agregar 75 pL de 5 M NaCl y 750 uL de etanol absoluto frfo. Colocar los tubos a

-80 °C por 30 min, centrifugar durante 15 min a 3200 rom.

Decantar el etanol y NaCl, secar invitiendo los tubos durante 30 min.
Resuspender sobre 150 uL de solucién Tris y EDTA (TE) y almacenar la muestra
de ADN a 4 °C hasta su uso.

A veces es necesario utilizar pafiuelos faciales para secar completaments los
tubos.
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Caadiro 8. Componentes de reaccion de la solucion extractora utiizada en el
protocalo descrito por Clarke e al., (1989), modificado en el laboratorio de
Biotecnologfa (INIFAP, Uruapan)

Components Concentracion 20mL 100 mL
final

@0 34mL T7.0mL

4000 mM Tris' 100 mM 20mi 10.0 mk

5000 mM NaC! 2100 mM 8.4mL 420mL

500 mM EDTA' 150 mM 6.0 mL 30.0mL.
40% 08g 40¢

PVP 40% 089 40g

14000 mM BME 140 mM 0.200 mL. 1.0mL

ToH 8.0

3.2. Colecta del material vegetal

En esta fase de investigacion se colectaron muestras de 231 accesiones de
aguacate Persea americana raza mexicana, existentes en el Banco de Germoplasma
del Campo Experimental de Uruapan; Michoacén. De cada colecta se tomaron tres
segmentos de 10 cm de fongitud de hojas jévenes y visiblemente sanas, las hojas se
guardaron en bolsas de glacyne, se efiquetaron e inmediatamente fueron
almacenadas en hielo; para su posterior traslado al laboratorio de marcadores

genéticos v del campo CEFAP del Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de Uruapan,

Michoacan. En la Figura 1 se muestran los sitios de procedencia de las colectas y en

el Cuadro 9, se indican los materiales dos y i para lai
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Figura 1. Ubicacién de los sitios de procedencia de frutos de aguacate (Persea
americana Mill) raza mexicana.



¢ Cuadro 9. Identificacion de los sitios de las 77 colectas de aguacate (Persea
i ‘americana Mill) raza mexicana
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3.3. Cuantificacién del ADN
El ADN aislado fue cuantificado en un espectrofotometro (DR/4000 U
HACH™), utilizando 40 pL de ADN més 1960 uL de solucién TE (relacion 1:50) por

muestra, registrandose las lecturas a longitudes de onda de 260 y 280 nanoémetros
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-para estimar la i6n de ia (260/280). La ién del ADN de

‘¢ada una de las muestras fue determinada de acuerdo a la siguiente relacion.

TADN pg L

= [(ABS 260) (50) (50 pg pL"')11000]

Donde:

[ADN ug uL"] = Concentracién del ADN en ug L™

ABS 260 = Longitud de onda que mide el espectrofotémetro en nanémetros
50 = Factor de dilucién (relacion 1:50)

50 pg L™ = Cantidad de ADN cuando el valor de absorbancia es de 1.0
1000 = Factor para llevar la concentracién de AND a g pL™*

Finalmente se prepara un gel para verificar la calidad del ADN.

3.4. Electroforesis en gel de agarosa

Los geles para determinar cualitativamente la calidad del ADN se hicieron
disolviendo 1.4 g de agarosa ultra pura (GIBCO, BRL™) en 200 ml (0.7 %) de
amortiguador TAE 1X, utiizando una camara de electroforesis horizontal Maxicell
EC380M™. La alicuota de carga incluy6 3 ulL de azul de bromofenc! (5X SGB} y 2 uL
de cada muesira de ADN. Finaimente se colocaron 4 L del marcador molecular A
{25 pg L") como marcador estandar. El gel se corrié a 60 voltios por un tiempo de
1.30 horas, posteriormente, el ADN se ajusté a una concentracién de 20 g L' para

finaimente ser almacenado a -20 °C y continuar con las determinaciones.
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95, Caracterizacién genética por ISSRs
A5.1. Iniciadores

Para detectar las diferencias a nivel de ADN entre los genotipos muestra se
uthizaron secuencias del tipo ISSRs, el nimero y caracteristicas de las secuencias

iniciadoras de cada tipo de marcador se presentan en el Cuadro 10.

Cuadro 10. ISSRs utilizadas en la caracterizacién de colectas de aguacate (Persea
americana Mill.) de la raza mexicana.

Namero identificacion Tniciador”
1 ‘Agubanuru03-6 HVA(CAT
2 Agubanuru03-22 (CTHRC
3 Agubanuru03-31 (AG)G
4 Agubanuru03-32 (CAX"
5 Agubanuru03-34 (GAXC
6 Agubanuru03-35 (AGHC
7 Agubanuru03-36 (AG)T

"La temperatura de alineamiento fue de 52 °C

3.5.2. Condiciones de amplificacién
3.5.2.1. Mezcla de reaccién
El volumen total de reaccion fue de 20 pL, y estuvo constituido por los

componentes desglosados en el Cuadro 11.
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Guasire 11, Componenﬁas de la mezcla de reaccion para la amplificacion de ADN de
uacate

colectas ag ea americana Mil) raza mexicana,
mediante ISSRs
! final Volumen total
+"Vatumen final B 2000
ddH,0 9.3 4L 934l
Amortiguador de Taq X 22pL
MgCl, 2mM 0.8 L
Mezcla dNTPs 187 pL 154l
Enzima Taq 1U 02
Iniciador 1.0 iM 204
ADN Templado 40ng 40uL

3.5.2.2. Programa de amplificacién

Para la amplificacién mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
se us6 el temociclador MJ Research DNA Engine Tetrad®, enfriado por agua. El
programa de ampificacién estuvo compuesto por un ciclo inicial de amplificacion de
94 °C por 4 min; 35 ciclos de 94 °C por 1 min para separar, 52 °C por 1 min de
alineacion, y 72 °C por 2 min de extensién; y un ciclo de extension final de 72 °C por

5 min (Figura 2).



Figura 2. Programa de amplificacion utilizado con muestras de ADN de las colectas
de aguacate y secuencias iniciadoras del tipo ISSRs.

36 is en gelos de

3.6.1. Montaje del sistema Sequi-Gen

Se utilizaron sistemas de vertical (Sequi-Gen® GT
Cell BIO-RAD), el primer paso fue limpiar las placas de vidrio varias veces con dH0
y alcohol de cafia al 96 %. Después de haber limpiado meticulosamente las placas,
se procedit a preparar las soluciones adherente y repelente. Placa corla (solucién
adherente). La solucion adherente se prepard con 950 L de EtOH, 40 pL de dH,0, 5
4L de CH; COOH y 5 pL de Bind-Silane; se hizo una sola mezcla de estos reactivos
¥ se distribuyé uniformemente sobre toda la superficie de Ja placa, transcurridos un
par de minutos se eliminaron los excesos con pafiuelos faciales impregnados con
alcohol de cafia al 96 %. Placa larga (solucién repelente). Se tomaron 1000 pL de
Sigmacote, de igual manera se distribuyo sobre la superficie de la placa y se dejo
transcurrir un par de minutos y después se eliminaron los excesos con pafiuelos

faciales impregnados con alcohol de cafia al 96 %.



Después de haber vertido las soluciones, se procedié al montaje del sistema,
sobre la placa corta se colocaron los espaciadores de aproximadamente 0.8 mm de
grosor, y se colocs encima fa piaca larga, ajustandose ambas placas con los brazos
sujetadores, y colocando la base para que la poliacrilamida no se fugara. Se prepact
e gai hasta que el sistema fue montado, se vaci6 fa poliacrilamida entre las dos
placas cuidando que no se formaran burbujas, ya que estas o permitirian el buen
cormimiento de las muestras, se inserté el peine en posicién invertida entre las placas,
con fa finalidad de formar un solo pozo a fo largo de toda la parte superior del gel, en
donde al polimerizar se volted el peine para formar el niimero requerido de pozos, la

polimerizacion tardé aproximadamente 45 min.

3.8.2. Preparacion de geles de poliacrilamida al 6 %
La separacion de los amplicones se hizo en geles de poliacrilamida (37.5:1) al

6 % en sistemas verticales de de 38 x 50 cm, Sequit GT (BIO-

RAD®). La solucién amortiguadora TBE 1X (0.09M Tris-Acido bérico y 2 mM de
EDTA). Se utilizaron como catalizadores de la polimerizacion persulfato de amonio al
25 % hasta obtener una concentracién final de 0.028 % y 0.11 % de TEMED®. Esta
solucion se debe mezclar perfectamente antes de verterse. Por cada 20 L de
amplificacién se agregaron 5 kL del colorante 5X SGB-XVC (M Tris pH 8.0, 0.5 M
EDTA pH 8.0, 25% sucrosa, BPB 2 mg ml", XC 2 mg mi") y se cargaron 7 L

aproximadamente de tos amplificados y se corrieron a 120 W durante 3h
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{“Cuadro 12. Componentes de reaccion para la preparacién de geles de poliacrilamida
i para la separacion de amplicones de tipo ISSRs.

Components Concentracion final omL
dH,0 - 675mL
TBE (10X) X 9.0mL
Poliacrilamida 37.5:1 (40 %) 6% 135mL
APS (25 %) 0.028% 100 uL.
TEMED® (100 %) 0.11% 100 L.
37 ion de

La deteccion de los fragmentos amplificados se hizo mediante tincién con
nitrato de plata, el procedimiento utiizado se describe a continuacion: en una charola
conteniendo 2.0 L de solucién fjadora (1780 mL de dH,0, 10 mL de CH; COOH mL
de EtOH), se sumergié la placa corta, con el gel adherido, durante 15 min. En
agitacién suave y constante. Se recuperd la solucion para volverse a usar en el paso

final de la deteccion.

Se agregan 2 L de la solucién de nitrato de plata (2 L dH,0 m4s 4 g AgNOs) a
la charola conteniendo el gel. La incubacién se hizo durante 15 min. En agitacién
suave y constante, se fecupera dicha solucion, y se conserva a temperatura

ambiente y i contra la luz. el gel se enjuaga rapidamente

con agua destilada con la finalidad de efiminar los excesos de nitrato de plata.
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1. Enseguida se realiz6 un lavado con 2.0 L de la solucien reveladora (2.0 L de
u.o mas 60 g de NaOH) agregandola justo antes de usarse el formaldehido en
Wotucion al 37 % éste Gltimo necesario para obtener una concentracién final del
0.0925 %. En este paso se recomienda realizar la agitacion a una velocidad mayor
con la finalidad de evitar la formacién de *manchas” en el gel. El iempo de duracién
n este paso es variable de acuerdo a los resultados esperados aproximadamente 8
min, finalmente se enjuaga el gel con la solucion fijadora recuperada y de esta

manera detener |a reaccion.

Los geles se conservaron en los cristales, se utilizé el programa de fotografias
Kodak Digital Science ID para obtener una imagen digitalizada y capturar la

informacion necesaria en una base de datos.

3.8. Anilisis de datos moleculares

3.8.1. Captura y verificacién de datos moleculares

Para cada colecta se determin6 el nimero de bandas (i.e alelos) visualizados
en los geles de poliacrilamida por cada iniciador (i.e locus microsatélite). asf como el
registro del grado de polimorfismo detectado para cada linea analizada, generandose
con esto una matriz binaria, en donde la ausencia de bandas se registré con una
valor de 0 (cero) y la presencia como 1 (uno). Toda la informacién de los datos
moleculares fue capturada y verificada mediante el programa HyperMapData descrito

por Hoisington (1983).



Los resultados sobre el contenido de informacion de polimorfismo (PIC), se

|btivieron de acuerdo a la siguiente relacion:

PIC = 1- 3pP

Bonde pi es la frecuencia de i alelo para el individuo p.

38.2-Relaciones de parentesco

A partir de la matriz binaria; en donde se tradujo como 1 (uno) a la presencia
de la banda y 0 (cero) a la ausencia, se calculé el coeficiente de similitud genética
con ayuda del paquete computacional Sistema de Analisis Multivariado y Taxonomia
Numérica (NTSYS-PC), version 2.02 (Rohlf, 1993). El calculo de las distancias

genéticas se hizo con ayuda del programa para datos genéticos SIMGEND. Los

fueron idos por el método ial ivo jerarquico y
de agrupamiento de anidamientos (SAHN Sequential, Aglomerative, Hierarchical, and

Nested Clustering Method).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Calidad y cantidad de ADN

En los protocolos probados para la obtencién de ADN, con excepcion del
descrito por Clarke et al., (1989), el tejido foliar fue sometido a un tratamiento con
nitrégeno liquido y el molido del tejido se llevé a cabo mediante un mortero, en el
caso del protocolo antes indicado se utilizé un extractor de savia marca MEKU™. A
continuacién se describen los resultados obtenidos en cada unc de los
procedimientos empleados en las muestras de tejido foliar de las 15 colectas de

aguacate pertenecientes a tres razas: Mexicana, Antillana y la Guatematteca.

4.1.2. Protocolo propuesto por Clarke et al., (1989)
EI ADN obtenido con este procedimiento resulté ser de mala calidad y minima
cantidad, esto en relacién a los 100 ng de ADN del fago lambda (A) utiizado como

referencia.

Aunque este procedimiento se ha utilizado con éxito en algunas especies
como e} frijol y el maiz. En tejido foliar de aguacate no se obtienen resultados
similares, un factor determinante para la no obtencién de ADN de buena calidad es
que el tejido foliar no se congela con nitrégeno liguido, la savia obtenida mediante un
extractor es susceptible de una rapida oxidacion por compuestos fenélicos presentes
en el tejido foliar de aguacate, ademas de que en éste procedimiento no se incluye la

| PVP (Poli-Vinil Pirrolidona) el cual es Util en prevenir la oxidacion. En la Figura 3, el




ADN se observa como un barido, tal y como si el ADN fuera sometido a una

digestion con enzimas de restriccion,

4.1.3. Protocolo propuesto por Istvan Nagy et al., (1998)

Con este procedimiento no se pudo obtener ADN, tal y como se observa en la
Figura 4, solamente se puede observar ARN. Las condiciones en las que se maneja
la solucién extractora a temperatura ambiente impiden que los compuestos utiizados
se mezclen con el tejido de aguacate, la temperatura de 65 °C, no solo favorece el
mezolado entre fa solucién y el tejido, sino que interviene para que la solucion
extractora provogue lisis en la célula y de esta forma poder lograr el aislamiento de

los 4cidos nucleicos.

4.1.4. Protocolo propuesto por Dellaporta et af., (1983}

Con este procedimiento, al igual que en el método anterior (Nagy ef al., 1998),
fo se obtuvo ADN en ninguna de las colectas de aguacate criollo, donde los
resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 5. Una de las observaciones
que se hicieron fue que el tiempo empleado (15 minutos) en la incubacién a 85 °C es
muy corto e insuficiente para que los &cidos nucleicos sean liberados completamente
de la célula, otro factor que probablemente limité la no obtencion de ADN. es la
ausencia de PVP en la solucion extractora, sin este reactivo la oxidacion del tejido es

muy severa, ain después de estar ya mezctado con la solucién.
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415, Protocolo propuesto por Saghai Maroof et al., {1384)

Con este procedimiento, modificado por Hoisington ef al, (1994), se obtuvo
ADN de buena calidad aunque no en suficiente cantidad como se muestra en la
Figura 6, esto en funcion a los 100 ng de ADN del marcador lambda (A} que se utilizé
como referencia. La diferencia bésica de este procedimiento en relacién a todos los
anteriores radica en el pretratamiento a que es sometido el tejido foliar antes de
iniciar el procedimiento de extraccion. I pretratamiento consiste en que el tejido
foliar es congelado con nitrégeno liquido, liofilizado y molido. Este pre tratamiento
permite mantener la estructura celular intacta, y por ende los &cidos nucleicos, por
largos periodos a una temperatura de aproximadamente -20 °C, en cuanto a la
viabilidad para utiizarlo en estudios en aguacate en donde se requieren grandes
cantidades de ADN, esta metodologia presenta la ventaja adicional que se llegan a
obtener rendimientos de hasta 400 g de ADN partiendo de aproximadamente 400
mg de tejido foliar de maiz y de trigo (Hoisington et al., 1994). En fa Figura 6 observa
una minima cantidad de ADN obtenido de cada una de las muestras de tejido foliar
de Ias 15 colectas sujetas al andlisis, y no se obtuvieron los resultados reportados
por Hoisington ef al, (1994), una de las posibles explicaciones de lo anterior es que”
el tejido follar utiizado se mantuvo a una temperatura de -80 °C durante
aproximadamente 30 dias antes de su prefratamiento para su procesamiento

respectivo.
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Figura 3. Gel de calidad de ADN de 15 colectas de tres razas de aguacate obtenido
mediante el procedimiento descrito por Clarke et al. (1989). EI marcador de
peso molecular es el fago Lambda (A).

Figura 4. Gel de calidad de ADN de 15 colectas de tres razas de aguacate
obtenido mediante el procedimiento descrito por Istvan Nagy et af.,
(1998). El marcador de peso molecular es ef fago Lambda (A)



Figura 5. Gel de calidad de ADN de 15 colectas de tres razas de aguacate
obtenido mediante el procedimiento descrito por Dellaporta et a.,
(1983). El marcador de peso molecular es el fago Lambda (A).

Figura 6. Gel de calidad de ADN de 15 colectas de tres razas de aguaca(e

obtenido mediante el descrito por
ol (1984), modificado por Hoisington of al., (1894). EI marcador i

peso molecular es el fago Lambda (A).




4.1.8. Protocolo propuesto por Clarke et al., (1989) modificado
Con las experiencias adquiridas en los cuatro protocolos de aislamiento de
ADN probados, se decidié utilizar como base el procedimiento descrito por Clarke ot

al, (1989) para definir uno con viabilidad en el cultivo del aguacate. Las

hechas para la de este protocolo, se hicieron tomando
en cuenta el contenido de compuestos fendlicos en el tejido foliar de aguacate, en la
solucién extractora se us un alto contenido de PVP (4 %) para inhibir la oxidacién
provocada por los compuestos fendlicos, se utilizé el detergente (CTAB) a la misma
concentracion que el reactivo anterior para desplazar proteinas y en minima funcion,
prevenir ta oxidacion. Otra modificacion realizada fue la sustitucion del extractor de
savia por la maceracién del tejido foliar en mertero, utilizanda nitrégeno liquido. Los
dos lavados hechos con cloroformo:octanol (24:1) ayudason 2 eliminar posibles
fesiduos de contaminantes, principaimente de los reactivos de la solucion extractora
y algunas proteinas. Estas modificaciones fueron determinantes para obtener un
ADN de excelente calidad, asi como una cantidad alta, esto en felacion a los 100 ng
de ADN del fago lambda (A) utilizado como referencia para la cuantificacion. Los

resultados obtenidos con este procedimiento se presentan en la Figura 7.

Las plantas contienen tres tipos de ADN: nuclear, mitocondrial y de
cloroplastos. Aunque se han propuesto métodos muy precisos y elaborados para
aistar ADN de cada uno de los tipos anteriores, la mayoria de los experimentos
necesitan algo més que la simple preparacién del ADN total. Todos los métodos
involucran la remoci6n de las envolturas que se encuentran alrededor del ADN; como

son Ia pared y membrana celular. Ademas de la separacion del ADN de otros
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componentes tales como fibras de pared, proteinas, lipidos o ARN, y el
mantenimiento de la integridad del ADN durante el procedimiento, por ejemplo: la
proteccion de fa actividad de las nucleasas y dafios mecénicos. En la mayoria de los
métodos que son aplicables a las especies vegetales, fas células son abiertas
mediante su molido en nitrégeno liquido, ya que la temperatura previene la

degradacién del ADN por la actividad de las nucleasas.

Una fimitante en el aislamiento del ADN, especiaimente de plantas, es la

p ia de otras las cuales se i ose izan al ADN

durante el procedimiento de aislamiento. La actividad de las nucleasas es reducida
removiendo cationes como Mg** el cual es necesario para la actividad de las
nucleasas. Algunos componentes como el EDTA se han utiiizado en un intervalo de
concentraciones, en diferentes protocolos, dependiendo de la especie vegetal que se
estd analizando. De la misma manera, algunos detergentes como el SDS son
frecuentemente utilizados para inhibir actividades enziméticas. Los problemas

creados por los compuestos fendlicos son reducidos por la adicion de 1 % o mas de

Poli Vinil Pirrolidona (PVP) en la solucion extractora inicial. Los detergentes como el
8SDS disuelven membranas y disocian proteinas del ADN haciéndolas més

accesibles a la por usadas en el i de ADN. E|

CTAB es un reactivo que se une fuertemente al ADN desplazando proteinas y
previniendo la degradacién, se remueve mediante lavados con cloroformo, dejando al
ADN en la fase acuosa superior para ser precipitado con etanol. La fase acuosa
contiene ADN, ARN, polisacaridos y algo de proteinas, mientras que los lipidos se

encuentran en la fase organica y las fibras celulares asi como la mayoria de los
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agregados proteinicos en la interface. Finalmente la precipitacion con etanol

concentra el ADN.

R vy

Figura 7. Folograﬂa del gel de calidad de ADN aistado de tejido foliar de 15

as de tres razas de aguacate mediante modficaciones hechas

o prooedlmlen(o descrito por Clarke et al., (1989) modificado. EI
marcador de peso molecular es el fago Lambda (A).

4.2. Cuantificacién del ADN
De acuerdo al resultado obtenido en el gel de agarosa, en el cual se verifics
cualitativamente a calidad y cantidad de ADN obtenida con el método de aislamiento

de Clarke et al., (1989) se verificé itatiy mediante un

la pureza y de ADN de las colectas de aguacate.
Los resultados de la cuantificacién del ADN se presentan en el Cuadro 13, en la
muestra de la colecta 681-04, se obtuvo la menor cantidad de ADN (0.035 g L")
mientras que en la colecta 680-02 la mayor (0.437 g uL). En promedio se
obtuvieron 0.200 g L™ de ADN y un total promedio de 4 g de ADN, suficiente para

hacer al menos 100 reacciones de amplificacion. Sin embargo, la cuantificacion
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hecha con el espectrofotometro es una medida indirecta de la concentracin de ADN,
¥a que en ella se incluye a todos los cuemos contenidos en fa solucién y que son
capaces de absorber la luz ultravioleta, esto Gitimo es la principal razén de hacer el
gel de cafidad de ADN. Para determinar la pureza del ADN, Séller y Monak, (1989),
determinaron un intervalo de medida de absorbancia de 1.8 a 2.0 manémetros, en

donde valores por debajo de estos, indican contaminacion por proteinas y valores

indican inacién con o fenol. En cuanto a la pureza del
ADN obtenido en el método analizado, se puede cbservar que algunas muestras de
ADN como la 4,7, 8, 9, 10 y 15 presentan un intervalo muy préximo al 6ptimo (1.8-
2.0 manémetros) indicando la presencia de un ADN de buena calidad, pero también
se tienen muestras donde se presenta una fuerte contaminacion por proteinas y

cloroformo, como se muestra en el cuadra antes mencionado.

Cuadro 13. Cantidad’ de ADN obtenido de tejido foliar de aguacate de
acuerdo a Clarke et al, (1989), modificado.

id. Colecta  Awasoy  Aassy  ABS  [ADNpgpL]
(Al
1 681-04 0.014 0.018 .767 0.035
2 681-03 0.040 0.037 1.088 0.100
3 681-02 0.162 0.109 1.485 0.405
4 681-01 0.042 0.025 1.702 0.105
5 680-02 0.175 0.126 1.303 0437
L] 659-02 0.174 0,038 1.260 0435
7 660-01 0.093 0.047 1979 0232
8 1-04. 0.134 0.078 1727 0.335
9 661-03 0.080 0.038 2,079 0.200
10 661-01 0.092 0.068 1394 0.230
1" 670-06 0.026 0.009 2,863 06!
12 6 0.048 0.008 8117 0.120
13 670-03 0.038 0. 9.501 0.095
14 67001 0.080 0.055 1.455 0200
15 67401 0.082 0.042 1.960 0.205




4.3. Prucba de la viabilidad del ADN

Con el ADN obtenido con el método de Clarke et al, (1989) modificado, se
llevé a cabo una prueba de amplificacién de las muestras de ADN procedentes de las
15 colectas de aguacate criollo. Las condiciones de amplificacion utiizadas fueron
las establecidas de manera previa en el laboratorio indicando los componentes para
un volumen total de reaccién de 20 L se emplearon los siguientes: ddH;0 12.8 uL;
amortiguador Tag (1X) 2 uL; MgClz (1.5 mM) 06 uL; mezcla de dNTPs a 2.5 mM
/u) 0.8 uL; enzima Tag ADN polimerasa (1 U pL™") 0.2 pL; iniciador AVAG-05 a
(0.15 mM) 0.6 pL; ADN 3.0 uL. En cada tuba de reaccion se agregé 20 L de aceite
mineral ultra puro Sigma por muestra para evitar la evaporacién. €l programa de

fue enun MJ Research, modelo PTC-225™

Las caracteristicas del programa de amplificacion se indican en la Figura 2. Los
productos de amplificacién se presentan en la Figura 8, en ella se observan algunas
diferencias en los patrones de bandas de las muestras de ADN de colectas de
aguacate, se observa que incluso existen diferencias dentro de las colectas de cada
raza, como es el caso de las razas Mexicana y Antilana. De la misma manera
algunas de las muestras de ADN de las colectas 5, 6, 7, 12 y 13 s6lo presentaron
una sola banda, esta banda fue similar ( 62 pb) de 62 pares de bases y estuvo
presente en las 15 colectas de aguacate, por lo tanto se puede asegurar que en
todos tos casos si ocurrié el proceso de amplificacién y que la ausencia de bandas
adicionales puede deberse a problemas de homologia mas que de amplificacion.

Estos resultados confirman la utilidad de! ADN obtenido con el procedimiento



indicado y que puede recomendarse para que sea utilizado en trabajos en el cultivo

del aguacate en donde se requiera de ADN de alta pureza y en cantidades medias.

4.4, Nivel do complefidad de los protocoios probados

Un criterio de evaluacion en los protocolos probados, es el nivel de
complejidad de cada uno de ellos. Los materiales utilizados, asi como reactivos e
infraestructura, son una limitante para llevar a cabo la extraccion de ADN. Para el
método de Saghai-Maroof ef al., (1984), modificado por Hoisington et al, (1994) se
requiere del fiofilizador para secar el tejido foliar de aguacate, para obtener el polvo
molido que se usaré en el proceso de extraccion. Este equipo es muy costoso y por
o tanto representa una fuerte limitante en pequefios laboratorios. Para el protocolo
de Clarke ef al, (1989) modificado, en contraste con el método anterior, no hace uso
del liofilizador ya que el tejido vegetal es utilizado directamente, sin liofilizacion

previa, adicionando solamente nitrégeno liquido y moliendo en mortero.

Figura 8. Productos de amplificacién obtenidos con muestras de ADN de 15
colectas de tres razas de aguacate y el iniciador del tipo SSR AVAG-05.
Ef marcador (M) de peso molecular es ®X174/Haelll.
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4.5. Resolucién en geles de Agarosa
En la obtencién de perfiles genéticos en los geles de agarosa al 4%, se
observa una resolucién deficiente y un bajo nimero de bandas, como se muestra en

laFigura 9.

Agaroa 4%,

Caleets de aguacate: 378, 380, 392, 603

Figura 9. Patrén de bandas obtenidas en gel de agarosa al 4 %, con cinco
secuencias ISSRs y ADN de cuatro colectas de aguacate de la raza
mexican

4.56. Resolucién en geles de Poliacrilamida
Los geles de poliacrilamida, muestran una mejor resolucion y un mayor

nimero de bandas observandose mejor el perfil genético, con lo que se puede inferir



que estos detectan un mayor nivel de polimorfismo, como se abserva en Ja Figura

10.

ISSR 351l (1-96)

Figura 10. Patrén de bandas obtenidas con poliacrilamida, un iniciador y ADN de 96
colectas de aguacate de la raza mexicana.

4.7. Ampiificacién del ADN para las colectas de aguacate de la raza
mexicana
Una vez comprobada la viabilidad del método de extraccion de ADN por el
método de aislamiento de Clarke ef al, (1989) modificado, en el laboratoric de
biotecnologia del INIFAP-Uruapan, se procedis a su amplificacion, obteniéndose una

excelente resolucion, misma que permitio distinguir con faciidad la presencia de fas

bandas polimorficas. Como to muestra el iniciador (AG)sC, en la Figura 11



Coleetas amplificadas con el ineidor (AGISC

- -

Figura 11. Perfil genético de colectas de aguacate de la raza mexicana
obtenido mediante el iniciador (AG)sC

4.8. Nivel de polimorfismo

Con los siete iniciadores del tipo ISSRs utilizados en 231 accesiones
pertenecientes a 77 colectas de aguacate de la raza mexicana se detecté un total de
154 loci. En todos los casos los iniciadores detectaron polimorfismos en las colectas
analizadas, el nomero de bandas detectado fue desde 17 hasta 25. En la Figura 11,
se observa el perfil genético obtenido con el iniciador (AG)C. En relacién con el
contenido de informacién de poiimorfismo (PIC) detectado por cada una de las
secuencias probadas, los resultados indicaron que el PIC fluctio de 82 hasta 95 %.
Un iniciador detectador de polimorfisma fue considerado aquél que detecto al menos

una banda diferente entre los genotipos analizados, es decir las bandas polimérficas



fueron las que estuvieron ausentes en al menos uno de los genotipos evaluados; de

tal forma que, aunque una banda estuviera presente en la mayoria de los materiales
si fatta en uno, es considerada polimérfica, En el Cuadro 14 se presentan los
resultados completos sobre el polimorfismo detectado por cada uno de las

secuencias ISSRs utilizadas en ei presente trabajc.

Cuadro 14. Nivel de polimorfismo (PIC), obtenido con siete microsatélites del tipo
ISSRs en 231 materiales de 77 colectas de aguacate (Persea americana
Mil) raza mexicana.

N niciador Total de Bandas PIC
bandas o

1 HVH(CA), T 19 19 0.928893

2 (CTIRC 17 17 0.934349

3 (AG),G 22 22 0.942850

4 {CAJA 22 22 0.948197

5 (GA)C 25 25 0.953975

6 (AG)C 25 25 0.953927

7 (AG),T 24 2 0.822833

'R ancia rosiduds Ge punina, Y para pInMIINa, B para Cuslquera enos aderina, D Fara Cuskura monos otosina, F pars

‘cualquiera menos tina, G cHosina ¥ G guaning,

Los iniciadores que mayor nimero de bandas (25) polimérficas generaron
fueron el (AG)C con un porcentaje de polimorfismo de 95.39 %. Resultados
similares fueron obtenidos con el iniciador (GA),C. En contraste, el iniciador (AG)sT
fue el que menor contenido de informacion de polimorfismo aporté con un total de
82.28 %. En general el PIC promedio (9264 %) detectado con este fipo de
secuencias es considerado alto por lo cual indica la viabilidad de las ISSRs para

estudios de diversidad genética en aguacate.
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En la actualidad existe una gran variedad de metodologias que pueden ser
utiizadas para hacer andlisis sobre la diversidad genética entre genofipos
estrechamente relacionados. Las técnicas (Welsh, 1990; Willams et al., 1990;
Caetano-Anoliés et al.. 1991) basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) se han convertido en las preferidas entre los investigadores. En el caso de las

ISSRs, ésta es una técnica de amplificacién que, como queda en este
trabajo, detecta un alto nimero de polimorfismo entre individuos, permitiendo
diferenciarios facilmente (Zietkiewics of af, 1994), aGn cuando estén estrechamente

emparentados. Esta técnica involucra la amplificacién del ADN utilizando un solo

iador; compuesto de una secuencia microsatélite como la (CA)s anclada en los
extremos 3' 6 5’ mediante dos a cuatro nucledtidos arbitrarios y frecuentemente
degenerados. Estas secuencias de repetidos y nuclectidos anclados son
seleccionados aleatoriamente, de tal manera que pueden revelar un nimero mucho
més grande de fragmentos por iniciador, en comparacion con offo tipo de
marcadores. Los resultados de polimorfismo obtenidos en este trabajo concuerdan
(Salimath et al., 1995; Wolff ef al, 1995; Guillén et al., 2000, Yamamoto sf al., 2007;
Fang y Roose, 1997) con los reportados en estudios hechos en otras especies con

este tipo de secuencias.

Wang et al,, (1994), mencionan que en plantas las frecuencias microsatélites
més comunes son los dinucledtidos (AT/AT),, seguido de las secuencias (GT/TG),
en caso del genoma de aguacate raza Mexicana las frecuencias microsatélites mas
comunes fueron las de los dinucleétidos (AG/AC), en base al nimero de iniciadores

que amplificaron con estas secuencias y al nimero de bandas generadas con estos:

7



seguidos de los dinuclectidos (CT/RC),, sin embargo, estos generaron menos
bandas por iniciador, estos resultados concuerdan con los reportados en vid por
Thomas y Scout (1993), quienes reportan los dinucledtidos microsatélite (CA/GT),,

como més abundantes en el genoma de esta especie.
Con respecto al nimero de bandas obtenido por iniciador en este trabajo,
result6 muy similar a lo obtenido por atros autores como Fang y Roose (1999) en

citricos 0 como Prevost y Wilkinson (1999) en papa.

49. i de de

Derivado del anélisis de la matriz de ceros y unos generada a partir e los datos
moleculares de las bandas de ISSRs, se obtuvo una matriz de distancias genéticas,
las distancias se encuentran entre valores de 0 y 1, valores cercanos a 0 significa
que son materiales muy emparentados genéticamente, mientras que valores
cercanos a 1.0 se refiere a materiales poco emparentados. De la matriz de distancias
genéticas se derivé el dendograma de encadenamiento completo (Figura 12),
logrado con este tipo de marcadores y en el cual se agruparon los diferentes
materiales de aguacate de la raza mexicana (Cuadro 9). Con base a las distancias

genéticas i entre estos, para tal efecto el método de

jerérquico y de agrupamiento de

anidamientos.

En este dendograma se observa la formacién de dos grandes grupos. En el

grupo | se ubican once subgrupos. I, se formé  con las colectas 237, XTCO1, 308,
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435, 525, 725, 551,744 y 503. Iy, 321, 327, y 337. ., estuvo asociado al anterior con
Ia colecta 667 y lo formaron (a 583, 687 y 690. Este subgrupo se asocio por medio de
18 720 al subgrupo lg, el cual se formé con Ia 648 y 681. Esta se asocio con la 666, y
314 al siguiente subgrupo I, donde se ubicaron 315, 308, 519, 509, 514, y 525. En el
subgrupo I, se encontraron a 326 y 336. En g, se agruparon, 632, 633 y XTRO2 y en
In, 506, 72, y 880. EI |, se asocio al anterior con la colecta 543, y o formaron 247,
370, 635, 588, 677, 679, y 516. En el I, 305 y 331. Finamente en el subgrupo I se

ubicaron las colectas 538 y 670.

En el subgrupo s, las colectas con mayor similitud genética fueron la 237 de

Afiixco, Puebla, con la XTCO1 de Uruapan, Michoacén.

Def grupo |, de diferentes subgrupos, presentaron ef mismo nimero de bandas
polimérficas entre ellas las colectas 551 de Ocotlan, Oaxaca, y 724 de Ia Mixtequila,
Alvarado, Veracruz, 321 de Xalacapan, Zacapoaxtia, Puebla, 327 de San Sebastian,
Teziutian, Puebla, 508 de Tecomatidn, Tenancingo, Edo. de México, 519 de

Tlalama, Ozumba de Zarate, Puebla.

Asi mismo las colectas 648 de Tetela del Volcan y 681 de Uruapan, Michoacén,
687 y 690 de la localidad del el Diez de Tuxtla Chico, Veracruz, 506 Valle de Bravo
Edo. de México, y 728 de Cunduacan, Tabasco, presentaron el mismo numero de

bandas polimérficas y menor similitud con las anteriores.



El analisis detering una asociacion més clara de colectas; esta se observo en el
grupo Il ue incluyo tres subgrupos, (ils, se forms con las colectas 667, 320, 642,
332, 334, 652, 356, 341, 635, 649, 534, 371, 678, y 532. EJ subgrupo lly, 322, 542,
546, 362, 511, 520, 640, 643, 646, 645, 647, 644 y 650. El subgrupo Il con fa 533 y
740).

En el subgrupo Il,, presentaron el mismo nimero de bandas polimorficas las
siguientes colectas, 332 de Jalancingo, Veracruz, 334 de Altotongo, Veracruz, 356 de
Aguascalientes, 541 Xalostepec, Tepexi de Rodriguez, Puebla, 535 de Aflixco,

Puebla, y 649 de Teposcolula, Oaxaca.

Las colectas 362 de Calvillo, Aguascalientes, 511 de Tenancingo Edo. de México,
520 de Ozumba de Zarate Edo. de México, y 640 de Zitdcuaro, Michoacan,
presentaén el mismo numero de bandas, entre ellas y menor simiiitud genética con

las anteriores.

Al final con la menor similitud genética (las mas distantes de todas) se ubicaron

las colectas 532 de Atlixco, Puebla, y 369 de la Caftada, Chilchota, Michoacan.

El alto nivei de polir detectado con los lites del tipo ISSRs indica

el alto grado de variacién genética existente en las colectas del aguacate Persea
americana, raza mexicana, analizadas en el presente trabajo de investigacién. Lo
anterior se puede explicar dado el interés que se tiene por Ia especie, generando una

importante movilizacién de este cultivo para su establecimiento en las diferentes
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regiones del pals, en donde las diversas condiciones agrocliméticas han favorecido
a variacién genética entre la misma especie, asi como las caracteristicas botanicas y
morfolégicas que hacen del aguacate una especie heterocigética y de polinizacién

abierta, esto Ultimo es factor fundamental de induccion de variacién genética.

Los resultados obtenidos indicaron la amplia diversidad genética que existe en el
banco de gemoplasma de aguacate. La utilizacion de los microsatélites del tipo
ISSRs para detectar variaci6n, incluso en individuos estrechamente emparentados,
fué corroborada en este trabajo y coincide con lo reportado por (Nybom, 1991;
Clegg et al., 1999; Yamamoto et al, 2007; Schnell et al, 2007; Rodriguez el al.,
2007; Librada ot al., 2007; Viruel et al., 2007), quienes destacan que las ISSRs son
una poderosa herramienta para la caracterizacion y deteccion de altos niveles de
polimorfismo y pueden aplicarse exitosamente para discriminar entre genotipos

individuales en un amplio rango de especies animales y vegetales

Oftras investigaciones similares coinciden con los resultados obtenidos. Las ISSR,
se han propuesto como una nueva fuente de marcadores. moleculares los cuales
superan las limitaciones técnicas de los RFLPs y RAPDs (Ratnaparkhe et al., 1998).
Esta tecnologia provee un sistema facil, confiable y altamente informativo para tomar
huellas de ADN (Prevost y Wilkinson, 1999), Al respecto, diversos autores han
comparado los ISSRs con otras técnicas moleculares. Fang et al, (1997),
caracterizando accesiones de naranjo trifoliado, reportan que mediante las

isoenzimas y los RFLPs se detect¢ poco polimorfismo entre las diferentes
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accesiones; mientras que, con los ISSRs se generd un mayor nimero de bandas,

a estos més i ivos. Nagaoka y Okijara (1997), evaluanda
diferentes marcadores moleculares para detectar polimorfismo en trigos menciona
que tos iniciadores ISSRs producen mayor informacién que los RAPDs y RFLPs. En
estudios de diversidad en arroz, con diferentes marcadores moleculares Parson et

al,, (1997), reportaron un mayor polimorfismo generado a partir de unos cuantos

ISSRs en i6n con RAPDs e i Similar a lo reportado
por Esselman et al., (1999), quienes obtuvieron mejores resultados con SSRs. Danin
et al, (1998), mencionan haber obtenido similares resultados que con AFLPS;
también Lanham y Brennam (1899), reportan mejores niveles de polimorfismo que

con AFLPs en fa caracterizacion de grosellero,

Dadas sus caracteristicas de generar altos niveles de polimorfismo, altamente
informativos, facil manejo, reproducibilidad y bajo costo en relacion con otros

se como ideales para el manejo de

gran cantidad de i para su i identif ién, o
de mapas de ligamiento (Kantely et al., 1995; Tsumura ef al., 1996; Yang ef al., 1996;

Nagaoka y Okijara, 1997; Prevost y Wilkinson, 1999).

Los resultados indican que no es necesario discriminar colectas ya que no existen
dupficados en el banco de germoplasma del CEFAP-Uruapan, por lo que estos

deberan para i estudios de i genético.




o o3 2
Distancias de ligamiento

Figura 12. Dendograma de encadenamiento completo de 77 colectas de aguacate
(Persea americana Mill) de la raza mexicana obtenido mediante siete
secuencias internas de repeticion corta (ISSR).



V. CONCLUSIONES

Con base a los objetivos e hipétesis planteados en la presente investigacion, se

concluya lo siguiente:

]

-~

o

EI ADN genémico de aguacate no es susceptible de ser aislado con cualquier
procedimiento de extraccion de &cidos nucleicos, particularmente por los altos

niveles de metabolitos secundarios (taninos y fenoles).

El protocolo descrito por Clarke et al, {1989), modificado por Guillén et al.,

{2003) resulté ser un método viable para ser utilizado en aguacate.

Los marcadores genéticos ISSRs fueron capaces de detectar altos

porcentajes de palimorfismo, desde 82.28 % a 95.39 %.

En el banco de germoplasma de aguacate de la raza mexicana del CEFAP
Uruapan, existe una gran diversidad genética y el andlisis mediante ISSRs no

detecto colectas de duplicados.

Se detectaron dos grandes grupos, con predominancia de colectas de los

estados de Puebla, estado de México y Michoacan.
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