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SUMARY

In this research, fIVe genomic DNA extraction protocols were tested: 1) Clarke et al.

(1989),2)lstvanNagyetal.(1998),3) Dellaportaetal. (1983),4)Saghai-Maroofetal.

(1984) modified by Hoisington et aI., (1994) and 5) Clarke et al. (1989) modified by

Guilll!netai. (2003).wnh the exception of the latter, all other protocols have been

successfully utilized in different plant species. The amount of leaf tissue was

standardized for usewilh all fIVeDNA extraction procedures. Wrth 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) mlcrosatente 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 Reposnory

belonging to the · /nstnuto 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 avocado. IssR markers were

capable of detecting DNA polymorphisms ranging from 82.28 to 95.39 %. Two major

distinct groups were formed, one wnh 11 subgroups and the other with three

subgroups. Wnhin the first group, accessions # 237 (Atlixco, Puebla) and CXTC01

(Uruapan, Michoacan) had the same number of polymorphic bands. Accessions # 532

(Atlixco, Puebla) and # 309 (Chilchota, Michoacan) were the most dissimilar ones

wnhin the second group. Some variation existed in the grouping of the avocado genetic

material. Nonetheless, there were no duplicate materials within the wide diversity of

avocado accessions tested; these accessions should be kept bytheCEFAP-Uruapan

for breeding purposes.



Se probaron cinco protocolos de aislamiento de ADN gen6mico: Clarke et al.,

(1989), Istvan Nagy et al., (1998), Dellaportaetal., (1983), Saghai- Maroafetal.,

(1984)yel mlltodo de Clarke etal., (1989)modificadoporGuilillnetal., (2003),

Todos los protocolos indicados se han utilizado con llx~o en diferentes especies

vegetales a excepcl6n del de Clarke et al., (1989) modificado. En todos los

procedimientos de aislamiento de ADN, se estandariz6 la cantidad de tejido foliar

ulilizado.Conexcepci6ndelmlltodopropuestoporSaghai-MaroofetaI., (1984)el

tejidofoliarfuecolecladoeld laprevioasuprocesamiento ysealmacen6auna

temperatura de -20 ·C . Los iniciadores microsatlliites del tipo ISSRs

(intersecuencias simplesrepetidas) empleadosfueron siete para obtenerunamplio

numero de fragmentos de ADN amplificado par secuencias aleatorias de 77

coleclas (231 individuos), deaguacate (Persea americana Mill.) raza mexicana

existentes en el Banco de Germoplasma deIINIFAP- CEFAP-Uruapan, Michoacan.

Elprotocolodescr~oporClarkeeta/. , (1969), modificadoporGuilien et et., (2003),

result6 ser un metodo viable para ser utilizado en aguacate. Los rnarcadores

genllticos ISSRs fueron capaces de detectar altos porcentajes de polimorfismo

desde un 82.28 a 95.39 %. Seformarondosgrandesgrupos,elprimerocon 11

subgruposyelsegundocontressubgrupos. Seencontraron materialesconun

numerosimilarde bandas polimorficas, enel subgrupo la provenientesde las

coleclas 237 de Atlixco, Puebla y CXTC01 de Uruapan, Michoacan, las mas

disimiles fueron las colectas 532 de Atlixco, Puebla y 309 de Chilchota,

Michoacan,pertenec ientesalsegundogrupo. Existieronalgunasvariacionesenel

agrupamiento de los materiales de Persea americana Mill, La amplia diversidad de

Iascol~senelbancodegermoplasmadeICEFAP-Uruapan, indic6 que no

existieron malerialesduplicados poria quedeben mantenerse para posteriores

trabajosdemejoramientogenlltico.



I. INTRODUCCION

La progresiva alteraci6n del medio ambiente, acelera la perdida de recursos

naturales y de biodiversidad, amenaza asl la existencia del hombre sobre el planeta.

Por 10que se hace necesaria la generaci6n de nuevos conocimientos encaminados

principalmente a evitar y preservar la perdida de germoplasma de especies vegetales

y animales miles al hombre. EI germoplasma vegetal es un recurso natural, Iimitado y

perecedero que proporciona materia prima 0 genes que debidamente utilizados y

combinados por las tecnicas de fitomejoramiento pueden formar variedades nuevas

de plantas. Los genes se encuentran dispersos en especies locales y poblaciones

naturales de plantas, que han sido seleccionadas a 10largo de miles de anos por la

naturaleza y los agricultores, por sus caracteristicas de adaptaci6n, resistencia y/o

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

investigaci6n agricola la mejora de variedades no serla posible (Borojevic, 1990).

Lo anterior ha lIevado a esfuerzos para la protecci6n y explotaci6n de recursos

naturales, bajo una correcta colecci6n, conservaci6n, evaluaci6n, documentaci6n e

intercambio adecuado de germoplasma vegetal. EI objetivo es el garantizar

provisiones para futuras generaciones humanas, 10 cual no es simple, ya que

involucra cuestiones, econ6micas, tecnlcas y polil icas. Se ha observado el

incremento significativo del nurnero de colecciones en los centros de

alrnacenamlento de todo el mundo tanto ex situ como in situ (Villalobos y

Engelmann, 1995).



En el area de origen del aguacate con sus tres razas, se ha dado a traves de

miles de anos un proceso que ha generado una gran diversidad genetica (Ben

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

(frances) existen actualmente bajo condiciones ecol6gicas muy variadas. La

selecci6n natural principalmente, y la acci6n (selecci6n) del hombre durante miles de

alios , ha producido tipos adaptados a esas regiones (Ben Ya'acov, 1992; Gama y

G6mez, 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 este, es necesaria su correcta clasificaci6n e identificaci6n,

con el prop6sito de evitar duplicaci6n tanto en el intercambio como en la

conservaeion de las accesiones dentro del banco, asi como para mantener un range

adecuado de diversidad genetica. La falta de informaci6n confiable sobre los

recursos geneticos del aguacate en nuestro pais Iimita los esfuerzos enfocados a su

mejoramiento genetico (Ben Ya'acov, 1992; Gama y G6mez, 1992).

Por ser el aguacate una especie de polinizaci6n abierta, presenta una gran

variabilidad genetica con posibilidades casi i1imitadas para su aprovechamiento

(Bergh,1992 ; Schieber y Zentmyer, 1992). Una amplia diversidad de germoplasma

permite el avance del conocimiento botanico y agron6mico as! como el desarrollo de

nuevas variedades. Varios problemas practices y restricciones mayores en la

producci6n de aguacate, tales como enfermedades, salinidad, producci6n, calidad,



precocidad a madurez, etc., quizas pudieran encontrar soluci6n en los recursos

geneticos de Persea (Bowman y Scora, 1992).

La caracterizaci6n agromorfol6gica y molecular del material colectado es una

actividad primaria para el uso de germoplasma de aguacate. EI estudio de la

variabilidad morfoagron6mica es el camino clasico para evaluar la diversidad

genetica. En muchas especies vegetales, es la aproximaci6n usada por los

mejoradores. Sin embargo, la tecnologia de marcadores moleculares (TMM), es una

poderosa herramienta para que los recursos geneticos puedan evaluarse y

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

La utilizaci6n de la tecnologia de marcadores moleculares facilita y acorta el

proceso de selecci6n clonal y hace viable en muchos casos la mejora mediante

cruzamientos e, incluso, la introducci6n de genes de interes agron6mico (Moreno et

a/., 1997). La presencia de metabolitos secundarios (taninos y fenoles) dificulta la

obtenci6n de ADN de alta pureza en el aguacate ya que estos inhiben la acci6n de

las enzimas y el ADN es inmanejable en la reacci6n en cadena de la polimerasa

(peR) , derivandose la necesidad de contar con rnetodos eficientes para la

caracterizaci6n de esta especie con el empleo de marcadores moleculares.

Por 10anterior, en el presente trabajo de investigaci6n se plantearon los objetivos

ehip6tesissigliientes:



1.1. Objetivo General
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Establecer las relaciones de parentesco de colectas de aguacate de la raza

mexicana existentes en el Banco de Germoplasma del CEFAP-Uruapan, Michoacan.

1.2. Objetivos especificos

• Determinar un protocolo optirno 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.

• Determinar las relaciones de parentesco entre las colectas de aguacate, en

funcion del polimorfismo dominante.

1.3. Hip6tesis

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

de extracci6n utilizado con exito en otras especies vegetales.

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

Uruapan, presentanunaampliadiversidadgenetica.



II. REVISION DE LITERA TURA

2.1. Generalidades del cultivo del aguacatero

2.1.1. Importancia eeenemlea

EI cultivo de aguacate prospera en diversas condiciones ecol6gicas del"

mundo. En el estado de Michoaciln , Mexico se cultiva una superficie de alrededor de

94,000 ha, obtenlendose una producci6n de 871,883 t, situandose como el principal

productor a nivel mundial (Guillen et al., 2007). Este cultivo tiene ademas una gran

importancia econ6mica y social, por su actlvidad se generan alrededor de 40 mil

empleos directos y permanentes, 25 mil empleos entre directos y estacionales y 60

mil estacionales por diversas actividades derivadas del proceso de la cadena

productiva (Sanchez et al. , 2000) .

2.1.2. Clasificaci6n botitnica

EI aguacate es un miembro de la familia Lauraceae, la cual comprende poco

mas de 50 generos 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 elias son tropicales y subtropicales (Bergh y

Elistrand, 1986). EIgenero Persea tlene un nurnero desconacido de especies (Bergh.

1992), aunque algunos autores aseguran que son unas 80 reconocidas como validas

(Storey et al., 1986; Zentmyer, 1991). EI genero esta canstituido por dos subqeneros,

uno de ellos Persea, contiene pocas especies estrechamente relacionadas entre sf,

incluyendo a Persea americana , el aguacate camercial. EI atro subqenero es



Eriodaphne, bastante numeroso y variable , claramente diferenciado, y que contiene

algunas especies que tienen una resistencia total a la pudrici6n de la raiz causada

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

2.1.3. Origen y dispersi6n

Los miembros reconocidos del subgenero Persea ocurren primariamente en la

misma regi6n : desde la parte central de Mexico , a traves de Guatemala hasta gran

parte de Centroarnerica . Como evidencia de 10 anterior, estan los hallazgos de

aguacates primitivos en esa area general desde la Sierra Madre Oriental en el

Estado de Nuevo Le6n, Mexico, hasta Costa Rica en Centroarnerica , apoyando la

suposici6n de que se trata de un centro de origen del aguacate , y probablemente de

todo el subqenero Persea (Bergh y Ellstrand, 1986; Storey et et., 1986; Schroeder ,

1990; Hawkes , 1991; Ben Ya'acov , 1992,1992a; Bergh , 1992). Esa area general

coincide en gran parte con la descripci6n de Vavilov (1931-1951), deillamado centro

principal de Origen VII , que incluye a Mexico , Centroamer ica y el Caribe .

2.1.4. Domesticaci6n

Evidencias arqueol6gicas senalan que el aguacate era consumido por los

pueblos nativos hace 10,000 anos , y su cultivo se habria iniciado posiblemente hace

unos 6,000 anos (Storey et a/., 1986; Schieber y Zentmyer, 1992). No se sabe

cuando se inici6 una selecci6n consciente del aguacate primit ivo en busca de rnejor

calidad defruto para su propagaci6n (Storey eta/., 1986). Consider6 que eso pudo

haber ocurrido hacia el ano 900 a.C. sin embargo sus evidencias han side muy



cuestionadas Segun Kopp (1966) , el origen de las actuales formas de aguacate es

oscuro debido a su estrecha conexi6n con representantes de civilizaciones muy

antiguas del area Mexico - Guatemala - Honduras , quienes valoraban mucho sus

frutos . Ese es por 10 tanto un problema de Etnobotanica ,

Gama y GOmez (1992), hicieron un estud io en la region Maya de Mexico y

Centroernerica para adentrarse mas en los aspectos de Etnobotanlca en relaci6n al

aguacate . De acuerdo con sus conclus iones , la domest icaci6n del aguacate ocurri6

hace miles de anos , cuando los antiguos pobladores movieron plantas de su medio

silvestre hacia la cercania de sus sitios de morada , a huertos , y las semillas ahi

obten idas fueron regresadas al med io silvestre .

Las especies del genero Persea se han utilizado desde hace miles de arios

no s610 por su fruto en la alimentac i6n humana , sino tamb len se han utilizado los

arboles como leria , en la construcci6n de viviendas , elaboraci6n de herramientas de

trabajo , como arbol de sombra , tambien se Ie ha utilizado como alimento de animales

dornesticos , condimento y med icina (Bergh y Elistrand ,1986; Gama y G6mez ,1992) y

mas recientemente en la elaboraci6n de tes y vinos, aceite de cocinar y cosmeticos

(Schroeder ,1990 ; Bergh y Elistrand ,1986; Bergh,1992).

2.2. Diversidad genetica del aguacate

No se puede asegurar que las antiguas civilizac iones 0 grupos etniccs que

participaron en el proceso de domest icaci6n del aguacate hayan contribuido de

alguna manera a la diferenciac i6n de Persea americana en subespecies , perc es



evidente que se dieron tipos divergentes que se desarrollaron en aislamiento

geografico que finalmente dieron lugar a tipos botanlcos distintos (Storey et al.,

1986), con diferencias adernas en adaptaci6n clirnatlca (Bergh, 1992).

Tres de esos tipos diferentes son en la actualidad ampliamente conocidos a

nivel mundial como subespecies 0 variedades botanicas de Persea americana:

drymifolia, guatemalensis y americana (Bergh, 1992). Desde hace varios anos esos

tres tipos se han conocido en los circulos horticolas como razas ecol6gicas 0 razas

horticolas: raza Mexicana (Persea americana var. drymifolia [Schlet &Chain.] Blake).

raza Guatemalleca (Persea americana var. guatemalensis Williams.) y raza Antillana

(Persea americana var. Americana MilL), respectivamente (Bergh, 1992; Bergh y

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

en las tierras alias de Mexico y Guatemala, respectivamente (Storey et al., 1986;

Bergh, 1992) mientras que la raza Antillana muy proba.blementetuvo su origen en la

costa del Pacifico de Oentroamerica. desde Guatemala hasta Costa Rica (Storey et

al., 1986).

Esas tres razas no son 10 suficientemente diferentes como para ser

consideradas especies diferentes, pero si 10 son para considerarse como formas

separadas ya sea como subespecies 0 variedades botanicas (Bergh y Elistrand,

1986; Storey et al., 1986). Ya que las tres razas tienen un genoma muy parecido

(2n=24), la hibiidaci6n entre elias ocurre con facilidad, y sus hibridos obtienen

ventajas de adaptaci6n cllrnatica, asi como caracteristicas agron6micas mejoradas

(Bergh,1992) .



EI orden de adaptaci6n tropical de las tres razas, de mayor a menor, es:

Antillana, Guatemalteca y Mexicana. En una zona t6rrida, a una misma latitud, desde

el nivel del mar hasta 1,000 m de altitud, se adapta la raza Antillana, junto con

algunos frutales como mango. Entre 1,000 y 2,000 msnm se adapta la Guatemalteca,

con cltricos, chirimoya y otros. De unos 1,500 a 3,000 msnm las lineas mexicanas se

desempeilan mejor junto con manzanos, duraznos, bosque de pine-encino, etc.

(Bergh, 1992; Gama y G6mez, 1992) . Sin embargo como 10seilala Bergh (1992), las

tres razas pueden convivir y prosperar bien una junto a otra en partes de Israel 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

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

Por ser el aguacate una especie de polinizaci6n abierta, presenta una gran

variabilidad genetica con posibilidades casi i1imitadas para su aprovechamiento

(Bergh, 1992; Schieber y Zentmyer, 1992). Una amplia diversidad de germoplasma

permite el avance del conocimiento botanico y agron6mico asi como el desarrollo de

nuevas variedades. Varios problemas practices y restricciones mayores en la

producci6n de aguacate, tales como enfermedades, salinidad, producci6n, calidad,

precocidad a madurez, etc., quizas pudieran encontrar soluci6n en los recursos

geneticos de Persee (Bowman y Scora, 1992).

De esta rnanera, la utilizaci6n de la diversidad genetica 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 estres (Ben Va'acov,



1992; Gama y G6mez, 1992; Schieber y Zentmyer, 1992). Investigaciones sobre la

posible utilizaci6n de parientes botanicos del aguacate para la obtenci6n de

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

vegetales que como el aguacate tienen frutos y plantas lit iles e interesantes

(Schroeder,1990) .

Cuadra 1. Relaci6n entre las razas horticolas de aguacate y sus ambientes de

adaptaci6n.

Origen Temperatura Precipitacion
mediaanual mediaanual

(OC) (mm)

Altitud

(msnm)

Mexicana:

(P.americanavar.
drymifolia)

(P.americanavar.
guatemalensis)

(P.americanavar.
americana)

Introducidos (20.5 - 25.5) (300-2250) (50-2350)

Introducidos (18.0 - 28.5) (250 - 700) (1850 - 1950)

Introducidos (19.0 - 20.0) (600 -700) (1350 - 1450)

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

2.3. ceneervacten de germoplasma

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

provisiones necesarias del siglo XXI, fue y sera el cambio climatico, reflejandose



entre otros por una acelerada perdida de recursos naturales y de biodiversidad,

amenazando as! la existencia del hombre sobre el planeta. Por 10 que se hace

necesaria la generaci6n de nuevos conocimientos encaminados principalmente a

evitar y preservar la perdida de germoplasma de especies vegetales y animales utiles

al hombre. EI germoplasma vegetal es un recurso natural, Iimitado y perecedero que

proporciona materia prima 0 genes que debidamente utilizados y combinados por las

tecnicas de frtomejoramiento pueden tormar variedades nuevas de plantas. Los

genes se encuentran dispersos en especies locales y poblaciones naturales de

plantas, que han sido seleccionadas a 10largo de miles de alios por la naturaleza y

los agricultores, por sus caracteristicas de adaptaci6n, resistencia y/o productividad.

Sin la disponibilidad de estos recursos para los centros de investigaci6n agricola la

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

Lo anterior ha lIevado a estuerzos para la protecci6n y explotaci6n de recursos

naturales, bajo una correcta colecci6n, conservaci6n, evaluaci6n, documentaci6n e

intercambio adecuado de germoplasma vegetal. EI objetivo es el garantizar

provisiones para tuturas generaciones humanas, 10 cual no es simple, ya que

involucra cuestiones, econ6micas, tecnlcas y politicas. Se ha observado el

incremento significativo del nurnero de colecciones en los centros de

almacenamiento de todo el mundo tanto ex situ como in situ (Villalobos y Engelmann,

1995).



2.4. Marcadores geneticos

los marcadores geneticos son caracterlsticas distintivas que se manifiestan

de manera constante en un organismo 0 una poblaci6n, el hombre generalmente

utiliza estes marcadores para la discriminaci6n de genotipos cuando utiliza 0 clasifica

cierto germoplasma. Hay diversos tipos de marcadores geneticos, perc se pueden

definir tres grandes grupos morfol6gicos, bioquimicos y moleculares. los rasgos

morfol6gicos son los marcadores mas antiguos y mas ampliamente usados, y estes

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).

2.4.1. Marcadores morfol6gicos

EI mejoramiento de varias especies se complica por algunas caracterlsticas,

por ejemplo la ausencia de semillas en algunas variedades de vid (Vilis spp.) y la

maduraci6n temprana en durazno (Prunus persica (l.) Batsch.), en donde el fruto

madura antes que el embri6n. Dtro factor que complica la hibridaci6n es debido a

que muchas especies frutales son altamente heterocig6ticas. Esta heterogenesis,

junto con la carencia de conocimiento genetico para muchas de estas especies, da

como resultado una hibridaci6n seguida de una progenie con caracterlsticas

impredecibles (Moore y Durham, 1992).



Los marcadores morfol6gicos se han usado en programas de mejoramiento

genetico 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 Iigado no s610a las caracteristicas de interes

sino tarnbien a otras caracteristicas indeseables (Tanksley et al., 1989) . La

clasificaci6n basada en rasgos morfol6gicos (Py, 1970), no forma un criteria de

confianza por que estan Iimitados por efectos ambientales y fenotipicos. Usando

rasgos morfol6gicos, puede ser dificil el distinguir entre varios cultivares de citricos

(Fang y Roose, 1997) .

Muchos de los problemas asociados con los programas de mejoramiento

basados en la estimaci6n fenotipica de un rasgo agron6mico, tales como un mayor

efecto ambiental 0 herencia cuantitativa, se pueden eliminar par el usa de

diagn6sticos basados en ADN. Estas aproximaciones se espera sean ventajosas

particularmente en programas de mejoramiento que involucran rasgos multipenicos 0

cuantitativos, los cuales son notoriamente dificiles cuando se trata de un solo ensayo

fenotipico (Tanksley et aI, 1989).

2.4.2. Marcadores bioquimicos

2.4.2.1. Isoenzimas

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

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



enzima que tienen funci6n similar en un individuo, estas fueron el tipo de marcadores

mas comunmente usados. La tecnica de isoenzimas es relativamente simple y el

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

Las tecnicas electroforeticas y el estudio de las enzimas como marcadores en

poblaciones naturales constituyen una metodologia de usa relativamente facil en

nuestro medio y de largos alcances por sus diversas implicaciones en diferentes

campos tales como la genetica de poblaciones, biologia reproductiva y

frtomejoramiento (Mejia, 1992).

La caracterizaci6n de gennoplasma por isoenzimas se ha usado para

examinar el grade de diversidad genetica y las relaciones entre y dentro de las

especies (Mallika~una et al., 1994). EI usa mas conveniente de las isoenzimas es su

aplicaci6n en investigaciones intraespecfficas; cuando gran cantidad de accesiones

se agrupan confiablemente por estos marcadores moleculares (Klass, 1998).

Una de las desventajas de los marcadores isoenzirnaticos es que pueden

afectarse por condiciones ambientales en diferentes fases de desarrollo (Kuhns y

Fretz, 1978; Falkenhagen, 1985). En suma, el numero de loci por enzima que se

puede analizar es Iimitado, y la discriminaci6n (separaci6n) de diferentes genotipos

no es siempre posible. Los marcadores basados en el ADN pueden superar

ampliamente esta Iimitante y pueden aplicarse exitosamente para discriminar entre



genotipos individuales en un amplio rango de especies animales y vegetales (Nybom,

1991; Weising et al., 1991).

2.4.3. Marcadores moleculares

2.4.3.1 Principales usos de los marcadores moleculares

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 informaci6n muy extensa al respecto (Moore y

Durham, 1992).

EI anallsis genetico de especies perennes frutales esta Iimitado por varios

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

autoincompatibilidad e incompatibilidad cruzada, depresi6n endoqamica y apomixis

(Moore y Janick, 1993).

Tres areas potenciales donde los marcadores moleculares pueden ser

utilizados: 1) identificaci6n varietal y parentesco, 2) identificaci6n de loci genetico que

afectan un rasgo cuantitativo de importancia econ6mica, y 3) programas de

mejoramiento genetico, incluyendo registro y evaluaci6n de germoplasma,

introgresi6n, mejoramiento de hibridos comerciales y selecci6n dentro de

poblaciones(Cleggetal., 1995).



La importancia de los marcadores moleculares, se basa en la infinidad de

aplicaciones que se tienen sequn Moore y Durham (1992). Los principales usos de

los marcadores moleculares son de manera general: hacer mapas gen6micos,

analisis de germoplasma como nuevas fuentes de variaci6n, identificaci6n de

genotipos, detecci6n de hibridos y determinaci6n de rangos de autocruzas, analisls

de pedigree, etiquetado de genes que controlan caracteres de importancia comercial,

elaboraci6n de mapas de locus con rangos cuantitativos, estudios de introqresion de

genes, poblaci6n genetica y estudios taxonomicos, expansion de nuestro

conocimiento a la estructura del genoma y mapas basados en reproduccion de

genes. Los marcadores moleculares basados en ADN sequn Tanksley et al., (1989),

se deteclan como diferencias 0 poliformas en la informacion genetica entre

individuos.

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

moleculares, respeclo a los caracleres morfol6gicos, protelnas y f1avonoides son:

1. No estan influenciados por el medio ambiente,

2. Puede usarse cualquier parte de la planta,

3. Requiere pequeiias cantidades de tejido vegetal,

4. EI ADN es muy estable en condiciones de un refrigerador cornun,

5. Puede obtenerse y registrar un i1imitado numero de datos.

Sin embargo, este mismo autor seiiala algunas desventajas de su uso:



1. Generalmente caracteriza una pequena parte del genom a y no

necesariamente esta relacionado a caracteres morfo l6gicos ,

2. Muchos de ellos son costosos y requieren equipos especiales .

Para detectar variaciones en el ADN de dos individuos diferentes , se

requiere de tecnicas especializadas. Un gran numero de tecnicas pueden ser

utilizadas para la detecci6n de variaci6n en el ADN (polimorfismo) , algunos de estos

se basan en la digesti6n inicial de ADN con enzimas de restricci6n , mientras otras

dependen del uso de una reacci6n enzimatica diferente , conocida como reacci6n en

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

2.5. Marcadores no basados en la peR

2.5.1. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restrlcclen (RFLPs)

Posterior a las isoenz imas, los marcadores considerados como clasicos son

los RFLPs (Restriction Fragment Lengh Polymorphisms) lIamados en espano l

polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricc i6n (Moore y Durham , 1992;

Karp et el., 1997; Moreno et al., 1997).

La detecc i6n de RFLPs depende de la variac i6n natural en la secuenc ia basica

de ADN entre individuos. Estas diferencias se detectan por el corte de ADN en

fragmentos mediante enzimas de restr icci6n. EI ADN fragmentado se separa por

tamano mediante una electrofores is, se desnaturaliza y se transfiere a una



membrana, y se hibrida con una sonda de ADN que debe estar marcada para poder

visualizar los fragmentos de restricci6n que hibridan con la sonda (Moore y Durham,

1992; Rafalski y Tingey, 1993; Karp y Edwards, 1995; Karp et et. 1997 Moreno et aI"

Segun Moore y Durham (1992), la acci6n de los RFLPs tiene ciertas ventajas

sobre las isoenzimas: un modelo de herencia genetica simple puede frecuentemente

deducirse, la herencia es codominante y el polimorfismo es fenotipicamente neutral.

La mayor ventaja de los RFLPs sobre las isoenzimas es el nurnero de marcadores

RFLPs que pueden ser detectados, como las variaciones en la secuencia de

amlnoacldos que se realiza para las lsoenzimas. Las desventajas del analisis

mediante RFLPs es que estes consumen una gran cantidad de tiempo, se requiere el

uso de materiales radioactivos, es necesaria experiencia en c1onaci6n, elevada

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

2.6. Marcadores basad os en la PCR

2.6.1. Reaeelen en cadena de la polimerasa

En 1985, Mullis desarroll6 un metodo de amplificaci6n in vitro de ADN, que

permiti6 producir grandes cantidades de uno 0 mas fragmentos especificos

(productos amplificados) a partir de un ADN molde de gran complejidad 0 bien ARN,

seguido de trascripci6n inversa (Mullis,1990), Lo denominaron reacci6n en cadena de

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



a/., 1988; Erlich y Arnheim, 1992; White, 1996). Para que produzca la amplificaci6n

de ADN, el metoda requiere de una ADN polimerasa y uno solo 0 dos iniciadores. EI

ADN amplificado puede ser visualizado por simple tinci6n, sin necesidad de una

sonda (en este caso el iniciador hace la funci6n de sonda). La PCR detecta

diferencias en la secuencia nucleotidica de los fragmentos amplificados de los

individuos en estudio. Estas diferencias se pueden deber al cambio de una a mas

pares de bases en el sitio de uni6n de los iniciadores 0 a cambios estructurales

mayores que modifican la distancia de uni6n entre iniciadores. La PCR ha permitido

el desarrollo de marcadores moleculares que han abierto nuevas perspectivas para

resolver los problemas tradicionales de caracterizaci6n (Saiki at al., 1988; Karp et al.,

1997; Moreno at al., 1997; Henry, 1998).

Hay un nurnero de ventajas en el uso de la PCR en la determinacion de

genotipos a partir de una muestra de ADN. EI ensayo toma unas cuantas horas

comparado con la transferencia de 'Southern' blotting requerido con los RFLPs, el

cual toma dias 0 semanas; puede automatizarse, procesa un gran nurnero de

muestras para ser rapidamente etiquetadas con poca labor requerida. Finalmente la

PCR es econ6mica en cuanto al ADN; se requiere menor cantidad de ADN desde 10

nanogramos (ng) a diferencia de RAPD, AFLPs y rnicrosatelites que requieren

cantidades de hasta 100 ng (Rafalski y Tinguey, 1993), mientras en transferencia se

requieren nanogramos 0 microgramos de ADN. En una reacclon de PCR, muchos

loci geneticos distintos pueden ser etiquetados al mismo tiempo por amplificaciones

_ multiples usando multiples pares de iniciadores (Erlich y Arnheim, 1992).



En anos recientes se ha reconocido que marcadores de AON basados en

PCR son una poderosa herramienta para analisis geneticos asi como para

programas de mejoramiento por su simplicidad y facilidad de manejo (Karp y

Edwards, 1995; Karp et al., 1997.; Kojima et al., 1998).

2.6.2. Polimorfismo en el ADN amplificado por secuencias aleatorias RAPDs

Con el advenim iento de PCR, un nurnero de tecnicas estrechamente

relacionadas basadas en este principio se desarrollan al mismo tiempo y son

referidas colectivamente como Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (MAAP)

(Caetano-Annolles , 1994; Karp et a/., 1997). La mas usada de estas son los analisis

de polimorfismo en el AON amplificado por secuencias aleatorias, conocidas como

RAPO (Ramdomly Amplified Polimorphic DNA) por sus siglas en ingles, en las cuales

los iniciadores son usualmente de 10 a 20 pares de bases y en los cuales los

productos de la amplificaci6n se separan en geles de agarosa y los productos de

amplificaci6n se titlen con bromuro de etidio y finalmente son visualizados bajo luz

ultravioleta (Williams et a/., 1990). AP-PCR (PCR con iniciadores arbitrarios) (Welsh y

McClelland, 1990) y OAF (Amplificaci6n de huellas gen6micas de AON) (Caetano­

Annolles et a/., 1991), difieren de los RAPOs principalmente en la longitud del

iniciador, las condiciones de astringencia y en los metodos de separaci6n y detecci6n

de los fragmentos . En todos los casos, el polimorfismo se obtiene al amplificar in vitro

el AON gen6mico con iniciadores escogidos al azar y, por tanto, no es necesario un

conocimiento pril vio sobre el genoma del organismo a estudiar (Moreno et al., 1997)



el polimorfismo es detectado como presencia 0 ausencia de bandas (Karp y

Edwards, 1995).

Los RAPOs tambien han detectado altos niveles de polimorfismo comparado

con los RFLPs en casos donde las dos tecnicas se han aplicado para el mismo

material (Karp y Edwards, 1995).

Oebido a los problemas de reproducibilidad entre laboratorios y su

caracteristica de ser marcadores dominantes, no se aconseja su utilizaci6n en la

identificaci6n varietal para el establecimiento de bancos internacionales de datos

(Wolffetal., 1995).

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

La tecnica de los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism per sus

siglas en ingles) se basa en la amplificaci6n selectiva por medio de la peR de

fragmentos de restricci6n del total de AON gen6mico digerido (Vos et al., 1995; Karp

et a/., 1997). Es considerada baslcarnente una tecnologia intermedia entre los RFLPs

y RAPOs (Karp y Edwards, 1995). La tecnica involucra tres pasos: 1) restricci6n del

AON y Iigaci6n de los adaptadores de 0ligonucle6tidos, 2) amplificaci6n selectiva de

de los juegos de fragmentos de restricci6n y 3) analisis del gel de los fragmentos

amplificados. Usando este rnetodo, se pueden visualizar series de fragmentos de

restricci6n por medio de la reacci6n en cadena de la polimerasa sin el conocimiento



de la secuencia de nucle6tidos. Sin embargo, el nurnero de fragmentos que pueden

ser amplificados simultfmeamente, dependen de la resoluci6n del sistema de

detecci6n. TIpicamente 50-100 fragmentos de restricci6n son detectados y

amplificados en un gel de poliacrilamida, pueden ser marcadores dominantes y

codominantes (Karp y Edwards, 1995; Vos et al., 1995; karp et al., 1997). Los AFLPs

proveen una nueva y muy poderosa tecntca de marcar ADN de cualquier origen 0

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

2.6.4. Minisatelites y microsatelites

Recientemente se han descubierto la existencia de secuencias de ADN

extremadamente variables tanto en animales como en plantas. Uno de estos son las

secuencias de ADN en rninlsatelites que consiste en repeticiones en serie de una

secuencia (Nybon, 1991; Moore y Durham, 1992). Las secuencias estan a menudo

dispersas a traves del genoma y representan diferentes loci (Moreno et al., 1998).

En cada locus los alelos pueden representarse por un nurnero variable de

repeticiones de secuencia una tras otra. De esta manera, una simple prueba

homoloqa para la secuencia cornun puede revelar simultaneamente variabilidad en

muchos loci, produciendo la huella genetica de un organismo (Nybon, 1991; Moore y

Durham, 1992).

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

1) ADN satelite, el cual muestra unidades de repetici6n con una longitud mayor a



pares de bases (pb), 2) monorneros minisatelite que comprenden las

repeticiones de 9 a 100 pares de bases (pb) y 3) mlcrosatelites 0 secuencias simples

que exhiben unidades de repeticion de 1 a 6 pares de bases (pb) de longitud

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

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

de di-, tri- Y tetranucle6tidos, as! como algunas secuencias rninisatelites, pueden ser

usadas potencialmente como marcadores geneticos.

2.6.5. Secuencias Simples Repetidas (SSRs)

Conocidas en espariol como secuencias simples repetidas (SSR: Simple

Secuence Repeat por sus siglas en ingles) 0 ADN mlcrosatelite mediante PCR

(STMS: Secuence Tagged Microsatelite Site), tarnblen conocidos como

rnicrosatelites tales como (GA)n 0 (CT)n, son muy abundantes y se encuentran

dispersos en el genoma de la planta (Gupta et al., 1994; Zietkiewics et al., 1994;

Moreno et al., 1997; Wu y Tanskley, 1983; Kojima et al., 1998). Con el uso de esta

tecniea se ha observado un alto nivel de polimorfismo, que deriva de diferencias en el

grado de repeticicn de la unidad repetida dentro del microsatelite, resultando en

numerosas variantes alelicas (Karp et al., 1997; Moreno et al., Smith et al., 1997).



Los SSRs comprenden secuenc ias de 0ligonucle6tidos cortas (Alban i y

Wilkinson , 1998) , se analizan mediante la amplificac i6n in vitro de una regi6n

gen6m ica corta que contiene la secuencia repetida , y la estimaci6n del tamano de la

longitud repetida por separac i6n en gel. Una pequena cantidad de AON es requerida ,

y es posible que el desarro llo de una tecnolog ia automat izada para manejar RAPOs

o amplificaci6n de muestras PCR se pueda aplicar directamente a un analisis de

repetici6n simple (Moreno et al., 1997; Albani y Wilkinson , 1998). Los geles de

agarosa pueden usarse para la separaci6n de bandas , sin embargo , la resoluci6n de

todos los alelos puede requerir el uso de geles de acrilamida (Rafalski y Tingey,

1993). Son marcadores codom inantes y altamente reproduc ibles (Karp et al., 1997).

Los SSR se han desarrollado y usado para elaboraci6n de mapas gen6m icos

y etiquetados de AON en diferentes espec ies de plantas (Morgante y Olivieri, 1993)

tales como arboles trop icales (Condit y Hubbell , 1991), maiz (Tamarino y TIngey,

1996, Simth et a/., 1997) , Sorghum bicolor (Taramino et al., 1997), Arabidopsis

(Westman y Kresov ich, 1998).

Los minlsatet ltes producen bajos niveles de polimorfismo . Esla tecnlca tiene

desventaja cuando se estudia el polimorfismo intravarietal, ya que s610 deben

detectarse cambios menores ; adernas de que el diseno de los iniciadores para

etiquetar el locus lIeva mucho tiempo y resulta poco practice cuando muchos loci

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



2.6.6. Intersecuencias Simples Repetidas (ISSRs)

Recientemente se ha descrito una novedosa tecnlca molecular que permite la

detecci6n de polimorfismo en loci rninisatelites as! como mlcrosatelites sin el

conocimiento previa de la secuencia de ADN fYVuet al., 1994; Zietkiewicz et al.,

1997). Se han propuesto dos nombres para esta tecnica: repeticiones de secuencia

simple interna (ISSR-PCR, 0 ISSR en ingles Inter Simple Secuence Repeat)

(Zietkiewicz et al., 1994) y polimorfismo de microsatelltes amplificados al azar

(RAMPs Random Amplified MicrosateJlite Polymorphism) fYVu et al., 1994). La

tecnica involucra el uso de un solo inieiador compuesto por una seeueneia

rnicrosatelite mas una secuencia arbritaria corta, la cual se anela a la regi6n

mlcrosatelite y amplifica por medio de PCR la regi6n entre los dos SSR relacionados

y opuestamente orientados (Zietkiewiez et al., 1994; Yang et al., 1996; Fang y

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

La amplificaci6n por ISSR puede revelar un mayor nurnero de fragmentos por

iniciador comparado con el anatisis mediante RAPOs fYVolffet al., 1995). Zietkiewiez

et al., (1994) fue el primero en usar esta tecnologia para difereneiar entre individuos

altamente relaeionados. EI analisis ISSR se ha usado para evaluar diversidad

genetica en mafz dentado y para rosetas (Kantely et al., 1995), para identificar

cultivares de crisantemo fYVolffet al., 1995); abeto (Tsumura et al., 1996), sorgo

fYVepenget al., 1996), citrieos (Fang y Roose 1997; Fang et al., 1997; Fang et al.,

1998; Fang y Roose, 1999), trigo (Nagaoka y Ogihara, 1997), mel6n (Danin et et.,
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; 199B), Penstemon roseus (Wolfe et al., 199B), arroz (Blair et al., 1999),

Calamagrostis (Esselman et al., 1999), grosellero (Lanhan y Brennam, 1999), Chen

et al., (199B), la usaron en la identificaci6n de plantas derivadas del cultivo de

anteras. Kojima et al., (199B), reportan su uso en la elaboraci6n de un mapa de Iinaje

en trigos. Moreno et al., (199B), utilizaron esta tecnica para la caracterizaci6n de

germoplasma de vid y no detectaron diferencias intravarietales perc encontraron

polimorfismo altamente reproducible entre las dos variedades de vid probadas;

Albani y Wilkinson (199B), la utilizaron para detectar variaci6n somaclonal en papa.

Por su parte Ratnaparkhe et al., (199B), los usaron para etiquetar genes asociados

con enfermedades de garbanzo.

Los ISSR se han propuesto como una nueva fuente de marcadores

moleculares los cuales superan las limitaciones tecnicas de los RFLPs y RAPOs

Ratnaparkhe et al., (199B). Esta tecnologia provee un sistema faci!, confiable y

altamente informativo para tomar huellas de AON (Prevost y Wilkinson, 1999), AI

respecto, diversos autores han comparado los ISSRs con otras tecnicas moleculares.

Fang et al., (1997), caracterizaron accesiones de naranjo trifoliado y reportaron que

mediante las isoenzimas y los RFLPs se detect6 poco polimorfismo entre las

diferentes accesiones; mientras que, con los ISSRs se gener6 un mayor nurnero de

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

evaluaron diferentes marcadores moleculares para detectar polimorfismo en trigos y

mencionan que los iniciadores ISSRs producen mayor informaci6n que los RAPOs 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 iniciadores ISSRs en comparaci6n con RAPDs e isoenzimas. Similar a 10

reportado por Esselman et et.. (1999), quienes obtuvieron mejores resultados 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 caracter izaci6n de grasellero.

Dadas sus caracter isticas de generar altos niveles de polimorfismo , altamente

intormativos, tacil manejo, reproducibilidad y bajo costa en relaci6n con otros

marcadores moleculares , se consideran como marcadores ideales para el manejo de

gran cantidad de accesiones, para su caracterizaci6n, identificaci6n, 0 elaboraci6n

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

Nagaoka y Okijara , 1997; Prevost y Wilkinson, 1999). EI Cuadra 2 muestra la

comparaci6n de algunas caracteristicas entre marcadores geneticos moleculares.

Cuadro 2. Comparativa de marcadores geneticos moleculares.

RFLPs RAPOs Microsatelites STS
Abundanciagen6mica Alto MuyAJto Medio Alto

Niveldepolimorfismo

Acci6ngenica Codominante

CantidaddeADNrequerido 2-10ng 10-25ng 50-100ng 50-100ng

Conocimientodesecuencia

Detecci6ndeSouthern

Costosde desarrollo Bajo

Costosde inicio Medio/Alto Bajo



2.7. Caracterizaci6n convencional y biotecnol6gica del cultivo del aguacatero

Si los recursos fitogeneticos se conservan ya sea como semillas, in vitro, 0

como colecciones de campo, los administradores de las colecciones ex situ

necesitan mantener la integridad de las accesiones conservadas e identificar

duplicados. Se requiere caracterizaci6n para determinar la identidad de las

accesiones. Todas las actividades de conservaci6n de recursos geneticos requieren

de la caracterizaci6n de la diversidad genetica tanto dentro de las accesiones como

entre elias, 0 sea de toda la poblaci6n que constituye el banco de germoplasma

(Karp et al., 1997) .

En primera instancia esto usualmente implica la descripci6n de la variaci6n de

los caracteres morfol6gicos, particularmente de caracteristicas agromorfol6gicas de

interes directo para los usuarios. Desafortunadamente los descriptores morfol6gicos

(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 descripci6n confiable sea necesario hacer dicha

descripci6n en varios ambientes con un alto costo de recursos humanos, tiempo y

econ6micos.

• EI bajo nurnero de descriptores, 10cual repercute en que no tienen adecuada

habilidad discriminatorla, tampoco son suficientes para realizar un muestreo

adecuado del genoma con el fin de tener su huella genetica y de esta manera

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



colectas (Karp et al., 1997). ~I:$ :~:.·,'if ' tr~
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SISTEMAOEOIOLJ OIECAS
Sin embargo, con el desarrollo de nuevas herramientas biotecnol6gicas y

consecuentemente la emergencia de tecnologias que analizan directamente el ADN

ha permitido a los investigadores realizar un muestreo altamente eficiente del

genoma. La informaci6n proporcionada por dichos marcadores tiene varios usos

importantes, entre los que destacan: a) el conocer el grado de relaci6n genetica de

los materiales y en algunas especies, permite la selecci6n de progenitores para

maximizar efectos de heterosis; b) la evaluaci6n de pureza genetica y descripci6n

varietal con gran precisi6n y enorme poder de discriminaci6n. Dichas metodologias

tambien son Crtiles para la identificaci6n de Iineas 0 materiales que deben

preservarse para maximizar la diversidad genetica de un banco de germoplasma

(Karpetal., 1997).

Diversos marcadores moleculares de ADN como RFLPs, AFLPs, RAPDs Y

SSRs han sido usados en los ultimos anos para estudiar la diversidad genetica en

distintas especies, (Weising et al., 1995; Guillen et al., 2000). La metodologia de

detecci6n de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricci6n (RFLP) fue de

las primeras usadas con estos objetivos, con ella pueden compararse decenas 0

clentos de loci polim6rficos en varias plantas cultivadas; puede ser altamente

discriminativa y dar un muestreo del genoma suficientemente amplio.

Con la implementaci6n de la reacci6n de la polimerasa en cadena (PCR) con

el fin de amplificar ADN, nuevos procedimientos basados en ella han sido
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~~. desarrollados como son: el metoda de detecci6n de polimorfismos en la longitud de

r fragmentos amplificados 010s et al., 1995) que es una poderosa tecnica de

marcadores de ADN concebida originalmente para construir mapas de marcadores

de ADN de alta densidad . Se basa en la detecci6n de una amplificaci6n selectiva de

fragmentos de restricci6n de ADN gen6mico. EI ADN es cortado normalmente con

dos endonucleasas de restricci6n, una de corte raro y otra de corte frecuente; los

productos de estas digestiones se ligan a secuencias conocidas de ADN de doble

cadena lIamadas adaptadores , la secuencia adaptador-sitio de restricci6n de estos

fragmentos sirve como ADN blanco para las posteriores amplificaciones . Por su

confiabilidad , reproducibilidad y potencia, esta tecnica se considera altamente versatil

y de gran utilidad para producci6n de "huellas geneticas· de ADN, analisis de

diversidad genetica y construcci6n de mapas geneticos.

Otro procedimiento es mediante el polimorfismo en el ADN amplificado por

secuencias aleatorias (RAPD; Williams et al., 1990) , que consiste en la amplificaci6n

de ADN gen6mico utilizando 0ligonucle6tidos con una secuencia de bases en un

orden al azar. Normalmente un s6100ligonucle6tido es utilizado como iniciador y las

regiones f1anqueadas por repetidos invertidos con homologia al 0ligonucle6tido, son

amplificadas de acuerdo a las condiciones normales para amplificaci6n por peR , por

10que fragmentos pequeiios y grandes tendran oportunidad de ser amplificados. En

estos marcadores idealmente, cada uno de los fragmentos amplificados por el uso de

iniciadores con una secuencia de bases aleatoria representaria un locus especifico

en el genoma y los polimorfismos detectados pueden baslcarnente ser el resultado

de varios tipos de eventos: a) inserci6n de grandes fragmentos de ADN entre los dos



~.: sitios de alineaci6n 10que origina un fragmento muy largo provocando que se pierda ;

~ b) la deleci6n de un fragmento de ADN que neve uno de los dos sitios de alineaci6n

10que provoca tambilm su perd ida: c) la substituci6n de un nucle6tido que puede

afectar et alineamiento de uno de los dos iniciadores por cambios en la homolog ia 10

que provoca la ausencia 0 presencia del polimorfismo 0 el cambio en el tamalio del

fragmento ; y d) inserci6n 0 deleci6n de pequelios fragmentos de ADN 10 que origina

cambios en el tamalio del fragmento . En la practica , sin embargo , cambios en el

tamalio son raros. Un fragmento particular de RAPD esta usualmente presente (alelo

'A') 0 ausente (alelo 'a') la cual es una distribuci6n tipica para marcadores

dominantes . Un fragmento se ve Iinicamente cuando es homocigoto (AA) 0

heterocigoto (Aa), y su ausencia da a entender la presencia del genot ipo (aa). Los

RAPD son una tecnica muy poderosa por su simplicidad , la calidad de los datos que

proporciona y su aplicabilidad en cualquier genoma es especial mente Iitil para la

identificaci6n de variedades y mon itoreo de la pureza genetica .

Otra metodolog la es la detecci6n de secuencias simples repetidas 0 cortas

(SSRs) (Akkaya et al., 1992; Senior y Heun, 1993). Las SSRs son secuenc ias de

ADN que tienen una unidad nucleo de dos 0 cinco nucle6tidos tales como (AT);

(CIT) Y (ATGT) las cual estan repetidas en tandem y dispersas por todo el genoma .

Estas pequelias secuencias son la base del peR ya que se utilizan iniciadores

complementarios a las regiones que las f1anquean, las cuales son generalmente

conservadas entre genotipos de la misma especie , amplificando de esta manera los

fragmentos que contienen las SSR. EI polimorfismo es creado cuando los productos

de PCR de diferentes individuos varian en longitud como resultado de la variac i6n en
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rel nOmero de unidades repetidas en las SSR. Varios investigadores han iniciado su
i'
~ desarrollo y uso en un amplio rango de especies de plantas, como por ejemplo: maiz

(Zea mays L.), (Senior y Heaun 1993), trigo (Triticum aestivum L.), (Devos et

al.,1995) soya (Glycine max L), (Akkaya et al., 1992; Morgante y Olivieri, 1993),

cebada (Hordeum vulgare L.), (Saghai-Maroof et al., 1994), arroz (Oryza sativa L.),

(yVu y Tanksley, 1993; Zhao y Rochert, 1993), aguacate (Persea americana Mill.),

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

En general estos nuevos metodos son igualmente eficientes para discriminar

variedades y evaluar la pureza genetica en distintos materiales, con la ventaja de que

son mucho mas rapldos que los RFLP y el uso de uno u otro depende basicamente

de la especie. Ademas, se puede sei'ialar que la utilizaci6n de estas tecnicas que

detectan polimorfismos al nivel de ADN, permite el muestreo 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 mas minucioso de la variabilidad intra e inter poblacional

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

EI mejoramiento de los cultivos tiene tres objetivos fundamentales: el primer

objetlvo es manipular cruzamientos sexuales para combinar genes deseables de

diferentes Iinajes en uno solo. EI segundo objetivo es seleccionar genotipos

deseables a partir de combinaciones complejas de genotipos resultados de la

reproducci6n sexual. Y el tercer objetivo es mantener y propagar aquellas

combinaciones genotipicas que son mas utiles para el fitomejorador. Los marcadores



geneticos suministran valiosas herramientas para ayudar en la creaci6n de las

cornbinaciones geneticas deseadas , y en la identificaci6n y selecci6n de genotipos

deseables (Clegg, 1999).

2.8. Marcadores moleculares en aguacate

EI aguacate al igual que otras plantas cuenta con la presencia de metabolitos

secundarios (taninos, fenoles) que inhiben la acci6n de enzimas y otros compuestos ,

adicionalmente se dificulta el aislamiento del ADN con respecto a las especies que

tienen pequeiias cantidades de esos compuestos. Generalmente el ADN obtenido es

de baja pureza e inmanejable para la reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR), se

han hecho pocos estudios biotecnol6gicos en aguacate en los cuales se involucra el

ADN.

En un estudio hecho por Huanosto (2000); para la caracterizaci6n de tres

especies de aguacate (Persea americana, Persea tolimenensis y Persea

schiedeana), utilizando RAPDs como marcadores moleculares, se utilizaron hojas

j6venes para la extracci6n de ADN. Los rnetodos utilizados fueron el de Dellaporta et

al., (1983); Plant DNAzol (GIBCD) 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 comparaci6n de tres tecnicas de

marcadores moleculares ISSRs, RAPDs Y RFLPs para la identificaci6n de genotipos
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f:en aguacate de la variedad 'Bacon', 'Fuerte' y 'Zutano'. Para este trabajo se aisl6

'" 0 de embriones de las variedades mencionadas usando una modificaci6n del

metoda de extracci6n de Rawson et al., (1982); descrito por Kobayashi et al., (2000) .

Sharon et al., (1997); utilizaron marcadores moleculares como: RAPDs y SSR

para construir un mapa genetico con los cultivares de aguacate 'Pinkerton' y

'Ettinger'. La extracci6n de ADN la realizaron con hojas j6venes, utilizando el metodo

de Murray y Thompson, (1980); con modificaciones descritas por Lavi et a/., (1991).

Los marcadores ISTR (Inverse Sequence-Tagged Repeat) demostraron su

eficiencia en la detecci6n del polimorfismo existente entre los diferentes genotipos.

Los valores de disimilitud obtenidos oscilaron desde 0.24 entre las variedades

'Suardla' y 'Hass' hasta 1.00 entre las variedades 'Lula' y 'Los Moros' 0 'CHI-3' con

un promedio de disimilitud de 0.78. La eficiencia del UPGMA para estimar las

relaciones geneticas entre las variedades fue corroborada mediante el coeficiente de

correlaci6n cofenetica, el cual indic6 que el grade de distorsi6n en los estimados de

disimilitud fue minimo. Los grupos ecol6gicos no estuvieron representados

adecuadamente en el dendrograma, de forma tal que los genotipos antillanos,

guatemaltecos y mexicanos, se distribuyeron indistintamente en el, Se discute la

utilidad de los marcadores ISTR para la identificaci6nde genotipos y estimaci6n de la

diversidad genetica entre las variedades comerciales de aguacate (Ramirez et et.,

2002).



las correlaciones entre los datos fenotip icos, AFLP y microsatelites , sugieren

la conveniencia de usar estimados de distancias geneticas basado en sistemas de

marcadores de ADN como un indicativo de la diversidad fenotipica en variedades de

aguacatero (Fuentes et al., 2005).



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Determinacion del protocolo de aislamiento de ADN genomico de aguacate

3.1.1. Material genetico

EI material vegetativo utilizado fue colectado del Banco de Germoplasma del

Campo Experimental (INIFAP) de la Ciudad de Uruapan, Michoacan. 5e

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

selecci6n se cort6 una hoja de cada una de elias, eliminando la nervadura central

con la ayuda ~ tijeras; posteriormente, cada una se coloc6 en bolsas de glacine

debidamente marcadas e identificadas para su procesamiento en ellaborator io.

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

Raza

Mexicana Antillana Guatemalteca

1. 681-04 6. 659-02 11. 670-06
2. 681-03 7. 660-01 12. 670-05
3. 881-02 8. 661-04 13. 670-03
4. 681-01 9. 661-03 14. 670-01
5. 680-02 10. 661-01 15. 674-01

3.1.2. Protocolos de aislamiento de ADN

En el presente trabajo de investigaci6n se probaron cinco protocolos de

aislamiento de ADN gen6mico: Clarke at a/., (1989), Istvan-Nagy at a/., (1998)

Modificado, Dellaporta at et., (1983), 5aghai- Maroof at a/., (1984) y el metodo de



'~::C1arlc:e et a/., (1989) modificado en ellaboratorio de biotecnologia (INIFAP, Uruapan).

r;'Todos los protocolos indicados se han utilizado con exito en diferentes especies

f vegetales a excepci6n del de Clarke et al., (1989) modificado.

En todos los procedimientos de aislamiento de ADN se estandariz6 la cantidad

de tejido foliar utilizado. Con excepci6n del rnetodo propuesto por Saghai-Maroof et

at., (1984) el tejido foliar fue colectado el dia previa a su procesamiento y se

almacen6 a una temperatura de -20°C . A continuaci6n se describe cada uno de los

protocolos probados.

3.1.2.1. Protocolo propuesto por Clarke ef al. , (1989).

1. Se colectan de 2 a 3 segmentos de hojas (10 em, c1uno) j6venes por muestra

(200 mg) y se colocan en tubos de plastico de 2.0 ml 0 en bolsas de glacine.

Almacenar inmediatamente en una hielera para su transporte al laboratorio.

2. Obtener la savia de cada muestra con ayuda del extractor agregando 1.0 ml de la

soluci6n extractora. Agua bidesionizada (ddH20) , Cloruro de Sadio (NaCI),

Trizma-base (Tris), Acido Etilenediamino-Tetracetico de Sodio Dihidratado

(EDTA), Poli-Vinil Pirrolidona (PVP), Bromuro de Hexadecil-Trimetril-Amonio

(CTAB), Beta Mercapto-Etanol (BME), las cantidades empleadas, se describen en

el c uadrc a.

3. Incubar el extracto en un horne a una temperatura de 65 ·C durante 30 min. Agitar

suavementecada 15 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

a 10 min. Centrifugar a 3200 rpm por 10 min.

5. Transferir 600 III de la fracci6n acuosa a tubos Eppendorf nuevos de 2.0 mL.

Agregar 15 III de RNAsa (10mg/ml) e incubar durante 15 min.

Se recomienda hervir la RNAsa durante 10 minutos previa uso

6. Agregar 500 III de la mezcla fenol:cloroformo (1:1) mezclar suavemente de 5 a 10

min posteriormente centrifugar durante 10 min a 3200 rpm. Transferir la fase

acuosa (500 Il l ) atubos nuevos.

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

7. Agregar 750 III de etanol absoluto completamente frio . Colocar 105tubos 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 III de etanol al 70 %, centrifugar de 5

a 10min a 3200 rpm.

9. Decantar el etanol (70 %) Y secar 105 tubos invirtlendolos durante 30 min,

resuspender sobre 500 III de solud6n Tris y EDTA (TE) frio.

Cuadro 4. Componentes de reaccion de la soluci6n extractora en el protocolo
descritoporClarkeetal., (1989).

Compo nente Concentraci6n 20ml 100ml
final

ddH20 3.4ml 10ml
5000mMNaCI 2100mM 8.4ml 13ml
1000 mM Tris ' 100mM 2.0ml 42ml
500mMEDTA' 150mM 6.0ml 30ml
PVP 2.0% 0.49 2.09
CTAB 2.0% 0.49 2.0g
14000mM BME 140mM 0.2ml 1ml
' pH 8.0



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

1. Colectar 3.5 cm2 de tejido foliar fresco sin nervadura. Transferir la muestra a un

mortero, adicionar nitr6geno Iiquido y moler hasta obtener un polvo fino.

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

la soluci6n de extracci6n, Agua desionizada (dH20), Cloruro de Sadio (NaCI).

Trizma-base (Tris), Acido Etilenediamino-Tetracetico de Sodio Dihidratado

(EDTA), Poli-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 soluci6n con la muestra de tejido foliar.

3. Adicionar 450 j.lL de fenol equilibrado. posteriormente agregar 450 ul, de la

mezcla c1oroformo:alcohol isoamilico (24:1) y agitar suavemente durante 10 min.

4. Centrifugar por 10 min a 12,000 rpm. Transferir el sobrenadante a tubos nuevos

Eppendorf y agregar 500 ul, de isopropanol.

5. Dejar precipitar durante 10 min a temperatura ambiente, agitando mediante

inversi6nsuave .

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

500j.lLdeetanolfrioaI70%.

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

sobrenadanteydejarsecarlapastilladurante 10 min.

8. Resuspender la pastilla de ADN en 100 ul, de soluci6n Tris y EDTA (TE).



5. Componentes de reacci6n del amortiguador utilizado en el protocolo
descrito por Istvan Nagy et al., (1998).

Componente Conc entr aci6n 20mL 100mL
final

dH20 11mL 53mL
1000mMTris1 100mM 2.0mL 10mL
5000mMNaCI 500mM 2.0mL 10mL
500mMEOTA1 50mM 2.0mL 10mL
SOS 3.0% 3.0mL{20%) 15mL{20%)
PVP 1.0% 0.2g 19
14000mMBME 10mM 0.014mL 0.070mL

'pH8.0

3.1.2.3. Protoc olo propuest o por Oellaporta et al., (1983).

1. Macerar 200 mg de tejido foliar fresco en un mortero, adicionando nitr6geno

Iiquido. Transferir el tejido molido a un tubo de plastico de 2.0 mL y agregar 1.0

mL de la soluci6n de extracci6n. Agua bidesionizada (dH20), Cloruro de Sodio

(NaCI), Trizma-base (Tris), Acido Etilenediamino-Tetracetico de Sodio Oihidratado

(EOTA), Oodecil Sulfato de Sodio (SOS), Beta Mercapto-Etanol (BME), las

cantidades empleadas, se describen en el Cuadro 6.

2. Incubar a 65°C por 15 min en bane Maria. Agregar 800 ul, de acetato de potasio

5000 mM. Mezclar suavemente por inversi6n e incubar por 60 min manteniendo

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

3. Transferir el sobrenadante a otro tubo de plastico de 2.0 mL y adicionarle 1.0 mL

de isopropanol frio, mezclar ligeramente por inversi6n e incubar a -20°C , de 30 a

60 min.



Can un gancho de vidrio transferir el ADN a un tuba nuevo Eppendorf de 2.0 mL.

Agregar 35 III de soluci6n Tris y EDTA (TE).

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

reacci6n con 37 III de acetato de sodio 3000 mM y 250 III de isopropanol frio,

incubara-20oCdurante2h.

: 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 III de amortiguador Tris y EDTA

(TE) yalmacenar las muestras de ADN a 4 °C hasta su uso.

Cuadro 6. Componentes de reacci6n de la soluci6n extractora utilizada en el
protocolo descrito por Dellaporta et al., (1983).

Comp onente Concentracion 20 mL 100mL
final

ddH20 13.24 mL 66.7
1000mMTris1 100mM 2.0mL 10ml
5000mM NaCI 500mM 2.0mL 10ml
500mMEDTA1 50mM 2.0mL 10mL
SDS 1.3 % 2.6mL(10 %) 13mL (10% )
14000mM BME 2.0% 0.040m L 0.200mL

'pH 8.0

3.1.2.4. Protocol o propuesto por Saghai-Maroof et al ., (1984), modificado por
lioisington et al., (1994).

1. Utiliz,1fhojas de plantas cultivadas en campo 0 invernadero y es recomendable

procesar hojas j6venes con ausencia de areas necr6ticas y sin lesiones

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

nervadura central gruesa, eliminarla.



r'
t. Cortar las hojas en secciones y colocarlas en bolsas de malla de fibra de vidrio

(10 x 15 em). Dentro de la bolsa incluir una etiqueta de identificaci6n de la

muestra. Adicionar nitr6geno Iiquido y colocar las muestras inmediatamente en el

liofilizadorpor96h.

3. Transcurridas las 96 horas, sacar las muestras del 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 soluci6n extractora . Agua desionizada (ddH20). Cloruro de

Sodio (NaCI), Trizma-base (Tris), Acido Elilenediamino -Tetracetico de Sodio

Dlhidratado (EDTA). Poli-Vinil Pirrolidona (PVP). Bromuro de Hexadecil-Trimetril­

Amonio (CTAB). Beta Mercapto-Etanol (BME). lascantidades empleadas, se

describen en el Cuadro 7 (precalentada a 65 · C) al tubo que contiene el tejido

molido. Para evitar que el tejida se compacte, es mejor distribuirlo sobre las

paredes laterales del tubo antes de agregar la soluci6n amortlguadora. Mezclar

con sUavldstl invirtiendo el tubovartas veces.

5.lncubardurante 90 min en un horne a 65 · C, agitando los tubos continuamente

consuavidad.

6. Retirar del horne los tubes. esperar 5 min para que se enfrie la soluci6n y agregar

4.0 mL de cloroformo :octanol (24:1). Agite suavemente 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 tubes 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.



r > Con una pipeta, trasladar la eapa superior aeuosa a tubos nuevos de 15.0 mL que

V contengan 30 ul, de 10 mg mL-1 de RNAsa A, mezelar invirtiendo con suavidad

: los tubas e incubar durante 30 min a temperatura ambiente.

;:10. Agregar 4.0 mL de isopropanol, euidando que este se eneuentre frio. Mezdar

invirtiendo los tubos con suavidad.

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

resuspender el ADN en 500 ilL de soluei6n Tris y EDTA (TE).

Cuadro 7. Componentes de reacci6n de la soluei6n extraetora utilizada en el
protoeolo deserito por Saghai-Maroof et al., (1984), modificado por
Hoisington etal., (1994).

Componente Concentraci6n 100mL 400mL
final

dH20 17.0mL 68.0mL
1000mMTris1 100mM 10.0mL 40.0mL
5000 mM NaCI 700mM 42.0mL 168.0mL
500mMEDTA2 50 mM 30.0mL 120.0mL
PVP 2.0% 2.0g 8.0g
CTAB 3.0% 3.0g 12.0g
14000mM BME 140mM 1.0mL 4.0mL

'pH7.5,2pH8 .0

; 3.1.2.5. Protocolo propuesto por Clarke et al., (1989) modificado en el
laboratorio de biotecn ologia (INIFAP. Uruapan).

1. Se colectan de dos a tres segmentos de hojas (10 em, cluno) j6venes por muestra

(200 mg) y se colocan en tubes de plastico Eppendorf de 2.0 mL 0 en bolsas de

glaeine. Las muestras se almacenan en una hielera mientras se transportan al

laboratorio.



En un mortero se muelen las muestras adicionando nitr6geno Iiquido, hasta

obtener un polvo fino y se agrega 1.0 ml de la soluci6n extractora . Agua

desionizada (ddH20), Cloruro de Sodio (NaCI), Trizma-base (Tris), Acido

Etilened iamino-Tetracet ico de Sodio Dihidratado (EDTA), Poli-Vinil Pirrolidona

(PVP) , Bromuro de Hexadecil-Trimetril-Amon io (CTAB) , Beta Mercapto-Etanol

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

3. Incubar el extracto en el homo a 65 · C durante 45 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 cloroformo :octanol (24:1). Mezclar suavemente de 5

a 10 min y centrifuga r a 3200 rpm por 10 min.

5. Transferir 600 III de la fracci6n acuosa a tubos nuevos Eppendorf de 2.0 ml

6. Agregar 500 III de la mezcla cloroformo :octanol (24:1), mezclar suavemente de 5

a 10 min, posteriormente centrifugar durante 10 min a 3200 rpm. Transfer ir la

faseacuosa (500 Ill) atubos nuevos.

7. Agregar 15 III de RNAsa (10 mg/lll) e incubar durante 30 min a 37 ·C

Se recomienda netvir la RNAsa durante 10 minutos prev ia uso

8. Agregar 75 III de 5 M NaCI y 750 III de etanol absoluto frio . Colocar los tubas a

-80 · C por 30 min, centrifugar durante 15 min a 3200 rpm.

9. Decantar el etano l y NaCl, secar invirtiendo los tubos durante 30 min.

Resuspender sobre 150 III de soluci6n Tris y EDTA (TE) Yalmacenar la muestra

de ADN a 4 ·C hasta su uso.

A veces es necesario utilizar panue/os facia/es para seear comptetemente los
tubos.



Concentracion 20mL 100mL
final

3.4mL 17.0mL
100mM 2.0mL 10.0mL
2100mM 8.4mL 42.0mL
150mM 6.0 mL 30.0mL
4.0% 0.8g 4.0g
4.0% 0.8g 4.0g
140mM 0.200mL 1.0mL

dro 8. Componentes de reacci6n de la soluci6n extractora utilizada en el

F ~~~~~:~o~~:c(~~~~~~~~r~:p:~r.'· ' (1989), modificado en ellaborato rio de

~" Compo nente

; 1000 mMTris '

~, ~gOm~ME~~~l
~ CTAB
,0 pvp

14000 mM BME
. 'pH 8.0

3.2. Colecta del material vegetal

En esta fase de investiqaclon se colectaron muestras de 231 accesiones de

aguacate Persea americana raza mexicana, existentes en el Banco de Germoplasma

del Campo Experimental de Uruapan; Michoacan. De cada colecta se tomaran tres

segmentos de 10 cm de longitud de hojas j6venes y visiblemente sanas, las hojas se

guardaron en bolsas de glacyne, se etiquetaron e inmediatamente fueron

almacenadas en hielo; para su posterior traslado al laboratorio de marcadores

geneticos moleculares (LAMAGEM) del campo experimental 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 colectados y clasificados para la investigaci6n.
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Figura 1. Ubicaci6n de los sitios de procedencia de frulos de aguacate (Persea
americana Mill.) raza mexicana.



~..."t'·C adro 9. Identificaci6n de los sitios de las 77 colectas de aguacate (Perseat: americana Mill.) raza mexicana
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Huauc:hinangO Huauchinango.Pue TotDIUlpec;

3.- san....1QUeI
Huauch inango .Pue

583zacauan,Pue

san Miguel la catiAn,Pue

X8lacapAn
AAuacau6n,P ue
lacapoaxtla , Pue

XBlacapAn lacapoaxlIa.Pue
sanFelipe de Los

327
San Juan Tetexeo TeziuUjn,Pue

642

Jaladngo
Jalacingo
A!tDIongo

337

_0
647~

17 356 Aguaaca lientes Aguascalientes.
Ago

Teposcolula
,.9 Callada

C8IviIlo, Aga
.5 0Chilchota,M ich

Chilc:hofa.-'
Comonfon, Gto

Tepateatepec
VanedeBravo.Me x
Tenancingo,M ex
Tenand ngo.M ex

Acazingo Tenancingo,M ex

51. TeteladelVok:i!n. 661

Comonfort, Gto
Comonfott,Gto

536 Mal'iacala Tepexid eR guez., XTR02

TepelCide Rguez..

Coyote. Pue

Coyote, Pue
70t0ne0ee. Pue
OcoUilln,Oax
Tangancicuaro.

Valle de Bravo,

TenanCingo,Mex
Tenancingo,M ex
Tenandngo ,Mex.
Malinalco,Me x.
Ozumba de ZArate.

Teteladel V0k3n .

Teposcdula , Oax.

Chenalho,Ch is
Ctlamela.Ch is

Huixtlan,C ti s

Chilchota, Mich
ChilchoCa, Mich
TIngambato ,Midl
Uruapan,MiCh

3.3. Cuantificaci6n del ADN

EI ADN aislado fue cuantificado en un espectrofot6metro (DR/4000 U

HACHTh1) , utilizando 40 IJLde ADN mas 1960 IJLde soluci6n TE (relaci6n 1:50) por

muestra, registrandose las lecturas a longitudes de onda de 260 y 280 nan6metros



,;~ '..

~:'
~' " es 'mar la proporci6n de absorbancia (260/280) . la concentraci6n del ADN de
~.~:

a una de las muestras fue determinada de acuerdo a la siguiente relaci6n .

[ADN "g "L·l ] =[(ABS 260) (50) (50 "g "L-I )/1000]

Donde:

{ADN IIg "l'l) = Concentraci6n del ADN en IIg IIl-'

ABS 260 = longitud de onda que mide el espectrofot6metro en nan6metros

50 = Factordediluci6n (relaci6n 1:50)

50 IIg "l-l = Cantidad de ADN cuando el valor de absorbancia es de 1.0

1000 " Factor para lIevar la concentrac i6n de AND a IJg IJl "

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 9 de agarosa ultra pura (GIBCD , BRl™) en 200 ml (0.7 %) de

amortiguador TAE 1X, utilizando una camara de electroforesis horizontal Maxicell

EC360M™. la alicuota de carga incluy6 3 IJl de azul de bromofenol (5X 8GB) Y2 IJl

de cada muestra de ADN . Finalmente se colocaron 4 IJl del marcador molecular 11

(25 IJg "l'l) como marcador estandar , EI gel se corri6 a 60 vollios por un tiempo de

1.30 horas, posteriormente, el ADN se ajust6 a una concentrac i6n de 20 IJg IJl " para

finalmente ser alinacenado a -20 DCYcontinuar con las determinaciones .



• racterizaci6n genetica por ISSRs

5.1. Iniciadores

Para detectar las diferencias a nivel de ADN entre los genotipos muestra se

utilizaron secuencias del tipo ISSRs. el nurnero y caracteristicas de las secuencias

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

Cuadra 10. ISSRs utilizadas en la caracterizaci6n de colectas de aguacate (Persea
americana Mill.) de la raza mexicana.

Numero Identificaci6n

Agubanuru03-6

Agubanuru03-22

Agubanuru03-3 1

Agubanuru03-32

Agubanuru03-34

Agubanuru03-35

Agubanuru03-36

Iniciador'

HVH(CA)JT

(CT)eRC

(AG)eG

(CA)ea

(GA)eC

(AG)eC

(AG)eT

\La temperatura de alineamiento fue de 52°C

3.5.2. Condiciones de amplificaci6n

3.5.2.1.Mezcladereacci6n

EI volumen total de reacci6n fue de 20 IJL. Y estuvo constituido por los

componentes desglosados en el Cuadro 11.



11. Componentes de la mezcla de reacci6n para la amplificaci6n de ADN de
colectas de aguacate (Persea americana Mill.) raza mexicana,
mediante ISSRs.

Componente

;' Volumen final

' -ddHzO

Amortiguadorde Taq

Mezcla dNTPs

EnzimaTaq

Iniciador

ADN Templado

Concentraci6nfinal Volumentotal

20IJl

9.31Jl 9.31Jl

1X 2.21Jl

2mM O.BlJl

1B7IJl 1.51Jl

1 U O.21Jl

1.01JM 2.OlJl

40ng 4.01Jl

3.5.2.2. Programa de amplificaci6n

Para la amplificaci6n mediante la reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR)

se us6 el termociclador MJ Research DNA Engine Tetrad"". enfriado por agua. EI

programa de amplificaci6n estuvo compuesto por un cicio inicial de amplificaci6n de

94 ·C por 4 min; 35 ciclos de 94 ·C por 1 min para separar, 52 ·C por 1 min de

alineaci6n, y 72 ·C por 2 min de extensi6n; y un cicio de extensi6n final de 72 ·C por

5 min (Figura 2).



Figura 2. Programa de amplificaci6n utilizado con muestras de ADN de las colectas
de aguacate y secuencias iniciadoras del tipo ISSRs.

3.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida

3.6.1. Montaje del sistema Sequi-Gen

Se utilizaron sistemas de electrofores is vertical (Sequi-Gen<ll> GT Sequencing

Cell BIO-RAD). el primer paso fue limpiar las placas de vidrio varias veces con dHzO

y alcohol de cana al 96 %. Oespues de haber limpiado meticulosamente las placas,

se procedi6 a preparar las soluciones adherente y repelente. Placa corta (soluci6n

adherente). la soluci6n adherente se prepar6 con 950 IJLde EtOH, 40 IJl de dHzO, 5

III de CH3 COOH Y 5 III de Bind-Silane; se hizo una sola mezcla de estos reactivos

y se distribuy6 uniformemente sobre toda la superficie de la placa, transcurridos un

par de minutos se eliminaron los excesos con paliuelos faciales impregnados con

alcohol de cana al 96 %. Placa lar9a (soluci6n repelente). Se tomaron 1000 IJl de

Sigmacote. de igual manera se distribuy6 sobre la superficie de la placa y se dej6

transcurrir un par de minutos y despues se eliminaron los excesos con pariuelos

faciales impregnados con alcohol de cana al 96 %.



Despues de haber vertido las solueiones, se procedi6 al montaje del sistema,

sobre la placa eorta se eolocaron los espaeiadores de aproximadamente 0.8 mm de

grasor, y se coloe6 eneima la plaea larga, aiustandose ambas placas con los brazos

sujetadores , y colocando la base para que la poliaerilamida no se fugara. Se preper6

eI gel hasta que el sistema fue montado, se vaei6 la poliaerilamida entre las dos

placas euidando que no se formaran burbujas, ya que estas no permitirlan el buen

corrimiento de las muestras , se insert6 el peine en posiei6n invertida entre las pIacas,

con la finalidad de formar un solo pozo a 10largo de toda la parte superior del gel, en

donde al polimerizar se volte6 el peine para formar el numero requerido de pozos, la

polimerizaei6n tard6 aproximadamente 45 min.

3.6.2. Preparaci6n de geles de poliacrilamida al 6 %

La separaci6n de los amplicones se hizo en geles de poliaerilamida (37.5:1) al

6 % en sistemas verticales de electroforesis de 38 x 50 em, Sequio-Gen GT (BIO­

RAD~. La soluei6n amortiguadora TBE 1X (0.09M Tris-Aeido b6rico y 2 mM de

EDTA). Se utilizaron como eatalizadores de la polimerizaei6n persulfato de amonio al

25 % hasta obtener una eoncentraci6n final de 0.028 % Y 0.11 % de TEMED~. Esta

soluci6n se debe mezelar perfectamente antes de verterse. Por cada 20 (JL de

amplificaei6n se agregaron 5 (JL del colorante 5X SGB-XVC (M Tris pH 8.0, 0.5 M

EDTA pH 8.0, 25% sucrosa, BPB 2 mg mr" , XC 2 mg rnr') y se cargaron 7 (JL

aproximadamente de los amplificados y se corrieron a 120 W durante 3 h.



Concentraci6nfinal 90mL

67.5mL

1X 9.0mL

6% 13.5mL

0.028% 100IJL

0.11% 100IJL

Componente

APS(25%)

TEMEOGll(100 %)

Poliacrilamida 37.5:1 (40 %)

TBE (10X)

adro 12. Componentes de reacci6n para la preparaci6n de geles de poliacrilamida
~': para la separaci6n de amplicones de tipo ISSRs.

3.7. Identificaci6n de fragmentos amplificados

La detecci6n de los fragmentos amplificados se hizo mediante tinci6n con

nitrato de plata, el procedimiento utilizado se describe a continuaci6n: en una charola

conteniendo 2.0 L de soluci6n fijadora (1790 mL de dH20, 10 mL de CH3COOH mL

de EtOH), se sumergi6 la placa corta, con el gel adherido, durante 15 min. En

agitaci6n suave y constante. Se recuper6 la soluci6n para volverse a usar en el paso

final de la detecci6n.

Se agregan 2 L de la soluci6n de nitrato de plata (2 L dH20 mas 4 9 AgN0 3)a

la charola conteniendo el gel. La incubaci6n se hizo durante 15 min. En agitaci6n

suave y constante, se recupera dicha soluci6n, y se conserva a temperatura

ambiente y protegiendola contra la luz. Posteriormente el gel se enjuaga rapidamente

con agua destilada con la finalidad deeliminar los excesos de nitrato de plata.



En seguida se realiz6 un lavado con 2.0 L de la soluci6n reveladora (2.0 L de

o mclis 60 9 de NaOH) agregclindola justa antes de usarse el formaldeh ido en

uci6n al 37 % este ultimo necesario para obtener una concentraci6n final del

,0925 %. En este paso se recomienda realizar la agitaci6n a una velocidad mayor

(fOIl la finalidad de evitar la formac i6n de "manchas' en el gel. EI tiempo de durac i6n

en este paso es variable de acuerdo a los resultados esperados aprox imadamente 8

min, finalmente se enjuaga el gel con la soluc i6n fijadora recuperada y de esta

manera detener la reacci6n.

Los geles se conservaron en los cristales , se utiliz6 el programa de fotografias

Kodak Digital Science 10 para obtener una imagen digitalizada y capturar la

informaci6n necesaria en una base de datos .

3.8. Analisis de datos moleculares

3.8.1. Captura y verificaci6n de datos moleculares

Para cada colecta se determin6 el nurnero de bandas (i.e alelos) visua lizados

en los geles de poliacrilamida por cada iniciador (i.e locus mtcrosatelite) , asi como el

registro del grade de polimorfismo detectado para cada linea ana lizada , generandose

con esto una matriz binaria , en donde la ausencia de bandas se registr6 con una

valor de 0 (cero) y la presencia como 1 (uno) . Toda la informaci6n de los datos

moleculares fuecapturada y ver ificada mediante el programa HyperMapData descrito

porHoisington(1983).

~:



los resultados sobre el contenido de informaci6n de polimorfismo (PIC), se

ieron de acuerdo a la siguiente relaci6n:
Ii:
r-

Plc=1-'iPf

/bon de pi es la frecuencia de ilh alelo para el individuo p.

, 3.8.2.- 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 calcul6 el coeficiente de similitud genetica

con ayuda del paquete computacional Sistema de Analisls Multivariado y Taxonomia

Numerica (NTSYS-PC) , versi6n 2.02 (Rohlf, 1993). EI calculo de las distancias

geneticas se hizo con ayuda del programa para datos geneticos SIMGEND. Los

dendogramas fueron construidos por el rnetodo secuencial aglomerativo jerarquico y

de agrupamiento de anidamientos (SAHN Sequential, Aglomerative, Hierarchical, and

Nested Clustering Method) .



IV. RESULTADOS Y DISCUSI6Nr
f"
F'
'i4.1. CaUdad y cantidad de ADN

En los protocolos probados para la obtenci6n de ADN, con excepci6n del

\:descrito por Clarke et a/., (1989), el tejido foliar fue sometido a un tratamiento con

, nitr6geno Iiquido y el molido del tejido se lIev6 a cabo mediante un mortero, en el

caso del protocolo antes indicado se utiliz6 un extractor de savia marca MEKUTM. A

. continuaci6n se describen los resultados obtenidos en cada uno de los

procedimientos empleados en las muestras de tejido foliar de las 15 colectas de

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

4.1.2. Protocolo propuesto por Clarke et a/., (1989)

EI ADN obtenido con este procedimiento result6 ser de mala calidad y minima

cantidad, esto en relaci6n a los 100 ng de ADN del fago lambda (A)utilizado como

referencia.

Aunque este procedimiento se ha utilizado con exlto en algunas especies

como el frijo) y el maiz. En tejido foliar de aguacate no se obtienen resultados

similares, un factor determinante para la no obtenci6n de ADN de buena calidad es

que el tejido foliar no se congela con nitr6geno Iiquido, la savia obtenida mediante un

extractor es susceptible de una raplda oxidaci6n por compuestos fen6licos presentes

en el tejido foliar de aguacate, adernas de que en este procedimiento no se incluye la

~. PVP (Poli-Vinil Pirrolidona) el cual es util en prevenir la oxidaci6n. En la Figura 3, el

l



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

igesti6n con enzimas de restricci6n.

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 soluci6n extractora a temperatura ambiente impiden que los compuestos utilizados

se mezclen con el tejido de aguacate, la temperatura de 65 ·C. no solo favorece el

mezclado entre la soluci6n y el tejido, sino que interviene para que la soluci6n

extractora provoque lisis en la cetula y de esta forma poder lograr el aislamiento de

los acidos nucleicos.

4.1.4. Protocolo propuesto por Dellaporta et al., (1983)

Con este procedimiento, al igual que en el rnetodo anterior (Nagy et al., 1998),

no 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 incubaci6n a 65 ·C es

muy corto e insuficiente para que los acidos nucleicos sean Iiberados completamente

de la celula, otro factor que probablemente limito la no obtenci6n de ADN, es la

ausencia de PVP en la soluci6n extractora, sin este reactivo la oxidaci6n del tejido es

muy severa, aun despues de estar ya mezclado con la soluci6n.



~..'1.5. Protocolo prepuestc por Saghai Maroof ef el., (1984)

~ Con este procedimiento, modificado par Hoisington et al" (1994). se obtuvo

(AnN de buena calidad aunque no en suficiente cantidad como se muestra en la

. Figura 6. esto en funci6n a los 100 ng de ADN del marcador lambda (A)que se utiliz6

como referencia. La diferencia basica de este procedimiento en relaci6n a todos los

anteriores radica en el pretratamiento a que es sometido el tejido foliar antes de

iniciar el procedimiento de extracci6n. EI pretratamiento consiste en que el tejido

foliar es congelado con nitr6geno Iiquido, liofilizado y molido. Este pre tratamiento

permite mantener la estructura celular intacta, y por ende los acidos nucleicos, por

largos periodos a una temperatura de aproximadamente -20 ·C, en cuanto a la

viabilidad para utilizarlo en estudios en aguacate en donde se requieren grandes

cantidades de ADN, esta metodologia presenta la ventaja adicional que se lIegan a

obtener rendimientos de hasta 400 ~g de ADN partiendo de aproximadamente 400

mg de tejido foliar de malz y de trigo (Hoisington et al., 1994). En la Figura 6 observa

una minima cantidad de ADN obtenido de cada una de las muestras de tejido foliar

de las 15 colectas sujetas al analisis, y no se obtuvieron los resultados reportados

por Hoisington et al., (1994), una de las posibles explicaciones de 10anterior es que'"

el tejido foliar utilizado se mantuvo a una temperatura de -80 ·C durante

aproximadamente 30 dias antes de su pretratamiento para su procesamiento

respectivo.



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 al.,
(1998). EI marcador de peso molecular es el 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 al.,
(1983). EI marcador de peso molecular es el fago Lambda (A).

Figura 6. Gel de calidad de ADN de 15 colectas de tres razas de aguacate
obtenido mediante el procedimiento descrito por Saghai-Maroof et
al., (1984), modificado por Hoisington et al., (1994). EI marcador de
peso molecular es el fago Lambda (A).



\',1.1.6.Protocolo propuesto por Clarke et 81.,(1989) modificado

Con las experiencias adquiridas en los cuatro protocolos de aislamiento de

ADN probados, se decidi6 utilizar como base el procedimiento descrito por Clarke at

81., (1989) para definir uno con viabilidad en el cultivo del aguacate. Las

modificaciones hechas para la determinaci6n de este protocolo, se hicieron tomando

en cuenta el contenido de compuestos fen6licos en el tejido foliar de aguacate, en la

soluci6n extractora se us6 un alto contenido de PVP (4 %) para inhibir la oxidaci6n

provocada por los compuestos fen6licos, se utiliz6 el detergente (CTAB) a la misma

concentraci6n que el reactivo anterior para desplazar protelnas y en minima funci6n,

prevenir la oxidaci6n. Otra modificaci6n realizada fue la sustituci6n del extractor de

savia por la maceraci6n del tejido foliar en mortero, utilizando nitr6geno IIquido. Los

dos lavados hechos con cloroformo:octanol (24:1) ayudaron a eliminar posibles

residuos de contaminantes, principalmente de los reactivos de la soluci6n extractora

y algunas protelnas. Estas modificaciones fueron determinantes para obtener un

ADN de excelente calidad, asi como una cantidad alta, esto en relaci6n a los 100 ng

de ADN del fago lambda (II) utilizado como referencia para la cuantificaci6n. 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 metodos muy precisos y elaborados para

aislar ADN de cada uno de los tipos anteriores, la mayorla de los experimentos

necesitan algo mas que la simple preparaci6n del ADN total. Todos los rnetodos

involucran la remoci6n de las envolturas que se encuentran alrededor del ADN; como

son la pared y membrana celular. Adernas de la separaci6n del ADN de otros



componentes tales como fibras de pared, proteinas, Iipidos 0 ARN, Y el

mantenimiento de la integridad del ADN durante el procedimiento, por ejemplo: la

protecci6n de la actividad de las nucleasas y daiios rnecanicos. En la mayoria de los

metodos que son aplicables a las especies vegetales, las celulas son abiertas

mediante su molido en nitr6geno Iiquido, ya que la temperatura previene la

degradaci6n del ADN por la actividad de las nucleasas.

Una limitante en el aislamiento del ADN, especialmente de plantas, es la

presencia de otras rnacromoleculas las cuales se copurifican 0 se polimerizan 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 utilizado en un intervalo de

concentraciones, en diferentes protocolos, dependiendo de la especie vegetal que se

esta analizando. De la misma manera, algunos detergentes como el 50S son

frecuentemente utilizados para inhibir actividades enzimatlcas. Los problemas

creados por los compuestos fen61icos son reducidos por la adici6n de 1 % 0 mas de

Poli Vinil Pirrolidona (PVP) en la soluci6n extractora inicial. Los detergentes como el

50S disuelven membranas y disocian proteinas del ADN haciendolas mas

accesibles a la degradaci6n por proteinazas usadas en el aislamiento de ADN. EI

eTAB es un reactivo que se une fuertemente al ADN desplazando proteinas y

previniendo la degradaci6n, 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 orqanica y las fibras celulares as! como la mayoria de los



agregados protelnicos en la interface. Finalmente la precipitaci6n con etanol

concentra el ADN.

Figura 7. Fotografia del gel de calidad de ADN aislado de tejido foliar de 15
colectas de tres razas de aguacate mediante modificaciones hechas
al procedimiento descrito por Clarke et al., (1989) modificado. EI
marcador de peso molecular es el fago Lambda (A).

4.2. Cuantificaci6n del ADN

De acuerdo al resultado obtenido en el gel de agarosa, en el cual se verific6

cualitativamente la calidad y cantidad de ADN obtenida con el rnetodo de aislamiento

de Clarke et al., (1989) modificado, se verific6 cuantitativamente, mediante un

espectrofot6metro, la pureza y concentraci6n de ADN de las colectas de aguacate.

Los resultados de la cuantificaci6n 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 IJg IJL")

mientras que Em la colecta 680-02 la mayor (0.437 IJg IJL'I) . En promedio se

obtuvieron 0.200 IJgIJL" de ADN y un total promedio de 4 IJgde ADN, suficiente para

hacer al menos 100 reacciones de amplificaci6n. Sin embargo, la cuantificaci6n



hecha con el espectrofot6metro es una medida indirecta de la concentraci6n de ADN,

ya que en ella se incluye a todos los cuerpos contenidos en la soluci6n y que son

capaces de absorber la luz ultravioleta, esto ultimo es la principal raz6n de hacer el

gel de calidad de ADN. Para determinar la pureza del ADN, Seller y Monak, (1989),

determinaron un intervalo de medida de absorbancia de 1.8 a 2.0 man6metros, en

donde valores por debajo de estos, indican contaminaci6n por proteinas y valores

superiores indican contaminaci6n con cloroformo 0 fenol. En cuanto a la pureza del

ADN obtenido en el rnetodo analizado, se puede observar que algunas muestras de

ADN como la 4, 7, 8, 9,10 Y 15 presentan un intervalo muy pr6ximo al6ptimo (1.8-

2.0 man6metros) indicando la presencia de un ADN de buena calidad, perc tamblen

se tienen muestras donde se presenta una fuerte contaminaci6n por proteinas y

cloroformo, como se muestra en el cuadro antes mencionado.

Cuadro 13. Cantidad" de ADN obtenido de tejido foliar de aguacate de
acuerdo a Clarke etal ., (1989),modificado .

Id. Colecta A1(Z60) AZI560) ASS [ADN119Ill"]

0.018
(A, ,A,)

0.0351 681-04 0.014 0.767
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 1.393 0.437
6 659-02 0.174 0.038 1.260 0.435
7 660-01 0.093 0.047 1.979 0.232
8 661-04 0.134 0.078 1.727 0.335
9 661-03 0.080 0.038 2.079 0.200

10 661-01 0.092 0.066 1.394 0.230
11 670-Q6 0.026 0.009 2.863 0.065
12 670-05 0.048 0.008 6.117 0.120
13 670-03 0.038 0.004 9.501 0.095
14 670-01 0.080 0.055 1.455 0.200
15 674-01 0.082 0.042 1.960 0.205

Oelennlnada en un (HACH)ORl4000 U Speclropholometer
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4.3. Prueba de la viabilldad del ADN

Con el ADN obtenido con el metodo de Clarke et al., (1989) modificado, se

lIev6 a cabo una prueba de amplificaci6n de las muestras de ADN procedentes de las

15 coJectas de aguacate criollo. Las condiciones de amplificaci6n utilizadas fueron

las establecidas de manera previa en el laboratorio indicando los componentes para

un volumen total de reacci6n de 20 ~L se emplearon los siguientes: ddH20 12.8 ~L;

amortiguador Taq (1X) 2 ~L; MgCI2 (1.5 mM) 0.6 ~L; mezcla de dNTPs a 2.5 mM

cJu.) 0.8 I!L; enzima Taq ADN polimerasa (1 U ~L·l) 0.2 ~L; iniciador AVAG-05 a

(0.15 mM) 0.6 ~L; ADN 3.0 ~L. En cada tubo de reacci6n se agreg6 20 ~L de aceite

mineral ultra pure Sigma por muestra para evitar la evaporaci6n. EI programa de

amplificaci6n fue desarrollado en un termociclador MJ Research, modele PTC-225no.

Las caracteristicas del programa de amplificaci6n se indican en la Figura 2. Los

productos de amplificaci6n 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 Antillana. De la misma manera

algunas de las muestras de ADN de las colectas 5, 6, 7, 12 Y 13 s610presentaron

una sola banda, esta banda fue similar ('" 62 pb) de 62 pares de bases y estuvo

presente en las 15 colectas de aguacate, por 10tanto se puede asegurar que en

todos los casos si ocurri6 el proceso de amplificaci6n y que la ausencia de bandas

adicionales puede deberse a problemas de homologia mas que de amplificaci6n.

Estos resultados confirrnan la utilidad del 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 yen cantidades medias.

4.4. Hivel de complejidad de los protocolos probados

Un criterio de evaluaci6n en los protocolos probados, es el nivel de

complejidad de cada uno de ellos. Los materiales utilizados, asl como reactivos e

infraestructura, son una Iimitante para lIevar a cabo la extracci6n de ADN. Para el

rnetodo de Saghai-Maroof et al., (1984), modificado por Hoisington et al., (1994) se

requiere del Iiofilizador para secar el tejido foliar de aguacate, para obtener el polvo

molido que se usara en el proceso de extracci6n. Este equipo es muy costoso y por

10tanto representa una fuerte Iimitante en pequeiios laboratorios. Para el protocolo

de Clarke et al., (1989) modificado, en contraste con el metoda anterior, no hace uso

del Iiofilizador ya que el tejido vegetal es utilizado directamente, sin liofilizaci6n

previa, adicionando solamente nitr6geno Iiquido y moliendo en mortero.

Figura 8. Productos de amplificaci6n obtenidos con muestras de ADN de 15
colectas de tres razas de aguacate y el iniciador del tipo SSR AVAG-05.
EI marcador (M) de peso molecular es 4JX174/Haelll.



4.5. Resoluci6n en geles de Agarosa

En la obtenci6n de perfiles geneticos en los geles de agarosa al 4%, se

observa una resoluci6n deficiente y un bajo nurnero de bandas, como se muestra en

la Figura 9.

Figura 9. Patr6n de bandas obtenidas en gel de agarosa al 4 %. con cinco
secuencias ISSRs y ADN de cuatro colectas de aguacate de la raza
mexicana.

4.6. Resoluci6n en gele5 de Poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida. muestran una mejor resoluci6n y un mayor

numero de bandas observlmdose mejor el perfil genetico, con 10que se puede inferir



que estes detectan un mayor nivel de polimorfismo, como se observa en la Figura

10.

•ISTfMA Df R/IlII01fCAS

Figura 10. Patr6n de bandas obtenidas con poliacrilamida, un iniciador y ADN de 96
colectas de aguacate de la raza mexicana.

4.7. Amplificaci6n del ADN para las colectas de aguacate de la raza

mexicana

Una vez comprobada la viabilidad del metodo de extracci6n de ADN por el

metodo de aislamiento de Clarke et a/., (1989) modificado, en el laboratorio de

biotecnologia deIINIFAP-Uruapan, se procedi6 a su amplificaci6n, obteniendose una

excelente resoluci6n, misma que permiti6 distinguir can facilidad la presencia de las

bandas polimorficas . Como 10muestra el iniciador (AG)eC, en la Figura 11.



' ..
Figura 11. Perfil genetico de colectas de aguacate de la raza mexicana

obtenido mediante el iniciador (AG)aC

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 detect6 un total de

154/oci. En todos los casos los iniciadores detectaron polimorfismos en las colectas

analizadas , el nurnero de bandas detectado fue desde 17 hasta 25, En la Figura 11,

se observa el perfil genetico obtenido con el iniciador (AG)aC. En relaci6n con el

contenido de informaci6n de polimorfismo (PIC) detectado por cada una de las

secuencias probadas, los resultados indicaron que el PIC fluctuo de 82 hasta 95 %.

Un iniciador detectador de polimorfismo fue considerado aquel que detect6 al menos

una banda diferente entre los genotipos analizados, es decir las bandas polim6rficas



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 falta en uno, es considerada polim6rfica, En et Cuadro 14 se presentan los

resultados completos sobre el polimorfismo detectado por cada uno de las

secuencias ISSRs utilizadas en el presente trabajo.

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

'Iniciador Totalde Bandas
bandas polim6rficas

HVH(CAhT 19 19 0.928893
(CT).RC 17 17 0.934349
(AG).G 22 22 0.942850
(CA)sA 22 22 0.948197
(GA).C 25 25 0.953975

6 (AG).C 25 25 0.953927
7 (AGleT 24 24 0.822833

'Randarestduosdepurina,Yparapirimtdina,BparacualqUieramenosadenlna,Oparacualquieramenoscit osina,Hpara
eualquteramenostimina .CcitosinayGguanina

Los iniciadores que mayor numero de bandas (25) polim6rficas generaron

fueron el (AG)BC con un porcentaje de polimorfismo de 95.39 %. Resultados

similares fueron obtenidos con el iniciador (GA)BC, En contraste, el iniciador (AG)BT

fue el que menor contenido de informaci6n de polimorfismo aport6 con un total de

82.28 %. En general el PIC promedio (92.64 %) detectado con este tipo de

secuencias es considerado alto por 10cual indica la viabilidad de las ISSRs para

estudios de diversidad genetica en aguacate.



En la actualidad existe una g~an variedad de metodologlas que pueden ser

utilizadas para hacer analisis sobre la diversidad genetica entre genotipos

estrechamente relacionados. Las tecnicas (Welsh, 1990; Williams et al., 1990;

Caetano-Anolles et al., 1991) basadas en la reacci6n en cadena de la polimerasa

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

ISSRs, esta es una tecnica de amplificaci6n que, como queda demostrado en este

trabajo, detecta un alto numero de polimorfismo entre individuos, permitiendo

diferenciarlos facilrnente (Zietkiewics et a/., 1994), aun cuando esten estrechamente

emparentados. Esta tecnica involucra la amplificaci6n del ADN utilizando un solo

iniciador; compuesto de una secuencia rnicrosatellte como la (CA)s anclada en los

extremos 3' 6 5' mediante dos a cuatro nucle6tidos arbitrarios y frecuentemente

degenerados. Estas secuencias de repetidos y nucle6tidos anclados son

seleccionados aleatoriamente, de tal manera que pueden revelar un nurnero mucho

mas grande de fragmentos por iniciador, en comparaci6n con otro tipo de

marcadores. Los resultados de polimorfismo obtenidos en este trabajo concuerdan

(Salimath et al., 1995; Wolff et a/., 1995; Guillen et el., 2000; Yamamoto et et., 2007;

Fang y Roose, 1997) con los reportados en estudios hechos en otras especies con

estetipodesecuencias.

Wang et a/., (1994), mencionan que en plantas las frecuencias rnlcrosatetltes

mas comunes son los dinucle6tidos (AT/AT)n, seguido de las secuencias (GTITG)n.

en caso del genoma de aguacate raza Mexicana las frecuencias microsatelitesmas

comunes fueron las de los dinucle6tidos (AG/AC)n. en base al nurnero de iniciadores

que amplificaron con estas secuencias y al nurnero de bandas generadas con estos;



seguidos de los dinucle6tidos (CT/RC)n, sin embargo, estos generaron menos

bandas par iniciador, estes resultados concuerdan con los reportados en vid por

Thomas y Scout (1993), quienes reportan los dinucle6tidos microsatelrte (CAlGnn,

como mas abundantes en el genoma de esta especie.

Con respecto al nurnero de bandas obtenido por iniciador en este trabajo,

result6 muy similar a 10 obtenido por otros autores como Fang y Roose (1999) en

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

4.9. Determinacion de relaciones de parentesco

Derivado del analisis de la matriz de ceros y unos generada a partir de los datos

moleculares de las bandas de ISSRs, se obtuvo una matriz de distancias geneticas,

las distancias se encuentran entre valores de 0 y 1, valores cercanos a 0 significa

que son materiales muy emparentados geneticamente, mientras que valores

cercanos a 1.0 se refiere a materiales poco emparentados. De la matriz de distancias

geneticas se deriv6 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

geneticas determinadas entre estos, ernpleandose para tal efecto el rnetodo de

agrupamiento secuencial aglomerativo jerarquico y de agrupamiento de

anidamientos.

En este dendograma se observa la formaci6n de dos grandes grupos. En al

grupo I se ubican once subgrupos. I. , se form6 con las colectas 237, XTC01, 308,



435,525,725,551 ,744 Y 503. Ib, 321, 327, Y 337. Ie, estuvo asociado al anterior con

la colecta 667 y 10formaron la 583, 687 Y 690. Este subgrupo se asocio por medio de

la 720 al subgrupo Id , el cual se form6 can la 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 la 326 y 336. En Ig, se agruparon, 632, 633 YXTR02 yen

Ih, 506, 72, Y 680. EI h. se asocio al anterior con la colecta 543, y 10 formaron 247,

370,635,588,677,679, Y 516. En ellj, 305 y 331. Finalmente en el subgrupo Ik, se

ubicaron las colectas 538 y 670.

En el subgrupo I. , las colectas con mayor similitud genetica fueron la 237 de

Atlixco, Puebla, con la XTC01 de Uruapan, Michoacan.

Del grupo I, de diferentes subgrupos, presentaron el mismo nurnero de bandas

polim6rficas entre elias las colectas 551 de Ocotlan, Oaxaca, y 724 de la Mixtequilla,

Alvarado , Veracruz , 321 de Xalacapan, Zacapoaxtla , Puebla, 327 de San Sebastian,

Teziuflan , Puebla, 508 de Tecornatlan, Tenancingo, Edo. de Mexico, 519 de

Tlalama, Ozumba de larate, Puebla.

As! mismo las colectas 648 de Tetela del Volcan y 681 de Uruapan, Michoacan,

687 Y 690 de la localidad del el Diez de Tuxtla Chico, Veracruz, 506 Valle de Bravo

Edo. de Mexico, y 728 de Cunduacan, Tabasco , presentaron el mismo nurnero de

bandas polim6rficas y menor similitud con las anteriores.



EI analisis detennin6 una asociaci6n mas clara de colectas; esta se observ6 en el

grupo II que incluy6 tres subgrupos, (II., se fonn6 con las colectas 667, 320, '642,

332, 334, 652, 356, 341, 535, 649, 534, 371, 678, Y 532. EI subgrupo lib, 322, 542,

546,362,511 ,520,640,643,646,645,647,644 Y650. EI subgrupo lie con la 533 y

740).

En el subgrupo II., presentaron el mismo nurnero 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 Atlixco,

Puebla, y 649 de Teposcolula, Oaxaca.

Las colectas 362 de Calvillo, Aguascalientes, 511 de Tenancingo Edo. de Mexico,

520 de Ozumba de Zarate Edo. de Mexico, y 640 de Zitacuaro, Michoaccin,

presenta6n el mismo numero de bandas, entre elias y menor similitud genetica con

lasanteriores .

AI final con la menor similitud genetica (las mas distantes de todas) se ubicaron

las colectas 532 de Atlixco, Puebla, y 369 de la Canada, Chilchota, Michoaccin.

EI alto nivel de polimorfismo detectado con los rnlcrosatelltes del tipo ISSRs indica

el alto grade de variaci6n genetica existente en las colectas del aguacate Persea

americana, raza mexicana, analizadas en el presente trabajo de investigaci6n. Lo

anterior se puede explicar dado el mteres que se tiene por la especie, generando una

importante movilizaci6n de este cultivo para su establecimiento en las diferentes



regiones del pals, en donde las diversas condiciones agroclimaticas han favorecido

la variaci6n genetica entre la misma especie, asi como las caracteristicas botanieasy

morfol6gicas que hacen del aguacate una especie heterocig6tica y de polinizaci6n

abierta, esto ultimo es factor fundamental de inducci6n de variaci6n genetica.

Los resultados obtenidos indicaron la amplia diversidad genetica que existe en el

banco de germoplasma de aguacate. La utilizaci6n de los rnicrosatelites del tipo

ISSRs para detectar variaci6n, incluso en individuos estrechamente emparentados,

fue corroborada en este trabajo y coincide con 10 reportado por (Nybom, 1991;

Clegg at al., 1999; Yamamoto at al., 2007 ; Schnell et al., 2007; Rodriguez at al.,

2007; Librada at al., 2007; Viruel at al., 2007) , quienes destacan que las ISSRs son

una poderosa herramienta para la caracterizaci6n y detecci6n de altos niveles de

polimorfismo y pueden aplicarse exitosamente para discriminar entre genotipos

individuales en un amplio range de especies animales y vegetales

Otras investigaciones similares coinciden con los resultados obtenidos. Las ISSRs

se han propuesto como una nueva fuente de marcadores moleculares los cuales

superan las Iimitaciones tecnlcas de los RFLPs y RAPOs (Ratnaparkhe at al., 1998).

Esta tecnologla provee un sistema faci!, confiable y altamente informativo para tomar

huellas de AON (Prevost y Wilkinson, 1999), AI respecto, diversos autores han

comparado los ISSRs con otras tecnlcas moleculares. Fang at al., (1997),

caracterizando accesiones de naranjo trifoliado, reportan que mediante las

isoenzimas y los RFLPs se detect6 poco polimorfismo entre las diferentes



i accesiones; mientras que, con los ISSRs se gener6 un mayor nurnero de bandas,

considerando a estes mas informativos. Nagaoka y Okijara (1997), evaluando

diferentes marcadores moleculares para detectar polimorfismo en trigos menciona

que los iniciadores ISSRs producen mayor informaci6n que los RAPOs 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

iniciadores ISSRs en comparaci6n con RAPOs e isoenzimas. Similar a 10 reportado

por Esselman et al., (1999), quienes obtuvieron mejores resultados con SSRs. Oanin

et al., (199B), mencionan haber obtenido similares resultados que con AFLPs;

tambilm Lanham y Brennam (1999), reportan mejores niveles de polimorfismo que

con AFLPs en la caracterizaci6n de grosellero.

Oadas sus caracteristicas de generar altos niveles de polimorfismo, altamente

informativos, facil manejo, reproducibilidad y bajo costo en re/aci6n con otros

marcadores moleculares, se consideran como marcadores ideales para el manejo de

gran cantidad de accesiones, para su caracterizaci6n, identificaci6n, 0 elaboraci6n

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

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

Los resultados indican que no es necesario discriminar colectas ya que no existen

duplicados en el banco de germoplasma del CEFAP-Uruapan, por 10 que estos

deberan mantenerse para posteriores estudios de mejoramiento genetico.



0.4 OJ 0.2

Distanciasde ligamienlO

Figura 12. Dendograma de encadenamiento completo de 77 eoleetas de aguaeate
(Persea americana MilL) de la raza mexieana obtenido mediante siete
secuenciasinternasderepetici6ncorta(ISSR).



v.CONCLUSIONES

Con base a los objetivos e hip6tesis planteados en la presente investigaci6n , se

concluye 10siguiente :

1. EI ADN gen6m ico de aguacate no es suscept ible de ser aislado con cualquier

procedimiento de extracci6n de acidos nucleicos, particularmente por los altos

niveles de metabolitos secundarios (taninos y fenoles) .

2. EI protocolo descrito por Clarke et al., (1989) , modificado por Guillen et al.,

(2003) result6 ser un rnetodo viable para ser utilizado en aguacate .

3. Los marcadores geneticos ISSRs fueron capaces de detectar altos

porcentajes de polimorfismo , desde 82.28 % a 95.39 %.

4. En el banco de germoplasma de aguacate de la raza mexicana del CEFAP

Uruapan ; existe una gran diversidad genetica y el analisis mediante ISSRs no

detect6colectasdeduplicados.

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

estados de Puebla , estado de Mexico y Michoacan .
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