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La que suscribe Marisol Serrano Hernandez pasante de la carrera de Ingeniero
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de cuenta 1127016, solicita a usted llevar a cabo la revisién del protocolo de tesis
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MORFOLOGICA Y MOLECULAR EN AGUACATE, que para obtener el titulo de
Ingeniero Agrénomo en Floricultura presento.

Sin otro asunto y agradeciendo la atencion brindada a la presente, envio a usted un
atento saludo.

ATTE. VO.BO.

MARISOL SERRANO HERNANDEZ JUAN CARLOS REYES ALEMAN

Estudiante de la Carrera de \ Director de tesis
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Por este medio, informo que el protocolo de tesis titulado: “Evaluacién de la
combinacién de la caracterizacion morfolégica y molecular en aguacate”, presentado
por Marisol Serrano Hernandez, estudiante de la licenciatura de Ingeniero Agronomo en
Floricultura, con nimero de cuenta 1127016, ha sido aceptado.

El escrito muestra que se realizé una adecuada revisién de literatura; ademas en la
justificacion se describe de manera clara la importancia de llevar a cabo la investigacion.
Sin embargo, se recomienda lo siguiente:

1. Modificar la redaccion del titulo evitando cacofonias. Se proponen como titulos
alternativos:

“Caracterizacion de genotipos de aguacate mediante marcadores morfolégicos y
moleculares”

“Anélisis de marcadores morfolégicos y moleculares para la caracterizacion de
genotipos de aguacate”

Revisar la ortografia y redaccién de todo el documento.

Se tienen parrafos demasiado extensos, por lo que se recomienda acortarlos.
Uniformizar la escritura de términos.

Describir detalladamente la metodologia para llevar a cabo el analisis molecular.
Describir la metodologia para correlacionar los resultados obtenidos a partir de los
marcadores morfologicos y moleculares.

7. Ampliar la informacion sobre el disefio experimental y el analisis estadistico.
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En el documento se especifican las observaciones enlistadas.

En espera de que los comentarios realizados al presente protocolo de investigacién sirvan
de apoyo para la estudiante, me despido de usted enviandole un cordial saludo.
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LE.EL PADLA YATZIRI AYALA FRANCO .
ENCARGADA DEL DEPARTAMENTO DE EVALUACION PROFESIOMAL
DEL CENTRO UNIVERSITARIO UAEM TENANCINGO

Estimada Lic. Pacla

Por medio de la presente informo a usted que la pasante de la carmmera de Ingenien
Agromomo en Floricultura Marisol Serrano Hermandez ha concluido la elaboracion
de su trabajo de tesis tiulado "Comparacion morfoldgica vy molecular entre un
hibrido natural ¥ especies del género Persea” como requisito parcial para la
obtencion del grado de Imgenierc Agronomo en Floricultura, lwego de haber
concluido la investigacion, asi como seguido las instrucciones de sus asesores,
ponemos 3 su disposicion el presente documento y solicitamos tener a biem dar
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Sin otro parficular, agradezoo su atencion a la presente y envio & usted un cordial
saludo.
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DR. JUAN CARLOS REYES ALEMAN
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natural y especies del género persea. Presentado por Marisol Serrano Hernéndez con
nimero de cuenta 1127016.

Dictamen: Aprobado con comentarios.
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El titulo dice: Comparacion morfoldgica y molecular entre un hibrido natural y

especies del genero persea. Lo que se hiso fue una comparacién de técnicas e
iniciadores para caracterizar molecularmente a especies del genero Persea.

2. Bibliografia.

e) Homogenizar la forma de citar la bibliografia.
f) Completar los datos faltantes de las citas.

Sin otro particular, quedo a sus érdenes.

CENTRO UNIVERSITARIO UAEM TENANCINGO'
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Serrano Hernandez. Con numero de cuenta 1127016, de la carrera de Ing. Agrénomo
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figuras.

Checar ortografia del texto
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Checar las unidades de medida.

En las figuras justificar titulos.

Sin mas por el momento me despido de Usted agradeciendo de antemano la

atencion que sirva prestar a esto.

ATENTAMENTE
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ELIZABETH URBINA SANCHEZ
PROFESORA DE TIEMPO COMPLETO
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Estimada Lic. Paola

Por medio de la presente le informo gue la pasante de la carrera de Ingeniero
Agronomo en Floricultura Marisol Serrano Hernandez (no. de cta. 1127016) ha
concluido las comrecciones indicadas por su Comité Revisor asignado al trabajo de
lesis tilulado: “Caracterizacion morfolégica y molecular de un hibride natural y
su comparacion con especies del género Persea" (asesores: Dr. Jaime Mejia
Carranza y Dr. Luis Miguel Vazquez Garcia) (se anexa ejemplar corregido), cuyo
saguimiento he verificado, Por lo anterior solicito a usted tener a bien considerar la
continuidad a su proceso de titulacion.

Sin otro particular y agradeciendo plenamente su atencion otorgada a la presente,
envio a usted un atento saludo.

ATENTAMENTE

DR. JUAN CARLOS REYES ALEMAN
DIRECTOR DE TESIS
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molecular de un hibrido natural y su comparacion con especies del género
Persea”. Y continuar con los tramites y requisitos requeridos para efecto de
poder sustentar su examen profesional y obtener el titulo de LICENCIADA EN
INGENIERO AGRONOMO EN FLORICULTURA.
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“Comparacion morfolégica y molecular entre un hibrido natural y especies del género persea”

RESUMEN

El Estado de México forma parte de la denominada franja aguacatera en la que
prevalecen formas diversas de genotipos nativos del genero Persea, ademas de
otras especies como es el caso de Persea americana (raza mexicana), Persea
cinerascens (aguacatillos silvestres), Persea hintonni y Persea floccossa. En la
actualidad resulta confuso establecer la ubicacion taxonomica de algunas
especies, razas y/o variedades debido a su alto grado de hibridacion; por lo cual
resulta necesario recurrir a la caracterizaciéon morfolégica y molecular con el fin de
identificar la diversidad de los recursos genéticos con que se cuenta en una region.
En el Centro Universitario UAEM Tenancingo, se han desarrollado trabajos de
investigacion de caracterizacidon morfologica y molecular de aguacate; ya que de
acuerdo a revisiones recientes, cuando ambas técnicas se conjuntan se obtiene
informacion mas completa, precisa y robusta. En el presente trabajo se analizaron
molecularmente 36 genotipos del género Persea que fueron colectados en la zona
sur del Estado de México, algunos se distinguen por caracteristicas como la
pubescencia de la hoja, tamafio de fruto, calidad comestible y grosor de cascara
gue permitieron ser considerados de interés. Algunos de estos materiales no han
sido reportados y son considerados como raros, como “Ixtapan (1,2 y 3) y Yatzachi”
(cascarudos), que presentan caracteristicas distintivas con respecto al resto de los
materiales en cuanto a grosor de cascara y pubescencia en su hoja, estos fueron
localizados en nichos ambientales con caracteristicas especificas bajo un
confinamiento edafoclimatico que al parecer les permite conservar dichas
caracteristicas morfoldgicas, por lo que se consideran como un hibrido natural.
Para la obtencion del material genético (ADN) se colectaron hojas tiernas de los
ejemplares; posteriormente se realizaron las etapas de extraccion, lavado, cortado,
amplificacion en PCR, se utilizaron los marcadores moleculares tipo RAPD (4) e
ISRR (4), se generaron polimorfismos que fueron revelados mediante
electroforesis en geles de acrilamida y tefiidos con sales de plata, con los

polimorfismos obtenidos se elabordé una matriz basica de datos, se generaron
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agrupamientos aleatorios basados en similitudes (variabilidad), mediante el indice
de similitud (distancia de similaridad) Nei and Li Dice- y el método de aglomeracion
(construccion del &rbol) Neighbor-joining con un Bootstrapping de 1000
repeticiones, para tal fin se utilizaron los programas Free Tree y Tree View. El
analisis de RAPD, produjo un total de 144 bandas polimérficas, con un promedio
de 36 bandas por primer, con un porcentaje de contribucion que va primer de 16.38
a 31.26; el contenido de informacion polimérfica (PIC) varid de 0.28 a 0.40, con un
promedio de 0.34. En el andlisis ISSR, se produjeron un total de 114 bandas
polimorficas, con un promedio de 28,5 bandas por primer, el porcentaje de
contribucion fue de 22.5 a 27.6; el PIC vari6é de 0.20 a 0.23, con un promedio de
0.42. Los dendogramas mostraron la relacion existente entre las accesiones a
través de los agrupamientos. Ambas técnicas conjuntaron representantes de P.
americana var. Drymifolia, P. americana var. Guatemalensis, y P. americana var.
Americana. No fue posible que los genotipos de interés (Ixtapan 1, 2, 3y Yatzachi)
se separaran en ramas independientes, mientras que los genotipos de los

subgéneros Eriodaphne y Persea si se separaron.
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INTRODUCCION

México es el principal pais productor y consumidor de aguacate en el mundo; ya
gue cuenta con 28 estados productores, sin embargo solo en cinco se concentra
alrededor del 86% de la superficie sembrada, con un 88% de la superficie
cosechada y 89% de la produccidon nacional. Los estados productores
sobresalientes son Michoacan con un 78.6 % de la produccion nacional) y Jalisco
que aporta un 10% (SIAP, 2016). El estado de Michoacan se destaca por producir
la variedad “Hass” en grandes cantidades, ya que este tipo de aguacates por sabor
y calidad han sido los mas aceptados en los diferentes mercados; por lo anterior
dicho estado es considerado como el principal productor desde la década de los
setentas, ya que desde entonces aporta alrededor del 83% de la produccion
nacional (Quintero et al., 2000). Actualmente el aguacate esta considerado como
el producto horticola mas importante de México, desde el punto de vista
econdmico; ya que ocupa el séptimo lugar de produccion en el sector agricola, por
lo que es importante promover la colecta, conservacién, evaluacion,
potencializacion y aprovechamiento de los recursos genéticos pertenecientes al
género Persea.

El aguacate corresponde a diferentes especies del género Persea cuyo origen y
proceso de domesticacion se dio en Centroamérica, ya que es ahi donde se
concentra la mayor diversidad, ademas de considerar evidencias arqueolégicas
acerca de las principales culturas que habitaron dichas zonas (Galindo-Tovar,
2008). Por otra parte de acuerdo con Knight (2002), gran parte de la diversidad del
aguacate también comprende la regibn que va desde las partes altas de
Guatemala hasta la costa del Pacifico de América central.

En México se concentra una gran rigueza genética del aguacate ya que las
diferentes especies se adaptan a las diversas condiciones naturales propias de
nuestro pais, que van desde los bosques montafiosos de niebla hasta las zonas
tropicales; no obstante hoy en dia algunas de estas se hallan amenazadas debido

a diferentes causas, como la reduccion y alteracion de ecosistemas, cambio del
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uso de suelo, plagas, enfermedades, sequias, entre otras; por ello es importante
llevar a cabo trabajos de conservacion, asi como estudios de diversidad genética
del género Persea y de esta manera coadyuvar en la agroindustria del aguacate,

en México y el mundo (Barrientos et al., 2010).

El Estado de México forma parte de la franja aguacatera de México, en esta se
concentra una amplia diversidad de genotipos de Persea que podrian ayudar en la
creacion de nuevas variedades y/o portainjertos adaptables a las condiciones
climaticas de la region y al mismo tiempo constituir una alternativa de inversion

para pequefios productores (Flores, 2014).

En el trabajo de caracterizacion vegetal, la descripcion morfolégica es limitada por
la influencia ambiental; en cambio la caracterizacion mediante marcadores
moleculares constituye una opcién viable que permite establecer diferencias o

similitudes entre individuos con base en el ADN de su genoma.

El conjuntar las técnicas de caracterizacion morfolégica y molecular permite definir
de manera mas precisa el grado de diversidad genética prevaleciente y la
distribuciéon de determinadas especies que se comparan, asi como las relaciones
filogenéticas que guardan (Garcia, 2012), de tal forma que nos permite identificar,
clasificar, documentar y aprovechar la riqueza natural persistente en una region,
para posteriormente dar paso al trabajo de mejoramiento de especies vegetales, y
continuar con los aspectos de produccién y calidad (Gutierrez-Diez, 2009).

Asimismo, la identificacion de las relaciones entre genotipos con base en su
genoma, nos ha permitido conocer sus relaciones inter e intra especificas,
favoreciendo el aprovechamiento de los recursos regionales en beneficio de la
generacion de portainjertos y/o variedades que nos permitan enfrentar los

problemas del suelo, plagas y enfermedades.
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen y Domesticacion

El aguacate corresponde a diferentes especies que son altamente polimorficas,
debido a que presentan una gran diversidad genética; esto se atribuye
principalmente a factores ambientales, culturales y genéticos. El origen del
aguacate tuvo lugar en la regidon central de México, y en una region que abarca
desde las partes altas de Guatemala hasta la costa del Pacifico de Centroamérica
(Barrientos et al., 2000; Teliz y Marroquin, 2015) esta misma region se halla
comprendida en el area que abarca Mesoamérica y es ahi donde se han hallado
evidencias arqueoldgicas de su domesticacion, es por ello que se considera que
ahi mismo ocurrié dicho suceso. De acuerdo con Galindo-Tovar et al. (2007), en la
Sierra Nevada de California se han hallado evidencias arqueoldgicas que
demuestran que en la antigledad existia una gran diversidad de especies
vegetales, donde los aguacates eran comunes, por ello se piensa que los
aguacates antiguos se originaron ahi; sin embargo dicho autor también hace
mencién de que el proceso de domesticacién del aguacate ha ocurrido por varias
veces a través de un proceso largo y complejo, por lo que se deduce que pudo

darse en al menos cuatro fases, las cuales se mencionan a continuacion:

Primera: Los primeros pobladores de Mesoamérica empezaron a colectar los frutos

de los arboles de aguacate que se encontraban en los bosques cercanos a los
lugares en los que se hallaban asentados; posteriormente seleccionaron los arboles
con mejores frutos, los cuidaron y protegieron, de esta manera se inicio el proceso
de domesticacion in situ, a nivel de agro-ecosistema y probablemente esto dio lugar
a los primeros cambios morfolégicos en el arbol.

Segunda: Ocurrio cuando el clima se modifico, para entonces, los grupos humanos

ya habian observado el proceso de germinacion de las semillas (Mac Neish, 1964);

asi, debido a la variabilidad del clima, se empezé a hacer una planeacion de las

siembras como una forma de conservacion del aguacate, de esta manera se inicio
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la modificacion no intencional del ambiente biofisico y se estrechd la interaccion
hombre-planta.

Tercera: Se lleva a cabo la seleccién y el cultivo de las semillas de los mejores
frutos, en habitats mas favorables; ademéas se incrementa la adaptacién de los
arboles para usos especificos, tal es el caso de la cultura maya que los utilizaba en
sus creencias religiosas y culturales.

Cuarta: El aguacate es cultivado en condiciones establecidas que promueven su
productividad. Se mejoran los factores que estimulan su crecimiento y produccion y
se obtienen arboles con caracteristicas genéticas diferentes a sus ancestros

silvestres.

2.2 Taxonomia

El aguacate pertenece a la familia Lauracea, la cual se caracteriza por poseer una
gran variabilidad morfoldgica; incluye 92 géneros y entre 2840 y 3340 especies
distribuidas en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Chanderbali et al., 2001).

El aguacate es una planta dicotiledénea que forma parte del genero Persea, este
se halla comprendido por alrededor de 85 especies distribuidas desde el sur de los
Estados Unidos de Norteamérica (Persea borbonia) hasta Chile (Persea lingue);
aunque existen excepciones como es el caso de Persea indica que se localiza en

las islas canarias en Espafia (Ramirez, 2015).

El género Persea se halla dividido en dos subgéneros: Persea y Eriodaphne (Kopp,
1966), cuya principal forma de distincion es la pubescencia de la cara interior de
los sépalos; Persea tiene ambas caras pubescentes, mientras que Eriodhapne
tiene la cara interna libre de pubescencia, no obstante también es posible hallar en
este grupo algunas especies que carecen de dichas caracteristicas, tal es el caso
de Persea pallida, Persea rigens y Persea cinerascens. En el subgénero Persea
se reconocen tres especies; P. schiedeana Nees, P. parvifolia Williams y P.

americana Mill; esta ultima es poliforme y se halla constituida por varios taxones
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separados, considerados como variedades botanicas, subespecies o0 razas
horticolas (Scora & Bergh, 1992b). Los frutos del subgénero Persea, se conocen
como aguacates verdaderos, debido a que presentan un mayor tamaifo, con
respecto a los del otro subgénero (Ramirez, 2015); ademas del aguacate que
comunmente se conoce, en este grupo se encuentran Persea nubigena (aguacate
de monte); dicha especie se halla distribuida en altitudes que van de los 2000 y
2800 msnm, donde predominan suelos fértiles de bosque mesofilo de montafia
(Scora, 1990a), Persea steyermarki (aguacate de montafa), Persea schiedeana

(chinini, chinene, chenene, yas, hib) y Persea floccosa (aguacate cimarron).

El aguacate Persea americana Mill., posee formas muy variadas y se caracteriza
principalmente por presentar una excesiva pubescencia en tallos, hojas y flores
(Schroeder, 1951). Dentro de esta especie, se conocen tres razas: mexicana,
guatemalteca y antillana; la clasificacion botanica de dichas razas ha tenido
muchas variaciones, debido a que algunos autores han agrupado a la raza
Mexicana como una sola, llamandola Persea drymifolia (Kopp, 1966). Por otra
parte la raza guatemalteca también es conocida como Persea nubigena var.
Guatemalensis por Williams (1977). Sin embargo las tres razas actualmente se
hallan consideradas dentro de la especie Persea americana Mill. Bergh y Ellstrand
(1987) clasificaron a las razas de aguacate como variedades botanicas, la raza
mexicana se nombré como Persea americana var. drymifolia, la raza guatemalteca
como Persea americana var. guatemalensis y a la raza Antillana como Persea

americana var. americana.

2.3 Descripcion Botanica

El aguacate presenta multiples formas, por ello cada una de sus estructuras (hoja,
fruto, tallo, etc.) pueden presentar formas muy variadas. Al considerar la
descripcion botanica de aguacate realizada por Calabrese (1992), se describe

como una especie perenne de tallo aéreo (o epigeo) con caracteristicas lefiosas y

MARISOL SERRANO HERNANDEZ



“Comparacion morfolégica y molecular entre un hibrido natural y especies del género persea”

follaje siempre verde, su raiz es bastante superficial. A continuaciéon se menciona

la descripcidn realizada por el autor antes mencionado.

Hojas: Son simples, alternas, pecioladas y enteras. El peciolo normalmente tiene
una longitud que va de 1.5 a 3.5 cm. Las hojas pueden ser de forma muy variable,
debido a que pueden ser de forma eliptica- alargada u oval-oblonga, estan provistas
de yemas axilares y nervaduras pinnadas (de pluma). El apice es mas o menos
agudo segun la raza, la nervadura principal es de color amarillo palido; dicha
nervadura es especialmente prominente en la cara inferior. Cuando la hoja es joven
presenta un color rojizo, contenido de pigmentos en las vacuolas y una epidermis
pubescente; al llegar a la madurez estas hojas se tornan lisas, coriaceas y de un
verde intenso y oscuro. La cara superior es glabra mientras que la inferior es
ligeramente pubescente. Su superficie presenta numerosos puntos glandulares
transparentes. La dimension de las hojas varia de 5 a 20 cm de longitud y de 3 a 10
cm de anchura. En algunas variedades antes de la floracién hay una defoliacion de
corto tiempo, lo cual indica que la planta se ha desarrollado vegetativamente fuera

de su habitat, siendo esta una variedad no apta para la zona.

Parte aérea (Copa): Los arboles de aguacate que crecen de manera espontanea
pueden alcanzar hasta 20 m de altura, con un didmetro de tronco superior a un
metro. Las ramas son abundantes, generalmente delgadas y fragiles por lo que
pueden romperse al cargar muchos frutos y/o por la accion del viento. Las yemas
foliares son apicales y/o axilares, estas ultimas en su mayoria permanecen latentes
o se desprenden, de tal forma que la mayoria de las veces el crecimiento de frutos

tiene lugar en las yemas apicales.

Raiz: El sistema radicular es corto y débil como la mayoria de las especies arboreas
que tienen su origen en ambientes ricos en agua de lluvia durante el periodo
vegetativo; la mayor parte del sistema radical del aguacate es superficial y esta
comprendido en los primeros 50 cm; sin embargo tiende a presentar mejor

desarrollo en suelos profundos y con buen drenaje para evitar la proliferacion de
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enfermedades fungosas. La raiz del aguacate presenta pocos pelos radicales, y por
ello la absorcion de agua y nutrientes se lleva a cabo principalmente en las puntas
de las raices principales a través de los tejidos primarios; esto determina la
susceptibilidad del arbol al exceso de humedad, cuando el drenaje es deficiente
existe la posibilidad de que se presenten asfixias radicales y ataques de hongos que

pudren los tejidos.

Flor: Las flores son hermafroditas, actinomorfas (simétricas), de color verde
amarillento; son pequefias, de tal forma que en el momento de su apertura suelen
medir de 1 a 1.5 cm de diametro con un pedunculo corto y pubescente. La
inflorescencia se desarrolla en forma de panicula (racimo) que puede ser de tipo
axilar o terminal. Se estima que cada panicula presenta alrededor de 200 flores. La
flor consta de un perigonio con dos verticilos trimeros. El androceo estd compuesto
por 12 estambres insertos por debajo del ovario o alrededor del mismo. De estos
estambres solo 9 son funcionales. El gineceo posee un solo pistilo, un ovario supero
(por encima del pedunculo), unilocular y con un solo évulo. En la parte superior de
la panicula se encuentra una yema vegetativa que luego se desarrolla en rama (a
veces se utiliza para injertar: vareta). El perianto aparentemente carece de corola,
pero las piezas que lo constituyen estan dispuestas en dos series cada una formada
por tres elementos. Las piezas externas son mas grandes. En base a lo descrito
anteriormente podria decirse que se trata de tres pétalos y tres sépalos muy

similares entre si.

Fruto: Es una baya que posee un pericarpio (delgado, quebradizo), un mesocarpio
carnoso (con un porcentaje de grasa que varia de 5 % a 30 %). El peso del fruto es
diferente segun su procedencia, oscilando entre 50 gry 2.5 Kg, la parte comestible
presenta una coloracion amarillenta palida, con una leve cubierta verde adherida al
epicarpio. A pesar de las numerosas flores que hay en una inflorescencia, se estima
gue menos del 1% se convierte en fruto (0.01 %). El fruto suele ser asimétrico.
Externamente, la epidermis esta recubierta de una ligera capa de ceray es mas o

menos rica en lenticelas amarillentas dependiendo del cultivar.
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Semilla: Es de tamafio grande, durante la maduracion del fruto puede separarse de
la pulpa o germinar al interior del mismo, suele ser monoembrionica. A veces puede
ser observada en la germinacion de una semilla, la brotacion de méas de un tallo, no
se trata de plantas provenientes de distintos embriones sino de ramificaciones
formadas en la base de las dos mitades de la semilla. Su forma es variada, pudiendo

ser: periforme, esférica u ovalada, su color varia de crema a café rojizo.

2.4Descripcion de Razas de la especie Persea americana Mill
(Kopp, 1966)

2.4.1 Raza mexicana (P. americana var. drymifolia)

Se adapta a condiciones de clima subtropical o templado-calido, generalmente en
zonas donde no se presenten heladas en invierno y donde las lluvias mantengan
periodos regulares durante el verano. La precipitacion minima debe ser de 800
mm. Los vientos deben ser ligeros y desprovistos de corrientes violentas, debido
a que en rutas con condiciones de fuertes vientos causan severos dafios, tales
como defoliacion, desgajamiento y caida de flor y fruto. La mejor adaptacion se da
en sitios ubicados a 36° Latitud norte sur, con respecto al ecuador y una altitud que
va de los 1000 y 1800 msnm. Las temperaturas medias anuales deben mantenerse
en un intervalo de 18 a 22 °C, ya que a niveles inferiores a la minima, tiende a sufrir
dafos organicos irreversibles, tales como muerte de tejidos, principalmente ramas.
En México se halla distribuido en las laderas orientales de las sierras altas y en la
cadena montafiosa del sur, a altitudes sobre los 1000 msnm, donde predominan
los climas calidos, humedos a semiaridos; pueden adaptarse tanto en suelos
fértiles como pobres y acidos; sin embargo el ambiente mas favorable es el clima

subtropical o templado-calido, con invierno benigno (raras heladas).

De acuerdo con Ramirez (2015) los arboles miden alrededor de 15 m de altura 'y
presentan ramas con pubescencia escasa 0 moderada, con pilosidades palidas de

color marrén. Las hojas suelen ser de forma eliptica, con 4pices agudos, raramente
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acuminadas de color verde oscuro; presentan un intenso aroma a anis al igual que
la corteza, los limbos miden de 5- 20 cm de largo y de 3- 12 cm de ancho. Las
flores mantienen una forma regular asimétrica, con estdmenes de 2-3 mm de largo,
filamentos pubescentes en el primer y segundo verticilo. Los frutos son ovoides y/o
periformes, que miden de 4-12 cm de largo; el exocarpo es delgado de color verde
oscuro, marrén, morado o negro; la pulpa presenta un olor caracteristico a anis; la

semilla es grande y ovada, de superficie lisa (Figura 2).

Figura 1. Porte de arbol del aguacate de la  Figura 2. Frutos de aguacate de la
raza mexicana (P. americana var. drymifolia) raza mexicana (P. americana var.
drymifolia)
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2.4.2 Raza guatemalteca (P. americana var. guatemalensis)

Requiere de zonas con clima tropical o calido, que mantenga temperaturas de 22°C
en adelante, comprendidas entre los 32° y 34° de latitud norte o sur y una altitud
entre los 500 y 1100 msnm, sin que existan grandes variaciones de una estacion
a otra, la precipitacion pluvial minima del lugar debe ser de 1200 mm en donde
haya un régimen de lluvias continuo, por lo que es conveniente que persista un
clima regular a lo largo de todo el afio. En México su distribucion se concentra en
los estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Nuevo
Ledn, y Veracruz, mientras que en Centroamérica se halla principalmente en

Guatemala.

De acuerdo con la descripciéon morfolégica que realizo Williams (1977), las hojas
presentan forma subcoriacea, con limbos que miden de 8 a 20 cm de largo y de 10
a 24 cm de ancho; pueden ser de forma ovalada, ovoidal u oblonga; los apices
tienden a presentar forma acuminada, obtusa o redonda; la base generalmente es
acuminada; la superficie adaxial es moderadamente pubescente, mientras que la
superficie abaxial es intensamente pubescente, principalmente en la nervadura
central. Las flores son tomentosas de color marrén, con una longitud de 3 a 7 mm;
con estambres de 2 a 3 mm de largo y filamentos pubescentes en el primer y
segundo verticilo. Los frutos ueden ser de color verde claro, verde oscuro, marrén
0 negro; con forma ligeramente periforme y cascara de mas de 4 mm de espesor
(Figura 3).
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Figura 3. Frutos de aguacate de la raza guatemalteca (P. americana var.
guatemalensis)

2.4.3 Raza antillana (P. americana var. americana)

Se adapta a condiciones de clima tropical sin variacion estacional; las
precipitaciones deben mantenerse en un intervalo de 1800 a 2000 mm anuales;
regularmente tiende a adaptarse a 32° en la latitud norte-sur y a una altitud que
oscila entre los 0 y 500 msnm. En México es posible encontrarla en Centroamérica
y en regiones tropicales situadas en las costas del Atlantico y del Pacifico.
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Los arboles de esta raza se caracterizan principalmente por poseer una altura de
hasta 30 m, con ramas moderadamente pubescentes, con pilosidades de color
marron (Whiley et al., 2007). Ramirez (2015) menciona que las hojas de dicha raza
son de forma coridcea y pueden ser angostas o elipticas; con limbos de 10 a 30
cm de largo y de 3 a 19 cm de ancho, con apices acuminados. Las flores suelen
ser de color verde amarillento, generalmente miden de 3 a 6 mm de largo y se
caracterizan por ser tomentosas en ambas superficies. Los frutos son de forma
periforme, anchos o estrechos, con exocarpo que va de verde claro a verde oscuro
o bien de marrén a morado, la pulpa es de color marfil; la semilla es ovada de

tamafo variable y de superficie aspera (Figura 4).

Figur_a 4. Fruto de Ir_;1 raza antillana (P. Figura 5. Porte del arbol de la raza
americana var. americana) antillana (P. americana var. americana).
Foto tomada de Barrientos, 2015
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2.5 Otras especies del subgénero Perseay un género afin

2.5.1 Persea schiedeana Nees

Es un arbol frutal nativo de México y Centroamérica, distribuido hasta Colombia
(Kopp, 1966), normalmente crece en selvas y montafias tropicales; ocasionalmente

en México puede hallarse en zonas de pastizales ubicadas a altitudes que van de
los 90 hasta 2000 msnm (Schieber et al., 1972). Este tipo de aguacate también se
conoce como chinini, chinin, aguacate de manteca o pagua. La especie schiedeana
pertenece al subgénero Persea, esta a su vez presenta muchas variaciones
morfolégicas en fruto y como especie afin al aguacate (Persea americana Mill.)
(Scora et al.1990a).

De acuerdo con Flores (2014) y Ramirez (2015), es una especie muy vigorosa que
llega a medir de 20 a 30 m de altura, los arboles son de copa ancha, ramillas
gruesas, rugosas cerca de las cicatrices de las hojas y de las bracteas de las
yemas, con densas pilosidades ferruginosas. Las hojas son de forma coriacea o
subcoriacea, con limbos de forma eliptica a abovada, los cuales presentan apices
redondeados a obtusos, ademas de densas pilosidades ferruginosas en el haz,
envés y peciolos, durante etapas tempranas antes de fructificar. Las flores se
hallan agrupadas en inflorescencias dispuestas en la subterminal tirsoide, rodeada
de bracteas de yemas con bordes irregulares y anchos, regularmente son de color
marréon, miden de 6 a 10 mm de longitud y son tomentosas. El fruto se caracteriza
por presentar un cascara de color verde, negro, café o morado (Joaquin et al.,
2007), ademas de ser de forma alargada, periforme o semiredonda y presentar
numerosas fibrillas en la pulpa, la cual puede presentar variaciones de color ya que
puede ser de color blanco a café palido, tendiendo a exudar un jugo lechoso; llegan
a medir de 5 a 10 cm de largo en la madurez, presentan pubescencia persistente
durante la etapa de fructificacion (Figura 6). La semilla es relativamente grande de

forma esférica a ovada, con un epicarpio de color verde claro, grueso y flexible.
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Figura 7. Hojas de la especie Persea schiedeana

2.5.2 Persea cinerascens

Es una especie que se localiza en forma silvestre en los estados de Michoacan y
México; se caracteriza por poseer un porte relativamente alto que va de 6 a 8 m
alto (Campos et al., 2008), sin embargo en Tacambaro, Michoacan se han hallado
ejemplares que miden hasta 20 m de altura. Por otra parte es posible identificar

ejemplares de esta especie mediante el frotamiento de la madera del tronco y de
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las ramas, ya que al frotarla se desprende un aroma caracteristico a canela
(Garcia, 1970).

Las ramas son angulares, aglomeradas, oscuras y glabras; solo las hojas jévenes
son pilosotomentosas y pardas (Figura 8); el pedunculo de la infrutescencia mide
de 7 a 10 cm de longitud, con una cantidad de frutos que va de 20 hasta 30. Los
segmentos del perianto son persistentes hasta la madurez y facilmente
observables; los frutos son baciformes, ligeramente elipticos con dimensiones de
0.9 x 1.2 cm de mesocarpio carnoso y ligero sabor al aguacate comuan (Figura 9),
el epicarpio es de color violeta en la madurez y el embridn es muy pequefio, es

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

Figura 8. Follaje de P. cinerascens Figura 9. Frutos de P. cinerascens
(Fotografia de: CampeRojas) (Fotografia de: CampeRojas)

2.5.3 Persea lingue

Es una especie perteneciente al subgénero Eriodaphne; de acuerdo con Campos
et al. (2008), es endémica de Chile en donde se le conoce como lingue o canela
rosa. Es un arbol de gran porte que llega a medir hasta 30 m de alto, su follaje
permanece siempre verde en una copa compacta y de muy rapido crecimiento, las
hojas presentan una forma eliptica y miden de 6 a 7 cm de largo por 3.5 cm de
ancho, mantienen una disposicién alterna en las ramillas (Figura 10); las flores
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suelen ser hermafroditas dispuestas en panojas amarillas); los frutos son drupas
ovaladas lisas que maduran en color negro o violeta, miden de 12 a 15 mm de

largo (Figura 11).

Figura 10. Follaje y frutos tiernos de  Figura 11. Frutos secos de Persea
Persea lingue lingue

2.5.4 Persea tolimanensis

De acuerdo con Zentmyer y Shieber, (1990), se conoce comunmente como
aguacate de Mico, ademas es considerado como uno de los antepasados de la
raza guatemalteca. Se halla distribuido en zonas moderadamente calidas que
abarcan desde la frontera de Guatemala-México hasta el sur de Costa Rica,
concentrado principalmente en las laderas del volcan de Turrialba. EI nombre de
dicha especie se atribuye a su prevalencia en las laderas del volcan Toliman

ubicado a unos 1500 m en Atitlan, Guatemala.

La especie P. tolimanensis se caracteriza por presentar frutos permanentemente
duros, son de piel gruesa, ligeramente rugosa y de color verde oscuro, con forma
redonda a oblata, similares a los criollos guatemaltecos, llegan a medir hasta 3
pulgadas de didmetro; generalmente cuelgan en el arbol hasta mucho después de
la madurez, lo cual es inverso a lo que sucede con los criollos guatemaltecos. Los

frutos no son comestibles, ya que presentan un sabor amargo.
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Las hojas son de color verde opaco muy diferentes a las de un arbol de aguacate

tipico. Los arboles son muy vigorosos, y alcanzan una altura de mas de 20 metros,

ademas destacan por poseer un tronco gris blanquecino (Figura 12).
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Figura 12. Fotos del porte del arbol de
aguacate sdeMico (Persea
tolimanensis) tomadas en el volcan
Santa Ana en el Salvador, incluidas en
Zentmyer y Schieber (1989)
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2.5.5 Persea floccosa

Figura 13. Fotos de frutos de

aguacate de Mico (Persea
tolimanensis) tomadas en el volcan
Santa Ana en el Salvador, incluidas
en Zentmyer y Schieber (1989)

Dicha especie se halla relacionada con los genotipos pertenecientes a la var.

drymifolia y a la var. nubigena, sin embargo se diferencia de ambas por la

pubescencia que se aloja en los brotes y hojas nuevas, o bien por los frutos

pequefios y mas subglobosos que miden cerca de 5 cm de largo, con un exocarpo

delgado y verde (Whiley et al., 2007).

Los arboles de esta especie son enormes, ya que llegan a medir hasta 30 m de

altura, el tronco y las ramas presentan pubescencia fina aspera, con numerosas

lenticelas; las laminas foliares pueden ser ovadas cuando miden de 6 a 16 cm y

MARISOL SERRANO HERNANDEZ



“Comparaciéon morfoldgica y molecular entre un hibrido natural y especies del género persea”

elipticas cuando miden de 6 a 30 cm de longitud. Las flores son de color marron,
generalmente miden de 4 a 6 mm de longitud. Los frutos son globosos de color
verde oscuro, con cascara muy gruesa en la que se alojan numerosas lenticelas

de apariencia corchosa (Figura 13).

Figura 14. Frutos de la especie P. floccosa

2.5.6 Beilschmiedia anay (Genero afin a Persea)

De acuerdo con Borys, et al., (1993), los frutos son pequefios y comestibles, de
forma obovada; no obstante la forma del fruto depende de la proporcién existente
entre la pulpa y la semilla. La epidermis es delgada, lisa y brillante, normalmente
de color negro oscuro; el color de la pulpa es de color verde claro a verde medio,
cambiando cerca de la semilla a verde claro o amatrillo claro. La textura de la pulpa
tiende a ser acuosa o cremosa (Figura 14).

Las semillas alargadas, ligeramente asimétricas, de forma oblonga o piriforme. Las
cubiertas de la semilla tienden a presentar picos fragiles en sus extremos basales,
los cuales se pueden admirar al momento de extraer la semilla de la pulpa. En la
mayoria de los casos los cotiledones pueden ser multiples y crecer de manera

asimétrica (Figura 14).

La forma de las hojas varia de obovado a orbicular u ovalado, con margenes

enteros, bases agudas, puntas agudas y venas pinnadas. La lamina de la hoja es
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grande, gruesa y coriacea, con el haz de apariencia brillante y el lado inferior
pubescente. Las venas en la superficie superior son discretas; mientras que en la
superficie inferior, son muy pronunciadas, pubescentes y de color marrén. El
peciolo de la hoja es marron, muy pubescente, triangular, y con un surco en la zona

media (Figura 15).

Figura 17. Porte del arbol de
Beilschmiedia anay

Figura 16. Apariencia del follaje de la
especie Beilschmiedia anay

2.6 La caracterizacion vegetal

La caracterizacion vegetal consiste en establecer todos los caracteres posibles de
una planta tomados de distintas estructuras para ubicarla en una clase o grupo,

generalmente para ello se utlizan marcadores morfolégicos y moleculares
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(Gonzéles-Andreés, 2001a). De acuerdo con Valadez y Kahl (2000), un marcador
molecular es cualquier tipo molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso
molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la separacion de las
mismas utilizando electroforesis o cromatografia, como cualquier gen cuya

expresion permitiria un efecto fenotipico que pueda ser detectado facilmente.

La caracterizacion de organismos vegetales, al igual que la de otros organismos
vivos 0 minerales, tiene diferentes finalidades, por lo que de acuerdo con
Gonzalez-Andrés (2001b) a continuacion se mencionan los rasgos caracteristicos

de cada una de ellas:

A.ldentificacién o determinacién. La especie vegetal no identificada se coloca
en la clase o grupo al que corresponde conforme a una clasificaciéon construida
previamente. En el proceso de identificacion de un vegetal se recomienda utilizar
pocas caracteristicas, ya que esto facilita el proceso; sin embargo estas deben ser
lo mas evidentes posibles para obtener mejores resultados, normalmente se utilizan

rasgos morfolégicos Unicos.

B.Sisteméatica. Se basa en el estudio cientifico de las clases, de la diversidad de
los organismos, y de sus interrelaciones. Consiste en determinar a qué clase
pertenece un organismo, hasta el momento en que no ha sido clasificado, o que se
prejuzgue que esté incorrectamente clasificado. Para ello debe estudiarse a
profundidad la diversidad de la poblacién en relacion a la que pertenece, ademas
de sus relaciones con otros grupos de organismos. Cuando se realiza un trabajo de

sistematica se deben considerar varias doctrinas, entre estas se encuentran:

Esencialismo: Se basa en la l6gica aristotélica, la cual hace énfasis en que la tarea

de la ciencia es descubrir la verdadera naturaleza de los objetos. Segun esta
corriente las esencias de los objetos existen y pueden ser descubiertas y
discriminadas con la intuicion intelectual; siendo la tarea de la clasificacion

biologica descubrir y discriminar las esencias en los organismos.
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Cladismo vy evolucionismo: La clasificacion debe expresar fielmente las

ramificaciones del arbol evolutivo y al mismo tiempo deben considerarse otros
factores de la filogenia, tales como el grado de diversificacion (no es conveniente
tener una familia de un solo género, salvo que la discontinuidad sea lo
suficientemente apreciable como para admitirlo) y la divergencia en cuanto a la
similitud que pueden presentar dos grupos que tengan un antecesor en comun
cercano en el tiempo, sin embargo esta también difiere cuando existe una
discontinuidad muy notable entre ellos, concluyendo asi que cada uno pertenece

a una familia totalmente distinta.

Feneticismo: El principio basico de esta consiste en hacer las clasificaciones
considerando un gran numero de caracteres, tomados de todas las partes que
conforman el cuerpo del organismo y de todo su ciclo de vida; de esta manera se
recopilan todos los caracteres necesarios para determinar el grado de significancia

e importancia en la formacion de grupos.

C.Analisis de la diversidad genética de una especie. Este consiste en llevar a
cabo trabajos de caracterizacion para conocer la diversidad genética tanto
interpoblacional como intrapoblacional, 1o cual sirve para disefiar estrategias de
conservacion vegetal in situ y ex situ. En el primer caso se asegura la supervivencia
de la especie mediante la proteccidn en todas las areas en las que habite o en donde
se halle la mayor parte de la diversidad genética. Para la conservacion ex situ, debe
realizarse la colecta de germoplasma vegetal en las areas donde haya mayor
diversidad, para después llevarlas a un espacio destinado a la conservaciéon y
domesticacion, de esta manera el ser humano las estudia y determina las

condiciones de adaptacion, posteriormente las explota en su beneficio.
D.Gestion de bancos de germoplasma. En el caso de los bancos de germoplasma
es importante realizar una buena identificacion y posteriormente una adecuada

gestion y/o manejo de los recursos; por lo que es necesario evitar duplicados por
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sinonimias (el mismo material con diferentes nombres) y homonimias (materiales
diferentes con el mismo nombre). En este caso se trata de identificar como igual o
diferente, respectivamente, accesiones que pertenecen a la misma especie, y con
frecuencia a la misma variedad, asi como cuando se trabaja con clones de cierta
variedad. Por lo tanto es necesario buscar e identificar las caracteristicas que
diferencien a materiales muy semejantes. Algunos rasgos morfoldgicos si cumplen
esta condicion, pero debido a que el nimero de estos es limitado, con frecuencia es
necesario acudir a marcadores moleculares, sobre todos los basados en ADN.
Algunos caracteres morfolégicos y sobre todo los marcadores moleculares son
herramientas muy Utiles que permiten detectar si se ha producido pérdida de
diversidad al interior de una coleccion ayudando asi a mantener la diversidad y
originalidad en los bancos de germoplasma (Gonzéales-Andrés, 2001b).

E.Definicion de una nueva variedad. Junto con los caracteres de tipo fisiolégico-
agronomico que debe poseer cualquier nueva variedad para distinguirlas de otras
ya existentes, también es necesario utilizar otros caracteres de tipos morfolégicos y
moleculares, que hagan mas sencilla esta diferenciacion, sin necesidad de recurrir
a su cultivo en campo, que es donde se observarian las caracteristicas fisioldgico-

agronémicas.

F.Busqueda de marcadores de caracteres de interés agrondmico. Los
marcadores tanto morfolégicos como moleculares son caracteres facilmente
observables, que se encuentran estrechamente ligados desde el punto de vista
genético, a una caracteristica agronémica de interés. Por lo tanto son muy utiles a

la hora de abordar los programas de mejoramiento vegetal.
2.7 Tipos de marcadores

Los principales grupos de caracteres utilizados en la caracterizacion vegetal de

acuerdo con Gonzales-Andrés (2001a) son: Morfologicos, Citologicos,
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Bioquimicos, Basados en el estudio del ADN, Ecolégicos, Embriolégicos,
Geograficos y Fisioldégicos/ Agrondmicos.

Los caracteres morfolégicos son los medios de identificacion més clasicos, ya que
se utilizan para describir cualquier 6rgano de la planta desde el punto de vista
cualitativo (formas, colores, presencia de estructuras singulares, etc.) o desde el
punto de vista cuantitativo (mediciones). Los caracteres citolégicos se basan
principalmente en el estudio del nacleo celular, esencialmente en el nimero de
cromosomas. Los caracteres bioquimicos se centran fundamentalmente en el
estudio de metabolitos primarios y secundarios de las plantas; entre estos
destacan los basados en compuestos de bajo peso molecular (Flavonoides,
Alcaloides, Aminoé&cidos no proteicos, Aceites esenciales) y en algunos tipos de
proteinas (Proteinas totales, Isoenzimas). Los caracteres basados en el estudio
del ADN se sustentan en los marcadores moleculares que indican una secuencia
primaria del ADN. Los caracteres ecoldgicos se distinguen por que se enfocan en
el andlisis del habitat, los parasitos, los alimentos, las variaciones estacionales, etc.
Los caracteres embrioldégicos son aquellos que se basan en el desarrollo
embrionario de los individuos. Los caracteres geograficos se refieren a la
distribucion de las especies, a las relaciones entre poblaciones, al tanto de
simpatria (que viven en una misma area geografica) como alopatria (que tienen
aislamiento geografico) principalmente. Los caracteres fisiol6gico/agron6micos
tienen que ver con las caracteristicas fisiologicas de interés agronémico; entre las
principales se hallan la susceptibilidad al estrés, a plagas y enfermedades,

produccion y desarrollo.

2.8 Caracterizacion Morfologica

La caracterizacion morfolégica es considerada como la base de la sistematica
tradicional en la caracterizacion de plantas (Gonzales-Andrés, et al., 2001). Los
caracteres morfologicos de una planta de acuerdo con Flores (2014) pueden

expresarse de tres maneras de acuerdo a sus caracteristicas:
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Caracteres Cualitativos: Son los que se expresan en niveles discontinuos, por

ejemplo el sexo de la planta: 1) dioico femenino, 2) dioico masculino, 3) monoico
unisexual, y 4) monoico hermafrodito (5). Un solo caracter (nivel) puede tener
diferentes formas de expresion. Por regla general los caracteres no deben ser
afectados por el medio ambiente (UPOV, 2006).

Caracteres Cuantitativos: Estos también son conocidos como morfométricos

(Gonzales, 2001); su expresion tiene muchas variaciones, las cuales pueden
inscribirse en una escala unidimensional lineal continua o discontinua, dependiendo
de la finalidad de la descripcion; por ejemplo, la longitud del tallo: muy corto (1),

corto (3), medio (5), largo (7), muy largo (9).

Caracteres Pseudocualitativos: La gama de expresion de este tipo de caracteres

es parcialmente continua, sin embargo varia en mas de una dimension, por ejemplo,
la forma de la hoja: oval (1), eliptica (2), redonda (3), oboval (4) y no puede
describirse de manera adecuada la gama de un caracter, por lo que es necesario

determinar cada nivel de expresién individual.

2.9 Caracterizacion Molecular

La caracterizacion molecular tiene como objetivo particular la distincién entre
especies y/o cultivares, asi como la evaluacién de la diversidad y/o variabilidad
genética, el estudio de la estructura genética de las poblaciones, el establecimiento
de la representatividad de colecciones regionales, la deteccién de duplicidades de
accesiones de bancos de germoplasma, la identificacion de genes o secuencias

especificas, entre otros (Hidalgo, 2003).

Los marcadores moleculares se clasifican en dos categorias de técnicas basadas
en la hibridacion o en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se utilizan

para identificar la base genética de la variacion de especies, distinguiéndose asi
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por su capacidad para detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de

tipo dominante o co-dominante (Rentaria, 2007).

Los marcadores emplean primers de secuencia arbitraria, semi-arbitraria o

especifica (Velasco, 2005).

2.9.1 Marcadores Moleculares de ADN

Los marcadores moleculares de ADN son cualquier sustancia organica 0
inorgénica caracteristica de un organismo o proceso Yy se dividen en dos tipos: las
proteinas (principalmente las isoenzimas) y los marcadores de ADN (Azofeifa-
Delgado, 2006), por otra parte para Valadez y Kahl (2000) un marcador es
cualquier molecula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso molecular conocido
gue sirve para monitorear o calibrar la separacion de las mismas mediante
electroforesis o cromotografia, lo cual permite visualizar diferencias tangibles entre
las secuencias homologas del ADN de los organismos, de esta manera es posible
describir genotipos de interés mediante una diferenciacion inter e intra especifica;
ademas dichas tecnicas permiten detectar variaciones en las secuencias de ADN
al comparar distintos individuos (Torres y Moreno, 2001). Segun Gonzales-Andrés
etal., (2001), los marcadores moleculares deberian de ser clasificados en dos tipos
dependiendo del grado de afectacion que el ambiente puede ejercer sobre ellos;
aquellos que se basan en moléculas bioldgicas, es decir todos los bioquimicos que
engloban compuestos de bajo peso molecular (flavonoides, alcaloides,
terpenoides, etc.) pueden verse faciimente influidos por las condiciones
ambientales; mientras que los que funcionan con proteinas se hallan basados en
la molécula de ADN y por lo tanto no son susceptibles de estar afectados por el
ambiente. De acuerdo con Torres y Moreno (2001) los marcadores moleculares
presentan ciertas ventajas en comparacion con los marcadores morfologicos e
isoenzimaticos, entre estas destacan: 1) la deteccion de mayor variabilidad,
facilitando asi la identificacion de las diferencias entre un individuo y otro; 2) el
ambiente no influye de manera negativa, ya que el analisis del ADN se lleva a cabo
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de manera directa; 3) existe una mayor objetividad de analisis, debido a que los
resultados no dependen tanto de la apreciacion del sujeto que realiza la
observacion; y 4) existe la posibilidad de obtener material de estudio (ADN) de
cualquier estructura de la planta.

Marcadores moleculares de mayor uso

De acuerdo con Torres y Moreno (2001), la eleccion de la técnica a utilizar en un
andlisis molecular depende de la intencién de la investigacion; no obstante las
técnicas utilizadas en la PCR (marcadores moleculares) presentan ventajas y
desventajas especificas, por lo que a continuacion se hace referencia a las

principales caracteristicas que distinguen a uno de otro.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

En este tipo de marcadores se lleva a cabo la identificacion de pequefios cambios
en la secuencia de ADN que modifican los patrones de corte de las endonucleasas
de restriccion; y se usa generalmente en la construccion de mapas genéticos para
identificar aspectos de taxonomia y filogenia (Ramirez, 2015). Segun las ventajas
gue se obtienen al utilizar dicho marcador son: 1) alta reproduccion, es decir
resultados iguales aun al probarse en diferentes laboratorios; y 2) proporciona
marcadores codominantes. Por otra parte esta técnica también presenta varias
desventajas, entre estas se encuentran: 1) la necesidad de contar con un gran
numero de sondas para detectar las diferencias entre individuos, lo cual requiere
de mayor esfuerzo de tiempo y dinero; 2) el proceso para su obtencion es largo y
laborioso; 3) es necesario contar con altas cantidades de ADN de buena calidad
(bajo contenido de polifenoles o polisacaridos) y 4) costos elevados de equipos

(infraestructura).
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Minisatélites

En el ADN gendmico existen regiones denominadas minisatélites formadas por
unidades de 10 a 60 pb; en este caso se utiliza como sonda un minisatélite para
explorar de manera simultanea los loci. El polimorfismo determinado por
minisatelites se denomina VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) y
corresponde a la variacion del nimero de repeticiones de la unidad basica de los
diferentes individuos analizados. Las ventajas que se tienen al utilizar minisatelites
son: 1) no es necesario tener informacién previa del genoma; 2) los resultados son
altamente reproducibles; 3) los loci minisatelites son abundantes en el genoma; y
4) son muy polimérficos. Sin embargo, por otra parte existen también desventajas
al emplear este recurso, entre estas destacan: 1) es un proceso prolongado y
laborioso; 2) es necesario contar con grandes cantidades de ADN de buena calidad
para que se produzca una digestion completa y una elevada reproducibilidad; 3)

su costo de infraestructura es elevado; y 4) son marcadores dominantes.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Los marcadores moleculares de tipo RAPD se basan en la tecnologia llamada
“‘Amplificacion Aleatoria del ADN polimérfico”, debido a que permite la sintesis de
diferentes fragmentos pequefios de ADN; usualmente dicha técnica provee
marcadores dominantes, ya que los polimorfismos son detectados mediante la
presencia o ausencia de bandas que son resultado de inserciones o delecciones
en las regiones amplificadas, o bien a partir de cambios de bases en el ADN que
alteran la unién del iniciador (Valadez y Kahl, 2000). De acuerdo con Becerra 'y
Paredes (2000) los marcadores moleculares tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA) se basan en la amplificacion al azar de fragmentos usando un
partidor, ADN gendmico, nucleotidos, cloruro de magnesio y Taq ADN polimerasa,
dicha reaccién es sometida a diferentes condiciones ciclicas de temperatura, lo

gue permite la amplificacién in vitro de multiples fragmentos de ADN a partir de una

MARISOL SERRANO HERNANDEZ



“Comparacion morfolégica y molecular entre un hibrido natural y especies del género persea”

cadena molde; los productos obtenidos presentan gran variacion polimorfica
cuando se ha producido la pérdida, insercion o cambio de un solo nucleétido en la
misma (ADN gendmico). Los productos de la amplificacion son separados
mediante electroforesis y las bandas visualizadas de diferente peso molecular
representan diferentes loci, sin embargo los productos de la reaccién dependen del
genoma en estudio, su habilidad para detectar regiones de ADN altamente
variables (5-10 loci por partidor), su alta potencialidad en el mapeo de genes,
identificacion de razas, estudios de hibridacion inter e intraespecifica y estudio de
la variacién genética en poblaciones altamente emparentadas (Becerra y Paredes,
2000).

Actualmente los RAPD son considerados como la técnica mas viable para el
andlisis molecular ya que solo se utiliza un iniciador corto (6-10 nucle6tidos);
ademas de que existen programas comerciales de facil manejo que constan de
aproximadamente 3545 ciclos para llevar a cabo las etapas de desnaturalizacion
del ADN molde, union y elongacion del cebador. Las ventajas que se obtienen al
utilizar esta técnica son: 1) no es necesario tener conocimientos previos del
genoma; 2) se requieren pequefias cantidades de ADN; 3) métodos de extraccion
de ADN sencillos; 4) tienen un costo medio de infraestructura, ya que basicamente
se utiliza un termociclador, un equipo de electroforesis y una fuente de luz
ultravioleta; 5) los ensayos son faciles y rapidos; 6) los marcadores se distribuyen
de manera azarosa y son muy incidentes; y 7) los polimorfismos que se pueden
encontrar son ilimitados. Sin embargo, en esta técnica también es posible hallar
ciertos inconvenientes, tales como: 1) bajo indice de reproduccion de fragmentos
amplificados, principalmente aquellos de alto peso molecular ( d 1600 pb); 2)
modificacion del patrén de los fragmentos, debido a pequefios cambios de las
condiciones de reaccion (tipo de polimerasa, concentracion de ADN, concentracion
de cloruro de magnesio, condiciones de temperatura de la reaccién, tipo de

termociclador).

Los marcadores tipos RAPD son dominantes, tienen utilidad en la elaboracion de

mapas genéticos, en el estudio de parentesco y en el andlisis de la estructura
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poblacional, amplifican regiones tanto codificantes del ADN como las no

codificantes y revelan niveles de variacion altos (Ramirez, 2015).

AFLP (Amplied Fragment Length Polymorphism)

Es un marcador molecular que detecta la presencia o ausencia de los fragmentos
de restriccion, sin considerar las diferencias de longitud; el fundamento de esta
técnica se encuentra sustentado en la combinacion de la metodologia que se sigue
en las técnicas de RFLP Y PCR. El polimorfismo que se detecta mediante AFLPs
puede presentar diferentes modificaciones, lo anterior debido a que se pueden
manifestar mutaciones en los sitios de restriccion o en la secuencia
complementaria a los nucleétidos selectivos de los cebadores; por otra parte
también puede darse el caso de la inserciones dentro de los fragmentos de
restriccion, ocasionadas por la presencia de bandas de distintos tamafos. Las
ventajas que presenta la técnica de AFLPs son: 1) no es necesario tener
conocimientos previos del genoma; 2) mayor eficiencia para el hallazgo de
polimorfismos; 3) las regiones que se analizan se encuentran distribuidas en todo
el genoma; y 4) el indice de reproduccion es alto. Las desventajas que se
presentan al utilizar dicha técnica son: 1) se necesita ADN de buena calidad y en
altas cantidades; 2) el costo de infraestructura es excesivamente elevado; 3) en la

mayoria delos casos los AFLP solo se analizan como marcadores dominantes.

Microsatelites

La técnica de microsatelites consiste en el uso de un tipo de ADN repetitivo
denominado SSRs (Simple Sequence Repeats); cada una de las regiones que lo
conforman estan formadas por la repeticion en agrupamientos de secuencias de
ADN, que a diferencia de los minisatelites presentan menos de 100 pb en su
longitud y las unidades que se repiten son mas cortas (1-10 pb), por lo que son

mas especificos, facilitando asi la asociacién de ciertas especies por su homologia,
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de esta manera dicha técnica puede ser empleada para hacer estudios

comparativos entre especies 0 géneros pertenecientes a un mismo grupo.

Las diferencias polimorficas que se obtienen con esta técnica se asocian a la
longitud de los fragmentos amplificados en relacion al nimero de repeticiones de
la unidad basica del microsatelite en los individuos analizados. Entre las principales
ventajas que se tienen con esta técnica se encuentran las siguientes: 1) cantidad
pequefia de ADN para la amplificacién; 2) los loci microsatélites son muy
abundantes en el genoma; 3) polimorfismo elevado, debido a que los loci
microsatelites son muy abundantes, permitiendo asi distinguir a muchos individuos
analizando muy pocos loci; 4) son marcadores codominantes; 5) altamente
reproducible; y 6) el proceso puede llevarse a cabo de manera automatizada. Las
principales desventajas que presenta esta técnica son: 1) la localizacion y
caracterizacion de microsatelites utiles; 2) el disefio de primers adecuados; y 3) la
imposibilidad de diferenciar individuos heterocigotos y homocigotos cuando se

presentan alelos nulos producidos por alguna mutacion.

ISSR (PCR- intermicrosatelites)

Los ISSR son marcadores moleculares conocidos como secuencias intersimples
gue permite realizar una aproximacion a las regiones microsatelites aun sin tener
conocimientos previos de las mismas. En esta técnica se utiliza un cebador de
mayor longitud (1422 nucleétidos) y de secuencia tipo microsatelite. Los
polimorfismo que se obtienen con esta técnica se deben a los cambios de
secuencia que sufre el ADN cuando se une con los primers, asi como a inserciones
y delecciones que se hayan producido en los puntos de union de los primers, dando
lugar a la presencia o ausencia de bandas (Rentaria, 2007). Con dicha técnica se
obtiene una gran cantidad de bandas polimérficas que van de 100 a 2000 pb: por
otra parte la variacién alélica se fundamenta en la determinacion de la presencia o
ausencia de los productos amplificados. Los marcadores ISSR son particularmente

utiles en el estudio de individuos relativamente cercanos que exhiben bajos niveles
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de polimorfismos y se han utilizado exitosamente como una buena alternativa para
obtener la huella genética y analisis genético en especies frutales (Reyes, 2008).
Las ventajas que se obtienen al recurrir a este técnica son: 1) no se requiere
informacion previa del genoma; 2) las cantidades de ADN que se requieren son
relativamente pequefias y 3) existe un alto indice reproductivo, debido a que los
primers que se utilizan son de mayor longitud y la temperatura de unién del
iniciador es mas alta. Por otra parte el principal inconveniente que se tiene con esta
técnica es la incertidumbre sobre la homologia de los fragmentos amplificados de

igual tamafio y el poseer una herencia dominante.

2.9.2 La PCR (Polymerase Chain Reaction)

En la amplificacién de ADN se emplea la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa), esta técnica fue desarrollada por Kary Mullis a mediados de los
80s, asi como la secuenciacion del ADN, estas han revolucionado los estudios de
genética molecular haciendo posible un nuevo acercamiento al estudio y analisis
de genes (Watson et al., 1992). La PCR es una técnica in vitro utilizada para
amplificar de manera enzimatica y exponencial una region determinada de ADN
mediante la sintesis de un gran nimero de copias de un fragmento especifico de
ADN especifico cuya secuencia se conoce (Somma y Querci, 2007a), de esta
manera es posible detectar polimorfismos que indican la variacion con base a la
secuencia de genes. Para llevar a cabo el procedimiento anterior se utiliza una
enzima polimerasa que pueda trabajar a temperaturas muy elevadas; en la
actualidad la mas usual es la que proviene de la bacteria Thermus aquaticus, la
cual vive en condiciones de altas temperaturas (79 °C a 85 °C), de ahi su nombre
comercial, taq polimerasa (Tamay de Dios et al., 2013). Sin embargo la eleccién
de la enzima depende de varios factores tales como: la fidelidad de la enzima o
tasa de error (capacidad de producir errores o no durante el copiado), la velocidad

(cantidad de nucledtidos incorporados por segundo en la cadena naciente de
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ADN), la posesividad (capacidad de unirse al molde), la actividad exonucleasa

(capacidad de correccién de errores) y los extremos del ADN resultante.

Actualmente la técnica de la PCR se ha hecho indispensable en la realizacion de
muchos procedimientos en diferentes areas del conocimiento, tales como la
medicina, taxonomia, biologia, agronomia, area forense Yy criminalistica
principalmente (Valadez, 2005), dado que se ha utilizado en la clonacion de
fragmentos especificos de ADN, en la deteccion e identificacion de genes, asi
como en la expresion de genes en modelos de investigacion. En trabajos recientes
la técnica de PCR ha permitido explorar nuevos campos, como el control de la
autenticidad de los alimentos, la identificacion de la presencia de ADN
genéticamente modificado y la contaminacién microbiolégica, entre otros (Somma
y Querci, 2007a).

De acuerdo con Tamay de Dios et al. (2013) cada ciclo de la PCR se lleva a cabo
en tres etapas principales: desnaturalizacion, hibridacién y extension; las cuales se

describen enseguida:

Desnaturalizacién: De acuerdo con Valadez y Kahl (2000) en esta etapa, las

cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura de 94°C a cadenas
simples que servirAn como moldes para la sintesis del (o los) fragmento (s)
respectivo (s), durante un periodo de 20-30 segundos; el tiempo depende de la
secuencia del marcador, es decir, si la cantidad de G-C es alta, ser4 necesario mas
tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta
formado por tres enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de la
velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo
al modelo del equipo; al final de dicha etapa se obtienen las cadenas separadas que
servirAn como base para continuar con el siguiente paso (Tamay de Dios et al.,
2013).

Hibridacion (alineamiento, reconocimiento): En esta etapa la temperatura se

reduce para permitir la alineacién de las moléculas iniciadoras a la secuencia blanco
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del ADN molde. Las moléculas iniciadoras pueden presentar variaciones en cuanto
a longitud, composicion de bases nitrogenadas, especificidad para aparearse con la
secuencia blanco y dependiendo de esto, la temperatura de alineamiento puede
variar de 25 a 65°C (Valadez, 2005). Por otra parte de acuerdo a Tamay de Dios et
al., (2013) mencionan que en esta segunda etapa los primers se alinean al extremo
3’ del templado previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria.
Para que se forme el complejo templado de primers, es importante que la
temperatura de hibridacion o temperatura melting (Tm) sea la Optima; ésta
generalmente oscila entre 50-60°C. Si el disefio de los primers es el correcto y la
temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo sera
eficiente.

Extensién (alargamiento): De acuerdo con lo mencionado por Tamay de Dios et

al. (2013), en esta etapa la Taq polimerasa actua sobre el complejo “hebra de ADN”-
primers y empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de ADN; permitiendo asi la
multiplicacion exponencial del fragmento o fragmentos discretos, sintetizados a
partir del modelo de ADN (Valadez, 2005). La extension de las cadenas se da en
direccién de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura 6ptima para la
reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del
ciclo, se habran formado las ampliaciones con un tamafio dictado por el nimero

total de pares de bases (pb) que debera ser conocido por el investigador.

2.9.3 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que fue desarrollada por Tiselius en el afio de
1937; se emplea principalmente para separar moléculas como proteinas,
aminoacidos e iones inorganicos en un campo magnético que actua sobre
particulas cargadas causando su movimiento a través de una matriz (Tiselius,
1937). Actualmente es considerada como el procedimiento mas comun utilizado
para analizar fragmentos obtenidos de PCR; para su visualizacién se utilizan geles

de agarosa o de acrilamida; mediante este proceso es posible separar fragmentos

MARISOL SERRANO HERNANDEZ




“Comparacion morfolégica y molecular entre un hibrido natural y especies del género persea”

de acuerdo a su tamafio. Aquellos fragmentos de ADN que presentan carga
negativa se desplazan por el gel a través de un campo eléctrico hacia el polo
positivo y viceversa. Los fragmentos mas pequefios migran mas rapido y son mas
visibles en la parte inferior del gel. La eleccion de la matriz (agarosa o acrilamida)
y el porcentaje en la cual se separan los productos, depende del tamafio de los
mismos; generalmente, los geles de agarosa se visualizan agregando bromuro de
etidio, un agente que se intercala en el ADN y fluorece cuando es expuesto a la luz
UV, y en el caso de los geles de acrilamida, la tincion se realiza con nitrato de plata,
gue por interacciones electrostaticas se une al ADN (Somma, et al., 2007b).

2.10 Analisis de la informacion

El estudio de los recursos genéticos es de gran importancia debido a que de este
modo es posible definir su potencial comercial o determinar a qué clasificacion

taxondmica pertenece en caso de que aun no se haya determinado.

El uso de métodos cuantitativos en el analisis de recursos genéticos permite hacer
agrupaciones de poblaciones de un mismo género o especie a través de similitudes
de caracteres homoélogos, para ello se emplea la llamada taxonomia numérica

propuesta por Sneath y Sokal en 1962 (Nufiez-Colin et al., 2010).

Los métodos de caracterizacién consideran las variables existentes entre los
individuos que se incluyen en cualquier estudio, estas deben ser propiedades
homologas que representan estructuras similares en los diferentes individuos, por
lo cual es necesario que se utilicen individuos emparentados, es decir que

pertenezcan a un mismo género o especie.

Los marcadores genético moleculares de DNA se basan en isoenzimas, proteina
de reserva y DNA; por otra parte estos presentan dos tipos de datos que son:

patrones de bandas y secuenciacion de bases de DNA.
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2.10.1 Procedimiento para realizar el andlisis de la informacion

1) Toma de Datos: Se utiliza un patrén de bandas o una secuenciacién de bases.

Posteriormente se realiza algun tipo de interpretacién que pueden ser de tipo a)
Fenética de las bandas, b) Genética con datos dominantes, o ¢) Genética con datos

codominantes (Nufiez-Colin et al., 2010).

a. Fenética de las bandas: Se realiza mediante la codificacion de datos

binomiales, también llamados cualitativos de doble estado ya que la presencia
de bandas se interpreta con el nimero 1y la ausencia con el 0.

b. Genética con datos dominantes: Se utiliza cuando no es posible diferenciar al

heterocigoto del homocigoto dominante, por lo cual se recurre al uso de
formulas de genética de poblaciones, con el fin de obtener la frecuencia de
alelos, sin embrago es necesario conocer previamente el nimero de alelos por

locus y el nimero de loci que se esta evaluando.

c. Genética con datos codominantes: Se emplea cuando se logra distinguir

perfectamente a los homocigotos de los heterocigotos, de esta manera es mas
factible obtener las frecuencias alélicas y la diferenciacion del nimero de loci a

evaluar.

2) Elaboracion de matriz basica de datos (MBD): Se realiza considerando las

caracteristicas que presenten una menor variabilidad dentro de cada UBC (Unidad
Basica de Clasificacién), seleccionando las variables que presenten alta
heterogeneidad. Los andlisis mas utilizados en la caracterizacibn son de tipo

factoriales y de conglomerados (Nufiez-Colin et al., 2010).
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Los analisis factoriales son técnicas multivariadas que permiten representar los
genotipos en graficas con dimensiones reducidas y ver el parecido entre ellos de
acuerdo a su cercania en un plano bi o tridimensional. Generalmente se utiliza para
reducir informacion contenida en una serie de variables originales (Ejem. Bandas
de ADN) en una serie mas pequefia de dimensiones compuestas o valores tedricos
nuevos evitando la perdida de informacion. Los mas utilizados son: a) Analisis de
Componentes Principales (ACP), b) Andlisis de Coordenadas Principales (ACOP)
y ¢) Analisis Factorial de correspondencias Simple (AFCS) (Nufiez-Colin et al.,
2010).

Andlisis de Componentes Principales (ACP): Es un procedimiento matematico

utilizado para interpretar datos cuantitativos principalmente y mixtos, evitando datos
binomiales; correlaciona las variables originales para generar un conjunto menor de
variables denominadas Componentes Principales para realizar la evaluacién de la
informacion. Cada componente principal posee un valor vinculado a su importancia,
ya que entre mas alta sea esta Ultima le corresponde una mayor varianza
acumulada. Este tipo de analisis puede utilizarse en la interpretacion de datos
binomiales, sin embargo es necesario utilizar una matriz de varianzas-covarianzas

para que todas las variables se encuentren en la misma unidad.

Andlisis de Coordenadas Principales (ACOP): Se utiliza especificamente en el

analisis de datos binomiales.

Andlisis Factorial de correspondencias Simple (AFCS): Se utiliza en la interpretacion

de datos multinomiales basados en la distribucion X2.

Los andlisis de conglomerados, se utilizan para realizar agrupamientos mediante
reglas mas o menos arbitrarias, basandose en similitudes o disimilitudes que
presentan los genotipos en sus variables evaluadas. La semejanza o diferencia se
basa en distancias o indices multivariados; al contemplar el tipo de estudio a realizar

y el tipo de datos que se tienen se elige el tipo de indice de similitud para los
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patrones de bandas. Si se tienen datos binomiales (doble estado) o matrices con
datos 1 y O se realiza una interpretacion fenetica bajo el principio que muestra las
posibilidades y la codificacion de los individuos con base en indices de similitud.
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Posibilidades y codificacion base de los indices de similitud

Individuo j
1
Individuo i
1 a
0 C d

Donde a indica que dos individuos tienen presente un mismo caracter; b es cuando
el primero tienen la caracteristica y el segundo no; c el segundo presenta la
caracteristica y el primero no, y d cuando ambos individuos carecen de dicha
caracteristica. A partir de lo mencionado anteriormente se calculan los indices de
similitud en donde m es la suma de concordancias (m=a+d); u es la suma de las
discordancias (u=b+c); y n es la suma de las concordancias y las discordancias
(n=m+u), y a partir de esta codificacion se tienen las férmulas para calcular los

indices de similitud (Cuadro 1).

Las férmulas mas utilizadas en la interpretacion fenética (0 y 1) de datos de
marcadores genetico moleculares son la de Jaccard, Dice y Simple Matching; sin
embargo las dos primeras se distinguen por omitir las dobles ausencias que
pueden no ser caracteristicas homologas. En términos generales la formula de
Dice es considerada como la recomendable, debido a su congruencia en la
formacion de grupos en los dendogramas obtenidos a partir de patrones de bandas
de ADN, considerando principalmente datos codominantes. Por otra parte la
formula de Jaccard sigue el mismo patron de eficiencia que la formula descrita

anteriormente, siempre y cuando se contemplen datos dominantes. La formula de
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Simple Matching se recomienda utilizarla cuando se evalGan individuos muy

emparentados.

Cuadro 2. indices de similitud mas utilizados en estudios de Caracterizacion

(Nufez-Colin y Valadez-Moctezuma, 2010).

Coeficiente (Nombre) Férmula Autor
Simple Matching* Aje Sokal y Sneath (1963)
Jaccard W ¢ 0 Jaccard (1908)
Dice qa Neiy Li (1979)

Ch D ®

* Aceptan datos cualitativos nominales (multinominales o multiestado sin secuencia légica)

Las distancias multivariadas comunmente utilizadas en sistematica filogenética
para la interpretacion de datos de estudios con marcadores genético moleculares
son la de Sokal y Sneath (1963), Jaccard (1908), y Nei y Li (1979), las cuales estan
desarrolladas para el estudio de poblaciones en donde es posible inferir las
frecuencias alélicas y génicas. Las formulas de Nei (1972, 1978) son las més
utilizadas en estudios de genética de poblaciones. La formula original de Nei,
establecida en 1972 (Cuadro 3) es la mas recomendada para dicho tipo de
estudios, ademas de que se encuentra incluida en los principales programas de

analisis de datos codominantes (Nufiez-Colin et al., 2010)

Cuadro 3. Formulas de distancias multivariadas de Nei 1972 y Nei 1978, utilizadas

en sistematica filogenética (Nufiez-Colin et al., 2010).

Nombre de la Distancia Formula Autor
w off o]
Nei UB & o i
u o @ O Nei (1972)
o ¥}
1l 1
B " ’f(m'i’ ’i’Q N
oy Odd 2 2 4 Nei (1978)

Nei (imparcial . - .
(imparcial) B & cBo ¢

u e p e p &

n . .
loci= Numero de loci evaluados
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Los métodos de aglomeracion pueden ser de tipo jerarquicos y no jerarquicos, sin
embargo, actualmente los primeros son los mas utilizados. Los métodos de
aglomeracion tienen como fundamento unir pares de UBC’s (Unidades Bésicas de
Clasificacion), relacionando la distancia o indice de similitud par por par,
considerando el maximo parecido para que vayan formandose los nudos o
agrupamientos; posteriormente se forma una sola agrupacion en donde a mayor

valor de distancia, mayor es la diferencia entre agrupaciones y viceversa.

El método de agrupacion mas utilizado es el UPGMA (media no ponderada),
basado principalmente en la reconstruccién de la matriz de distancias (o indices
de similitud) mediante la media existente entre las UBC’s que forman el nudo y las
demés UBC's.

En el método Neighbor joining se utilizan distancias genéticas en estudios de tipo

filogenético, no obstante, no se recomienda tanto en analisis de caracterizacion.

Cuadro 4. Métodos de aglomeracidbn mas utilizados en caracterizacion de
Germoplasma (Nufiez-Colin et al., 2010)

Nombre del Forma de Tipo de Autor
Método rehacer la matriz  Representacion

Media aritmética Jerarquicos y no Sokal y Michener

UPGMA no ponderada jerarquicos (1958)
Mediante i At Saitou y Nel
Neighbor joining célculos Filogenéticos de (198);)
filogenéticos ramas con

diferente longitud
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.  JUSTIFICACION

En el Estado de México prevalecen formas diversas de genotipos nativos de
aguacate pertenecientes al género Persea. Ademas esta region es importante
porque en ella se concentran varias especies originarias que se hallan dispersas,
entre las cuales se encuentra Persea americana (raza mexicana), Persea

cinerascens (aguacatillos silvestres), Persea hintonni y Persea floccossa.

Actualmente prevalece gran confusién en cuanto a la ubicacion taxondémica de
especies, razas y variedades, debido a su alto grado de hibridacion entre ellas, sin
embargo por medio de la caracterizacion morfolégica y molecular de las especies
es posible identificar la diversidad de los recursos genéticos con que se cuenta en
una regién, un pais y en este caso en particular en el Estado de México. De tal
forma poder hacer un uso eficiente de los recursos en beneficio de la poblacién,
rescatando genotipos valiosos que pueden ser utilizados para la obtencion de
nuevas variedades capaces de cumplir con las exigencias y expectativas de la
industria del aguacate.

En el Centro Universitario UAEM Tenancingo, se han desarrollado trabajos de
investigacion de caracterizacion morfologica y molecular de germoplasma de
aguacate; sin embargo de acuerdo a revisiones recientes, cuando ambas técnicas
se conjuntan se obtiene informacién mas completa, precisa y robusta lo cual

permite realizar una descripcion y distincidon mas exacta de los genotipos.

Es importante resaltar que en el presente trabajo se realizé la ubicacidén a nivel
molecular de algunos tipos de aguacate denominados “cascarudos” que adn no
han sido reportados para el Estado de México, pero que prevalecen en nichos
ambientales con caracteristicas especificas de la regién bajo un confinamiento
edafoclimatico particular que les permite expresar propiedades morfolégicas

distintivas; principalmente en hoja y fruto.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecularmente especies del género Persea y relacionarlas
filogenéticamente con un nuevo tipo de aguacate localizado en el sur del Estado de

México.

4.1 Objetivos especificos

Analizar la eficiencia de marcadores moleculares tipo RAPD e ISSR en la
descripcion de 41 genotipos de aguacate

Ubicar filogenéticamente el hibrido natural (tipo cascarudo) de Persea, ain no
identificado

Describir morfolégicamente el hibrido natural (tipo cascarudo) de Persea, aun no

identificado

V. HIPOTESIS

Los agrupamientos de Persea obtenidos a partir de marcadores moleculares
tradicionales (RAPD e ISSR) permiten conocer la identidad de genotipos de
aguacate y a su vez establecer interrelaciones entre ellos para utilizar de manera
provechosa la diversidad genética de aguacate que aun prevalece en el sur del
Estado de México.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion del sitio donde se llevo a cabo el estudio

El estudio se llevdé a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
Universitario UAEM Tenancingo de la Universidad Auténoma del Estado de

México, ubicado en Santa Ana Ixtlahuatzingo, Tenancingo, Estado de México y en
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el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Fitotecnia de la

Universidad Autbnoma Chapingo.

6.2 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal se colecto en diferentes municipios comprendidos dentro de la
denominada franja aguacatera, que abarca en el Estado de México,
adicionalmente se incluyeron ejemplares que se encuentran alojados en el huerto
del Centro Universitario UAEM Tenancingo (Cuadro 5); los cuales fueron
denominados como “UAEM”, estos han sido conservados de manera in situ en el
huerto del Centro Universitario UAEM Tenancingo, se desconoce su origen y su
colector, aunque algunos se originaron en el sitio por si mismos, otros fueron
establecidos como plantas injertadas de las variedades “Hass” y "Fuerte”, algunos
persisten como tal, en otros el injerto murié y lo que prevalece es el rebrote del
portainjerto, cualquiera que haya sido su origen fueron caracterizados
morfolégicamente; algunos muestran los frutos tipicos de la raza mexicana (Flores,
2014).

6.3 Caracterizacion molecular de los materiales

En el proceso para llevar a cabo el analisis molecular de las muestras, se utilizaron
hojas jovenes libres de plagas y enfermedades colectadas en distintos sitios del
sur del estado de México (Cuadro 5). Las muestras fueron resguardadas en papel
himedo dentro de bolsas de polietileno en una hielera con el fin de evitar su
deshidratacion durante el traslado al laboratorio. Para evitar confusiones cada
muestra fue etiquetada con los siguientes datos: nombre del genotipo, lugar de

colecta, fecha y nombre del colector.

En el laboratorio de Biologia Molecular del Centro Universitario UAEM Tenancingo,
se llevd a cabo el proceso de extraccion de ADN utilizando como tejido vegetal
hojas jovenes; se empleo el Kit comercial innuPREPPIant DNA Kit analytikjena de
Biometra®, el cual se basa en el método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
modificado (Saghai-Maroof et al., 1984).
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Cuadro 5. Genotipos utilizados en el proceso de caracterizaciéon molecular en el
presente estudio

Nam. Clave Genotipo Lugar de Colecta Subgenero / Especie / Raza
1 CUT-M 1 UAEM /2 Centro Universitario UAEM Tenancingo, México
2 CUT-M 3 UAEM /3 “
3 CUT-M 4 UAEM/ 4 “
4 CUT-M 5 UAEM/5
5 CUT-M 6 UAEM/6 “
6 CUT-M 7 UAEM/7
7 CUT-M 8 UAEM/8 “
8 CUT-M 9 UAEM/9 “
9 CUT-M 10 UAEM/10
10 CUT-M 11 UAEM/ 11 “
11 CUT-M 12 UAEM/12 “
12 CUT-M 13 UAEM/13 “ [ Persea / Persea americang
13 CUT-M 15 UAEM/15 “ var. Drymifolia
14 CUT-M 16 UAEM/16 “
15 CUT-M 17 UAEM/ 17 “
16 CUT-M 18 UAEM/ 18 “
17 CUT-M 21 UAEM/21 “
18 CUT-M 22 UAEM/ 22 “
19 VGMEX- 1 Aceitoso San F. Villa Gro., Edo. de México
20 VGMEX- 2 Cantaros “
21 0AX-CAS 1 Cascle viejo San M. Mexicapan, Oaxaca, Méx.
22 0AX-ZA1 Mdo. de Zaachila Zaachila, Oaxaca, Méx.
23 M.71 “
24 Gua-t-116 “ } Persea / Persea americang var. Guatemalensis
25 Antillano Ixtapan “ } Persea / Persea americang var. Americana
26 CH-I-3 Floccossa CICTAMEX S.C. _} Persea / P. floccosa
27 Tantima/ I1 “
28 IXT-OR1 Ixtapan / 1 San M. Oco, Ixtapan del Oro, Méx.
29 IXT-OR 2 Ixtapan / 2 “
Persea / Hibridos (Probables) P. floccosa
30 IXT-OR 3 Ixtapan/ 3 “ |
0 P. tolimanensis
31 IXT-OR 4 Ixtapan / 4 “
32 OAX-YAT 1-5 Yatzachi /1- 5 Yatzachi el alto, Oaxaca, Méx.
33 OAX-YAT 2-9 Yatzachi/ 2- 9 “
34 0AX-ZIM 1 Zimatlan/ 1 Cienega de Zimatlan, Oaxaca, Méx.
35 Chinini 236- F Ixtapa CICTAMEX S.C. J' Persea / P. schiedeana
36 Anayo Huatusco, Veracruz } Beilschmiedia anay
37 CH-C-30 Cinerascens Michoacan / CICTAMEX S.C. } Eriodaphne / P. cinerascens
38 Parvifolia Zongolica, Veracruz } Eriodaphne / P. parvifolia
39 Lingiie 32 Chile } Eriodaphne / P. lingue
40 Meyeniana Chile } Eriodaphne / P. meyeniana
41 Persea sp. Veracruz } No Identificado
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6.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion del material genético de las muestras se realizé mediante la
utilizacion del kit comercial innuPREPPIant DNA Kit analytikiena de Biometra®,

siguiendo la metodologia propuesta por el fabricante.

Metodologia utilizada con el kit comercial innuPREPPlant DNA Kit
analytikjena de Biometra®

1. Se seleccionaron muestras de tejido vegetal limpias y libres de patdgenos;
las cuales fueron maceradas en morteros pequefios, mediante la utilizacion

de hidrogeno liquido.

2. Se agregaron 400 pl de la solucion SLS (Lysis Solution) a la muestra
macerada y 25 pl de proteinasa K, se mezcldé mediante vortex por 5 segundos
y se colocé en la estufa por 35 minutos a 50 °C, con intervalos de agitacion

con vortex por 5 segundos cada 7 minutos.

3. Posteriormente se colocé un tubo con filtro al cual se agregd la muestra

incubada que se centrifugé a 12,000 rpm durante 1 minuto.

4. Se desech¢ el prefiltro y al sobrenadante se le agregaron 200 ul de la
solucién SBS (Binding Solution) que se mezcldé mediante pipeteo sucesivo.
La mezcla se coloc6 en un segundo tubo con filtro (verde), centrifugandose

a 12,000 rpm por 2 minutos.

5. El filtro que contuvo la muestra de ADN, se introdujo en un nuevo tubo
receiver y se le adicionaron 500 pl de la solucién HS (Washing Solution), se

centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto, al sacarse se desecho el tubo y el
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filtro se puso en un nuevo tubo agregando 750 pl de la solucién MS (Washing

Solution), centrifugando a 12,000 rpm durante 1 minuto.

6. La muestra en el filtro se cambié nuevamente de tubo y se centrifugé a la
méaxima velocidad durante 2 minutos, al momento de sacarse se coloco la
muestra en un tubo eppendorf agregandose 200 ul del tampon de elucion, se
incubo por 1 minuto a temperatura ambiente y finalmente se centrifugo 1
minuto a 8000 rpm quedando en el tubo eppendorf el ADN extraido. La

muestra se conservo en refrigeracion a -20 °C para su analisis posterior.

6.3.2 Cuantificacion de ADN (concentracion)

La espectrofotometria permite la cuantificacion de muestras de &cidos nucleicos y
proteinas mediante la transmision de luz a través de un medio liquido; basandose
en el nivel de absorbancia comprendido entre 260 y 280 ng/ uL debido a que en
este rango las muestras presentan buena cantidad y calidad de ADN; sin embargo
cuando las muestras rebasan dicho rango es necesario realizar lavados para

purificar el material genético (Riepl et al., 2011).

La medicion de la concentracibn de ADN se llevd a cabo utilizando un
espectrofotometro modelo ND-1000 Nano Drop; el cual considera que una muestra
de ADN de buena calidad debe hallarse entre 1.6 y 2.0 pL.

6.3.3 Purificacion y digestion del ADN

6.3.3.1 Purificacion de muestras

La calidad del ADN de las muestras no fue buena, por lo que se procedié a la
realizacion de un lavado de las mismas mediante técnicas que permiten la

eliminacion de impurezas tales como polisacéaridos, grasas, proteinas, entre otros.
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6.3.3.2 Digestion del ADN

La digestion del ADN se realiz6 considerando el protocolo de Weising et al. (2005);
el cual permite digerir el material genético para obtener fragmentos de menor
longitud a partir de una secuencia conocida; en su mayoria dichas secuencias son
palindrémicas, es decir que se leen igual en ambas direcciones. La técnica de
digestion de ADN en el presente estudio fue utilizada para cortar el material
genético obtenido a partir de la separacion de fragmentos, mediante la accion de
la enzima de restriccion ECoR1; posteriormente las muestras obtenidas pueden ser
utilizadas para diferentes fines; en este caso fue para inducir la separacion de
fragmentos por electroforesis y distinguir la relacidbn existente entre varios
genotipos de aguacate considerando la cantidad de pares de bases presentes. A
continuacién se menciona el protocolo que se siguié para llevar a cabo el proceso
de digestion del ADN:

1.- Las muestras fueron lavadas con agua destilada estéril y colocadas en tubos
eppendorf. Posteriormente a cada una se agregd 0.05 volumen de NaCl 5 M y
etanol. Las muestras se colocaron en hielo durante 10 minutos, con fin de precipitar

polisacaridos y algunos otros agentes contaminantes.

2.- Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm y se les agregd isopropanol; cada

una se mezclo por inversion y se almaceno durante 1 hora a —20 °C

3.- Se centrifugaron nuevamente las muestras y se decant6 el alcohol lavando la
pastilla de ADN con etanol al 70 % (100 pL). Finalmente se volvieron a centrifugar
y se escurrieron las pastillas durante 6 h para después ser disueltas en DNA
Rehydration Solution 10 mM Tris, 1 mM EDTA de Promega (50 ul).

6.3.4 PCR

En la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) para RAPD se
utilizaron 100 ng de ADN, 0.3 yL de Taq polimerasa (Fermentas, EE.UU.), dNTP
tampdn (1X Taq), 2.0 mM de MgCI2, y el primer, en un volumen total de 25 mL.

Los mismos componentes mencionados anteriormente se utilizaron para ISSR. Sin
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embargo, la cantidad de ADN y la concentracion de MgClI2 se modificaron a 50 ng
y 3,0 mM. Los primers que se utilizaron fueron de tipo RAPD e ISSR (Cuadro 6);
para ambos se utilizé el equipo de termociclaje Gene Amp PCR System 2700 AB
Applied Byosystems®.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador de tipo Gene Amp PCR System 2700®
(Applied Biosystems, EE.UU.), bajo los programas concentrados en los cuadros 7
y 8; los primers de PCR utilizados se muestran en el cuadro 9. Los productos de
PCR se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% (29:1); el
marcador molecular de ADN utilizado como referencia, fue el de 1 kb de peso
molecular (Gibco, EE.UU.). Las condiciones de electroforesis en el gel se realiz6 a
280 voltios durante 2.5 h aproximadamente en un tampon TBE 1X; los geles fueron
tefidos con 0.2% de AgNO3 de acuerdo con el protocolo estandar (Sambrook et
al., 1989) y documentados usando el sistema de V.2.0.3 Ciencia Kodak Digital 1D
(Eastman Kodak Company, New Haven, CT, EE.UU.).

Mediante la técnica de PCR se sintetizaron fragmentos especificos de ADN con el
fin de detectar a aquellos que son propios del genoma de aguacate.

Cuadro 6. Marcadores moleculares (RAPD e ISSR) utilizados en la caracterizacion
molecular de colectas de aguacate

Primers
RAPD Sequenceu @ 6
E 18 GGA CTGCAGA
E 14 TGC GGC TGA G
A15 TTC CGAACCC
C08 TGG ACCGGT G
ISSR** Sequenceu @ 0
AC(GACA)4 AC-GACAGACAGACAGACA
(AC)sYG ACACACACACACACAC-YG
(GA)sYC GAGAGAGAGAGAGAGA-YC
(TCC)sRY TCCTCCTCCTCCTCC-RY

** Y =C,T; R= A,G, Marcadores con ancla

G: Guanina, T: Timina, C: Citocina, A: Adenina
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Cuadro 7. Programa de termociclaje utilizado para RAPD con equipo de
termociclaje Gene Amp ® PCR System 2700 AB Applied Byosystems.

Fase Ciclos Etapas Tiempo Temperatura (°C)

A 1 - Desnaturalizacion 1 min 94 °C

- Desnaturalizacion 30s 94 °C

- Alineamiento 30s 40 °C

35

- Extensién 1.5 min 72 °C
B
C 1 - Extension final 2.5 min 72°C

Cuadro 8. Programa de termociclaje utilizado para ISSR con equipo de termociclaje
marca Gene Amp ® PCR System 2700 AB Applied Byosystems.

Fase Ciclos Etapas Tiempo Temperatura (°C)
A 1 - Desnaturalizacion 1 min 94 °C
- Desnaturalizacion 30s 94 °C
- Alineamiento 30s 48 °C
B 38
- Extensioén 2 min 72 °C
C 1 - Extensién 2.5 min 72°C

Para la realizacion de la PCR se utilizo la mezcla de los siguientes reactivos (Cuadro
9):

Cuadro 9. Mezcla de reaccién para realizar la PCR en la mezcla Master mix

Reactivos Canti_gad
(Reaccion 1X)

Agua estéril 4.7 pL
10X PCR Buffer 2.5 puL
25 mM Mg ClI 2.5puL
dNTPs 10 Mm 10 L
Primer 1pL

Enzima (Tag ADN Polimerasa) 0.3 pL
DNA * (ADN molde) 2.0 L

TOTAL 23 L
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6.3.5 Elaboracién de geles de acrilamida

Los geles de acrilamida fueron utilizados para hacer el corrimiento de las muestras
y asi visualizar el desplazamiento de las bandas de forma nitida y sin barridos; lo
anterior fue facilitado por la calidad y pureza del ADN previamente purificado
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Reactivos utilizados en la elaboracién de geles de acrilamida

Reactivo Concentracion
Acrilamida 26 ml

Agua destilada 70 ml

TBE 5X1 24 ml

APS 10%2 840 ml
Temed3 70 pl

6.3.6 Tincion y revelado de geles de acrilamida

El gel después de haber sido retirado de la camara de electroforesis, fue colocado
en una charola en la cual previamente se verti6 la solucion fijadora compuesta por
etanol al 10% y acido acético al 1%; posteriormente se puso en un agitador durante
10 minutos para fijar la solucién; posteriormente el sobrante de la solucion fue
eliminado y se agrego Nitrato de plata hasta cubrir el gel completamente; la etapa
de agitacion por 10 minutos se realiz6 nuevamente para facilitar la penetracion de
la solucion. Al termino del lapso sefialado se procedio a retirar el gel y se eliming
la solucion; se agrego la solucion reveladora (NaOH al 3% con formaldehido),
distribuyéndola alrededor del mismo para que el formaldehido empezara a tefiir el
gel y poco a poco se fueron haciendo visibles las bandas; el liquido restante de la
charola se retiré y se procedio a lavar el gel con agua destilada. Finalmente el gel
se colocdé en una charola nueva ubicada detras de un transiluminador para

visualizar las bandas.
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6.3.7 Andlisis Estadistico

En cada uno de los geles de acrilamida utilizados para el corrimiento de las
muestras se determiné el nimero de bandas polimérficas; con dicha informacion
se elabord una matriz binaria 1 y 0; donde el 1 indica la presencia de una banda
de ADN y el O representa la ausencia de dicha banda. Posteriormente se
construyeron dendogramas combinando los métodos de construccion mediante la
distancia/ matriz de similitud Nei and Li / Dice y el método de construccién Neighbor —
joining, mediante la matriz de similitud Jaccard y el método de construccion UPGMA y
Jaccard con Neighbor-joining, con un remuestreo (“Bootstraping”) de 1000
repeticiones, utilizando el programa Free Tree version 0.9.1.50 (Pavlicek et al.
1999). De dichas combinaciones se seleccionaron los mejores arboles de
consenso con las frecuencias de cada uno de los agrupamientos (Vladimir et al.
2001); para editar y analizar los dendogramas obtenidos se utiliz6 el programa Fig

Tree (Rambaut, A. 2014), logrando obtener figuras de alta calidad visible.

Cuadro 11. Formulas de los parametros de evaluacion para determinar la

eficiencia de los marcadores moleculares

% de Poder de Contenido de indice del
Polimorfismo Resolucién Informacién Polimérfica Marcador
(RP) (PIC)
No. De banda:
polimérficas / No. Rp =Zlb PICi = 2fi (1-fi) Ib = 1- (2x | 0.5-
Total de bandas Pl

6.4 Descripciéon del nuevo genotipo

Los descriptores que se utilizaron en la descripcion morfologica del nuevo
genotipohibrido natural son los desarrollados por el Instituto Internacional de
Recursos Fitogenéticos (IPGRI, 1995) y la Union Internacional para la Proteccion

de las Obtenciones Vegetales (UPOV, 2006), los cuales fueron elaborados con
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fines de identificacion, conservacion y para hacer validos los derechos de obtentor;

no obstante hoy en dia son empleados en la descripcion de germoplasma de

aguacate (colectas y/o variedades), considerando las -caracteristicas mas

sobresalientes de las estructuras; entre estas se consideran esencialmente hojas,

flores, frutos y semillas (Cuadro 12).

Cuadro 12. Caracteres considerados para la descripcion de los genotipos basados
en las directrices IPGRI (1995) y UPOV (2006).

CARACTERES DE LAS ACCESIONES

Cuantitativos

Cualitativos

D

E

S

A

R

R L -
Extension del Crecimiento de

o los vastagos

L Longitud de entrenudos de
los vastagos

L Diametro de los vastagos

0] Longitud del peciolo hojas
maduras
Area foliar (longitud, ancho

\ relacion largo ancho)

E Numero de venas
secundarias

G

E

T

A

T

I

V

O

Habito del arbol

Angulo de insercién de las ramas principales
Color de vastagos jévenes
Lenticelas de vastagos jovenes
Color lenticelas vastagos jovenes
Superficie de vastagos jovenes
Color del apice del vastago
Superficie del 4pice del vastago
Forma de la hoja

Olor a anis

Color de hojas maduras

Color de hojas jovenes

Peciolo acanalado

Angulo de insercién del peciolo foliar
Margen de la hoja

Angulo de las venas secundarias
Forma del apice de la hoja

Forma de la base de la hoja
Friabilidad de la hoja

Torsion en toda la longitud

Torsion del apice

Relieve de las venas en la parte superior
Pubescencia en el envés
Pubescencia en el has
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Nam. de flores X
inflorescencia
Ancho pétalo
Ancho sépalo

Longitud pétalo

Tipo de floracion

Color lenticelas inflorescencia
Pubescencia del pétalo
Densidad pubescencia pétalo
Pubescencia sépalo

F Longitud sépalo Densidad pubescencia sépalo
L Longitud pedicelo Estilo de la flor
o Longitud eje principal Polen
inflorescencia Base nectario
R Numero de ramificaciones Color flor
por inflorescencia
Longitud ramificacion
Longitud Forma de la base
Didmetro Forma del apice
Peso Aristas del
E Posicion del pedicelo Tamairio de lenticelas
Longitud del pedunculo Densidad de lenticelas
R Diametro del peddnculo Color lenticelas
U Longitud del pedicelo Lenticelas corchosas
T Diametro de la base del Color de la cascara
pedicelo (mm) Brillantes de la cascara
O Diametro del apice pedicelo Distincion de la unién del pedicelo al pedinculo
(mm) Forma del pedicelo
Grosor de la cascara Pedicelo en forma de cabeza de clavo
Color del pedicelo
. . Cubierta de la semilla
S Longitud de la cavidad Espacio libre de la cavidad de la semilla
E Diametro de la cavidad Forma de la semilla
M Longitud de la semilla Superficie del cotiledon
Diametro de la semilla Adherencia de los cotiledones
! Peso de la semilla Color del cotiledén
L Porcentaje de la semilla Germinacion de la semilla en fruta madura
L relativa al peso del fruto Forma de la seccién trasversal
A

En la descripcion morfologica del genotipo cascarudo a describir en el presente
trabajo se tomaron de 5 a 10 repeticiones de cada hoja, flor, fruto y semilla; las
cuales se midieron con los siguientes instrumentos: vernier, flexometro, regla y
bascula, de acuerdo al tipo de estructura. En el caso de fruto, se utilizé una balanza

granataria para evaluar la variable peso.

MARISOL SERRANO HERNANDEZ




“Comparacion morfolégica y molecular entre un hibrido natural y especies del género persea”

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Comparacién de protocolos de extraccién de ADN basados en
el CTAB

En el presente trabajo se llevd a cabo la extraccion de ADN utilizando el kit
comercial innuPREPPIlant DNA Kit analytikiena de Biometra®, lo cual facilito el
proceso y nos permitié obtener muestras de ADN de calidad. Sin embargo, es
necesario conocer gue reactivos se utilizan en el procedimiento original conocido
como CTAB, el cual fue propuesto por Saghai-Maroof et al. (1984) (Cuadro 13). El
CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio) es un detergente que permite obtener ADN
libre de contaminantes que afectan el proceso de la PCR (Veladzquez et al., 2014).
El protocolo del CTAB es considerado como un método de extraccion de ADN,
econdmico, eficiente y facil de estandarizar al trabajar con un alto nimero de
muestras; principalmente cuando se trata de plantas y alimentos derivados de
vegetales, ya que en algunos casos pueden presentar una alta concentracion de
polisacaridos y polifenoles; por otra parte también ha sido utilizado de manera
eficiente en diversas especies de bacterias, hongos, liquenes e insectos; sin
embargo el protocolo original tiende ha sufrir modificaciones en relacion a las
necesidades de cada investigador, siendo que dicha accion se fundamenta
principalmente en la modificacion de la cantidad de reactivos a utilizar en cada
etapa (Rogers y Bendich (1985), Doyle y Doyle (1990), Clarke et al. (1989)). En el
caso de aguacate Alvarez Garcia (2002) y Reyes Aleméan (2013) han realizado
adecuaciones para favorecer la eliminacién de contaminantes que pueden afectar
la esencia y calidad de las muestras; por ello en el Cuadro 13 se hace una
comparaciéon de la cantidad de cada reactivo utilizado de acuerdo a las

necesidades de genotipos de aguacate estudiados anteriormente.
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Cuadro 13. Comparacion de procedimientos tradicionales con base en el CTAB

empleados en la extraccion de ADN.

PROCEDIMIENTOS

Saghai-Maroof et al. Clarke et al.
ETAPA COMPONENTES (1984). Modificad_o por (_1_989).
Rogers y Bendich Modificado por
(1985) y Doyle y Doyle Alvarez Garcia
(1990) (2003).
d H20
B Tris-HCL 100 Mm 100 mM
Extraccion de NaCl 5M 700 Mm 2100 mM
ADN EDTA! 20 Mm 150 mM
CTAB (cetyltrimethyl ammonium 2% 4%
bromide)
PVP 0.2% 2%
BME (B-mercaptoethanol) 140 mM
Lavado Cloroformo-Alcohol 24:1
Cloroformo-Octanol 24:1
Incorporacion RNAsa 10mg/mL  (hervida, 15 uybL de
de la solucién previo a su uso) RNAsa (10
de RNAsa mg/uL)
Tris-HCI 10 Mm
NacCl 15 Mm 75 yL de NaCl
5M
100% Isopropanol frio 0.6 volumenes
Etanol absoluto (frio) 1mL
Lavado Etanol o Isopropanol 76%
Acetato de Amonio 10Mm
Preparacion de Tris-HCI 10Mm 100 Mm 150 pL
Buffer TE EDTAO5MpH7.5u8 20 mM
Acetato de 7.5M
amonio

7.2 Eficiencia de los marcadores moleculares

En el presente trabajo se utilizaron marcadores moleculares RAPDs e ISSR. De
acuerdo con Rentaria (2007) al comparar los RAPD con los ISSR, se tiene que
estos Ultimos presentan secuencias usualmente mas largas, lo que da lugar a un
indice de reproduccion mayor de las bandas, permitiendo asi tener un panorama

mas amplio de la informacion.
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La variacion alélica en los ISSR se determina en relacion a la presencia o ausencia
de productos amplificados; comparada con los RAPD, la secuencia de los ISSR es
usualmente larga lo que da lugar a una mayor reproduccién bandas (Rentaria,
2007).

Los polimorfismos mas abundantes para RAPD se obtuvieron con los primers A15,
E14 y C08; mientras que para ISSR los mas eficientes fueron (AC) 8YG y (GACA)4
descritos en el Cuadro 6 de materiales y métodos; los marcadores antes
mencionados generaron informacidén relevante que nos permite interpretar la

relacion existente entre los genotipos de estudio (Figuras 31-36).

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis estadistico multivariado. En
ambos casos se presento un polimorfismo total del 100%. En el analisis de RAPD,
se obtuvo un total de 144 bandas polimérficas; con un promedio de 36 bandas por
primer; el porcentaje de contribucibn se mantuvo en un rango que fue de
16.38381201 a 31.26631854 (Cuadro 14); mientras que el contenido de
informacion polimérfica (PIC) fue de 0.2850208 a 0.4088043, con un promedio de
0.34525559 (Cuadro 15). En la evaluacion de la eficiencia de ISSR se obtuvo un
total de 114 bandas polimérficas, considerando un promedio de 28.5 bandas por
primer; el contenido de informacion polimorfica (PIC) generado vario de 0.2072484
a 0.2352262 (Cuadro 15): el rango de porcentaje de contribucién obtenido fue de
22.50755287 a 27.64350453 (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Primers utilizados para el desarrollo de marcadores de DNA, niumero

de bandas, amplicones y % de contribucion obtenidos por iniciador.

Tipo Ntmero de bandas / % de contribucién

de marcador Clave [ Amplicones / iniciador
8(E18) 50 479 31.26631854
RAPD 6(E14) 42 418 27.2845953
A15 20 251 16.38381201
Cco08 32 384 25.06527415
TOTAL 144 1532 100
PROMEDIO 36 383
(AC)8YG 20 149 22.50755287
ISSR (GA)BYC 30 183 27.64350453
(TCC)5RY 34 181 27.34138973
AC(GACA)4 30 149 22.50755287
TOTAL 114 662 100
PROMEDIO 28.5 165.5
Gran total 2194

Cuadro 15. Descripcion general de los primers utilizados en relacion al nimero de
bandas obtenidas, numero de bandas polimorficas, % de polimorfismo, poder de
resolucién (RP), contenido de informacién polimorfica (PIC) e indice del marcador
(M1).

NUM. DE SR BE CONTENIDO DE

: . : | ;
Jrom, oee wmy (MR oo SHES wimen e
8(E18) 50 50 100 20.7804878 0.28502082 14.251041
RAPD 6(E14) 42 42 100 20.3902439 0.33874394  14.2272457
Al5 20 20 100 12.097561 0.40880428  8.17608566
cos 32 32 100 16.3902439 0.3484533  11.1505057
TOTAL 144 144 69.6585366 1.38102235 47.804878
PROMEDIO 36 36 17.4146341 0.34525559 11.9512195
(AC)8YG 20 20 100 6.05263158 0.22264543 4.45290859
ISSRs (GA)BYC 30 30 100 9.42105263 0.23522622  7.0567867
(TCC)SRY 34 34 100 9.52631579 0.22466189  7.63850416
AC(GACA)4 30 30 100 7.84210526 0.20724838  6.21745152
TOTAL 114 114 32.8421053 0.88978192 25.365651
PROMEDIO 285 285 8.21052632 0.22244548 6.34141274

7.3 Interpretacion de dendogramas
Los dendogramas generados representan las relaciones existentes entre los

genotipos de estudio, lo cual difiere en el agrupamiento en relacién a la similitud
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de sus polimorfismos, de esta manera es posible visualizar las conglomeraciones
gue se forman de acuerdo al contenido de informacién genética. En el analisis de
los dendogramas generados, en primera estancia se llevé a cabo una revision de
los criterios de agrupamiento; posteriormente se realiz6 una comparacion entre
marcadores, lo cual nos permitié elegir tres arboles de los mejor consensados,
seleccionando uno de la combinacion RAPD- ISSR, otro de RAPD y uno mas de
ISSR (Ver figuras 17,18 y 19).

En el dendograma generado bajo el criterio de combinacion de RAPD e ISSR, se
distinguio el alejamiento de los genotipos UAEM 7 y Cascle Viejo del resto, ademas
se observa una notoria dispersion de los genotipos cascarudos, resultando poco
clara su ubicacion al igual que Floccosa y Tantima lIl; los genotipos tienden a
separarse en dos ramificaciones principales. En la primera ramificaciéon los
genotipos denominados criollos correspondientes a la raza mexicana se
encuentran dispersos y albergan al individuo de raza Guatemalteca (Genotipo 21)
y a los antillanos (Antillano y Antigua 19) utilizados como referencia, ademés de
los genotipos Ixtapan 1, 2, 3 y 4. Por otra parte la ramificacion 2 distingue a los
Yatzachi 1-5, Yatzachi 2-9 y Chinini 236 (Figura 17).

En el andlisis de RAPD se obtuvo tres grupos principales (ramificaciones); en el
grupo 1 se aglomera a la mayoria de los genotipos cascarudos relacionandolos
con Persea flocossa, ademas se distingue del resto Cascle viejo y UAEM 7, ambos
criollos pertenecientes a P. americana var. Drymifolia (raza mexicana); el primer
genotipo proviene de los Valles Centrales de Oaxaca y el segundo del huerto
localizado en el Centro Universitario Tenancingo, México. Este tipo de marcadores
moleculares agrupan y separan del resto de genotipos estudiados a las especies
de referencia; P. meyeniana, P. lingue y Persea spp. En el agrupamiento 2, estos
ultimos tres genotipos llamados aguacatillos correspondientes al subgénero
Eriodaphne provenientes de Chile, los dos primeros y de Veracruz, México el

tercero (Figura 18).
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Persea americanAVar. Drymifolia .
Persea americanAVar. Guatemalensis Q
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P. schiedeana —
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Eriodaphne L P. cinerascens
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33 ZIMANTLANEZD
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1 ACEITOSD e
22 FLOCCOSA ™
— numaeens &
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Figura 18. Dendograma de RAPD e ISSR generado mediante el indice de similitud

(distancia de similaridad) Nei y Li

Dice- y el método de aglomeracién (construccion

del arbol) Neighbor-joining- con un Bootstrapping de 1000 repeticiones.
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Figura 19. Dendograma de RAPD generado mediante el indice de similitud
(distancia de similaridad) Nei y Li Dice- y el método de aglomeracion (construccion
del arbol) Neighbor-joining- con un Bootstrapping de 1000 repeticiones.
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La ventaja de trabajar RAPD es que se tiene la capacidad de distinguir genotipos
interespecificos, lo cual permite detectar con mayor facilidad poblaciones
provenientes de especies distintas (Valadez y Kahl, 2000) basandose
principalmente en la probabilidad estadistica de encontrar sitios complementarios
al iniciador de 10 pares de bases. Podemos evidenciar afinidad filogenética entre
los genotipos Ixtapan, Yatzachi con el genotipo de la especie P. flocossa y el

ejemplar de la raza guatemalteca.

Los ISSR son microsatélites anclados, ya que en sus extremos presentan un par
adicional de bases, lo cual permite la deteccion de mayor variabilidad genética, por
lo anterior se difiere que son mas eficientes que los marcadores de tipo RAPD,
debido a que detectan con mayor facilidad la variabilidad genética (Valadez y Kahl,
2000). Se reconoce que la técnica ISSR es capaz de detectar amplicones
conservados entre microsatélites del mismo tipo; si los fragmentos corresponden
en tamafio entre los individuos que estan siendo comparados, se muestra que la

relacion genética existente entre ellas es muy cercana (Reyes-Aleman et al., 2016).

Los ISRR separaron 3 agrupamientos, tienden a hacer una conjuncién de los tipos
cascarudos Ixtapan y Yatzachi en los subgrupos 2 y 3 (Figura 19). El grupo 3
conjuntdé a 3 especies distintas a P. americana ademas de esta misma; P.
shiedeana (18 chinini 236), P. flocossa (22 Floccosa) y P. cinerascens (35
Cinerascenns). En el grupo 1 se hallan las especies; P. parvifolia y Bleischmiedia
anay, la ubicacion de las anteriores es mas cercana que la que tienen con respecto
al resto de los genotipos estudiados. El género Bleishmedia es afin al género
Persea dentro de la familia de las Lauraceas (genotipo no estudiado previamente
en trabajos anteriores), y muy distribuido localmente en la Sierra Norte de Puebla,
México (Barrientos et al., 1992), en el mismo grupo 1 y muy cercanos entre si se
encuentran UAEM 22, Ixtapan 4 y Tantima Il. Los aguacatillos pertenecientes a P.
cinerascensy P. parvifolia incluidos en el analisis con ISSR evidencian una relacion
cercana al género afin Beilschmieida (Figura 2). Asimismo con ISSR se revela una
distancia genética muy cerrada entre los genotipos Tantima Il e Ixtapan 4; el

primero es un ejemplar raro de la Sierra de Tantima Veracruz, el cual posee un
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aspecto vigoroso y habito abierto probablemente relacionado con la Raza Antillana
ya que presenta hojas muy grandes, gruesas y pubescentes; sin embargo
anteriormente no ha sido considerado en este tipo de estudios; actualmente se
halla preservado en conservacion de manera ex situ en el banco de germoplasma
de CICTAMEX S.C. localizado en Coatepec Harinas, Méx.

El genotipo Ixtapan 4 es un ejemplar propio de ambientes alojados en condiciones
de selva baja caducifolia de clima templado célido, ubicado a 1650 m de altura en
el municipio de Ixtapan del Oro; en dicho sitio se localizan otros ejemplares
similares considerados también para el presente trabajo, los cuales se presentaron
bajo la denominacién de Ixtapan, 1, 2 y 3 respectivamente (Figura 19), a los que
hemos llamado “Cascarudos” haciendo alusién a lo grueso y coriaceo de la cascara
de sus frutos, ademas considerar que poseen hojas muy grandes y pubescentes

en el envés.

De acuerdo a las Figuras 18 y 19 podemos observar que la localizacién de los
genotipos representantes de las variedades; Drymifolia, Americana vy
Guatemalensis de la especie P. americana, se encuentran dispersas en los
cladogramas, semejante a la dispersion de los genotipos correspondientes a
dichas variedades utilizados por Reyes-Aleman et al., (2016), en estudio semejante
quien sugiri6 una posible causa, la hibridacion natural constante entre las razas

horticolas en los ambientes naturales.
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Figura 20. Dendograma de ISSR generado mediante el indice de similitud
(distancia de similaridad) Nei y Li Dice y el método de aglomeracién (construccion
del arbol) Neighbor-joining- con un Bootstrapping de 1000 repeticiones.
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7.4 Descripcion e importancia del nuevo genotipo.

En el Estado de México prevalece un tipo de aguacate que presenta caracteristicas
muy distintas a los conocidos comunmente como criollos mexicanos. Los
ambientes en que se desarrolla se encuentran a una altura sobre el nivel del mar
de 1500 a 1700 msnm y se distinguen porque predominan condiciones de selva
baja caducifolia, con un clima que va de semicalido a calido (Ixtapan del Oro,
Zumpahuacén, Tonatico, Tejupilco). Las hojas son de tamafio relativamente
grande (15 a 30 cm), sin olor a anis al estrujarse, coridceas, con abundante
pubescencia en el envés, el caracter pubescente es mayormente acentuado en
brotes tiernos, los frutos son de tamafio mediano a grande, de forma aperada con
cuello corto a largo, les sobresalen costillas que van de la base a la parte media
del fruto, maduran en color verde o negro, se cosechan de noviembre a diciembre
y de enero a febrero, poseen lenticelas medianas a grandes ligeramente
corchosas, la cascara del fruto es muy gruesa de 2 a 3 mm, cuando se seca es

dura como jicara.

“Ixtapan 1, 2,3y 4”

Los genotipos del estudio considerados como el nuevo genotipo que se describe,
se refieren a los denominados “Ixtapan” (1, 2, 3 y 4) y “Yatzachi” (1-5 y 2-9)
discutidos en el estudio (Tabla 1), por sus caracteristicas morfolégicas distintivas
se consideraron desconocidos, este es el primer reporte de su presencia en el
Estado de México para el caso de los “Ixtapan” (Figura 36), “Yatzachi”
corresponden a individuos de la Sierra Juarez de Oaxaca de la comunidad
Yatzachi el Alto que por su similitud fueron incluidos, tampoco han sido reportados.
Sus semejanzas se relacionan con la cascara coriacea de sus frutos, hojas anchas
y pubescentes, y situados en ambientes semejantes, dichos ejemplares
probablemente se encuentren relacionados con las especies Persea floccosa

(incluida en el estudio) y/o Persea tolimanensis, que también se describen.
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Figura 21. Frutos de Ixtapan 3, ejemplares de genotipos tipo cascarudo en
Ixtapan del Oro, México.

Los genotipos (Ixtapan 1, 2 ,3 y 4), poseen frutos de formas redondo a aperados
con cascara gruesa de 0.2-0.3 cm y dura, con longitud de 8 a 10 cm con lenticelas
grandes y corchosas (Figura 20). Las hojas son grandes de 12 a 20 cm de longitud,
de textura gruesa y muy pubescentes, estos genotipos se asemejan a Persea
floccosa (Williams, 1976), especie reportada en Puebla, Veracruz y Chiapas. Los
aguacates cascarudos del Estado de México como los hemos denominado
mantienen una estrecha relaciébn con las especies Persea floccosa y Persea
tolimanensis por las caracteristicas que presentan sus frutos (Figura 21, 22 y 23).
Sin embargo, también es necesario considerar otros aspectos relevantes tales
como la pubescencia en el envés de la hoja adulta y en los brotes nuevos. La pulpa
tiene fibra, es de sabor ligeramente nogado a amargo y consistencia granulosa. La
semilla es mediana y se mantiene unida a la pulpa por la cubierta seminal que la
cubre, (Figuras 24 y 25). La cubierta de la semilla posee fuerte adherencia a los
cotiledones, es de forma oval a eliptica.
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Figura 22. Forma, costillas tipicas y apariencia corchosa de frutos del genotipo
cascarudo.

Figura 24. Presencia de fibras en la

Figura 23. Grosor de la cascara del Pulpa del fruto del genotipo
genotipo cascarudo. cascarudo.
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Figura 25. Forma de los cotiledones de aguacates tipo cascarudos.

Figura 26. Semillas de aguacate del genotipo tipo cascarudo Ixtapan 1.

Se muestra la descripcidon vegetativa del genotipo Ixtapan 3, arbol con frutos de
tipo “cascarudo” de mas de 100 afios localizado en San Martin Ocoxochitepec,
Ixtapan del oro (Figura 26), tomado de Flores-Ayala (2014).

)
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Cuadro 16. Descripcion del desarrollo vegetativo del genotipo

cascarudo Ixtapan 3.

Desarrollo Vegetativo

18

19
20
21

22
23
24
25
26
27

28

29

30

31
32

Habito del &arbol

Angulo de insercién de las ramas
principales

Extensién del crecimiento de los
vastagos

Longitud de entrenudos de los
vastagos

Diametro de los vastagos

Color de vastagos jovenes

Lenticelas de vastagos jévenes

Color de lenticelas de vastagos
jévenes

Superficie de vastagos jovenes

Color del apice del vastago

Superficie del dpice del vastago

Forma de la hoja

Olor a anis

Color de hojas maduras

Color de hojas jovenes

Peciolo acanalado

Longitud del peciolo en hojas
maduras

Angulo del insercién del peciolo
foliar

Margen de la hoja

Relacion longitud/ancho hoja

Angulo de las nervaduras
secundarias respecto a la
nervadura principal

Forma del 4pice de la hoja

Forma de la base de la hoja

Friabilidad de la hoja

Torsion en toda la longitud

Torsion del apice

Relieve de las nervaduras en la
parte superior

Numero de
secundarias

Pubescencia en la superficie del
envés de la hoja

Pubescencia en la superficie del
haz de la hoja

Longitud de la hoja

Ancho de la hoja

nervaduras

1 Erecto
3 Agudo

3.85cm
1.37 cm

0.55cm

2 Verde

3 Intermedios
4 Rojo

2 Pubescente
3 Café

2 Pubescente
4 Oval

4 Intenso

2 Verde

1 Verde claro
1 Ausente
4.43 cm

3 Agudo

2 Ondulado
1.64 cm
3 Agudo

1 Acuminada
3 Truncada

7 Quebradiza
1 Ausente

1 Ausente

2 Plano

10
5 Moderada
3 Ligera

16.8 cm
10.3 cm

Figura 27.
inflorescencias del
cascarudo Ixtapan 3.

Hojas con
genotipo

De acuerdo al andlisis mediante marcadores genético moleculares, los genotipos

cascarudos Ixtapan y Yatzachi, se hallan aglomerados de manera muy cercana al

interior de poblaciones de la Raza mexicana (UAEM), Antillana (Antigua, Antillano

Ixtapan) y Guatemalteca (Guatemalteca 116), lo cual nos permite inferir indicios de

similitud en su genoma con la especie Persea americana del subgénero Persea.
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“Yatzachi (1-5y 2-9)”

Los genotipos “Yatzachi” considerados en el estudio corresponden a genotipos
colectados en Yatzachi El Alto, Oaxaca, 17°13'25'N 96°13°38 "W a 1740 msnm
en un ambiente calido a semicalido (Sierra Juarez), se destaca su semejanza con
Persea tolimanensis, especie del subgénero Persea por la pubescencia de su hoja,
fruto de aspecto rastico y cdscara de fruto gruesa y rugosa, como fue descrito por
Zentmyer y Shieber (1990). Los genotipos Yatzachi 1-5 y 2-9 (Figuras 27 y 28)
tienen frutos de mayor tamafo que los “Ixtapan”, pero comparten semejanzas

morfolégicas con su fruto, tipo de hoja, hébito de crecimiento erecto y aspecto

rastico del arbol.

Figura 28. Frutos rusticos de Yatzachi.

Otro genotipo semejante a este grupo es el proveniente de la Sierra Mixe de
Oaxaca cercano a Tlacolula. (Figura 29) con caracteristicas morfolégicas similares

y aspecto de fruto con cascara muy gruesay semilla de aspecto circular a achatada
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Figura 30. Frutos de genotipo proveniente de la Sierra Mixe de Oaxaca.
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y achatada deprimida (Figura 30). El consumo de estos frutos es comun en los

Valles Centrales de Oaxaca.

Figura 31. Grosor de céascara y semilla de genotipo de la Sierra Mixe de
Oaxaca.

Probables relaciones filogenéticas de los genotipos cascarudos

Se sugiere relacidén genética de los genotipos cascarudos con la especie Persea
floccosa por sus semejanzas morfologicas, asi como por la cercania revelada
mediante RAPD en el estudio molecular entre “Ixtapan 3” y “Yatzachi” (Figura 21).
P. floccosa es comunmente conocido como aguacate silvestre de montafia o
aguacate cimarrén; el cual ha sido relacionado filogenéticamente con P. americana
var. Drymifolia (Barrientos y Lopez, 2000). De acuerdo con Whiley et al. (2007). El
porte de los arboles de P. floccosa puede ser de alturas semejantes a los 30 m, los
tallos son ligeramente delgados y pubescentes, con numerosas lenticelas; las
hojas presentan una forma subcoriaceas a elipticas, con un tamafio de 6 a 16 cm
de longitud y de 3 a 14 cm de ancho, con 4pice acuminado, de haz glabro y envés
pubescente; las inflorescencias son subterminales, moderadamente tomentosa,
las flores miden de 4 a 5 mm de longitud, son tomentosas y poseen estambres de
2 a 3 mm de longitud. ElI nimero de frutos por cada racimo terminal varia de 2 a 4,
son subglobosos, con 4 a 7 cm de longitud. La principal caracteristica en apariencia
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del fruto es que presenta una cascara superior a 4 mm, con lenticelas muy
evidentes y corchosas, de color verde oscuro; la semilla es larga y/o esferoidal.
Actualmente no existen registros de uso para esta especie, a excepcion de su uso

maderable para herramienta de labranza.

Por su parte “Yatzachi” genotipos de aguacate, se encuentran relacionados por
sus caracteristicas morfologicas con Persea tolimanensis, de acuerdo con
(Zentmyer y Shieber, 1990) se conoce comunmente como aguacate de Mico,
ademas es considerado como uno de los antepasados de la raza guatemalteca.
Se halla distribuido en zonas moderadamente calidas que abarcan desde la
frontera de Guatemala-México hasta el sur de Costa Rica. La especie P.
tolimanensis se caracteriza por presentar frutos de piel gruesa, ligeramente rugosa
y de color verde oscuro, de forma redonda a oblata; son similares a los criollos
guatemaltecos; pero permanecen duros incluso cuando estan maduros, llegando
a medir hasta 3 pulgadas de diametro; generalmente cuelgan en el arbol hasta
mucho después de la madurez, lo cual es inverso a lo que sucede con los criollos
guatemaltecos. Los frutos no son comestibles; sin embargo presentan un sabor
amargo. Ha sido considerado que P tolimanensis puede ser un ancestro de la raza
Guatemalteca, aunque por otra parte la raza guatemalteca ha sido conocida como
Persea nubigena var. Guatemalensis por Williams (1977). Por otra parte de
acuerdocon Scora, (1990a) Persea nubigena (aguacate de monte) se halla
distribuida en altitudes que van de los 2000 y 2800 msnm, donde predominan
suelos fértiles de bosque mesofilo de montafia, es decir un ambiente templado a
frio, distinto al ambiente semicalido en donde se localizan “Ixtapan” en el Estado

de México y “Yatzachi” en la sierra Juarez y Mixe de Oaxaca respectivamente.
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VIIl. CONCLUSIONES

En los dendogramas generados, se observa la localizacion de las variedades;
Drymifolia, Americana y Guatemalensis de la especie P. americana dispersa, debido

a una probable hibridacidén natural constante entre las razas horticolas.

El sistema RAPD mostro un rango de porcentaje de contribucion de 16.38 a 31.26,
con un contenido de informacién polimorfica de 0.3452, mientras que para ISSR la
tasa de contribucion fue de 22.50 a 27.64 con un PIC de 0.2212.

RAPD e ISSR son herramientas Utiles para distinguir las relaciones genéticas dentro

del germoplasma del género Persea.

Los genotipos "Ixtapan" y "Yatzachi" tienen caracteristicas morfolégicas similares
relacionadas muy probablemente con Persea floccosa o Persea tolimanensis

respectivamente y se localizaron en sitios confinados independientes.

Se observa una probable hibridacién natural entre las especies.
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X. ANEXOS

- Geles de acrilamida RAPD:

Marcador 1000pb Marcador 100pb

1 2/3 4|5 6 7 8 951011121314 15161718 1920 2122 2324 25 26 2728 29 303132 33 3435 3637 38

BBl b wii 225804 . EvEWRdews
Figura 32. Gel de Acrilamida RAPD Primer (E14).

Marcador 1000pb Marcador 100pb

12 3 4567 8 9101112 131415161718 19202122232425262728 29 303132333435363738

Figura 33. Gel de Acrilamida RAPD Primer (E18).
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- Geles de acrilamida ISSR:

Marcador 1000 pb & 4 Marcador de

100 pb

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 1920 21 22 23 2425 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Figura 34. Gel de Acrilamida ISSR Primer (AC)8YG.

Marcador de 1000 pb Marcador de
100 pb

H

12 3456 7 8 9101112 131415 16 1718 19 20 2122 23 2425 é527 28 293031 32 33343536 37.38
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Figura 35. Gel de Acrilamida ISSR Primer (GA)8YC.
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Marcador 1000 pb Marcador 100pb

1 2345 67 89 101112 1314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 3334 35 363738

"!H Wi |

3 s

Figura 36. Gel de Acrilamida ISSR Primer (TCC)5RY.

Marcador 1000pb Marcador 100pb

123 45 67 8 9 101112131415 16 17 18 19 2021 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 3233 34 35 36 3738

Figura 37. Gel Acrilamida ISSR Primer AC(GACA)4.
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The presaent study consisted of molecular analysis of 38 genotypes of the genus Persea and a related
genus: P. cinerascens (1), P. schiedeana (1), P. floccosa (1), P. parvifolia (1), P. lingue (1), P. meyeniana
(1), P. americana (33) y Beilschmiedia anay (1), after collection the DNA was exfracted, washed, cut and
amplified in PCR. RAPD and 155K maolecular markers were used, the products were developed in gels of
Acrylamide. Statistical analyzes were performed based on amplified bands that were recorded as
discrete variables: "1" presence, “0" absence and transformed info a binary character matrix,
subseguently data were processed with the FreeTree software (Version 0.9.1.5) to produce a genetic
distance matrix using Nei and Li / Dice similarity coeflicient, the resulting matrix was computed using the
unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) to construct the phenogram with 1000
bootstrap replicates. Tree View 1.6.6. Software was used to display the obiained tree (Hampl et al.,
2001). The RAPD system generated a total of 144 polymarphic bands with an average of 38 bands per
primer; with a contribution rate of 16.38 to 31.26; A polymorphic information content (PIC) of 0.28 to 0.40,
with an average of 0.34. Through I1SSR, 114 polymorphic bands were obtained, averaging 28.5 bands per
primer; a contribution percentage of 22.5 to 27.64; a PIC of 0.20 to 0.23, with an average of 0.22. RAFPD
distinguished 2 main branches: in group A, it grouped UAEM genotypes and hybrids belonging to the
Mexican race (F. americana var. Drymifolia) and P. floccosa, in branch B are P. cinerascens, P. lingus
and P. meyeniana of Chile and Persea sp., these belong to the subgenus Eriodaphne (“aguacatilios™),
associated with these, B. anay (anayo), a genus related to Persea and predominant in Puebla, Mexico.
Because of their ability fo identify specific polymorphisms within the genome, 1SSRs distinguished almost
a similar group in all individuals, making it difficult to distinguish them, but the closeness of P.
cinerascens, P floccosa and P. schiedeana is remarkable. The second group included genotypes of P.
americana var. Drymifolia ("UAEM™), Hybrids: "lxtapan”, "Yatsachi®, belonging to the subgenus Persea.
Individuals may share similarity to the interior of their genome despite their distinct geographic origin.




