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Resumen

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol perenne cuyo fruto es uno de los mas
consumidos a nivel mundial, por ser fuente principal de potasio y acidos grasos
monoinsaturados. En el pais, representa un rubro significativo para la exportacion. Este
estudio tiene como objetivo analizar la diversidad genética de la coleccién de aguacate
de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue. Se realiz6 una caracterizacion
molecular del banco de germoplasma del cultivo (155 individuos) usando 10
microsatélites, con un promedio de 13 alelos por locus. Todos los marcadores utilizados
demostraron ser significativamente informativos. Por medio de un andlisis
bioinformatico, se determind que existe una diversidad genética baja (Ho = 0.464, He=
0.743 y | = 1.844) en comparacién con otras poblaciones. La estructura poblacional esta
compuesta por 2 grupos que genéticamente son cercanos segun el analisis de
coordenadas principales (PCoA). El primer conglomerado esta compuesto por muestras
recolectadas en la Costa y el segundo en su mayoria por muestras de la Sierra. Para la
visualizacién de los resultados se construy6 un dendograma por el método de Neighbor
Joining con las distancias de Nei obtenidas. Es relevante conocer la variacion

genotipica de los individuos, principalmente para el manejo y conservacion del cultivo.

Palabras clave

e DIVERSIDAD GENETICA
e GENOTIPADO
e AGUACATE

e MICROSATELITES
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Abstract

Avocado (Persea americana Mill.) is one of the most consumed fruits worldwide. It is a
source of potassium and fatty acids. A national level represents a significant item for
export. This study aims to analyze the genetic diversity of the avocado collection of the
Pichilingue Tropical Experimental Station. Molecular characterization of the avocado
germplasm collection ) was made with 10 microsatellites and an average of 13 alleles
per locus. All markers used proved to be significantly informative. In bioinformatics
analisis, we concluded that the germplasm bank has a low genetic diversity (Ho = 0.464,
He = 0.743 and | = 1.844) compared to other populations. The population structure is
composed of two clusters. That is genetically close according to principal coordinate
analysis (PCoA). The first conglomerate was formed by samples collected on the Coast.
The second most by samples from the Sierra. The dendrogram was built using the
Neighbor-Joining method with the Nei distances obtained. It is to visualize the results. It
is relevant to know the genotypic variation of individuals, mainly for the management and

conservation of the crop.

Keywords

GENETIC DIVERSITY

GENOTYPING

AVOCADO

MICROSATELLITES
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Capitulo 1: Introduccion

Planteamiento del problema

Persea americana Mill. (aguacate) es un arbol perenne que genéticamente esta
compuesto por un cariotipo 2n=24 y es miembro de la familia Lauraceae (Garcia, 1975).
Y se conoce que es originario de México, Antillas y Guatemala. Hasta hoy han sido
reportadas mas de 20 variedades y cultivares, producto de la evolucién natural y
domesticacion de la especie respectivamente, como por ejemplo las variedades: Fuerte,
Hass, Nabal, entre otros (M. Galindo et al., 2007; Lahav & Lavi, 2009). Se conoce que
Persea americana es una especie con alto grado de hibridacién por lo que estudiar su
filogenia se ha convertido en un gran reto (E. Galindo et al., 2011). Hoy en dia se han
creado bancos de germoplasma ex situ que permiten documentar, caracterizar y evaluar
los perfiles genéticos de individuos recolectados de distintas zonas para obtener una
vision mas concisa de la filogenia, variabilidad y diversidad genética de la especie y de

esta manera poder establecer programas de fitomejoramiento (Pérez et al., 2015).

En el Ecuador, en el afio 2020 se produjeron 20 352 toneladas de aguacate
(fruta fresca) de un total de 6 332 hectareas sembradas (Sistema de Informacion
Publica Agropecuaria, 2021). Asi mismo Viera et al. (2016) sefiala que la superficie
cultivada de aguacate destinada a exportacion es de 430 hectareas, distribuidas en las
provincias de Imbabura, Carchi y Peninsula de Santa Elena. Sumado a esto la
Corporacion Financiera Nacional reporta que en el afio 2019 el aguacate abarco el 3%
de la produccion nacional en el sector de “Otros cultivos de frutas tropicales y
subtropicales” y se exportd 9 692.49 toneladas (Coorporacion Financiera Nacional,

2020).
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En el pais existen al menos 11 instituciones que mantienen un banco de
germoplasma de especies vegetales nativas y de interés agricola, entre ellas: la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue INIAP y la Granja Experimental de Tumbaco
INIAP. Siendo estas ultimas las Unicas que poseen una coleccién de Persea americana
Mill. con 54 y 31 accesiones respectivamente (Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos, 2000). En el caso especifico, de la coleccion de aguacate de la Estacion
Experimental Tropical Pichilingue, con un total de 155 individuos, se estima que pudiese
estar representada una parte importante de la diversidad de este cultivo, o al contrario
gue esté limitada a unos cuantos materiales genéticos. Sin embargo, alin no se conoce
con exactitud la base genética existente. Esta pregunta de investigacion que en realidad
constituye el propdsito de este estudio; se presenta justo en momentos en los cuales
existe una demanda insatisfecha de aguacate en los mercados nacionales e
internacionales (OCDE & FAO, 2021). Se conoce que esta coleccioén es el resultado de
sucesivas colectas de material en los diferentes cantones productores de la Costa
ecuatoriana y material del banco de germoplasma de la Granja Experimental de

Tumbaco INIAP.

Justificacién del problema

Es ampliamente conocido que para optimizar el manejo de recursos genéticos
se necesita una identificacion precisa de los genotipos y fenotipos, asi como una
evaluacion correcta de la cantidad y distribucién de la diversidad genética dentro de una
especie (Govindaraj et al., 2015). El pais presenta condiciones ambientales altamente
favorables para el cultivo y se han dispuesto algunos planes y politicas publicas
orientadas al desarrollo del mismo (Ministerio Coordinador de Produccién et al., 2020).
En estas condiciones es necesario generar informacién que sirva de base para la

seleccion de materiales potenciales que pudieran ser mejorados y constituirse en
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nuevas opciones de tipo comercial. Por otra parte, estudios de esta naturaleza se tornan
altamente importantes cuando se considera que la diversidad genética de un cultivo
agricola es limitada y que por lo tanto, se vuelve indispensable su conservacién para
evitar una erosion genética (Arias & Cano, 2009). Mas aun cuando se conoce que,
durante los ultimos afios, varias especies han sido catalogados como extintas o peligro
critico. Tal es el caso de Ocotea pachypoda, una especie endémica del Ecuador que
pertenece a la familia Lauraceae y se encuentra en peligro critico (Amorim et al., 2020).
En este sentido, la disponibilidad de la informacion de los recursos genéticos se ha
convertido en una herramienta para preservar los atributos de adaptacion y disponer de
genes importantes para el fitomejoramiento. Estos genes son la clave para la creaciéon
de nuevas variedades con un pool genético, que ayuden a satisfacer las demandas del
crecimiento poblacional y superar limitantes producto de la presion de plagas,

enfermedades y condiciones ambientales severas (Arias & Cano, 2009).

Objetivos

Objetivo general

Analizar la diversidad genética de la coleccién de aguacate (Persea americana

Mill.) del banco de germoplasma de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue INIAP.

Objetivos especificos

. Caracterizar molecularmente las accesiones de la coleccion de aguacate
(Persea americana Mill) del banco de germoplasma de la Estacién Experimental
Tropical Pichilingue del INIAP, mediante el uso de marcadores moleculares

microsatélites (SSR).
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. Determinar lo grupos genéticos formados por los individuos de cada

accesion pertenecientes a la coleccion del banco de germoplasma.

. Comparar las diferencias genéticas presentes a nivel de polimorfismo de

los genotipos de aguacate caracterizados.

Marco Tedrico

Persea americana Mill. (aguacate)

Persea americana (Aguacate) es un arbol perenne, originario y domesticado en
las partes altas de México, Guatemala y Antillas, su fruto es consumido hace
aproximadamente 7 000 — 8 000 afios A.C (Barrientos & Lépez, 2001). Actualmente se
cultiva desde Chile hasta México, entre las variedades comerciales mas importantes

estan: Fuerte, Hass, Nabal, Booth, Lorena y Criollo.

El cultivo de aguacate se desarrolla mejor en suelos profundos, franco-arenosos,
bien drenados, con una pendiente no superior al 70% y un pH entre 5.5 a 6.5. La
temperatura ideal depende de la variedad sembrada, pero esta en un rango de 20°C a
28°C para evitar contaminacion fungica, fructificacion escasa y desprendimiento del
fruto. Otros factores que deben ser controlados son la luminosidad y en especial la
cantidad de agua, dado que el aguacate es muy sensible a las variaciones de
concentraciones de la misma (Amoértegui et al., 2001). Por ejemplo, en climas de tipo
mediterraneo se calcula que la tasa maxima de uso de agua debe estar entre 3y 5

mm/d (Carr, 2013).
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Caracteristicas botanicas

Persea americana Mill. (aguacate) es un arbol perenne de tronco grueso y
lefioso, puede alcanzar una altura de 20 m, pero en el campo se controla su altura hasta
5 m para poder controlar plagas y facilitar su cosecha. Las hojas de la planta de
aguacate son alargadas, de jovenes son rojizas y pubescentes, ya en su estado maduro
se vuelven acartonadas y de color verde intenso. El tronco del arbol de aguacate tiene
varias ramificaciones, flores hermafroditas de color verde amarillento y en forma de
panicula, su fruto es una drupa de color verde claro a verde oscuro y tiene un pericarpio

delgado y mesocarpio carnoso (Amértegui et al., 2001; Pérez et al., 2015).

La informacién taxondmica de la especie Persea americana es la siguiente

(Pérez et al., 2015):

Reino: Plantae Familia: Lauraceae
Divisién: Magnoliophyta Género: Persea
Clase: Magnoliopsida Especie: Persea americana Mill

Orden: Laurales

Ciclo biolégico

Persea americana Mill. tiene un ciclo de vida prolongado hasta los 25 afios
dependiendo de la variedad, su ciclo se divide en 4 fases: vegetativa, floracion,
fructificacion y maduracion del fruto. En la fase vegetativa se forman y desarrollan las
yemas por un periodo de 8 a 10 meses hasta formar brotes de hojas funcionales. La
floracién del aguacate ocurre una vez al afio desde las yemas axilares de la rama. Y el

desarrollo normal del fruto va en funcién de la division celular, engrosamiento y
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maduracion, los cuales dependen de factores abibticos como la cantidad de agua y

nutrientes (Amortegui et al., 2001).

Importancia del cultivo

Segun el analisis de Montoya et al. (2018) plantea que: “Los paises productores
de aguacate, que esencialmente son latinoamericanos, se veran favorecidos por el auge
de consumo de este fruto”. El mercado de aguacate en el contexto internacional va en
aumento, producto de la fuerte demanda que se presenta en Estados Unidos y Europa.
Se estima que el precio del producto suba en los ultimos afios y se logre expandir el
mercado. El principal reto de la exportacion de aguacate es la disminucién de costos de

produccién y procesos logisticos (Montoya et al., 2018).

A nivel mundial la demanda de aguacate como alimento se debe a que es fuente
de energia, vitaminas, proteinas y minerales. Su aceite es rico en acidos grasos
monoinsaturados y se usa para aplicaciones dermatoldgicas, contra la osteoartritis y
como cicatrizante. El cultivo ademas de tener un papel importante en la economia de
algunos paises como producto de exportacioén, posee componentes
farmacologicamente importantes con actividad anti-fingica, anti-inflamatoria,

antioxidante y anticonvulsivos (Chil et al., 2019).

Debido a esto, la demanda de este producto agricola ha ido creciendo, no solo
en el &rea de la industria alimenticia sino también en el &rea médica. La produccién de
aguacate es completamente viable, ya que se puede adaptar a zonas tropicales y
producir durante todo el afio, es decir que hay una disponibilidad constante de materia
prima. Sin embargo, para obtener pulpa de aguacate, guacamole, salsa de aguacate y
aceites para uso alimentario, cosmético y farmacéutico se requiere del fruto maduro. La

maduracién del aguacate es un proceso que lleva de 5 a 7 dias, por esto varios
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procesos biotecnoldgicos son usados para acelerar la maduracion y conservar sus
propiedades. Al contrario del proceso anterior, para obtener aguacates que se utilizan
como frutas frescas se debe retrasar la maduracion, para extender la vida util del

aguacate y preservar su calidad (Aradjo et al., 2018).

El uso Unicamente de la pulpa de aguacate (21-30% de la fruta), provoca una
gran cantidad de residuos sélidos. Donde los constituyentes predominantes de estos
residuos son carbohidratos, como fibras, hemicelulosa y almidén (semilla), que puede
ser una fuente potencial de energia (bioetanol) y producir otros compuestos de valor
agregado como: medios de cultivos para bacterias. Ademas, la extraccion de aceites
esenciales, fibras y metabolitos secundarios son propuestas viables para la
minimizacion del impacto ambiental que provocan los residuos de aguacate (Paramos et

al., 2020; Tzintzun et al., 2016).

Cultivo de Persea americana Mill. en el Ecuador

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (2014) sefala que “el
cultivo de aguacate representa una gran alternativa de produccién y exportacion para el
pais”. Ademas, se menciona que la produccion agricola de aguacate en el Ecuador, a
diferencia de otros paises, es sostenible durante todo el afio. Sumado a esto, INIAP
plantea que los picos de produccion y cosecha son de febrero a marzo y de agosto a

septiembre al contrario de otros paises que solo lo cosechan de 4 a 5 meses en el afio.

Diversidad genética

La diversidad genética, es el componente bésico de la biodiversidad, abarca las
variaciones heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una

poblacién y entre las poblaciones dentro de una especie. Para mantener la
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biodiversidad de un ecosistema la diversidad genética debe mantenerse estable. En la
actualidad las nuevas herramientas de biologia molecular y genética molecular son
usadas para aumentar la produccion agricola. Sin embargo, estas también toman
importancia en la conservacion de la biodiversidad de manera mas eficiente. La
determinacion de la diversidad genética ayuda a detectar y conservar in situ o ex situ
comunidades o poblaciones representativas. En la conservacion ex situ del
germoplasma permite definir las llamadas colecciones nacleo o core collections (Rimieri,

2017).

Marcadores moleculares

En los dltimos afios se han desarrollado diferentes marcadores moleculares
como: Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar (RAPD), microsatélites o
Secuencias Simples Repetidas (SSR), analisis de Polimorfismos de la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLPs), Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos
Amplificados (AFLPs), Polimorfismos de Nucle6tidos Simples (SNP), entre otros. Las

ventajas y desventajas de estas técnicas estan resumidas en la Tabla 1.

Tabla 1

Caracteristicas de los diferentes marcadores moleculares.

Caracteristicas RFLPs RAPDs AFLPs SSRs SNPs
ADN requerido (ug) 10 0.002 0.5-1 0.05 0.05
Calidad de ADN Alto Alto Moderado Moderado  Alto
Basado en PCR No Si Si Si Si
Numero gﬁ;ﬁ;;gggmérﬁcos 1-3 1.5-5 20-100 1-3 1
Facilidad de Uso No facil Facil Facil Facil Facil

Automatizacion Bajo Moderado Moderado Alto Alto
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Caracteristicas RFLPs RAPDs AFLPs SSRs SNPs

Reproducibilidad Ao HO Alto Alto Alto
Costo de desarrollo Bajo Bajo Moderado Alto Alto

Costo del andlisis Alto Bajo Moderado Bajo Bajo

Nota. Adaptado de “Molecular markers and their applications” (p.140), por E. Karlik &

H. Tombuloglu, 2016, Plant Omics: Trends and Applications,7.

Con la informacion obtenida de la Tabla 1, se puede concluir que los marcadores
SSR poseen mejores caracteristicas frente a otros marcadores, entre las mas
importantes la eficiencia para detectar polimorfismos y facilidad de uso. Ademas, los
SSR pueden ser utilizados para la evaluaciéon de la variabilidad y diversidad genética,
caracterizacion del germoplasma e identificacion y toma de huellas dactilares de

genotipos (Karlik & Tombuloglu, 2016) .

Microsatélites (SSR)

Segln Carmen & Fulton (2003) los microsatélites son repeticiones de
secuencias simples, su tamafio varia entre 1 a 10 pares de base, son muy variables y
estan distribuidos uniformemente por todo el genoma de eucariotas. También sefiala
gue estos polimorfismos se identifican por medio de cebadores de PCR que flanquea la

region de microsatélites, las cuales tiende a conservarse dentro de la especie.

Genotipaje mediante la técnica de M13-tailing

Esta técnica consiste en secuenciar una cadena de ADN con la ayuda de
cebadores que contienen una cola M13, a la cual se hibrida un marcador fluorescente.
En el procedimiento para el etiquetado con fluorescencia a fragmentos de PCR en una

reaccion se utiliza: un cebador especifico de secuencia con cola M13 en 57, un cebador
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inverso especifico de la secuencia y el fluorémetro con cola M13. Se debe procurar que
la hibridacién directa sea mayor a la inversa. Las condiciones del termociclador
aseguran que, durante los primeros ciclos, el cebador directo con su secuencia M13 se
incorpore en los productos de PCR acumulados. Cuando se agota el cebador directo, la
temperatura de hibridacién se reduce para facilitar la union del fluorémetro universal

M13 y marcar el producto de PCR (Schuelke, 2000).

Hipotesis

Ho: La coleccion de Persea americana Mill cultivadas en la Estacion

Experimental Tropical Pichilingue no presentan una alta diversidad genética.

Hi: La coleccion de Persea americana Mill cultivadas en la Estacion

Experimental Tropical de Pichilingue presentan una alta diversidad genética.

Capitulo 2: Materiales y Métodos

Localizacion del estudio

Las muestras fueron obtenidas de la EET Pichilingue del INIAP, localizada en las
coordenadas geograficas: 79° 27’ longitud occidental y 1° 05’ latitud Sur, con una altitud
de 75 metros sobre el nivel del mar. Las caracteristicas medioambientales de la
localizacion son: Temperatura media de 25.03 °C, precipitacion total anual 2706.6 mm,
humedad relativa promedio anual 84.38 %, heliofania 760.5 horas luz/ afio, evaporacion

755.7 mm/afio y tiene un area ecoldgica de Bosque Humedo Tropical (INAMHI, 2021).

Material vegetal

La coleccion in situ de aguacate (Persea americana Mill.) de la EET Pichilingue

del INIAP consta de 155 individuos correspondientes a 58 accesiones, segun registros
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de campo del Departamento de Recursos Fitogenéticos de la EET Pichilingue,

actualizado en el 2019.

Toma de muestras

Se tomaron muestras de cada uno de los 155 individuos correspondientes a las
58 accesiones de la coleccién. Se recolectaron 3 hojas jovenes fotosintéticamente
activas, con una coloracion verde, buen estado fitosanitario y ubicadas en la parte
media de las ramas (tercio medio de cada rama) y tercio medio de la planta. Luego las
hojas fueron colocadas en bolsas de papel y llevadas de inmediato al laboratorio, en

donde se dejaron secar por 20h a 40°C en una estufa.

Extraccion de ADN

Se utilizé el protocolo de extraccion establecido por Russell et al. (2010) con
modificaciones por la autora. Se prepar6 en dos vasos de precipitacion, el tampén de
extraccion y tampon de lavado, que se detallan en la Tabla 2. Se utilizé 1ml de tampon,
para la extraccion de cada muestra. El tampdn se calenté en bafio maria a 60 °C y se
utilizé 1 ml de tampdn sorbitol en aprox. un gramo de tejido seco macerado de cada
muestra. Se homogeniz6 completamente con la ayuda de puntas y se aplicé un vortex.
Finalmente, se centrifugd por 10 minutos a 5700 rpm y se descarto el sobrenadante, se

repitié el proceso cinco veces para lavar el macerado.

Al precipitado, se afiadié 1 ml del tampdén de extraccién Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) con Sarkosyl, se homogenizé completamente con
puntas y se dio vortex. Luego, se incubé a 60 °C por una hora, dando inversién a los
tubos por lo menos dos veces. Después se centrifugé a 5700 rpm por cinco minutos.

Se transfirié 700 ul del sobrenadante a nuevos tubos de 2ml, se afiadié 700 pl de
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cloroformo-alcohol isoamilico (CIA) 24:1 y se mezclo por inversién dando vortex por
aprox. 10 min. Finalmente, se centrifugd a 13000 rpm por 10 minutos y se repitié este

procedimiento dos veces.

Para finalizar, se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 mly se
adiciond: 460 ul de isopropanol (2/3 del volumen del sobrenadante) y 70 ul de Acetato
de Sodio 3M. Se incubd a -20 °C durante una hora. Luego, se centrifugd por 30 min a
13000 rpm y se repitié el proceso de purificacion dos veces. Después, se retiro el
isopropanol y se lavé dos veces con 500 ul de etanol 70% y una vez con 500 ul de
etanol absoluto. Por ultimo, se dejé evaporar todo el alcohol durante 12 horas y el pellet

se resuspendio en 100 ul de Tris-EDTA (TE) 0.1M con 2 ul de ARNasas.

Tabla 2

Cantidad de reactivos para preparar soluciones tampones para la extraccion de 24

muestras
Buffer Sorbitol (121ml) Buffer Sarkosyl (25 ml)
Triss HCI 1M pH 8 12.1 mi Triss HCI 1M pH 8 2.5 ml
Sorbitol 0.7936 ¢ Sarkosyl 0.05¢
EDTA 5M pH 8 1.21 ml NaCl 5M 15 ml
PVP 1.24¢g CTAB 0.75¢
Mercaptoetanol 12.4 mi EDTA 5M pH 8 1mi
PVP 0.25¢
Mercaptoetanol 0.05 ml

Cuantificacion del ADN por espectrofotometria

La cuantificacion se realiz6 mediante un espectrofotometro Hitachi U-2900 UV-
VIS. Para encerar el equipo, se utilizé una celda con 1980 ul de agua ultra pura. Luego

se adicion6 20 ul de ADN, se homogenizé y se realizo la lectura. Se registro las
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medidas de absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm, para obtener valores
de concentracion y pureza. Para calcular la concentracion de ADN obtenida se aplico la
ecuacion 1, y para determinar la pureza se emple6 la ecuacion 2, como se detalla en el

protocolo de DNA GENOTEK (2012).

Ecuacion 1.

[ADN] = Abs,g X f X 50%
Donde:

Abszeo = absorbancia a 260 nm
f = factor de dilucion

50 ug/ml = factor de conversion

Ecuacién 2.
[ADN] = £2%2¢0

Abszgo
Donde:

Abs,e0 = absorbancia a 260 nm

Abs,g0 = absorbancia a 280 nm

Validaciéon del ADN y de marcadores microsatélites

Con la finalidad de verificar la validez del material genémico y correcto
funcionamiento de los cebadores, se realizdé una amplificacion de las muestras con el
marcador SHRSPa_109. Debido a que este fue disefiado para aumentar los
microsatélites informativos disponibles, que amplifiquen en todas las variedades de
Persea americana Mill (Borrone et al., 2007). El céctel de mix PCR se detalla en la

Tabla 3 y el programa de amplificacién en la Tabla 4.
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Master mix de amplificacion de PCR a ser empleado para proceso de validacion de

ADN de Persea americana Mill.

Volumen 1Rx

Reactivo Concentracion wl)
ADN 5 ng/ul 2

MgCl2 25 mM 0.6
Green Buffer GoTaq 5X 15
dNTP’s 5 mM 0.38
Cebador F 10 uM 0.38
Cebador R 10 uM 0.38
Taq 5 Ulul 0.10
Agua Ultra pura 2.12
Volumen total 7.5

Tabla 4

Programa de amplificacién a ser utilizado en el termociclador para

amplificacién de microsatélites especificos de Persea americana Mill.

Paso

Temperatura °C

Tiempo (min)

Denaturacion inicial

Denaturacion
Anillamiento
Elongacion

Denaturacion
Anillamiento

Elongacion

94

94
60
72
94

56

72

2
0.3 5
0.75 .
ciclos
1
0.3 35
0.75 ciclos
1
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Paso Temperatura °C Téfnr?np)o
Elongacion final 72 10

Nota. TA: Temperatura de annealing propia de cada cebador
Para visualizar los productos de PCR obtenidos, se cargaron 6 ul de cada
muestra en un gel de agarosa al 2% tefiidos con Syber Safe a una concentracion de

1:100000. La corrida electroforética se realizé a 100V por un tiempo de 30 minutos.

Amplificacion con Microsatélites SSR mediante la técnica M-13 tailing para

genotipaje en el Analizador Genético LI-COR 4300S

Se usaron 10 microsatélites para amplificar las muestras de Persea americana
Mill. disefiados por Ashworth et al. (2004), Borrone et al. (2007) y Gross-German &

Viruel (2013) los cuales se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5

Caracteristicas de los 10 marcadores moleculares desarrollados para Persea americana

Mill.
Nombre Secuencia F 5'-3' Secuencia R 5'-3' T°C Tamafio
(bp)
AV0.102* TTCGCCTTATCAGCGTTA TCTTGGAAAGCCCTACTC 53 154-201
G C
AVD.001* GTTTCCAAGCGACTCAC GATTCCATGCTGAATTGC 52 208-267
GAG CG

SHRSPa TTCCAGCTACTACTCCTC AAGGAGGTGAGCCGAATG 56 132-162
_109° CAGT

SHRSPa GGTTTTCCAATTCTCTCT TTGATGCCTGCTTCCGTG 56  86-122
_056°  ATCCCC TG
SHRSPa GCAGAAGCCACCTCAGA CAAACAACAGATGAGCGG 56 288-321
_08%°  AC A
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Tamafio

(bp)
SHRSPa ACCTTTCAATCTCTTCCC CCGCTCCAATCCAACCA 56 142-171
_111° AAAC

Nombre Secuencia F 5'-3' Secuencia R 5'-3' T°C

LMAV.07¢ AACTTATCCTTACCGGT TATGTAATCACAGCCCCA 52 162-217

GCT TC

LMAY.33° TACTTCAACCCCATTTGA AGAGCACCTTCCTCTCTC 52 204-251
TG AT

LMAY.31° CAGGATTAGGGAGATTT CTCAAGGTCCCCTTTTAA 52 132-175
TCA CT

AVT.386% ACAACCCAAACATAAAT AATAGAAGTGACATCCGA 56 230-255
GCT CcC

Nota. @ Ashworth, V., Kobayashi, M., De La Cruz, M., & Clegg, M. (2004) ° Borrone, J.,

Schnell, R., Violi, H., & Ploetz, R. (2007) °¢Gross, E., & Viruel, M. (2013).

La amplificacion se llevé a cabo siguiendo el protocolo establecido por Morillo &
Mifio (2011) con modificaciones. A la secuencia forward de cada cebador se le afiadié
un fragmento de 19 nucledtidos, conocido como cola M13. El c4ctel de mix PCR se

detalla en la Tabla 6 y el programa de amplificacién en la Tabla 7.

Tabla 6

Master mix de amplificacion de PCR empleado para genotipaje mediante la técnica de

M13-tailing.
. Concentracioén Concentracién Volumen 1Rx
Reactivo C .
inicial final (ul)
ADN 10 ng/ul 4 ng/ul 2
MgCl2 25 mM 2.5mM 0.5
Green Buffer
5X 1X 1

GoTaq
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Reactivo Conci:rt]air;tizlcién Conc;aig';rlacién VquTutT)n 1Rx
dNTP’s 5mM 0.2mM 0.20
M13-700/800 1uM 0.16 uM 0.80
Cebador F- M13 1uM 0.01 uM 0.05
Cebador R 10 uM 0.016 uM 0.08

Taqg 5 Ulul 2 Ulul 0.05
Agua Ultra pura Ultra pura 0.32
Volumen total 5
Tabla 7

Programa de amplificacién utilizado en el termociclador.

Paso Temperatura °C Ti(?nTnF))o

Ciclo inicial de denaturacion 94 2
Denaturacion 95 4
Denaturacion ciclica 95 1
Anillamiento TA* 2 25 ciclos
Elongacion 72 2

Elongacion final 72 10
Estabilizacion 4

Nota. TA: Temperatura de annealing propia de cada cebador

Al finalizar la amplificacion, la placa se protegi6 de la luz, se agregé 5 ul de

solucion de parada (blue stop) en cada pocillo, luego se quité el aceite de los pocillos
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donde van las escaleras y se desnhaturaliz la placa por 4 min a 95°C. Finalmente, la
placa se colocé en hielo.

Para el genotipaje, se us6 un analizador ADN LI-COR 4300. Para armar el gel se
uso: 20ml un Gel Matrix KB Plus al 6.5%, 150 ul de persulfato de amonio al 10% vy 15 ul
de TEMED. Después de que el gel este polimerizado (aprox. dos horas), se ensamblé la
placa en el genotipador y se utilizé el buffer de electroforesis TBE 1X (Li-cor Technical
Support, 2012). Se realiz6 una pre-corrida del gel para eliminar la posibilidad de error.
Finalmente, se corrieron las muestras por un tiempo de alrededor de 1.5 horas a 1200

voltios (Li-cor Technical Support, 2012).

Analisis de datos

Como producto del genotipaje, se obtuvo una matriz con el numero de alelos y
tamano de bandas en el analizador SAGA GT-SSR™ (LI-COR Biosciences). Los datos
fueron transferidos a una matriz M en el programa Microsoft Office Excel, los cuales

fueron depurados de acuerdo a la informacion alélica reportada en anteriores estudios.

Analisis de diversidad genética

La matriz M depurada, fue importada al software Power Marker V 3.25 donde se
determind los siguientes parametros: numero de alelos por locus, frecuencia alélica,
heterocigosidad observada, heterocigosidad esperada, contenido de informacién

polimérfica y la matriz de distancias genéticas de Nei 1973.

Numero de alelos por locus

Numero de variaciones de un gen o cada una de las versiones de un gen

(National Human Genome Research Institute, 2021).
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Frecuencia alélica

La frecuencia génica o alélica es la medida de la proporcion relativa de alelos de
una poblacion dada, expresandose en porcentaje o en la unidad. Se estima contando el
namero de veces que es observado el alelo de un locus y dividiéndolo entre el nimero

total de alelos estudiados (Hernande & Trejo, 2014).

numero de copias del alelo A en la poblacién

ja del (A) =
frecuencia del (4) numero total de copias del gen en la poblaciéon

Heterocigosidad observada

Es la frecuencia relativa de individuos heterocigotos observados en la muestra

para cualquiera de los loci (Hernande & Trejo, 2014). Se obtiene de:

H(obs) =1— z frecuencias

Heterocigosidad esperada

Es la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de la poblacion sean

diferentes (Hernande & Trejo, 2014). Obteniéndose a partir de la siguiente formula:
H(esp) =1— z:frecuencias2

Contenido de informacién polimérfica (PIC)

Es similar al valor de heterocigosidad y oscila entre 0 y 1. Este indice evalta la
informacion de un marcador en la poblacién de acuerdo a las frecuencias de los alelos.

Se obtiene de multiplicar la probabilidad de cada posible cruzamiento (estimado a partir
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de las frecuencias alélicas) por la probabilidad de que sean informativos, es decir, que

se pueda identificar al progenitor del que procede los alelos (Hernande & Trejo, 2014).

Anélisis de la estructura génica

La matriz M se import6 en el software STRUCTURE vs. 2. 3.4 para la evaluacion
de la estructura genética. Los datos se corrieron con los siguientes parametros:
frecuencia alélica correlacionada, duracion del periodo de quemado de 10 000, un
namero de repeticiones de MCMC (Método de Monte Carlo basado en cadenas de
Markov) de 10 000, 10 iteraciones y el modelo Admixture. Se obtuvo un archivo run.zip
y fue analizado en el programa de visualizacion en linea Structure Harvester. Se
determiné el nimero real de poblaciones que se debe asignar a nuestra muestra, en

base al valor de delta K.

Finalmente, se ejecuté el software CLUMPP 1.1 para encontrar las alineaciones
Optimas de corridas independientes pertenecientes a nuestro valor de K. Los archivos

generados se visualizaron en el software Microsoft Excel.

Anélisis de las relaciones genéticas entre individuos y poblaciones

Se prepar6 un archivo de entrada para el software GenAlex 6.5, donde se realizé
el andlisis de varianza molecular AMOVA, estadistica F y de coordenadas principales.
Se desarrollé un diagrama de puntos con las dos primeras coordenadas para ilustrar la
relacion entre accesiones. Con la matriz de distancias de Nei basado en el método

Neighbor-joining (NJ), se construyd un dendograma que fue visualizado en MEGA Xy
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editado con la herramienta en linea iTOL v5. La identificacion de genotipos duplicados

se realiz6 con la ayuda de la extension de Microsoft Excel Toolkit.

Capitulo 3: Resultados

Validacion de muestras de ADN

Se logré extraer ADN entre 1.55 a 2 de pureza y una concentracion entre 95
mg/ul a 803 mg/ul en todos los individuos. Como producto de la amplificacion de todas
las muestras con el primer SHRSPa_109 se obtuvieron bandas de aproximadamente

170 pb como se muestra en la Figura 1.

Figura 1
Muestras de ADN obtenidas de la coleccién de Persea Americana Mill. validadas

mediante amplificacién con el cebador SHRSPa-109.
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Identificacion de poblaciones y descripcion de la estructura genética de la

colecciéon de Persea americana Mill.

Para la designacion de poblaciones, se emple6 el analisis por el método
desarrollado por Pritchard et al. (2000), con la ayuda del software STRUCTURE. En el
cual se asumié un intervalo de poblaciones de 1 a 10, para obtener un conjunto de

datos que muestran las probabilidades que tiene cada individuo de pertenecer a una
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poblacion. Estos datos se pudieron visualizar con el analisis de valores promedio de K
en el software STRUCTURE HARVESTER. La funcién "Harvest" detecté el valor de
delta K mas alto (798.06), asociado al valor de K igual a 2, como se muestra en la
Figura 2. El valor de K representa el nimero de poblaciones que mas se ajusta a
nuestro estudio, es decir que las accesiones del banco de germoplasma se distribuyen

en dos poblaciones.

Figura 2

Valor de delta K vs K obtenido en el software Structure Harvester.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

200 |

Mediante el analisis de conglomerados realizado en CLUMPP, se determin6 que
la poblacién 1 es la mas grande con 98 individuos, mientras que la poblacion 2 esta
formada por 53 individuos. Esta distribucién se puede observar en la Figura 3, donde el
eje y representa la probabilidad de pertenencia a una poblacion y el eje x los individuos.
Los clones de la accesion 36 y 58, no se agrupan en la misma poblacion. Ademas,

existen individuos (5_3,9 b, 36_2,8 by 11 b) que tienen una probabilidad de
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pertenencia a una poblacion entre el 40% y 60%. Las variedades Carmen, Choquete,

Hass, Long hass, Lorena y Quintal pertenecen a la misma poblacion.

Figura 3
Distribucion de los individuos de la coleccién de Persea americana Mill. en las dos

poblaciones predeterminadas.
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Diversidad genética entre las dos poblaciones formadas

Como se muestra en la Tabla 8 el valor medio de individuos que amplificaron
con los SSR utilizados es de 92 y 49 en la poblacion 1y 2, respectivamente. Esto se
debe a que existieron individuos con valores nulos para ciertos SSR (Anexo 1). De la
misma forma, el promedio de alelos por poblacién es de 14 para la poblacion 1y 11
para la poblacién 2. Los valores de heterocigosidad esperada y observada mas altos
estan en la poblacion 1, los que equivalen a 0.764 y 0.473, respectivamente. Es decir
gue, entre las dos poblaciones, la poblacion 1 es la que abarca una mayor diversidad
genética. Finalmente, el indice de fijacion mayor es de 0.381 que corresponde a la

poblacién 2.
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Tabla 8

Estimaciones de diferentes pardmetros de diversidad genética dentro de las dos

poblaciones.

Medicion de diversidad POP1 POP2

N 92 49

Na 14 11

Ne 6 5
I 1.963 1.725
Ho 0.473 0.455
He 0.764 0.721
F 0.376 0.381

Nota. N: nUmero de individuos, Na: niumero de alelos, Ne: nimero efectivos de alelos, I:
informacion Index, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, F:

indice de fijacion.

El analisis de los pardmetros de diversidad genética de cada loci o cebador
revelé que el nimero de alelos mas bajo pertenece a LMAV_07 con 7 alelos y el mas
alto a SHRSPa_089 con 17 alelos. El cebador con mayor nimero de observaciones es
el SHRSPa_056 con 150, es decir que Unicamente 1 individuo no amplifico en el
proceso. La heterocigosidad observada y esperada mas bajas son de 0.231y 0.396
respectivamente, y estan asociadas con los cebadores SHRSPa_ 111y LMAV_33. Esto
indica que son cebadores moderadamente informativos y que la presencia de
heterocigotos es relativamente baja en comparacion con los otros cebadores, como se

indica en la Tabla 9. De la misma forma, el cebador que mayor informacién nos brinda



de acuerdo al nUmero mas alto de contenido de informacion polimorfica es el

SHRSPa_089 con un PIC igual a 0.887.

Tabla 9
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Estimaciones de diferentes parametros de diversidad genética para cada uno de los

cebadores utilizados.

Cebador N No. of obs. Na Fa Ho He PIC
SHRSPa_056 151 150 16 0.157 0.673 0.882 0.884
SHRSPa_089 151 145 17 0.224 0.428 0.867 0.887
SHRSPa_109 151 147 16 0.320 0.605 0.839 0.843
SHRSPa_111 151 130 11 0.500 0.231 0.696 0.687

AVT_386 151 147 9 0660 0.299 0.506 0.515

LMAV_07 151 126 15 0.302 0.492 0.840 0.832

LMAV_31 151 139 9 0259 0.712 0.819 0.804

LMAV_33 151 141 7 0.773 0.262 0.396 0.376

AVD_001 151 138 13 0.384 0536 0.773 0.781

AVO_102 151 145 15 0.317 0.428 0.804 0.824

Nota. N: nUmero de individuos, No. of obs: nUmero de observaciones, Na: nimero de

alelos, Fa: mayor

heterocigosidad esperada, PIC: contenido de informacién polimérfica.

frecuencia alélica,

Ho:

heterocigosidad observada, He:

Relacién genética entre las accesiones de aguacate estudiadas

En el andlisis de coordenadas principales (PCoA) que se utilizé para estudiar la

similitud genética entre individuos y poblaciones, se pudo evidenciar que no existe una

diferencia notable entre individuos de las dos poblaciones, como se puede observar en
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la Figura 4. Existe un nimero limitado de individuos en la poblacién 1 que se agrupan
en el eje 3 (parte superior derecha). Sin embargo, en el dendograma derivado del
método NJ, se puede apreciar dos clados que parten de la raiz del arbol, los cuales se
asumen que corresponden a las dos poblaciones determinadas. A excepcién de
algunos individuos (quintal, 58 1, 16 _1, entre otros) que no se encuentran en la

poblacion a la que fueron asignados (Figura 5).

Figura 4

Andlisis de coordenadas principales (PCoA) que demuestra las relaciones genéticas entre

los individuos de las dos poblaciones identificadas.
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En el dendograma también se puede observar que los clones de una accesion
se agrupan en el mismo clado con excepciones, que se encuentran totalmente alejados
de su grupo como por el ejemplo los individuos 36_4 y 16 3. Cabe recalcar que, existen
accesiones donde ninguno de sus clones se agrupa en el mismo clado, como la
accesion 49 y 44; corroborando la informacién obtenida de probabilidad de pertenencia
a una poblacién en el software STRUCTRE. Por otro lado, se logr6 asignar a los
individuos nombrados con el sufijo “_b” a una posible accesién, debido a que estos no

tienen registro de pertenencia en el diario de campo. Todas las variedades comerciales
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estudiadas (individuos que no pertenecen al banco de germoplasma) pertenecen a la
misma poblacién y estan agrupadas en el mismo clado, a excepcion de la variedad
quintal. Sin embargo, su porcentaje de similitud alto se pudo comprobar con el analisis
de “matches” realizado en toolkit; de la misma forma que se corrobor6 el porcentaje de

relacion genética entre cada individuo.

Figura 5

Dendograma de 155 muestras y 6 variedades pertenecientes a la especie Persea

americana Mill.
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Nota. La poblacién 1 se encuentra de color azul y la poblacién 2 de color naranja, todos
los individuos que tienen un fondo verde son aquellos que no estan agrupados en el

mismo clado que sus clones.
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Andlisis de varianza molecular y diferenciacién poblacional

El analisis de varianza molecular mostré un mayor porcentaje de varianza entre
los individuos dentro de una poblacion (98 %) que entre poblaciones (2 %), lo que da

soporte al analisis PCoA (Tabla 10).

Tabla 10

Andlisis de variacion molecular con el software GenAlex para muestras de aguacate

Fuente df SS MS Est. Var. %

Entre poblaciones 1 13.615 13.615 0.071 2%
Dentro de la poblacidn 300 1169.206 3.897 3.897 98%
Total 301 1182.821 3.968 100%

Nota. df: grados de libertad, SS: suma de cuadrados, MS: variacion estandar, %:

porcentaje de varianza

Los indices de fijacion de Wright obtenidos por cada cebador se muestran en la
Tabla 11. Donde todos los valores de Fst son cercanos a 0, lo que indica que existe una
divergencia genética producto de la reduccion de heterocigosidad de acuerdo a Weir &
Cockerham (1984). De la misma forma los indices de Fis positivos nos indica que hay
una deficiencia de heterocigotos. El cebador SHRSPa_111 tiene un valor de 0.694, lo
gue podria indicar una mayor disminucién de heterocigotos para este marcador. Por
ultimo, el valor medio de Fit es de 0.014, lo que indica una posible deficiencia de

heterocigotos a nivel metapoblacional.
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Tabla 11

indices de fijacién de Wright para cada marcador.

Cebador Fis Fit Fst
SHRSPa_056 0.240 0.248 0.010
SHRSPa_089 0.516 0.526 0.020
SHRSPa_109 0.261 0.268 0.009
SHRSPa_111 0.694 0.703 0.030

AVT_386 0.420 0.429 0.015

LMAV_07 0.401 0.405 0.007

LMAV_31 0.121 0.128 0.009

LMAV_33 0.383 0.388 0.007

AVD_001 0.296 0.305 0.012

AVO_102 0.485 0.498 0.025

Mean 0.382 0.390 0.014
SE 0.051 0.052 0.003

Nota. Fis: coeficiente de endogamia, Fst: coeficiente del coancestro o coeficiente de
fijacion, Fit: coeficiente general de consanguinidad o indice de fijacion en la

metapoblacion.

Capitulo 4: Discusion

El aguacate es un fruto de suma importancia en el &rea alimenticia, farmacéutica
y comercial. En el Ecuador se lo cultiva desde zonas altas como el Carchi hasta zonas
bajas como Santa Elena. Ademas, es uno de los productos agricolas de exportacion
con gran potencial para el pais. El objetivo principal del banco de germoplasma de

Persea americana Mill. de la Estacién Experimental Tropical Pichilingue es garantizar la
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conservacion de la diversidad genética de aguacate. En el presente estudio, se realizd
la caracterizacion molecular de las accesiones de la coleccidn, para el andlisis de la
diversidad genética. Para lo que se utilizé marcadores moleculares conocidos como

microsatélites.

Segun Botstein et al. (1980) un marcador SSR resulta altamente informativo si el
PIC es mayor a 0.5. Por lo tanto, todos los microsatélites que utilizamos en este estudio
sirven para, determinar de manera clara y dptima la diversidad genética de la especie.
Con excepcién del primer LMAV_33 que presenta una heterocigosidad esperada baja
(0.396). Lo cual no concuerda con el andlisis de Sandoval et al. (2021) donde la He
(0.81) y Ho (0.41) fueron mas altas. Posiblemente se deba a la presencia de alelos
nulos por falla del operador, ya que se contaba con una cantidad y calidad de ADN
adecuada para trabajar. También puede ser debido a que existen genomas que no
amplifican con ciertos marcadores como lo afirma Ashworth et al. (2004), Borrone et al.

(2007) y Gross-German & Viruel (2013).

Por otro lado, el cebador SHRSPa_089 es el SSR que mayor informacion nos
brinda, para determinar pardmetros de diversidad genética y caracterizar
molecularmente cada accesion. Mediante un andlisis bioinformatico, se determiné que
el marcador con mayor numero de alelos (17) es el SHRSPa_089 lo que concuerda con
el estudio de Borrone et al. (2007). El cebador con el valor de heterocigocidad mas alta
es SHRSPa_056, esto lo afirma Galindo et al. (2011), quien en su estudio compara 7
cebadores, donde SHRSPa_56 formd parte de los 4 cebadores que presentaron el

mayor grado de heterocigosidad y polimorfismo.

Para determinar los grupos genéticos de la coleccién de aguacate se realiz6 el
analisis de estructura génica. Se determiné que los individuos estan distribuidos en 2

poblaciones. Las accesiones recolectadas en la Costa conforman la poblacion 1y las
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accesiones recolectadas en la Sierra la poblacion 2. De igual forma sucede en las
investigaciones de Cafias et al. (2019) y Juma et al. (2020) en donde las muestras se
agrupan de acuerdo a su origen geografico. Al generar el dendograma se pudo observar
gue sigue un patrén de agrupamiento similar (2 poblaciones). Sin embargo, existen
accesiones que pertenecen a la misma zona geografica y estan distribuidas en distintos
nodos. Esto se justifica con en el andlisis de PCoA y genotipos duplicados, que
muestran claramente la estrecha similitud genética entre las dos poblaciones. Ademas,
el nimero de poblaciones existentes no solo depende de la procedencia de los
individuos, sino también del tamafio de muestra. Por ejemplo, en el estudio de Boza et
al. (2018) se identificaron 4 poblaciones en un nimero de 350 accesiones, a diferencia

de nuestro estudio que Unicamente se analizaron 54 accesiones.

Por otro lado, la mayoria de los clones de una accesion se agruparon en el
mismo nodo, mostrando una relacion positiva a nivel genético. Las accesiones no se
dividieron de acuerdo a su centro de origen como lo afirman Gross-German & Viruel
(2013) y Juma et al. (2020). Debido a que existe un flujo constante de germoplasma de
aguacate dentro de las regiones del pais, o que ocasioné a la generacién de

antecedentes genéticos similares en las accesiones, como lo menciona Liu et al. (2020).

En cuanto a las variedades comerciales analizadas en este estudio, todas
pertenecen a la misma poblacién, a excepcion de la variedad quintal. El porcentaje de
parentesco entre ellas (Carmen, Choquete, Long hass y Lorena) es del 50% al 60%.
Debido a que, segun Amortegui et al. (2001) y Salazar et al. (1971), son cultivares
hibridos provenientes de programas de mejoramiento entre las razas guatemalteca y
antillana. Estas razas estan estrechamente relacionadas entre si. De la misma forma, se
justifica la pertenencia de las accesiones 12, 13, 14, 24, 25, 26, 28 y 29 a la poblacion 2.

Dado a que corresponden a las variedades: Farchild, Collinred, Cooke, Collison,
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Simpson, Choquette y Booth que también son hibridos entre las razas guatemalteca y

antillana.

La poca diversidad genética entre poblaciones de la coleccién de Persea
americana Mill, se muestra con los indices de fijacion (Fst: 0.014, Fis:0.38 y Fit:0.39).
Estos valores positivos y cercanos a cero nos indican el bajo nivel de estructura o
aislamiento genético que existe entre las dos poblaciones, del mismo modo que sucede
en los estudios de Cafias et al. (2019) y Ruiz et al. (2020). Al comparar los valores Fis 'y
Fit podemos determinar que la variacion genética intrapoblacional es mayor que la
variacion a nivel interpoblacional. Lo que concuerda con el analisis AMOVA e indica el
flujo de materiales entre las poblaciones analizadas. Sin embargo, a nivel global el
97.44 % de déficit de heterocigosidad se debe a que los individuos en cada poblacién,
comparten alelos entre ellos y han ido acumulando frecuencias alélicas similares.
Posiblemente causado por patrones complejos de reproduccién sexual, seleccion de

idiotipos o adaptabilidad de los arboles (Juma et al., 2020; Sandoval et al., 2021).

Con el analisis de la diversidad genética de la coleccion de aguacate de la EET
Pichilingue, se evidencia la necesidad de recolectar accesiones nativas y no
comerciales, para garantizar que el pool genético dentro de la coleccién crezca. Y de
esta manera poder tener una alta diversidad genética. Para que, en un futuro, la
estacion disponga de material util que sirvan a programas de fitomejoramiento y a su

vez ser un centro de acopio para la conservacion de la biodiversidad de la especie.

Capitulo 5: Conclusiones

Los marcadores utilizados en este estudio, nos permiten analizar de manera

Optima y eficiente la diversidad genética existente entre individuos. Puesto que, son
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altamente polimoérficos e informativos y nos ayudan a establecer las relaciones

genéticas.

Todas las accesiones de la coleccién del banco de germoplasma presentan por
lo menos un alelo privado y frecuencias alélicas bajas, por lo que definir genotipos que
abarquen un grupo de accesiones no es viable debido al alto grado de hibridacién que

posee la especie de aguacate.

Existen dos conglomerados bien definidos, pero la distancia genética entre ellos

es muy baja, a causa de que comparten alelos entre si.

A nivel estructural de la coleccion se puede determinar que a excepcion de las

accesiones 45,30 y 49 todos los individuos de una accesién son clones.

La diversidad genética a nivel global de la poblacién es baja, dado que la
heterocigosidad observada se desvia de manera evidente de la heterocigosidad

esperada. Sin embargo, entre accesiones existe una variabilidad genética alta.

Capitulo 6: Recomendaciones

Debido a que el material genético de aguacate que se tiene en el banco de
germoplasma, es la base de los programas de mejoramiento. Comprender y preservar
la diversidad genética es de suma importancia, por lo tanto, se recomienda ampliar el
namero de marcadores utilizados para aumentar la informacion genética que se tiene de

las accesiones y de esta forma reforzar la informacién obtenida en este estudio.

Se recomienda que haya la inclusién de nuevos materiales genéticos en la
coleccién, previamente caracterizados molecularmente para garantizar una variabilidad

genética entre individuos.
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