CARACTERIZACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DEL
AGUACATE (Persea americana Mill.) DE LOS VALLES
INTERANDINOS DEL ECUADOR.

Ponce, L. Morillo, E*. Viera, W?. Jadan, M3. Romero, P*.
RESUMEN

El aguacate (Persea americana M.) debido a sus valiosas caracteristicas como sabor, alto rendimiento,
calidad y demanda se ha convertido en un producto con alto interés. Por esta razon, en la presente
investigacion se realizd un estudio de la variabilidad genética en este frutal. Se caracteriz6 molecularmente
18 muestras de aguacate de tipo Nacional recolectadas en los valles Interandinos del Sur del Ecuador y 182
de la coleccion de trabajo de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias, determinandose la diversidad y estructura genética. Ademas,
se efectud el analisis global con 48 materiales de tipo Nacional de los Valles del Centro-Norte. Se utilizé
10 microsatélites mediante la técnica M13-Tailing. Las muestras fueron genotipadas en el analizador de
ADN LI-COR 4300.

Se determind la falta de estructura genética en aguacate con el analisis de similitud UPGMA y un
andlisis de coordenadas principales PCO. El analisis global revel6 que las colectas de materiales de tipo
Nacional en 6 provincias de los Valles Interandinos del Ecuador, muestran una diferencia genética de 4%,
mientras que en comparacion con los materiales introducidos de la coleccidn de trabajo del INIAP presentan
una diferencia genética del 17%.

provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha,
Tungurahua, Azuay y Loja (Vasquez & Viteri,

INTRODUCCION 2012). Casi la totalidad de la produccion

En Ecuador, la produccion de aguacate (Persea
americana M.) ha dejado de ser un cultivo de
produccién netamente nacional para convertirse
en un producto con alto potencial de exportacion
(CORPEI, 2009) debido a sus valiosas
caracteristicas, como son sabor, alto rendimiento,
calidad y capacidad de produccién en todo el afio
(Silva & Sanchez, 2009). Las zonas productoras
en los Valles Interandinos se encuentran en las

ecuatoriana tiene como destino Colombia, que el
2005 capté el 93.27% del total exportado,
mientras que Estados Unidos es el segundo
destino para la exportaciébn con un mercado
inferior (6.62%) y finalmente, Italia y Espafia con
0.10 y 0.01% respectivamente, completan el
portafolio de destinos de  exportacion del
aguacate por parte de Ecuador (Silva & Sanchez,
2009).
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Actualmente se tiene una creciente preocupacion
por la conservacion de la diversidad biologica y
la sustentabilidad agricola, por lo tanto, la
preservacion y utilizacion de los recursos
fitogenéticos han sido aspectos importantes para
mantener esta diversidad. En el Ecuador existe
una buena variedad de cultivares de aguacate
(nacionales y comerciales), que podria ser
aprovechados para realizar seleccion en cuanto a
tolerancia en varios aspectos fitosanitarios y de
calidad de fruta. Sin embargo la deforestacion y
los cambios de copa, estdn causando erosion
genética adicionalmente a la influencia de nuevas
variedades  (Vasquez, 2012. Comunicacion
personal). En las Gltimas décadas en los huertos
de la sierra ecuatoriana, los cultivares Nacionales
han sido remplazados por variedades comerciales
de mayor rendimiento, como el cultivar Hass y
Fuerte/Guatemalteco debido a su alta demanda en
el mercado nacional e internacional. La
produccion de dichos cultivares comerciales ha
aumentado de 0 ha a 500 ha aproximadamente los
ltimos 4 afios (Vasquez, 2012. Comunicacién
personal).

Esta variabilidad existente en las
plantaciones de aguacate se debe a que son
monoico hermafrodita dicogdmicos, es decir,
posee flores macho y hembra a la vez pero no
maduran al mismo tiempo. Cada flor se abre en
diferente estado, los O6rganos femeninos y
masculinos son funcionales en diferentes
tiempos, de manera que no pueden fecundarse a
si mismas (Food and Agriculture Organization of
the United Nations (F.A.O), 1990). Por esta
razon, es necesario que tengan cerca otro aguacate
de una variedad distinta, cuyas floraciones no
coincidan, sino que sean complementarias. El uno
un dia florece como hembra y el otro como
macho, de esta manera no hay autofecundacion y
el intercambio genético se produce por
fecundacion cruzada (Vasquez, Rodas, &
Gonzalo, 2005).

Las relaciones genéticas del aguacate han sido
analizadas con diversos marcadores moleculares:
RFLPs (Furier, Cummings, & Clegg, 1990),
minisatélites 'y  microsatélites  (Ashworth,
Kobayashi, De la Cruz, & Clegg, 2004); (Schnell,
Brown, & Olano, 2003) y RAPDs (Fielder,
Buffer, & Bangerth, 1998). Estos estudios han

mostrado una complejidad genética, debido a que
el aguacate al ser una especie con polinizacion
abierta facilita la segregacién genética y por ende
una gran variabilidad (Sanchez, 1999), a su vez la
seleccién y los multiples cruzamientos entre las
distintas variedades no han permitido la
formacion de grupos definidos con material
genético semejante sino que las diferencias entre
estos sean mayores. (Galindo & Milagro, 2011).

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron (50 gr) hojas jovenes de cada arbol,
de 20 materiales de la zona austral de Ecuador
(los mismos que fueron colectados para la
conservacion en el banco de germoplasma del
INIAP) y de 214 arboles de los 32 ecotipos
presentes en coleccion de trabajo de aguacate de
la Granja Experimental Tumbaco.

Las hojas jovenes de aguacate fueron recolectadas
con pinzas y tijeras previamente desinfectadas
con alcohol 75%. Se guardaron y deshidrataron en
fundas plésticas Ziploc con silica gel (100
gramos).

La caracterizacion molecular se realiz6 en el
laboratorio de biologia molecular  del
Departamento Nacional de Biotecnologia en la
Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del
Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias. Para la extraccion del ADN a
partir de las muestras secas, se utilizé el protocolo
de extraccion de ADN de Ferreira & Grattapaglia
(1998), modificado por Morillo & Mifio (2011).
La integridad del ADN extraido se evalud por
electroforesis en geles de agarosa al 1 %, y se
visualiz6 en un transiluminador ultravioleta. La
cuantificacion del ADN se realizd en el
espectrofotometro  Epoch™ de BioTek. Las
muestras de ADN se diluyeron a 5 ng/uL, para la
amplificacion del ADN. Para la validacion se
empleo el primer AV1 (Ashwort et al., 2004), con
el coctel de reaccion de PCR detallado en la tabla
1.1, utilizando el programa de la tabla 1.2 en el
termociclador PTC-200.



Tabla 1.1: Coctel de amplificacion de PCR de
microsatélites empleado para el
proceso de validacion (Morillo &

Mifio, 2011)

Reactivo Volumen
DNA (5 ng/ul) 2,00 pl
MgCI2 (25 mM) 0,60 pl
Buffer Gotaq (5X) 1,50 pl
dNTP's (5 mM) 0,38 pl

Primers F (10 uM) 0,375 ul

Primer R (10 uM) 0,375 ul
Taq polimerasa 5 U/ul 0,10 pl
Agua ultrapura 2,17 pl
Total 7,5l

Tabla 1.2: Programa de amplificacién utilizado
en el termociclador (Morillo &

Mifio, 2011).
Temetz:ratura Tiempo
Ciclo inicial
de 94 5 min
denaturacion
Dena}tu_racmn 94 45 seg
ciclica
Anillamiento De ac_uerdo 1 min .30
al primer ciclos
Elongacion 72 2 min
ciclica
Ciclo flna_.|, de 79 7 min
elongacion
Estabilizacion 10 5 min

Tabla 1.3: Coctel para amplificacion de
microsatélites-M13  individuales
(Morillo & Mifio, 2011)

Para la amplificacion de todas las muestras con
los 10 primer con el método M13-tailing los
cuales fueron reportados por Ashworth et al.
(2004), se utilizo6 el coctel de reaccion para PCR
que se detalla en la tabla 1.3, utilizando el
programa de la tabla 1.5 en el termociclador PTC-
200.

Reactivo Volumen

DNA (5 ng/ul) 2,00 pl
MgCI2 (25 mM) 0,50 pl
Buffer Gotaq (5X) 1,00 pl
dNTP’s (5 mM) 0,20 pl
M13 -700/800 (1 uM) 0,80 pl
Primers F-M13 (1 uM) 0,05 pl
Primer R (10 uM) 0,08 pl
Taq polimerasa 5 U/pl 0,05 pl
Agua ultrapura 0,32 pl
Volumen final 5,00 pl

Tabla 1.3: Programa de amplificacion con
microsatélites mediante la técnica
M-13 tailing (Morillo & Mifio,

Tempoeéatura Tiempo
Ciclo |n|C|§I,de 94 2 min
denaturacion
Denaturacion 95 4 min
Dene}tu_ramon 95 1 min
ciclica
Anillamiento 50-68 2 min
Elongacion 72 2 min
ciclica
Ciclo flna_lllde 7 10 min
elongacion
Estabilizacion 4 min
2011)

Para el genotipaje primero se cre6 un proyecto en
el software SAGA-GT Microsatellite llamado
Aguacate, en este se detalld la informacion de
cada primer como la talla, el canal en el que
amplifican (700-800 nm), el rango del tamafio de
bandas, los duplex formados y se ubicé de

25
ciclos



antemano la posicion que tuvo cada pocillo del
gel con la muestra de aguacate.

El gel de acrilamida compuesto de 20 ml de KB
Gel Matriz Plus 6.5%, 150 ul de APS (Persulfato
de amonio) al 10 % y 15 pl de Temmed
(Tetramethylethylene- dianime al 99%) se coloc6
entre las placas de vidrio del LI-COR 4300 y se
ubicé el peine, después de 1 hora de
polimerizacién del gel se coloco en el LI- COR
4300 con el buffer TBE 1X (Tris-Borate-EDTA)
KB Plus LI-COR. Antes de empezar a cargar se
realizd una pre-corrida de 25 min a 1500 V para
enfocar el focus del laser a 700 y 800 nm. Por
altimo se cargd 0.8 pl de los productos
amplificados los cuales fueron previamente
diluidos con Blue Stop Solution LI-COR en una
relacion 1:1 y denaturados a 94 °C por 5 min, se
inici6 la corrida a 1500 V por 1 hora y media. El
marcador de peso molecular que se utilizé fue el
IRDye 30-350 bp.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los andlisis de diversidad genética revelaron un
total 110 alelos en los 10 locus, con un promedio
de 11 alelos/locus. El locus AV5 fue el mas
polimoérfico. El PIC reportado fue de 0,73, la
heterocigosidad esperada de 0,77 y la
Heterocigosidad observada de 0,65, siendo
indicadores de la alta diversidad genética.

La heterocigosidad observada (HO) para los
materiales  caracterizados de los valles
interandinos del centro-sur fue de 0,64 mientras
que la heterocigosis esperada (He) fue de 0,74;
resultados que concuerdan con los datos
obtenidos de la caracterizacion de los valles
interandinos del centro-norte (Urgilez, 2012); en
el cual se obtuvo una heterocigosidad observada
de 0.65 y una heterocigosidad esperada de 0.77;
valores que nos indican una alta diversidad
genética entre las muestras de aguacate, y de lo
cual podemos decir que existe mayor variabilidad
en los valles interandinos del norte, debido a que
se colecto en mas provincias (Carchi, Imbabura,
Pichincha y Tungurahua), respecto al centro-sur
(Azuay, Pichincha y Loja).

El contenido de informacion polimérfica (PIC)
promedio para los 10 marcadores microsatélites
utilizados fue de 0.70, este valor depende del
nimero de alelos para ese locus y de sus
frecuencias, el wvalor promedio para la
caracterizacion de los valles interandinos del
centro-norte fue de 0,73. El locus con mayor
polimorfismo tanto para el centro-norte como
para el centro-sur fue el AV2 con un valor de
0,90; mientras que en el presente estudio el Locus
AV10 no fue muy informativo presentando un
PIC 0.37, para el estudio de diversidad genética
del norte el locus AV4 con un PIC de 0.52 fue el
menor valor. Los locus con un PIC mayor 0,5
revela que existe heterocigosidad, y estos locus
son muy polimérficos e informativos para
detectar variabilidad genética.

De acuerdo al andlisis de agrupamiento UPGMA
detallado por cultivares podemos decir que
debido a la polinizacion cruzada que posee el
aguacate no se estructuraron genéticamente
(Figura 1.1), es decir no se conformaron grupos
claramente definidos pero se puede observar que
los materiales colectados (AG) se agrupan con los
materiales nacionales (origen mexicano); por lo
cual se puede deducir que los arboles colectados
son materiales nacionales. Asworth y Clegg
(2003) citado por (Galindo & Milagro (2011)
mencionan que debido a la gran variabilidad
fenotipica y a los hibridos entre las diferentes
variedades de aguacate, la identificacion de
genotipos mediante microsatélites ha resultado
ambigua, por lo que ha sido dificil designar la
composicién racial.

De acuerdo con Ashworth y Clegg (2003), las
condiciones de agrupamiento de los materiales de
aguacate, se explica por la complejidad del estado
hibrido de los aguacates, debida a la hibridacién
de la especie de los diferentes ecotipos raciales, la
domesticacion del mismo (Galindo & Milagro,
2011), la dicogamia y el flujo genético; lo que ha
dado como resultado una gran diversidad de
genotipos, visible por los individuos de esta
investigacion.



Figura 1.1: El dendograma formado a partir de la matriz de distancia de Jaccard las diferentes variedades
de aguacate obtenido del software PowerMarker, en color verde se distinguen los dos

grupos formados.

En la figura 3.21 se representa el andlisis de
coordenadas principales de la coleccion, donde se
puede distinguir que los materiales de tipo
Nacional colectados estan agrupados en la
coordenada 1, mientras que los materiales de la
coleccién de trabajo con materiales introducidos,
gue se encuentra en Pichincha (Granja
Experimental Tumbaco - INIAP), se encuentran
formando un pool genético con la mayor parte de
la diversidad genética.

En andlisis de componentes principales global de
las 6 provincias de los valles interandinos se
distingue un agrupamiento de las provincias
donde se realizo las colectas de materiales de tipo
Nacional, mientras que los materiales que se
encuentran en la coleccién de germoplasma de
aguacate del INIAP (Pichincha) difieren de los
colectados, esto es debido a que en la coleccion se
encuentran materiales introducidos, los cuales
difieren genéticamente (Figura 1.2).
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Figura 1.1: Analisis de conglomerados por provincias

La identificacion de las localidades es
atil  para desarrollar los programas de
mejoramiento genético y manejo de recursos
genéticos. Las poblaciones que mostraron el
mayor distanciamiento genético fueron Pichincha
y Tungurahua, considerandose candidatas
convenientes en cruzas dirigidas.

Tabla 1.1: Resultados del a

Suma de

Los datos obtenidos del AMOVA se
resumen en la tabla 3.15 mostrando una
diferenciacion de 17% procedentes de las
diferentes provincias, y el 83% de la variacion
observada entre individuos (Figura 3.22). Estos
resultados se deben a las diferencias genéticas que
hay en la coleccion de trabajo de aguacate debido
a materiales introducidos de otros paises.

nalisis molecular de varianza global

Componentes % de variacion

Origen gl cuadrados de la varianza Est. Var. genética
Entre provincias 5 201.188 40.238 1.806 17%
En las provincias 242 2204.606 9.110 9.110 83%
Total 247 2405.794 10.916 100%

CONCLUSIONES

La caracterizacion molecular de 200 muestras de
aguacate mediante la utilizacion de diez
microsatélites, revel6 una riqueza alélica de 111
locus de lo que se obtiene un promedio de 11
alelos/locus.

La diversidad genética o heterocigosidad
esperada 0.74, indican que los microsatélites
seleccionados forman un conjunto de gran

utilidad informativa para la caracterizacion de
germoplasma de aguacate.

El AMOVA para los materiales colectados de tipo
Nacional de la region Centro-Norte y Sur dieron
un 4% de variabilidad genética. Por otro lado
AMOVA el valor de variacién entre provincias
fue del 17% siendo este un valor alto, por lo tanto
la diversidad genética del aguacate es debida a los



31 ecotipos presentes en la Coleccion de trabajo
de la Granja Experimental Tumbaco.

El anélisis de similitud para la elaboracion del
dendograma UPGMA detecto la presencia de
duplicados (clones) en la coleccién de trabajo de
aguacate de la Granja Experimental Tumbaco del
INIAP, los cuales son materiales injertos de la
misma planta.
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