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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 realizé un estudio de
la variabilidad genética en este frutal. Se caracterizO molecularmente 18
muestras de aguacate de tipo Nacional recolectadas en los Valles Interandinos
del Austro Ecuatoriano y 182 de la coleccién de trabajo de aguacate de la Granja
Experimental Tumbaco perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias, determinandose la diversidad y estructura genética.
Adicionalmente, se efectud el andlisis global con 48 materiales de tipo Nacional
de los Valles del Centro-Norte. Se utiliz6 10 microsatélites mediante la técnica
M13-Tailing. Las muestras fueron genotipadas en el analizador de ADN LI-COR
4300. Ademas, se caracterizaron morfolégicamente 32 ecotipos de aguacate de
la coleccion de germoplasma del INIAP. 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 méas polimérfico. EI 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. El analisis de similitud UPGMA
y el andlisis de coordenadas principales PCO determinaron la falta de estructura
genética en las muestras estudiadas. 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 coleccion de trabajo del INIAP presentan
una diferencia genética del 17%. La identificacion de las localidades es util para
desarrollar los programas de mejoramiento y manejo de recursos genéticos. Las
poblaciones que mostraron el mayor distanciamiento genético fueron Pichincha
y Tungurahua, considerandose candidatas convenientes para realizar cruzas

dirigidas.

Palabras clave: Aguacate, microsatélites, variabilidad, molecular, morfoldgico.
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ABSTRACT

Because of its valuable characteristics such as flavor, high yield, quality and
demand, avocado (Persea americana M.) has become a product with high
interest for the agriculture sector. A study of genetic variability in this fruit was
done in this research. It was carried out a molecular characterization of 18
samples of avocado “National”’, which were collected in the Austro, and 182
avocado trees from the working collection of Tumbaco (INIAP), determining the
genetic diversity and structure. Additionally, a global analysis was performed with
48 materials of avocado “National” from the north and central valleys. Ten
microsatellites was used using by the M13- Tailing technique. The samples were
genotyped using the DNA analyzer LI-COR 4300. Moreover, 32 avocado
ecotypes from the working collection of INIAP were characterized
morphologically. Genetic diversity analysis revealed a total 110 alleles in the 10
locus, showing an average of 11 alleles/locus. The locus AV5 was the most
polymorphic. The PIC reported was 0.73, the expected heterozygosity was 0,77
and the observed heterozygosity was 0.65, being indicators of high genetic
diversity. The UPGMA similarity analysis and the principal coordinate analysis
(PCO) identified the lack of genetic structure in the samples studied. The global
analysis revealed that the samples of avocado “National” showed a genetic
difference of 4% in 6 provinces from the Andean valleys of Ecuador; while
compared to the introduced materials from INIAP’s working collection have a
genetic difference of 17%. The identification of the locations is useful for
developing breeding programs and genetic resource management. The
populations which showed the highest genetic distance were Pichincha and

Tungurahua, being good candidates to carry out breeding crosses.

Key words: Avocado, microsatellites, genetic diversity, molecular,
morphologica.
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CAPITULO |

CARACTERIZACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE
AGUACATE (PESEA AMERICANA MILL.) DE LOS VALLES
INTERANDINOS DEL ECUADOR

1.1 Formulacion del problema

En Ecuador, la produccién de aguacate (Persea americana M.) ha
dejado de ser un cultivo de produccidén 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 produccion en todo el afio (Silva & Sanchez, 2009). Las zonas productoras
en los Valles Interandinos se encuentran en las provincias de Carchi, Imbabura,
Pichincha, Tungurahua, Azuay y Loja (Vasquez & Viteri, 2012). Casi la totalidad
de la produccién ecuatoriana tiene como destino Colombia, que el 2005 capto el
93.27% del total exportado, mientras que Estados Unidos es el segundo destino
para la exportaciéon 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).

Andrade (citado por Redaccion Uno, 2010) menciona que el aguacate
de tipo nacional no es demandado en los mercados, lo que esta provocando la
disminucién de este cultivo y por ende su origen genético, como resultado la
perdida de una fuente potencial de posibles genes de resistencia a plagas y
enfermedades, de ahi la gran importancia de actividades de exploracion, colecta,
conservacion, evaluacion de genotipos en peligro de extincion y programas de
mantenimiento de germoplasma (Larios, et al., 2011); de no hacerlo
probablemente se corre el riesgo de perder dichos genes con caracteristicas
sobresalientes, y que suceda lo mismo que con P. theobromifolia, que

practicamente ha desaparecido en el Ecuador (Gentry, 1979).



Actualmente se tiene una creciente preocupacion por la conservacion de
la diversidad biolégica y la sustentabilidad agricola, por lo tanto, la preservacién
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, estan
causando erosion genética adicionalmente a la influencia de nuevas variedades
(Vasquez, comunicacion personal, 2012). 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 Gltimos 4 afios (Vasquez, 2012).

De acuerdo a Vasquez (2012), en los Valles Interandinos de la zona
centro y norte, se puede decir que existe mayor erosién genética, por cuanto
existe mayor superficie de huertos comerciales de aguacate. Mientras que en los
valles de la Sierra sur (Austro), se asume gue tienen una menor erosion debido
a la menor area de huertos comerciales. Sin embargo, se ha demostrado que
todavia existe gran variabilidad genética en las plantaciones de aguacate en los
valles del centro y norte de la Serrania de Ecuador, donde se realiz6é la
caracterizacion molecular de 57 materiales nacionales mediante la utilizacién de
diez microsatélites, revelandose una riqueza alélica de 10,7 alelos/locus y un
valor de contenido de informacién polimérfica (PIC) de 0,73; demostrando un
gran polimorfismo y diversidad genética en las muestras de aguacate analizadas
(Urgilez, comunicacién personal, 2012).

La variabilidad proveniente de los procesos evolutivos se almacena en
el genoma, es decir, entre los miembros de la poblacion que conforman la
especie y puede 0 no expresarse en caracteristicas fenotipicas que permitan ser
identificadas (Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI), 2003).

Los procesos fisioldgicos del aguacate como en cualquier ser vivo estan



determinados, por su cédigo genético y el ambiente en el cual se desarrolla (Lira,
2003).

Esta variabilidad existente en las plantaciones de aguacate se debe a
que son monoico hermafrodita dicogamicos, 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 autofecundacién y
el intercambio genético se produce por fecundacion cruzada (Vasquez, Rodas,
& Gonzalo, 2005).

Las relaciones filogenéticas del aguacate han sido estudiadas 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 segregacion
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).

El uso de marcadores moleculares microsatélites ha demostrado ser
eficientes para caracterizar la variabilidad genética de aguacate. Ademas, han
demostrado una facil deteccion por medio de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y una alta reproducibilidad. Debido a su codominancia, y al
alto grado de polimorfismo, estos microsatélites son apropiados para analizar la

diversidad genética de aguacate con los cuales se pudo identificar



heterocigosidad en las muestras de aguacate, y distancias genéticas entre los
diferentes cultivares de este frutal (Urgilez, 2012).

1.2 Justificacion

Debido a que el cultivo del aguacate es econdmicamente rentable y
representa Optimas perspectivas de desarrollo agronomico para el pais, la
finalidad de este proyecto es determinar la variabilidad genética del aguacate,
con el uso de microsatélites. La informacion obtenida permitira la identificacion,
clasificacion y aprovechamiento de la diversidad genética existente en los
genomas de las plantas de aguacate que sera implementada en programas del

mejoramiento genético, asi como para manejo agrondomico de este frutal.

La informacion obtenida permitird determinar si los cultivares de
aguacate de los Valles de la Sierra Ecuatoriana aportan diversidad genética ya
gue en estudios anteriores se pudo comprobar que los cultivares de aguacate de
los Valles Interandinos del centro y norte del Ecuador presentan una gran
variabilidad, por esta razén se pretende completar la caracterizacién y realizar
un analisis global de diversidad genética de aguacate del Ecuador, en
consecuencia, se podra concluir el estudio de la variabilidad genética, con los
materiales nacionales que fueron colectados en el Austro y los materiales
nacionales e introducidos de la coleccién de trabajo de la Granja Experimental
Tumbaco. Esta investigacion a su vez se orienta a la eliminacién de duplicados
de la coleccion de trabajo de la Granja Experimental Tumbaco por medio de la
caracterizacion molecular, lo que permitira formar una coleccion de trabajo

ndcleo que represente toda la variabilidad, para su conservacion y uso.

La clasificacién y conservacion del germoplasma vegetal debe verse
como una actividad que permite preservar este patrimonio nacional de
biodiversidad, lo cual requiere de un esfuerzo importante para conservar los
genotipos de plantas cultivadas y silvestres que actualmente son amenazadas al
ser sustituidas por variedades mejoradas (Gutiérrez, Martinez, Gracia, &
Iracheta, 2009).



1.3 Objetivos de la investigacién

1.3.1 Objetivo general

Caracterizar la variabilidad genética de aguacate de los Valles

Interandinos del Ecuador.

1.3.2 Objetivos especificos

- Colectar materiales de aguacate faltantes (Persea americana) tipo
nacional.

- Caracterizar molecularmente las accesiones de aguacate colectadas en
el Austro Ecuatoriano.

- Caracterizar molecularmente y morfol6gicamente la coleccién de trabajo
de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco.

- Realizar un analisis global de diversidad genética de los valles

interandinos del sur y del norte del Ecuador.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.) es un frutal cuyo nombre en México
proviene de la palabra nativa "aoacatl" o "ahuacatl" y se lo conoce con otros
nombres como "palta” en Latinoamérica, "avocado” en inglés, "evocatier" en

francés y "abacate" en portugués (Silva & Sanchez, 2009).

1.4.2 Origen y distribucién del aguacate

Smith (1969) citado por (Vizcaino, 2011) menciona que el aguacate tiene
como su centro de origen a Ameérica en las partes altas del centro y este de
México, y partes altas de Guatemala. Debido a estudios y pruebas arqueolégicas

encontradas con una antigiedad de 12.000 afos, se ha determinado



especificamente a en Tehuacan (Puebla, México) como su centro de origen
(CORPOICA, 2008).

Su distribucion natural va desde México hasta Peru, pasando por Centro
América, Colombia, Venezuela y Ecuador (CORPOICA, 2008).

1.4.3 Produccién mundial

En el continente Asiético, Indonesia es el principal productor de
aguacate, en Africa lo es Sudafrica, estos continentes contribuyen entre un 15
y 17% de la superficie cultivada a nivel mundial respectivamente. En América,
los principales paises productores y exportadores son México, Estados Unidos
y Chile. Otros paises productores importantes son Israel, Espafia y Sudéfrica
(IICA, 2007).

Segun los datos de la Organizacién de las naciones unidas para la
alimentacion y la agricultura, 2012, México es el mayor productor mundial de
aguacate, manteniendo un 33% de la produccion total (1.022 millones de TM).
El siguiente productor mas grande es Indonesia, con el 8% (264 mil TM). Estados
Unidos y Colombia presentan el 7% y 6% de la produccion total mundial
respectivamente. Seguido por la Republica Dominicana con una participacion del
4% de la produccion (114 mil TM).

1.4.4 El aguacate en el Ecuador

El Ecuador es uno de los paises mas ricos a nivel mundial en flora, fauna
y productos agricolas. En los ultimos afios se ha registrado un aumento en la
demanda internacional del aguacate ecuatoriano (Figura 1.1), por su sabor,
textura, calidad y las propiedades nutricionales, que han cautivado a
innumerables consumidores de varios paises, como Colombia, Francia y Rusia
(CORPEI, 2009).
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Figura 1.1: Evolucién de las exportaciones ecuatorianas de aguacate en los
ultimos afos

1.4.5 Taxonomia

El aguacate tiene la siguiente clasificacién taxonémica (IICA, 2007):

Reino: Vegetal

Division: Spermatophyta
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Dipétala

Orden: Ranales

Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: Persea americana Mill.



1.4.6 Descripcion morfologica del arbol del aguacate

Los &rboles de aguacate (Figura 1.2) son comunmente vigorosos y de
gran altura, pudiendo alcanzar hasta 30 m de en condiciones naturales (IICA,
2007), presentan una amplia copa, cuyo diametro puede sobrepasar 25 m en un
arbol de 5 a 6 afos (Diaz, 1997), presentan una amplia copa que puede variar
de densa y simétrica a vertical y asimétrica (Crane, Balerdi, & Maguire, 2006).
Es una arbol polimadrfico, con diferentes formas entre las cuales estan columnar,

piramidal, obovado, rectangular, circular, semicircular, semieliptico e irregular
(CORPOICA, 2008).

Figura 1.2: Arbol de aguacate

1.4.6.1 Raiz

La raiz principal es pivotante, muy ramificada y de distribucion radial. Las
raices secundarias y terciarias se distribuyen superficialmente, en los primeros
60 cm, aunque la raiz principal puede superar 1,0 m de profundidad. Posee un
sistema radicular relativamente superficial (Montafiez, 2009) (Figura 1.3).



Fuente: (CORPOICA, 2008)

Figura 1.3: Raiz de aguacate
1.4.6.2 Tallo
Los arboles de aguacate poseen tallos gruesos cilindrico, erecto, lefioso,

ramificado, con una corteza aspera y con ramificaciones vigorosas extendidas
(IICA, 2007) de forma globosa y acampanada (CORPOICA, 2008) (Figura 1.4)

Figura 1.4: Tallo cilindrico del arbol de aguacate

1.4.6.3 Hojas

Las hojas del aguacate son perenne, pecioladas y alternas (Figura 1.5).
Su forma es diversa, entre las cuales estan ovada, obovada, obovada angosta,



oval, redondeada, cordiforme, lanceolada, oblonga y oblongo-lanceolada. Su
margen puede ser entero u ondulado; la base puede ser aguda, obtusa o
truncada; la forma del apice puede ser muy agudo, agudo, intermedio, obtuso o
muy obtuso, con unas dimensiones de 8 a 40 cm de longitud y de 3 a 10 cm de

ancho aproximadamente (IPGRI, 2003).

Figura 1.5: Hojas de aguacate

1.4.6.4 Flores

Son flores pequefias, agrupadas en una panicula, hermafroditas,
pubescentes con pedicelos cortos (Figura 1.6). Presentan un caliz de tres
sépalos y una corola tripétala, con 12 estambres, nueve funcionales y tres
estaminoides; el pistilo posee un solo carpelo y el ovario un solo évulo. Su color
puede ser crema, amarillo, verde, café o rojo. Las flores permanecen en el arbol

dos dias aproximadamente, antes de ser fecundadas o caer (CORPOICA, 2008).

Figura 1.6: Flores de aguacate
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1.4.6.5 Fruto

El fruto es una baya (Figura 1.7) que presenta varias formas como
oblata, esferoide, esferoide alto, elipsoide, obovado angosto, obovado, piriforme,
claviforme o romboide. Cuando este estd maduro el color de la cascara puede
ser verde, verde claro, verde oscuro, amarillo, anaranjado claro, rojo, parpura o
negro, la misma que puede ser muy lisa, papilada, muy papilada. El color de la
pulpa puede ser marfil, amarillo, amarillo claro, amarillo intenso, verde claro,
verde (IPGRI, 2003).

El peso de los frutos de aguacate al ser este muy polimérfico puede
variar entre los 100 gramos en variedades con frutos pequefios a los 3.000
gramos en variedades con frutos muy grandes. El habito de fructificacién puede
ser de frutos individuales o en racimos (CORPOICA, 2008).

Figura 1.7: Fruto de aguacate “Duke 7”

1.4.7 Valor nutritivo
Este frutal posee buenos atributos nutricionales de América al mundo,

contiene todas las vitaminas presentes en el reino vegetal (Zentmyer, 1998),
tanto vitaminas liposolubles como hidrosolubles. El aguacate es fuente
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importante de vitaminas A, C, E, tiamina (vitamina B1), calcio, hierro, magnesio,

zinc y otros minerales (Veladsquez, 2006).

1.4.8 Razas y variedades

El aguacate comprende tres grupos definidos: Raza mexicana: P.
americana var. drymifolia, Raza guatemalteca: P. nubigena var. guatemalis y
Raza antillana: P. americana var. americana. Las dos primeras son originarias
de los altiplanos mexicanos y guatemaltecos, y la Ultima de Centroamérica
(Casaca, 2005) (Figura 1.8).

Con la ayuda de marcadores moleculares se ha identificado una sola
especie de aguacate, la Persea americana, las tres razas conocidas son

subespecies o variedades botanicas de ella (Berg & Ellstrand, 1986).

A‘
X \ .
- bO ‘-\-v"
<«
sur de NUEYD LEON —nd é 0
<
Q =
CIUDAD DE MEXICO GUATEMALTECA
EL su_vmon R ANTILLANA

NICARAGUA

Fuente: (Sanchez Collin, Mijares Oviedo, Lépez, & Barrietos, 2001)

Figura 1.8: Centros de origen de las 3 razas de aguacate

Las razas de aguacate se diferencian por sus diferentes caracteristicas

morfologicas (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Diferencias morfologicas en las tres razas de aguacate

Caréacter

Raza mexicana

Raza
guatemalteca

Raza antillana

Clima
Altitud

Resistencia al
frio
Resistencia a
salinidad
Brotes jovenes
Tamarfo de las
hojas
Color de las
hojas
Olor de las
hojas
Tamafio del
fruto
Pedicelo

Céascara

Aceite
Sabor

Fibra en la

pulpa
Tiempo de flor
a fruto

1.4.8.1 Razas

148.1.1

Semitropical a

templado
Sobre 2000
msnm
Mayor

Menor

Verde pélido
Menor

Verde oscuro
Olor anis

Tendiente a
pequefio
Cilindricos de
grosor mediano

Delgada, lisay
suave

Alto contenido
A especia y por
lo general a
anis
Comun

6 a 9 meses

Raza antillana

Subtropical
Entre 1000 y 2000
msnm
Intermedia

Menor

Rojizos
Intermedio

Verde oscuro
Sin olor
Intermedio

Conico de grosor
voluminoso

Gruesa,
quebradiza 'y
rugosa
Mediano contenido
Ligeroy en
ocasiones nogada

No comun

10 a 16 meses

Tropical

Menor a 1000
msnm
Menor

Mayor

Verde palido
Mayor

Verde pélido
Sin olor

Tendiente a
grandes
Forma de cabeza
de clavo con poco
grosor, también
existen tipos con
mayor grosor
Grosor mediano,
flexible y suave

Bajo contenido
Ligeroy
frecuentemente
dulce
No comun

5 a9 meses

La raza antillana se caracteriza por sus frutos grandes, y con corteza fina

flexible, no granular, el pedicelo cilindrico en casi toda su longitud que se

13



ensancha en la union al fruto, la pulpa es baja en aceite (10%). Las hojas no son
aromaticas. El periodo entre la floracion y la recoleccion variable de 5 a 8 meses,
relativamente corto. Estos arboles presentan un tronco acanalado (Barrientos &
Lopez, 1998).

1.48.1.2 Raza guatemalteca

Su origen esta en Guatemala, se caracterizan por los fruto de tamafio
pequefio y forma redonda, con cascara gruesa (2 mm). Se cultiva en zonas que
van de 500 a 2400 msnm. El arbol es de gran tamafio, sus hojas son grandes
(15 a 18 cm de largo), de color verde oscuro y carecen de olor a anis. El peso
del fruto varia entre 125 a 1500 g, la cascara es gruesa (2 mm), de consistencia
rugosa. La pulpa es poco fibrosa y el contenido de aceite es aproximadamente
de 18 a 20% de, la semilla es de gran tamafio (Ledn, 1999).

1.48.1.3 Raza mexicana

La raza mexicana es originaria de México, se caracteriza por su resistencia a
bajas temperaturas. Se cultivan en zonas altas que van de 1500 a 2500 msnm.
Los arboles son altos con ramas delgadas. Sus hojas son verdes oscuras,
pequefias de 8 a 10 cm de largo, con intenso olor a anis. Los frutos son
piriformes, de tamafio pequefio con un peso que varia de 90 a 180 g, de cascara
delgada, lisa y suave. Su pulpa presenta alto contenido de aceite (20 a 25%) y
gran cantidad de fibra, su semilla es pequefia, puede estar adherida o suelta
(Alfonso, 2008).

1.4.8.2 Variedades
Existen mas de 500 variedades mejoradas de aguacate (IICA, 2007). De
las cuales en la coleccion de trabajo de la Granja Experimental Tumbaco del

INIAP, se encuentran 32 cultivares procedentes de Estados Unidos (Florida y

California), Honduras y Ecuador. De previas evaluaciones se ha determinado 5
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variedades con caracteristicas sobresalientes, entre los cuales tenemos a la
variedad Fuerte, Hass, DD-17, HX-48 y el hibrido 14371 (Lebdn, 1999).

1.4.8.2.1 Fuerte

Esta variedad es originaria de México y es un hibrido natural entre la
raza mexicana y guatemalteca. Este es el cultivar comercial mas importante por
la calidad de la fruta, sabor, tamafo y resistencia al transporte. Su arbol es
vigoroso de copa abierta. Tiene floracion tipo B. El fruto es piriforme, de peso
medio con un rango de 180 a 420 g, su largo varia de 10 a 12 cm, y su ancho va
de 6 a 7 cm; semilla de tamafio mediano. Su corteza es de aproximadamente 1
mm de espesor y de color verde. La pulpa carece de fibra y el contenido de aceite
oscila de 18 a 22%. El periodo de produccion en Ecuador se encuentra en los
meses de febrero a julio (Ledn, 1999).

1.4.8.2.2 Hass

Presenta una copa achaparrada. Las hojas son lanceoladas y largas.
Posee floracion tipo A. El fruto es oval o piriforme, con un peso entre 150 a 300
gramos, la cdscara es gruesa y rugosa, resistente al transporte, su color es de
color verde y en su estado de maduracion morado oscuro. Esta variedad es muy
demandada por su excelente sabor, su pulpa no posee fibra y contiene del 18 a
22% de aceite (Alfonso, 2008).

1.48.2.3 Duke 7

Es el primer portainjerto clonal comercial, de origen mexicano. Posee
una gran resistencia a salinidad, la mayor de los portainjertos de semilla
mexicanos. Tiene una tendencia a mantenerse verde en situaciones de suelos
calcareos, donde se producen grandes clorosis por deficiencias de hierro. Es un
arbol muy vigoroso, de brotacion temprana, pero posee baja tolerancia a la
pudricion radicular (Lemus, et al., 2010).
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1.4.8.2.4 Nacional

Esta variedad se caracteriza por tener un fruto pequefio, corteza
delgada, de color negro o verde oscuro brillante. Su cantidad de pulpa es escasa,
de color verde intensoy de semilla grande. Sus hojas presentan un intenso olor
aromatico (IICA), 2007).

1.4.9 Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfolégica en las plantas tiene muchas limitantes,
pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenolégicos, estas
caracteristicas solo son posible evaluarlas a nivel de toda la planta y cuando esta
llega a su estado adulto (3 afios) (IPGRI, 2003).

1.4.9.1 Descriptores morfolégicos

Un descriptor morfolégico es una caracteristica cuya expresion es facil
de medir, registrar o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o
comportamiento de una accesion. Los descriptores son aplicados en la
caracterizacion y evaluacién de las accesiones debido a que ayudan a su
diferenciacion, lo que simplifica la clasificacion, almacenamiento y uso de los
datos. Los descriptores han sido definidos para un gran niumero de especies
cultivadas. Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfolégicos y los
moleculares (IPGRI, 2003).

1.4.10 Caracterizacién molecular

La caracterizacién de la variabilidad que no es detectable por simple
observacién visual. Esta caracterizacion se denomina molecular porque se
refiere a la identificacion de productos y/o funciones internas de la célula. Todas
las técnicas de laboratorio para detectar esta variabilidad se agrupan dentro del
concepto de marcadores moleculares explicado anteriormente. Si bien ya existen

algunos métodos de andlisis de datos en proceso de desarrollo para estos tipos
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de caracterizacion las técnicas de laboratorio son relativamente recientes y estan

en continuo proceso de mejoramiento y actualizaciéon (IPGRI, 2003).

14101 Marcadores moleculares

Los marcadores bioquimicos o moleculares como isoenzimas o
fragmentos de ADN, pueden ser utilizados para caracterizar el genotipo de un
individuo a partir de muestras de células o de tejidos. Pueden utilizarse en
cualquier fase del desarrollo de la planta, siempre que sea posible obtener
suficiente cantidad de ADN (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Los marcadores moleculares revelan sitios de variacion naturales a nivel
de secuencia de ADN (Velasco, 2005).

14102 Microsatélites

Las secuencias sencillas repetidas (“SSR-Simple Sequence Repeats),
también denominadas “microsatélites” (Litt & Luty, 1989), consisten en pequefias
secuencias (“sequence motif”’) de 1 a 7 nucleotidos adyacentes repetidos (Figura
1.9). En genomas eucariontes, estas secuencias sencillas son frecuentes,
arbitrariamente distribuidas y forman loci genéticos altamente polimérficos

distribuidos a lo largo de los cromosomas. (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
El ndmero de unidades repetidas varian ampliamente entre los

organismos, hallandose hasta 50 copias o0 mas, los alelos de cada locus se

diferencian en el numero de repeticiones (Hajeer, 2000).
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Figura 1.9: Esquema muestra el polimorfismo de los microsatélites debido a las
diferencias en su longitud.

1.4.11 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena polimerasa (PCR) es un método para amplificar
secuencias de ADN in vitro (Figura 1.10), fue desarrollada en 1983 por el Doctor
Kary Mullis quien recibi6 en 1993 el Premio Nobel de Quimica por este

descubrimiento (Pérez de Castro, 2010).

La PCR utiliza secuencias de oligonucleétidos que inician la sintesis de
fragmentos de ADN de longitudes variables, no mayores de 6 Kb en promedio
(10 a 30 pares de bases de longitud) y complementarios a la secuencia
nucleotidica de los extremos del ADN blanco, los cuales estan disefiados para
hibridar en direccion contraria. EIl método implica la ejecucién de una serie
repetitiva de ciclos; la desnaturalizacion del ADN, la union del iniciador a la

cadena desnaturalizada y la sintesis, a partir del iniciador, de una doble cadena
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mediante la accién de la polimerasa (Delgado, 2006) como se muestra en la
Figura 1.10.

PCR

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

’ & =—3lw ® —g
§ == e
/ .» ] .—g\. @ E
— C—
.—-a-l

\ = - T - s » |
: . Bl %

| Desnaturalzar 2 Aliesacin del 3Euensmcee\ : l\. ) .—{

(1 Mn 8 24°C) cebader cedador
(45 Seg. a 4'C) (2Min.372'C)

[_cicioz | cicio s 3

Fuente: (Pérez de Castro, 2010)

Figura 1.10: Ciclos de una reaccion en cadena polimerasa

1.4.12 Analizador de ADN LI-COR 4300

Esta técnica sirve para el “screenig” o deteccién rapida de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPs), inserciones, delecciones o variaciones del tamafio
de los microsatélites, bien en poblaciones con mutaciones inducidas (tilling) o
naturales (ecotilling). El analizador de ADN LI-COR 4300 es capaz de detectar
el polimorfismo y de localizar su posicion de forma aproximada (Figura 1.11),
pero no determina qué base o bases se han modificado. Para obtener dicha
informacion seria necesaria la secuenciacién posterior del polimorfismo
(Universidad de Leon, 2010).
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Figura 1.11: llustracion de la deteccion de bandas en LI-COR 4300

1.5 Hipdtesis de investigacién

Existe variabilidad genética entre accesiones de aguacate de los valles

interandinos del Ecuador.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La presente investigacion fue realizada en el Instituto Nacional
Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en el Departamento
Nacional de Biotecnologia (DNB) bajo la tutoria del Dr. Eduardo Morillo, jefe del
departamento y con la participacion del Programa de Fruticultura - Granja
Experimental Tumbaco. El estudio fue financiado a través del proyecto
SENESCYT PT-11-EESC-034: “Fortalecimiento de la investigacion y produccion
de aguacate para la seguridad alimentaria de las familias de la sierra

ecuatoriana” y el proyecto 527-025: “Fortalecimiento Institucional” del INIAP.

2.2 Fase I: Recolecta de material vegetal

Se recolectaron muestras de varetas para la conservacion ex situ de las
accesiones colectadas en el Austro (Azuay y Loja). Ademas, se registraron los
datos pasaporte de todos los materiales colectados, siguiendo las normas
generales propuestas por el Departamento Nacional de Recursos Fitogenéticos
(DENAREF).

La recoleccion de varetas se realizé de la siguiente manera:

Se cortaron ramillas apicales de aproximadamente 30 a 35 centimetros
(cm) de longitud con presencia de brotes, las mismas seran de un grosor
aproximado de 0,5 a 1 cm. Después de cortadas las varetas se retiré las hojas
dejandoles el peciolo sin dafiar las yemas laterales y la yema terminal, esto se
realizé con el fin de evitar que la vareta se deshidrate y mantener su turgencia.
Finalmente se envolvié en papel peridédico himedo y fueron colocadas en un

termo con hielo, previamente etiquetadas (Vela, 2009).
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2.3 Fase ll: Caracterizacién molecular

2.3.1 Caracteristicas del laboratorio

La caracterizacion molecular se realizé6 en el laboratorio de biologia
molecular del Departamento Nacional de Biotecnologia en la Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC) del Instituto Nacional Autonomo de

Investigaciones Agropecuarias.

2.3.1.1 Ubicacién geografica

Provincia: Pichincha
Canton: Mejia

Parroquia: Cutuglahua
Altitud: 3058 msnm
Longitud: 78°33°14"" Oeste
Latitud: 0°22°00"" Sur

2.3.2 Recoleccién de muestras

Se tomara (50 g) 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 coleccién de trabajo de aguacate de la Granja Experimental

Tumbaco.
Las hojas jévenes de aguacate fueron recolectadas con pinzas y tijeras

previamente desinfectadas con alcohol 75%. Posteriormente se guardaron en

fundas plasticas Ziploc con silica gel (100 g).
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2.3.3 Procesamiento de muestras

Las muestras totalmente secas, al cabo de 2 dias, se colocaron en tubos
eppendorf, etiquetados correctamente con el codigo del arbol, los mismos que
fueron colocados en el molino mezclador para su maceracion y posterior

extraccion de ADN.

2.3.4 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN a partir de las muestras secas, se utilizo el
protocolo de extraccion de ADN de Ferreira & Grattapaglia (1998), modificado

por Morillo & Mifio (2011), que se detalla a continuacion.

Procedimiento:

1. Anadir 700 ul de buffer (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) a 0,05 g de tejido seco de cada material.

2. Incubar a 65 °C por 1 hora agitando cada 30 minutos.

3. Centrifugar a 1400 revoluciones por minuto (rpm) por 15 minutos.

4. Tomar el sobrenadante y afadir 699 pl de cloroformo-alcohol

isoamilico (CIA) 24:1. Homogenizar.

Centrifugar a 1400 rpm por 10 minutos.

Repetir el paso 4y 5.

Adicionar 400 pul de etanol al 90%.

© N O O

Centrifugar por 4 minutos a 1400 rpm. Si el pellet no es visible colocar

el tubo a -20 °C durante 30 minutos y centrifugar nuevamente.

9. Retirar el isopropanol y lavar dos veces con 1 ml de etanol 70% la
pastilla de ADN formada.

10. Secar en la microestufa por 30 minutos a 37 °C.

11.Resuspender el ADN en 100 ul de Tris-EDTA (TE) a temperatura

ambiente por toda la noche.
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2.3.5 Cuantificacién de ADN en gel de agarosa

Para la cuantificacion de ADN se analizo por electroforesis en geles de
agarosa 1% en tampdn Tris-acetato-EDTA 1X (TAE), utilizando estandar ADN
Low Mass Ladder (N0.10068-013 INVITROGEN). El proceso se detalla a

continuacion:

Cuantificacion de ADN en geles de agarosa:

1. Ensamblar la cubeta de electroforesis.

2. Preparar el gel de agarosa al 1%.

w

Preparar las muestras a cuantificar en Parafilm: Mezclar 4 pul de DNA
a cuantificar y 1 pl de bluejuice.

Cargar 2 pl en los pocillos del gel de agarosa.

Cargar en el primer pozo del gel 2 pl de DNA Low Mass Ladder.
Correr a 100 V por 30 minutos.

A A

Colocar en la camara UV, focalizar la imagen e imprimir en papel
térmico.

8. Cuantificar la concentracion de ADN en ng/pl comparando la
intensidad de sus bandas con relacion a las del marcador molecular
(Morillo & Mifio, 2011).

2.3.6 Cuantificacion de ADN en el espectrofotometro para microplacas
Epoch™ de BioTek.

Se colocé 2 yL de ADN de cada muestra a cuantificar en la placa Take3
del espectrofémetro Epoch, la cual consta de 16 pocillos, en 2 se colocara el
blanco (agua ultrapura) y en los 14 restantes las muestras, a continuacion se
procedié a dar lectura a través del Software para Analisis de Datos Gen5. Los

datos obtenidos se importaron a una tabla en Excel.
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2.3.7 Validacion de ADN

Para la validacion se emple6 el primer AV1 (Tabla 2.1) (Ashworth,
Kobayashi, De la Cruz, & Clegg, 2004), con el coctel de reaccion de PCR
detallado en la tabla 2.2, utilizando el programa de la tabla 2.3 en el termociclador
PTC-200, esto se utilizd6 para las 214 muestras de ADN de aguacate. La
concentracion optima de ADN para la realizacion de la PCR es de 5 ng/ul por lo
cual se diluyé en agua de tartrazina el ADN de aguacate, a partir de los datos

obtenidos de la cuantificacion hasta lograr la concentracion final recomendable.

Tabla 2.1: Microsatélites empleado para el proceso de validacién

Locus Secuencia NUumero de bases Tm (°C)
AV1F CTACATAGATCGAAATAAGG 20 54
AV1R ATCTGGCTATGAAATGTTGG 20

Fuente: (Ashworth, Kobayashi, De la Cruz, & Clegg, 2004)

Tabla 2.2: Coctel de amplificacion de PCR de microsatélites empleado para el
proceso de validacién (Morillo & Mifio, 2011)

Reactivo Volumen
DNA (5 ng/pl) 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 puM) 0,375 ul

Primer R (10 uM) 0,375 pl
Taqg polimerasa 5 U/ul 0,10 pl
Agua ultrapura 2,17 ul
Total 7,5 ul
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Tabla 2.3: Programa de amplificacion utilizado en el termociclador (Morillo &

Mifio, 2011).
Temperatura °C Tiempo
Ciclo inicial de denaturacion 94 5 min
Denaturacion ciclica 94 45 seg
Anillamiento DE %ciiun?g:o 2l 1 min cigl%s

Elongacion ciclica 72 2 min
Ciclo final de elongacion 72 7 min
Estabilizacion 10 5 min

Para la visualizacion los productos de amplificacion obtenidos de la PCR
se mezclaron con el tapon de carga “bluejuice” en proporcion 4:1, esta mezcla
se cargod en geles de agarosa al 2%, utilizando el marcador de peso molecular
100bp DNA Ladder (10488-058 INVITROGEN), mediante electroforesis
horizontal a 140 voltios durante 30 minutos; a continuacion se realizo la tincion
de los mismos en una solucién de Bromuro de Etidio a 15 ppm por un periodo de
tiempo de 20 minutos en agitacion. Los geles se observaron en el
fotodumentador Dolphin View Wealtec (Morillo & Mifio, 2011).

2.3.8 Amplificacion con microsatélites mediante la técnica M-13 tailing
para genotipaje de las muestras de aguacate en el analizador LI-COR

4300

Para la amplificacién de ADN con microsatélites se utilizé las condiciones

y los cebadores reportados por (Ashworth & Clegg, 2004) (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4: Microsatélites para el estudio de variabilidad genética de Aguacate
(Ashworth & Clegg, 2004)

Locus Secuencia Numero de bases Tm (°C)
AV1F CTACATAGATCGAAATAAGG 20

AV1R ATCTGGCTATGAAATGTTGG 20 >
AV2F TTGCCAGTGGAACTTCAAAA 20

AV2R ACCCAACCAAAGATTTCAAT 20 03
AV3F ACTCTCGCCTCTGCGTTGAT 20

AV3R GACTCAACATGGTTAGAACAAGGC 20 05
AV4F GATTAAAGATGACCCTGAAG 20

AV4R GATTTGGCTCAAGATAGATC 20 >0
AV5F GCTCACAAGGGAACTTTCAT 20

AV5R TAAATCCCCTTTCCCACCTT 20 o4
AVTF TGCTGGCATAATGGCTGCTA 20

AV7R CAAACATCTTCAGAACCGCC 20 o
AVIF CCACTTGGATTCTTGTTGGA 20

AVIR ATTTGGGTTCGGCTTAGGAA 20 0>
AV10F TCCACAACTTCTACAGGGTCGT 22

AV10R GGAAGATAAAGCACCTTGAGTTC 22 o8
AV11F GCGAACACTACTCACATAGG 20

AV11R  ATTTTAACTAATGGATTGGATG 22 >
AV12F ACAACCCAAACATAAATGCT 20 50
AV12R AATAGAAGTGACATCCGACC 20

Los microsatélites fueron amplificados en reacciones multiplex, para lo
cual se realizaron pruebas para optimizar los duplex PCR, las temperaturas y los

pesos de amplilificacion.

Para la amplificacion con primers individuales se utilizé el coctel de

reaccion para PCR que se detalla en la tabla 2.5.
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Tabla 2.5: Coctel para amplificaciéon de microsatélites-M13 individuales (Morillo

& Mifio, 2011)
Reactivo Volumen
DNA (5 ng/pl) 2,00 pl
MgCI2 (25 mM) 0,50 ul
Buffer Gotaq (5X) 1,00 pl
dNTP’s (5 mM) 0,20 ul
M13 -700/800 (1 puMm) 0,80 ul
Primers F-M13 (1 uM) 0,05 ul
Primer R (10 puM) 0,08 ul
Taqg polimerasa 5 U/ul 0,05 ul
Agua ultrapura 0,32 ul
Volumen final 5,00 ul

La amplificaciéon con microsatélites en combinaciones duplex se realizé

con el coctel detallado en la tabla 2.6.

Tabla 2.6: Coctel de amplificacién duplex de microsatélites-M13 (Morillo & Mifio,

2011)

Componentes Volumen

ADN (5ng /ul) 2,00 ul

Buffer Gotag 5x 1,00 pl

MgCI2 (25mM) 0,50 ul

dNTPs (5mM) 0,20 ul

M13 700-800 LI-COR (1 pMm) 0,80 ul

Primer 1 F-M13 (1 pM) 0,05 pl

Primer 2 F-M13 (1 uM) 0,08 ul

Primer 1 R (10uM) 0,05 ul

Primer 2 R (10uM) 0,08 ul

Tag polimerasa (5U/ul) 0,05 ul

H20O ultra pura 0,19 ul

Volumen final 5,00 pl
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Para la amplificacion de las muestras de ADN se utilizo el termociclador
PTC-200 utilizando el programa detallado en la tabla 2.7.

Tabla 2.7: Programa de amplificacion con microsatélites mediante la técnica
M-13 tailing (Morillo & Mifio, 2011)

Temperatura °C Tiempo

Ciclo inicial de denaturacion 94 2 min
Denaturacion 95 4 min
Denaturacion ciclica 95 1 min
Anillamiento 50-68 2 min 25 ciclos
Elongacion ciclica 72 2 min
Ciclo final de elongacion 72 10 min
Estabilizacion 4 min

2.3.9 Genotipaje de las muestras de aguacate en el analizador genético LI-
COR 4300

Para el genotipaje primero se cre6 un proyecto en el software SAGA-GT
Microsatellite llamado Aguacate, en este se detallo 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 antemano la posicién 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 pl 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 polimerizacion del gel
se coloc6 en el LI- COR 4300 con el buffer TBE 1X (Tris-Borate-EDTA) KB Plus
LI-COR. Antes de empezar a cargar se realizo una pre-corrida de 25 min a 1500
V para enfocar el focus del laser a 700 y 800 nm. Por ultimo se carg6 0.8 pl de

los productos amplificados los cuales fueron previamente diluidos con Blue Stop
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Solution LI-COR en una relacién 1:1 y denaturados a 94 °C por 5 min, se inicié
la corrida a 1500 V por 1 hora y media. El marcador de peso molecular que se
utilizé fue el IRDye 30-350 bp.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas por el software SAGA-GT
Microsatellite el cual establecié si los alelos producen datos homocigotos o
heterocigotos, por ultimo se confirmé los datos, lo cual gener6 un reporte con los
datos de cada locus como las tallas de los alelos y las frecuencias alélicas en

porcentaje.

2.3.10 Andlisis estadistico

Para caracterizar la variabilidad genética los datos se obtuvieron
mediante el software SAGA GT-SSR version 3.3, el cual es un asistente de
lectura de las imagenes proporcionadas por el LI-COR. La matriz de datos
obtenidos de SAGA fue importada a Excel en donde se elabor6 una matriz
genotipica, donde fue depurada y guardada como matriz de texto delimitado por
tabulaciones para importar al paquete estadistico Power Marker V3.0 (Liu &
Muse, 2005).

2.3.10.1 Andlisis de diversidad genética

Los parametros de diversidad determinados obtenidos el programa

Power Marker V3.0 fueron:

e Numero de observaciones: Es el numero de alelos o genotipos
observados en la muestra. Se reconoce que un genotipo perdido cuando
uno de los alelos esta perdido. Si existen datos perdidos, disminuye el
namero de observaciones.

e Tamafo de la muestra: NUumero de accesiones analizadas.

e Frecuencia de alelos: Es el resultado de la division del nimero de veces
gue se presenta un gen para el nUmero total de genes en la poblacion.

¢ NuUmero de genotipos generados.
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Numero de alelos generados por locus.

Heterocigosidad total u observada (Ho): Es la frecuencia de individuos
heterocigotos en la poblacion. Si la frecuencia de un alelo es muy alta,
existe poca heterocigosidad. La heterocigosidad estda dada por la

ecuacion a continuacion.

H N° de genotipos heterocigoticos
0=

N° total de genotipos

Diversidad genética o heterocigosis esperada (H exp): Es la probabilidad
de que dos alelos escogidos al azar sean diferentes. Est4 dada por la

siguiente ecuacion:

Hexp=1-%q*=1-(q.* + @p* + g2 +d* + - q.*)

Donde:

g= frecuencia alélica de cada alelo en un loci

Contenido de informacion de polimorfismo (PIC): Es la medida de la
informacion de un marcador genético, que depende del nUmero de alelos
para ese locus y de sus frecuencias relativas. Un alelo es polimorfico

cuando su frecuencia es menor a 0.9.

2.3.10.2 Estructura genética

La matriz genotipica fue convertida en el software Power Marker V3.0,

en una la matriz de distancia escogiendo la opcién de alelos compartidos (Shared
Allele Distance, DAS). El célculo de la distancia genética entre dos poblaciones
da una estimacion relativa del tiempo que ha transcurrido desde que las
poblaciones se han establecido. Bajas estimaciones de distancia pueden indicar
una subestructura de la poblacién, o indicar que las poblaciones estan separadas
desde periodos cortos de tiempo. Con esta matriz se elabor6 el arbol UPGMA,

el cual esta basado en una matriz de distancias genéticas individuales.
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= Analisis de agrupamiento y coordenadas principales

Posteriormente en el software Power Marker V3.0, se elaboro una matriz
de datos binarios (1 y 0), con la cual, se realizd la representacion en arbol
UPGMA en el software NTSYS, para representar las relaciones individuales
entre accesiones. A su vez se realizo el Andlisis de Coordenadas Principales
(PCO), que es una técnica de analisis para encontrar una configuracién de
puntos a partir de la matriz de distancias, que permite proyectar en un plano de
dos o tres dimensiones el conjunto de muestras analizadas en funcion de sus
relaciones sobre dos o tres ejes de varianza que explican una fraccion

mayoritaria de la diversidad total observada (Balzarini & Di Rienzo, 2004).

2.3.103 Andlisis global

Gracias a datos previos obtenidos por Urgilez (2012), de las accesiones
de aguacate de los valles interandinos del centro y norte del Ecuador fue posible
verificar o medir la representatividad de la variabilidad genética de una coleccion
en relacién con la diversidad total o esperada. Estos analisis se hicieron con los
materiales colectados en el Norte, Centro y Sur de los valles interandinos del
Ecuador, no se incluyeron los materiales de la coleccién de trabajo de la Granja
experimental Tumbaco del INIAP, debido a que estos materiales son
introducidos y no representan variabilidad de los valles interandinos. Los
estimadores usados para este fin fueron las estadisticas F que comparan la
diversidad de las colecciones por Loci. La distancia genética de Nei que refleja
el numero de sustituciones nucleotidicas en el ADN, que permite comparaciones
a distintos niveles (entre poblaciones, entre variedades o subespecies, entre
especies). Por dltimo un andlisis molecular de varianza (AMOVA) que nos

reflejaron la variacion total entre y dentro de las provincias.

= [Estadisticas F

Para calcular las estadisticas F se utilizd el software GenAlex ver. 6.5

(Peakall & Smouse , 2005), los parametros son el indice de fijacion (Fis o
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correlacion entre los genes de los individuos (I) y los de la subpoblacién (S)), y
el grado de divergencia entre las poblaciones (Fst 0 correlacion entre los genes
de la subpoblacion y los de la poblacion total). Estas estadisticas permiten
describir la desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg observable para
poblaciones que estan estructuradas asumiendo que todas las poblaciones
estan en un mismo sitio que contribuyen de igual manera al acervo genético, y

las poblaciones estan ubicadas cercanamente unas con otras.

El Fst mide la desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg entre las
subpoblaciones. Es un parametro comunmente utilizado para determinar si
existe flujo de genes entre subpoblaciones. Este valor considera la correlacion
de genes entre individuos de una poblacion en comparacién con el conjunto de
la poblacion. El valor Fst se mide en una escala de 0 a 1, mientras mayor es el
valor menos intercambio genético hay entre las poblaciones (Nei, 1973).

HT — HS

Fst =
S HT

Donde:

HT= Promedio de la heterocigosis esperada en la poblacién total para
todos los loci.

Hs= Promedio de la heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones

para todos los loci.

El Fis o coeficiente de consanguinidad intrapoblacional mide la
desviacién al equilibrio de Hardy-Weinberg en la subpoblaciones, es decir,
estima la correlacion de alelos entre individuos dentro de una subpoblacion. Un
Fis positivo indica un exceso de homocigotos y un valor negativo un déficit en
homocigotos. Si dos o mas subpoblaciones tienen diferentes frecuencias
alélicas entonces la heterocigosis total se reduce, aun si las subpoblaciones
mantienen el equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1973). El valor Fst se mide en

una escalade -1 a 1.
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Fis = HS — HI
HS
Donde:
Hs= Promedio de la heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones
para todos los loci.
HI= Promedio de la heterocigosidad observada para todas las

subpoblaciones.
= Apalisis Molecular de Varianza

EL AMOVA (andlisis molecular de varianza), determina la diferenciacion
genética entre poblaciones y dentro de las poblaciones formadas en el estudio.

Para calcular este parametro se utilizo el programa GenALEX ver. 6.5.
» Distancia genética de Nei

La distancia genética es una cantidad proporcional a las diferencias
genéticas existentes entre poblaciones, en funcidn de las frecuencias genéticas.
La distancia tiene un valor de cero si las poblaciones tienen frecuencias alélicas
idénticas y de infinito si no comparten ningun alelo (Nei, Estimation of average

heterozygosity and genetic distance from a small number of individuals, 1987).

D=-ILnl
Donde:
D=Distancia genética de Nei
| = NUumero de Nei

__xnl
VEXPYY?
Donde:

x = frecuencia de cada alelo para la poblacién x

y = frecuencia de cada alelo para la poblacion y
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2.3.11 Identificacién de duplicados

Por ultimo se realizé la identificacion de duplicados a través de genotipos
multilocus microsatélites y por medio indice de similitud obtenido en el software

Power Marker V3.0, el cual es 1 para los individuos clones.

2.4 Fase lll: Caracterizacion morfologica

2.41 Caracteristicas de la zona de estudio

La caracterizacibn morfo-agronémica se realiz0 en la coleccion de
trabajo de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco. De igual manera se
registro los datos in situ de las variedades Nacionales de las cuales se va a
colectar en la Zona Austral. A continuacién se detalla la ubicacién geografica y

condiciones agroclimaticas.
2.4.1.1 Ubicacién geografica
Provincia: Pichincha

Cantén: Quito

Parroquia: Tumbaco

Altitud: 2348 msnm
Longitud: 78° 24 Oeste
Latitud: 0° 13 Sur

2.41.2 Caracteristicas Ambientales

Temperatura promedio anual: 17,2°C

Precipitacion promedio anual: 800 mm

Humedad relativa promedio: 75,23%
Zona Ecoldgica: Bosque Seco Montano Bajo
(bsMb)
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2.4.2 Descriptores cualitativos y cuantitativos

Los descriptores morfo-agronémicos que se emplearon en este estudio,
fueron los propuestos por el Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos
(IPGRI) (1995). El detalle de los 46 descriptores que se utilizaron se encuentra

en el anexo A, de los cuales 10 son cuantitativos y 36 cualitativos.

2.4.3 Registro de Datos

La caracterizacion morfolégica se realiz6 tomando datos de acuerdo a
ciertos descriptores y parametros propuestos por el IPGRI. Estos descriptores
nos permitieron medir, registrar y evaluar los fenotipos de la coleccion de trabajo
aguacate de la Granja Experimental Tumbaco (INIAP). Para lo cual se registro
datos de cada arbol de acuerdo a los requerimientos de cada descriptor
propuesto, los mismos que fueron asentados en el libro de campo. El muestreo
para posterior analisis de fruto y semilla por la maduracion, se realizé en fundas

plasticas.

2.4.4 Matriz basica de datos

Se elaboré en Excel una matriz basica de datos (MBD) con la
informacion y los datos obtenidos en la caracterizacion, la cual consistié en un
arreglo con 32 filas para las accesiones existentes y con 46 columnas, una para

cada variable o descriptor propuesto.
2.4.5 Analisis estadistico

De los caracteres evaluados se determinaran los estadisticos
descriptivos, los datos se analizaran por componentes principales. Se realizara

el andlisis de conglomerados, el dendograma se construira con base en el

algoritmo UPGMA (agrupamiento de pares no ponderados con medias

36



aritméticas). El analisis estadistico se realizara con el programa InfoStat versién
2011.

2.4.5.1 Variables cualitativas

Con las variables cualitativas codificadas numéricamente se obtuvieron
estimados univariados, los cuales incluyeron la moda, el coeficiente de variacion

y la desviacion estandar por atributo (IPGRI, 2003).
2.4.5.2 Variables cuantitativas

Con las variables cuantitativas se realizé también el analisis univariado,
obteniéndose por cada atributo como medida de tendencia central, la media y
como medidas de dispersion, la desviacion estandar, el coeficiente de variacion

y los valores maximos y minimos (IPGRI, 2003).
2.4.5.3 Coeficiente de variacién

El Coeficiente de Variacion (CV) es una medida que define la magnitud
de la variabilidad de los caracteres estudiados debido a que es independiente de
las unidades de medida. Facilita la comparacion de la variabilidad de una misma

caracteristica en grupos de accesiones (IPGRI, 2003).

cv =5/,
Donde:
5. es el promedio

ds: desviacion estandar

El Coeficiente de Variacion para cada descriptor fue de gran importancia
ya que permitié determinar las caracteristicas con variabilidades significativas
(CV superior al 20%) las cuales establecen diferencias y semejanzas

(formacion de conglomerados) entre las accesiones. Descriptores con

37



coeficientes inferiores a 20 % no inciden en la formacién de conglomerados, los

mismos que fueron descartados.
2.4.5.4 Coeficiente de correlacion de Spearman

Los datos cuantitativos fueron caracterizados como datos cualitativos
dando atributos, por medio de percentiles para tener una MBD uniforme y poder

realizar una correlacion de Spearman.

Este coeficiente es una medida de asociacion lineal que utiliza los
rangos, numeros de orden, de cada grupo de sujetos y compara dichos rangos
(Pita & Pértega, 2001). Este coeficiente puede ser usado para medir

asociaciones en variables cualitativas ordinales.

El calculo del coeficiente viene dado por:

B 6%d;”
ey

Donde di= rxi — ryi es la diferencia entre los rangos de X e Y
2.4.5.5 Analisis de conglomerados

El analisis de conglomerados es un método analitico que se aplica para
clasificar las accesiones de un germoplasma en grupos homogéneos con base
en alguna similitud existente entre ellas. Donde la formacién de estos grupos
puede obedecer a leyes naturales o a cualquier conjunto de caracteristicas
comunes a las accesiones (IPGRI, 2003). El método de conglomerados o analisis
de cluster se puede aplicar sobre una matriz basica de datos n x p, donde n es

el nimero de accesiones que se quieren agrupar y p son las variables.

Con los descriptores agrondémicos seleccionados de importancia y que

no mostraron correlacion se realizé un analisis multivariado de conglomerados,
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el cual se baso en la obtencion de una matriz de distancias entre partes de
materiales, con el objeto de agrupar las accesiones y representarlas en un

dendograma en base al Coeficiente de Ward.

2.4.5.6 Analisis de componentes principales

Desde el punto analitico, este método se basa en la transformacion de
un conjunto de variables cuantitativas originales en otro conjunto de variables
independientes no correlacionadas, llamadas componentes principales. Los
componentes deben ser interpretados independientemente unos de otros, ya
que contienen una parte de la varianza que no estd expresada en otro

componente principal (IPGRI, 2003).
Con los atributos que exhibieron variabilidad, se realiz6 un analisis

multivariado de componentes principales para determinar las caracteristicas con

mayor contribucion a la expresion de la variabilidad total.
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CAPITULO I
RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados del estudio de la diversidad
genética del aguacate y la identificacion de duplicados a través de la
caracterizacion molecular de las accesiones colectadas (muestras de hojas
jovenes) en la Sierra Sur y las accesiones existentes en la Granja Experimental
Tumbaco — INIAP. Adicionalmente, se realizo la caracterizacion morfologica de

32 materiales de aguacate de la coleccion de trabajo del INIAP.

3.1 Colecta de material vegetal

Se colectaron de 20 accesiones de aguacate, 10 varetas por accesion
(Tabla 3.1). ElI material colectado fue injertado en patrones de aguacates
Nacionales y plantados dentro de la coleccion de trabajo de la Granja

Experimental Tumbaco-INIAP.

Tabla 3.1: Descripcién de las localidades donde se colectaron accesiones
aguacate Nacional en la Sierra Sur del Ecuador, 2012.

Achef fon Provinc Canton Parroquia Localidad Latitud Longitud Al(tri;l;d
AG052 Azuay  Paute Paute Guayan 02°45'50"" 78°43'45” 2315
AGO053 Azuay  Paute Paute Guayan 02°45°52""  78°43'42” 2306
AG054 Azuay  Paute Dug-Dug Gauldeleg 02°45°12"" 78°42°33” 2326
AGO055 Azuay  Paute Dug-Dug San Francisco  02°44°30"" 78°43'20” 2420
AG056 Azuay  Paute Paute Tutucan 02°46'56"" 78°45°20” 2198
AGO057 Azuay  Gualaceo Gualaceo Nallig 02°54°39""  78°47°17" 2255
AG058 Azuay  Gualaceo Gualaceo Calero 02°54°37°" 78°47°20” 2272
AG059 Azuay  Gualaceo Gualaceo Nallig 02°54°49 78°47°22" 2277
AG060 Azuay  Gualaceo Gualaceo Bullcay 02°51°'57"" 78°46°44” 2252
AGO061 Azuay  Ofia Ofia Yungillapamba  03°24°44”"  79°08°56" 1974
AG062 Loja Loja Villcabamba Sacapo 04°13'53 79°12°09” 1600
AG063 Loja Loja Villcabamba Capuli 04°13'57" 79°12°02” 1626
AGO064 Loja Loja Malacatos Rumishitana 04°08'50"" 79°12°28" 1807
AGO065 Loja Loja San Sebastian Dos puentes 04°04°42"" 79°11°42 2279
AGO66  Loja Loja ggior dote San Francisco ~ 03°56°01°  79°13'27° 2008
AG067 Loja  Loja ggi}; dote San Francisco  03°05'35”  79°13'31° 1987
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Accesion Altitud

N° Provinc Cantén Parroquia Localidad Latitud Longitud (m)
AGO68  Loja  Loja Villcabamba g;j%a”ama 04°15°05 79°14'55” 1517
AGO69  Loja  Loja Villcabamba g;jcoanama 04°15°05  79°14'55” 1522
AGO070 Loja Loja Villcabamba San Torum 04°14°56" 79°16°48" 1462
AGO071 Loja Loja Villcabamba San Torum 04°14°'58" 79°16°46"" 1460

3.2 Caracterizacion molecular

3.2.1 Extraccion y cuantificacion de ADN

Se realizaron pruebas preliminares con tres métodos de extraccion de
ADN Colombo (1998); PEX modificado por Jhingan (1992) y Ferreira &
Grattapaglia (1998), este ultimo resulto éptimo para hojas secas, obteniéndose
una buena concentracién de ADN con un promedio de 1208,1 ng/ul, de las 214

muestras recolectadas.

La cuantificacion de ADN en geles de agarosa de los diferentes
materiales de estudio, present6 bandas bien definidas (Figura 3.1). Con el fin de
verificar la informacion obtenida en geles de agarosa, se realizé la cuantificacion
en el espectrofotometro EPOCH, las concentraciones obtenidas se encuentra en

el anexo E.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 13,19 20 24,2

-_— O....'!!..’!"'Ib "VO

-

Figura 3.1: Cuantificacion ADN gendmico de aguacate en geles de agarosa al
1% (carril inicial: marcador de peso molecular Low Mass Ladder)
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3.2.2 Validacion de ADN con el primer AV1

La validacion se realizo con el primer AV1 con el cual se obtuvo bandas
de ADN bien definidas en los geles de agarosa al 2%. En la figura 3.2 se presenta

la validacion de algunas muestras.

-

SECRCRCNOROR RORCL L LS

Figura 3.2: Muestras de ADN de aguacate validado, amplificados con el primer
AV1, en geles de agarosa al 2% (Carril inicial: 200bp).

3.2.3 Pruebas de amplificacion y “duplexaje” de SSR con la técnica M13

“tailing” para el analizador LI-COR 4300.

Con el fin de verificar las temperaturas de annealing éptimos, los pesos
moleculares y los primers duplex reportados por Urgilez (2012), se realizaron
pruebas de amplificacién con los 10 primers (Anexo F) en 9 accesiones de
aguacate codificadas (1.1; 2.1; 3.1; 4.1; 5.1; 6.1; 7.1; 8.1 y 10.1). Resultado de
estas pruebas (Figura 3.3), se comprobé que las temperaturas utilizadas fueron
las adecuadas y que los primers amplificaron fragmentos de los tamarfios

esperados (Tabla 3.2).
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Figura 3.3: Pruebas de duplexaje en 700 nm (arriba) y 800 nm (abajo), en el
LI-COR 4300

La figura 3.3 muestra la corrida electroforética de las muestras de
aguacate en el Analizador LI-COR 4300, de los diez primers: Duplex 1 (AV1 -
AV?2), Duplex 2 (AV3 — AV11) Daplex 3 (AV4 — AV9) y Ménoplex AV5, AV7, AV10

y AV12 en los cuales se puede observar buenos patrones de amplificacion.

Al evaluar los 10 primers, permiti6 agruparlos en tres duplex. La
diferencia de pesos moleculares entre el primer AV1 y AV2, permitié formar el
daplex 1, ya que no se traslapan sus amplificaciones; el primero amplifica para
alelos en un tamafo que va desde 160 a 200 pares de bases (pb), y el segundo

en 220 a 225 (pb). El detalle del duplex 2 y 3 se presenta en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2: Respuesta de los 10 primers a temperatura, peso molecular y
fluorescencia en 9 muestras de aguacate.

Locus Tamafio  Temperatura Marcaje de
(pb) °C fluorescencia

Duplex 1 AV1l 160-200 51.5 700
AV2 220-225

Duplex 2 AV3 145-170 51.5 700
AV11 175-204

Duplex 3 AV4 160-200 52 800
AV9 210-300

Individuales AV5 175-230 52 700

AV7 160-200 50 800

AV10 220-255 50 800

AV12 230-255 59 800

3.2.4 Genotipaje en el equipo LI-COR

Con las temperaturas 6ptimas y los duplex establecidos se corrieron las
214 muestras colectadas de aguacate en el equipo LI-COR 4300. Las imagenes
obtenidas fueron genotipadas mediante el asistente de lectura SAGA GT
Microsatellite version 3.3. En el anexo G se muestra los patrones de bandas para
los 10 microsatélites amplificados, en los cuales se puede distinguir los
polimorfismos o alelos para cada locus. El locus AV5 fue el mas polimérfico,
mientras que el locus AV10 presenta menos patrones de bandas. En general, se
obtuvo buena amplificacion con todos los SSRs, excepto en el locus AV9, que
se dificulto el genotipaje, debido a la presencia de bandas inespecificas (sttuter

bands) que se confunden con los alelos.

Los pesos moleculares de los distintos locus, representados en las
bandas de ADN gendmico amplificado, se detallan con diferentes colores (Figura
3.4). Las accesiones de aguacate estudiadas que tienen una sola banda,
representan a individuos homocigotos, mientras los que tienen dos bandas son

individuos heterocigotos.
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Figura 3.4: Arriba: Genotipaje del SSR AV5, siendo el mas polimorfico; abajo:
genotipaje del SSR AV10, el locus menos polimorfico.

1.2.5. Amplificacién y genotipaje de gaps

Del genotipaje de las 214 muestras de aguacate con los 10 locus, en su
mayoria (75%) presentaron bandas de ADN gendémico bien definidas para cada
locus, lo que permiti6 identificar los alelos de cada individuo; mientras que el 25
% de individuos estudiados, presentaron datos faltantes o gaps, los mismos que

volvieron a ser cuantificados, validados y amplificados en el LI-COR 4300.

Una vez que se volvié a amplificar las muestras con gaps, en el LICOR
4300, se incorporaron en la matriz genotipica y se descartaron del analisis las
muestras (4.4, 13.4, 2.8, 18.9, 27.9, 28.2, 28.3, 28.4, 31.3, 35.2, 36.4, AG052 y
AGO056) que tuvieron mas del 30% de gaps.

3.2.5 Analisis estadisticos

Para obtener la matriz genotipica depurada (jError! No se encuentra el

origen de la referencia.), con los tamafios de los alelos adecuados para cada
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accesion, se rest6 19 (pb) de cada alelo debido a que estos son pertenecientes
a la cola M13 que se le agrega al primer para que pueda unirse al marcaje de

fluorescencia para visualizar en el equipo LICOR 4300.

3.2.5.1 Diversidad genética del aguacate

La diversidad genética esta dada por el nUmero de alelos, frecuencia
alélica, genotipos, heterocigosidad observada, heterocigosidad esperada y

contenido de informacién polimérfica (Tabla 3.13).

NUimero de alelos

En la figura 3.5 se puede observar que el locus con mayor nimero de
alélos (20) es el AV5, seguido del AV2 y el AV9 con 19; mientras, que el locus

con menor presencia alélica es el AV10 con 4 alélos.

20

20 19 19

18
16

14

12 10 -

10 8

ALELOS (N)

4

1

AVl AvV2 AV3 Av4 AV5 AV7 AVS AV10 AvVi1i1l AVi2
MICROSATELITES

o N B OO

Figura 3.5: Numero de alélos de 10 microsatélites utilizados en el genotipaje,
para conocer la diversidad genética de aguacate.

Se registré en total 110 alelos en los 10 locus SSRs (microsatélites)
analizados con un promedio de 11 alelos/locus en 200 muestras de aguacate

estudiadas (Figura 3.5).
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Frecuencias alélicas

En las tablas a continuacion se presentan los locus SSR con sus alelos
registrados y frecuencia alélica, en azul, se muestran los alelos menos

frecuentes y en rojo, los alelos mas frecuentes para cada locus.

Para el locus AV1 (Tabla 3.3) Ashworth & Clegg (2004) reportan un peso
de 161 pares de bases, en el presente estudio se obtuvo la mayor frecuencia
(0,4227) para el mismo alelo 161, mientras que el alelo 155 es el de menor
frecuencia (0,0258) (Figura 3.6).

Tabla 3.3: Frecuencias alélicas para el locus AV1

Peso

Ndmero de reportado  Alelo (pb) Frea’u.enaa
alelos alélica
(pb)
AV1
155 0,0258
158 0,0438
161 0,4227
7 161 164 0,3325
167 0,1082
191 0,0387
200 0,0284
PRIMER AV1
Frecuencia
0.50
» 0.40
S 0.30
s 0742
g 0-20 : 033
* 0.10
0.03 0.04 01 0.04 0.03
0.00 ’
155 158 161 164 167 191 200
Alelos

Figura 3.6: Frecuencias alélicas para el locus AV1
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En el locus AV2 con 19 alelos (Tabla 3.4), Ashworth & Clegg (2004)
reportan un peso de 216 pares de bases, en este estudio se obtuvo la mayor
frecuencia (0,1710) para el alelo 234, seguido del alelo 216 (0,1528), mientras
que el alelo 231 es el de menor frecuencia (0,0078) (Figura 3.7).

Tabla 3.4: Frecuencias alélicas para el locus AV2

Nimero de Peso Frecuencia
alelos reportado Alelo (pb) alélica
(pb)
AV2

208 0,0389

209 0,0440

210 0,0959

212 0,0155

213 0,1010

214 0,0259

216 0,1528

218 0,0777

219 0,0570

19 216 220 0,0104
222 0,0389

228 0,0337

230 0,0233

231 0,0078

232 0,0337

234 0,1710

236 0,0181

240 0,0311

243 0,0233
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PRIMER AV2

Frecuencia

0.180 0.171

0.160

0.140

0.120 0.096 0.101
0.100 . -
0.080

0.153

0.078

| 0.057

0.060 044
0.039 ‘ 0.03
0.040 0,026 . %.034 A 0.034

oo 0.016 0010 |1 Fl ~ o0.008 [l
0.000 ' |

Frecuencias

0.03

208 209 210 212 213 214 216 218 219 220 222 228 230 231 232 234 236 240 243

Alelos
Figura 3.7: Frecuencias alélicas para el locus AV2
En el locus AV11 (Tabla 3.5), Ashworth & Clegg (2004) reportan un peso
de 182 pares de bases, en el presente estudio este alelo presento una frecuencia

de 0,1624. Por otro lado en este locus, el alelo 170 es el de mayor presencia
(0,3273), por otro lado el alelo 167 fue el menos frecuente (0,0103) (Figura 3.8).

Tabla 3.5: Frecuencias alélicas para el locus AV11

Numero de Peso Frecuencia
reportado  Alelo (pb) -
alelos alélica
(pb)
AV11
167 0,0103
170 0,3273
173 0,1985
176 0,0593
8 182
179 0,1211
182 0,1624
185 0,1082
188 0,0129
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PRIMER AV11

Frecuencia
0.35 0.3273
0.3

0.25

0.1985

0.2 0.1624

0.15 0.1211

Frecuencia

0.1082

0.1
0.0593

0.05 0.0103 0.0129

167 170 173 176 179 182 185 188

Alelos

Figura 3.8: Frecuencias alélicas para el locus AV11

Ashworth & Clegg (2004) reportaron que el alelo 136 era el de mayor
frecuencia en el locus AV3; sin embargo, en este estudio este alelo ocupo el
segundo lugar en frecuencia (Tabla 3.6). La mayor frecuencia presento el alelo
130 (0,5151), mientras que el alelo 133 (0,0327) es el que reporta menor

frecuencia (Figura 3.9).

Tabla 3.6: Frecuencias alélicas para el locus AV3

NuUmero de Peso Frecuencia
reportado Alelo (pb) -
alelos alélica
(pb)
AV3

127 0,0503

130 0,5151

5 136 133 0,0327

136 0,2965

139 0,1055
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PRIMER AV3

= Frecuencia

0.6
0.5151
0.5
s 04
Qo
c
g 03
o
< 0.2
0.1055
0.1 0.0327 ;
0 |ttt |
127 130 133 136 139
Alelos

Figura 3.9: Frecuencias alélicas para el locus AV3

El locus AV4 (Tabla 3.7) presenta una alta frecuencia alélica para el alelo
187 (0,5237), mientras que la frecuencia de los alelos 178 y 196 es minima
(Figura 3.10).

Tabla 3.7: Frecuencias alélicas para el locus AV4

Numero de Peso Frecuencia
reportado  Alelo (pb) -
alelos alélica
(pb)
AV4
173 0,0237
175 0,0763
178 0,0053
181 0,0079
184 0,1053
10 190
187 0,5237
190 0,1684
196 0,0053
199 0,0447
202 0,0395
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PRIMER AV4

Frecuencia
0.6
0.5237
0.5
0.4

0.3

Frecuencias

02 0.1684

1
o1 0.0763 0-1053 00047 00395
0.0237 0.0053 0.0079 0.0053 '

173 175 178 181 184 187 190 196 199 202

Alelos
Figura 3.10: Frecuencias alélicas para el locus AV4
El locus AV9 (Tabla 3.8) es uno de los méas polimorficos, con una mayor

frecuencia alélica para el alelo 226 (0,1872), mientras que el alelo 214 fue el que

presento menor frecuencia alélica (0,0026) (Figura 3.11).

Tabla 3.8: Frecuencias alélicas para el locus AV9

Peso

Numero de reportado Alelo (pb) Frea,u.encia
alelos alélica
(pb)
AV9

214 0,0026

216 0,0769

218 0,0231

220 0,1026

222 0,1795

224 0,0897

19 228 226 0,1872
228 0,1128

230 0,0051

232 0,0256

236 0,0077

238 0,0205

242 0,0128
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Peso

Nimero de reportado  Alelo (pb) Frectru_encia
alelos alélica
(pb)
244 0,0154
246 0,0282
248 0,0744
252 0,0103
254 0,0205
256 0,0051

PRIMER AV9

= Frecuencia
0.200 0.187
0.180
0.180
0.160
0.140
0.120

0.103

0.100 0.090

0.080

Frecuencias

0.077 0.074

0.060

0.028 ||
092 0021 o015 . | 0.021
TR 1 0010 5 6005

0.040

© 0023 |

0.020

0.003 0.005 [ 0.008 g

0.000
214 216 218 220 222 224 226 228 230 232 236 238 242 244 246 248 252 254 256

Alelos

Figura 3.11: Frecuencias alélicas para el locus AV9

El locus AV5 (Tabla 3.9) es uno de los primers mas polimorficos en este
estudio, con una mayor frecuencia alélica para el alelo 173 (0,2433), mientras
que los alélos 167, 179, 181 y 215 presentaron la menor frecuencia alélica
(0,0053) (Figura 3.12).

Tabla 3.9: Frecuencias alélicas para el locus AV5

Numero Peso Frecuencia
reportado  Alelo (pb) -
de alelos alélica
(pb)
AV5
20 | 211 | 167 | 0,0053
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Frecuencias

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

Peso

0.03
0.010.01 0.01 0.02

NG E .
umero reportado Alelo (pb) recnju.enua
de alelos alélica
(pb)
169 0,2059
171 0,0588
173 0,2433
175 0,0374
177 0,0187
179 0,0053
181 0,0053
195 0,0160
197 0,0615
205 0,0241
209 0,0455
211 0,0401
213 0,1524
215 0,0053
217 0,0080
219 0,0134
221 0,0160
223 0,0294
225 0,0080
PRIMER AV5
m Frecuencia
0.24
B
0.21 ?
8
8
? 0.15
8
8
8
8
/
0.06 & 0.06
7 004 002 0.050.04
# 0.02 0.02 2 : »
0.01 ¥ 7 0.01 0.01 %
¢ E B s BB BB

&

0.01

167 169 171 173 175 177 179 181 195 197 205 209 211 213 215 217 219 221 223 225

Alelos

Figura 3.12: Frecuencias alélicas para el locus AV5
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Ashworth & Clegg (2004) reportan un peso de 224 para el locus AV7, en

el presente estudio se observo la mayor frecuencia alélica (0,4495) para el

mismo alelo (224), por otro lado, el alelo que presento menor frecuencia (0,0080)
fue el 212 (Tabla 3.10, Figura 3.13).

Frecuencias

0.500
0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Tabla 3.10: Frecuencias alélicas

, Peso
Numero

de alelos
(pb)

AV7
202
212
214
220
222
11 224 224
226
228
230
240
244

reportado Alelo (pb)

para el locus AV7

Frecuencia
alélica

0,0106
0,0080
0,2527
0,0559
0,0878
0,4495
0,0612
0,0293
0,0160
0,0160
0,0133

PRIMER AV7Y

w Frecuencia

0.450

]
]

i

0.253

0.088
0.056

N B
220 222 224

Alelos

0.011 0.008

202 212

A ]

"

N
[
S

0.061
% 0.029 9016 0.016 0.013

)
b i EX5 21 o

226 228 230 240 244

Figura 3.13: Frecuencias alélicas para el locus AV7
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Para locus AV10 (Tabla 3.11), Ashworth & Clegg (2004) reportaron un
peso de 170, el cual es 45 pb inferior al que se obtuvo en el presente estudio,
con la mayor frecuencia alélica para el alelo 215 (0,6146), y una menor
frecuencia para el alelo 212 (0,0026); siendo el locus con menor numero de

alelos (Figura 3.14).

Tabla 3.11: Frecuencias alélicas para el locus AV10

Numero Peso Frecuencia
reportado  Alelo (pb) L)
de alelos alélica
(pb)
AV10
212 0,0026
215 0,6146
4 170
218 0,3776
221 0,0052
PRIMER AV10
= Frecuencia
0.7
0.6146
0.6
0.5
§ 04 0.3776
g
303
- 0.2
0.1
0.0026 0.0052
0
212 215 218 221

Alelos

Figura 3.14: Frecuencias alélicas para el locus AV10

El locus AV12 (Tabla 3.12), presento la mayor frecuencia para el alelo 226

(0,3744), y una menor frecuencia para el alelo 214 (0,0051) (Figura 3.15).
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Tabla 3.12: Frecuencias alélicas para el locus AV12

Numero Peso Frecuencia
reportado Alelo (pb) L1e
de alelos alélica
(pb)
AV12
214 0,0051
217 0,0590
220 0,1590
7 229 223 0,2077
226 0,3744
229 0,1718
232 0,0231
PRIMER AV12
Frecuencia
0.4 0.3744
0.35
0.3
§ 0.25 0.2077
g 02 0.159 0.1718
2015
0.1 0.059
0.05 0.0051 0.0231
0
214 217 220 223 226 229 232

Alelos

Figura 3.15: Frecuencias alélicas para el locus AV12

Genotipos
En la figura 3.16 se puede observar que el locus con mayor nimero de genotipos

fue el AV2 con 60, mientras que el locus que presento menor niumero de

genotipos fue el AV10 con 6.
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Figura 3.16: Numero de genotipos de cada locus

Heterocigosidad observada, heterocigosidad esperada y contenido de

informacion polimérfica

La informacion de diversidad genética obtenida del software Power
Marker se presentan en la tabla 3.13 con un promedio el 96% de las muestras
analizadas de aguacate, se obtuvo una heterocigosis observada (Ho) de 0,64
mientras que la heterocigosis esperada (He) fue de 0.74. El promedio del PIC de
los 10 primers fue de 0.70, siendo el locus AV2 el que presento mayor PIC con

0,90y el locus AV10 presento menor polimorfismo con un PIC de 0,37.

Tabla 3.13: Pardmetros de diversidad genética de las 200 accesiones de
aguacate amplificadas.

Mayor Nimero Numero Heterocigosis  Heterocigosis
Marcador  frecuencia de Disponibilidad PIC
J N de alelos esperada observada

alélica genotipos
AV1 0,42 15,00 7,00 0,97 0,69 0,56 0,64
AV2 0,17 60,00 19,00 0,97 0,91 0,84 0,90
AV3 0,52 10,00 5,00 1,00 0,63 0,57 0,57
AV4 0,52 22,00 10,00 0,95 0,68 0,64 0,65
AVS5 0,24 43,00 20,00 0,94 0,86 0,70 0,85
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Mayor Numero , - S
v Numero Heterocigosis  Heterocigosis

Marcador frect’u?ncia de_ de alelos Disponibilidad esperada observada PIC
alélica genotipos
AV7 0,45 24,00 11,00 0,94 0,72 0,53 0,68
AV9 0,19 56,00 19,00 0,98 0,89 0,87 0,88
AV10 0,61 6,00 4,00 0,96 0,48 0,52 0,37
AV11 0,33 23,00 8,00 0,97 0,80 0,88 0,77
AV12 0,37 19,00 7,00 0,98 0,76 0,31 0,72
Promedio 0,38 27,80 11,00 0,96 0,74 0,64 0,70
3.25.2 Estructura genética

Andlisis de agrupamiento

El dendograma UPGMA (Figura 3.17) nos indica la relacion que existe
entre las diferentes variedades de aguacate. Se pudo observar que la variedad
Farchild se separa de todas las demas y de igual manera se puede distinguir dos
grupos definidos, el primero con 4 variedades entre las cuales estan el hibrido
14366, el Naval, el Guayllabamba y el Reed, estos dos ultimos claramente
emparentados.

El resto de las accesiones forman el otro grupo, donde también podemos
distinguir alto grado de parentesco entre las accesiones Nacionales de la
coleccion de trabajo de la Granja Experimental Tumbaco (Nacio) y las
accesiones Nacionales colectadas en el austro (AG), de igual manera para los
ecotipos hibrido 14371 con hibrido 14361.

En la figura 3.18 se puede observar que los materiales no forman
conglomerados sin embargo se pueden distinguir agrupaciones por ecotipos
presentando mayor similitud entre estos, por otro lado la accesion AG061 difiere

del resto de materiales siendo una accesion excluida.
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Figura 3.17: 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.
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Figura 3.18: El dendograma formado a partir de la matriz de distancia de Jaccard las diferentes variedades de aguacate
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Analisis de datos multivariados

En la figura 3.19 del analisis de coordenadas principales en dos
dimensiones se diferencia claramente las accesiones de la variedad TX 531 (en
color verde). Sin embargo, no se distingue una conformacion de grupos

definidos.

Figura 3.19: Andlisis de coordenadas principales (PCO) de 200 muestras de
aguacates analizados con 10 primers SSRs, en las dos primeras
coordenadas.

Mediante el andlisis de coordenadas principales se obtuvieron los ejes
de varianza con mayor porcentaje, para lo cual se calculé los valores Eigen
(Tabla 3.14), que indican el porcentaje individual y acumulado de la variabilidad
que se encuentra en cada una de las coordenadas. El valor eigen para el primer
eje x es de 8,91% de varianza, y para el segundo eje dio un valor de 8,06% lo
gue nos da un indice de variabilidad total de 16,98%. Estos resultados confirman

la falta de estructuracién, sin embargo discriminan algunas accesiones.
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Tabla 3.14: Valores eigen obtenidos a partir del analisis de coordenadas

principales de 200 materiales de aguacate analizados con 10
primers SSRs.

i Valor Eigen Porcentaje Acumulado

1 3.27490772 8.9191 8.9191
2 2.96150938 8.0656 16.9847
3 2.46564053 6.7151 23.69

En la figura 3.20, el andlisis de coordenadas principales presenta una
tercera coordenada que muestra un 6.71% de variabilidad adicional (Tabla 3.14),
lo que suma un acumulado de 23.69% de la variabilidad total observada. En este
grafico se puede apreciar la distribucién espacial de las 200 accesiones, en la
cual se pueden distinguir la separacion clara de los ecotipos NB67 (18), TX531
(19), Hibrido 14366 (7) y el cultivar colectado en Ofla AG-061 que también difiere
de todas las demas en el dendograma UPGMA.
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Figura 3.20: Analisis de coordenadas principales de 200 muestras de aguacate
analizados con 10 primers SSRs, visto en tres coordenadas.
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3.2.5.3 Andlisis global

Andlisis de coordenadas principales

En la figura 3.21 se representa el analisis de coordenadas principales
global, de la coleccion realizada en el Centro y Sur como la realizada en el Centro
y Norte (en morado), donde se puede distinguir que los materiales de tipo
Nacional colectados estan agrupados en la coordenada 1, mientras que los
materiales de la coleccion de trabajo con materiales introducidos, que se
encuentra en Pichincha (Granja Experimental Tumbaco - INIAP), se encuentran

formando un pool genético con la mayor parte de la diversidad genética.

¢ Azuay
m Carchi

A Imbab

Coord. 2

Loja
@ Pichin

Tungu

Coord. 1

Figura 3.21: Analisis de conglomerados por provincias

Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

Para determinar si existe 0 no una diferencia genética significativa se

realiz6 un andalisis molecular de varianza o AMOVA.
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= Analisis molecular de varianza global

El anadlisis molecular de varianza global muestra a diferenciacion

genética de todos los materiales de aguacate que se encuentran en la Coleccion

de Trabajo de la Granja Experimental Tumbaco-INIAP. El nimero de individuos

es 248, el numero de provincias es 6 (Carchi, Imbabura, Pichincha Tungurahua,

Azuay y Loja) y el numero de regiones es 1 (Region Interandina). Los calculos

se realizaron con un nimero de permutaciones de 999.

Los datos obtenidos del AMOVA se resumen en la tabla 3.15 mostrando

una diferenciacién 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 coleccién de trabajo de aguacate debido

a materiales introducidos de otros paises.

Figura 3.22: Porcentajes obtenidos del AMOVA

Tabla 3.15: Resultados del andlisis molecular de varianza global

. Sumade Componentes % de variacion
Origen g.l . Est. Var. L
cuadrados de la varianza 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%
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= Analisis molecular de varianza entre las colectas del norte y sur

El analisis molecular de varianza de las colectas muestra la
diferenciacion genética entre de los materiales de aguacate colectados en las
provincias del centro-norte (Carchi, Imbabura, Pichincha y Tungurahua) y las
provincias del sur (Azuay y Loja). EI nUmero de individuos para el centro-norte
es 35 y para el Sur es 18. Los célculos se realizaron con un numero de

permutaciones de 999.

Los datos obtenidos del AMOVA se resumen en la tabla 3.16, mostrando
una diferenciacion de 4% procedentes de las diferentes entre las provincias del
Norte y el Sur, y el 96% corresponde a la variacion observada entre individuos
dentro de las regiones (Figura 3.22). Estos resultados comprueban la falta de

estructura poblacional entre los individuos analizados en el presente estudio.

Tabla 3.16: Resultados del andlisis molecular de varianza entre la region centro-

norte y sur
Origen gl Suma de Componentes Est. Var. % de variacion
cuadrados de la varianza genética
Entre regiones 1 19.469 19.469 0.374 4%
En las regiones 51 517.267 10.142 10.142 96%
Total 52 536.736 10.517 100%

3.253.1 Estadisticas F

Las estadisticas F obtenidos en el software GenAlex indican un valor Fst
(coeficiente de coancestro) de 0,137 y un Fis (coeficiente de consanguinidad o
endogamia intrapoblacional) de 0,158, valores significativos al 95%. Esto nos
quiere decir que el 13,7% de la variacidbn genética observada corresponde a
diferencias entre las 6 provincias. Un valor de Fis de 15,8% determina el

porcentaje de variacion dentro de cada provincia (Tabla 3.17).
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Segun las circunstancias de equilibrio de Hardy y Weinberg, existe una
falta de heterocigotos con respecto a lo esperado, debido a que los valores Fis
para todos los loci fueron positivos, excepto para el loci AV11 el cual dio un valor

negativo de -0,055 lo cual nos dice que hay mayor nimero de heterocigotos.

Tabla 3.17: Célculo de parametros F para 248 materiales de aguacate obtenidas
del andlisis de polimorfismo de 10 locus SSR

Fis Fst
AV1 0.286592 0.125152
AV2 0.082362 0.103469
AV11l -0.060426 0.064122
AV3 -0.006048 0.058774
AV4 0.386215 0.221812
AV9 0.017841 0.094695
AV5 0.236595 0.190344
AV7 0.411104 0.199551
AV10 0.152375 0.260035
AV12 0.217183 0.077449
Total 0.158538 0.137973

3.2.5.3.2 Distancia Genética de Nei
La mayor similitud se observé para las provincias de Carchi e Imbabura
con una distancia de Nei de 0.166, mientras la mayor diferenciacién es para las

provincias de Pichincha y Tungurahua con una distancia de 0.61 (Tabla 3.18).

Tabla 3.18: Célculos de distancia de Nei entre las seis provincias donde fueron
recolectadas las muestras de aguacate.

Azuay Carchi Imbabura Loja @ Pichincha Tungurahua
0.000 Azuay
0.343 0.000 Carchi
0.312 0.166 0.000 Imbabura
0.319 0.495 0.473  0.000 Loja
0.432 0.564 0.569 0.582 0.000 Pichincha
0.609 0.339 0.312 0.506 0.617 0.000 Tungurahua
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Identificacién de duplicados

A partir del andlisis de agrupamiento se pueden distinguir algunos materiales
duplicados, (Tabla 3.19); por ejemplo, en el caso de las accesiones NB-67 tiene
cuatro plantas clones. EI mapa de la coleccion de trabajo de la granja
experimental Tumbaco se encuentra en el anexo |, en el mismo se indica
materiales que mostraron identidad molecular, por lo cual se establecié que son

clones.

Tabla 3.19: Representacion de los clones determinados en el estudio

~ Nacional AG-069 AG-070
Hibrido 13520 21 2.2

- Hass 12.5 12.7

. NB67 | 181 18.2 18.3 18.5
- TX531 19.3 19.4

~ TX531 19.8 19.9

. T225 20.5 20.7

- DD17 26.1 26.4

- Hx48 27.7 27.8

3.3 Caracterizacion morfoldgica

El registro de los descriptores morfolégicos tomados en la coleccion de
trabajo de aguacate de la Granja experimental Tumbaco-INIAP, se detallan en el

anexo C.

Para el andlisis de la variabilidad morfolégica entre los ecotipos de la
coleccién de trabajo de trabajo de la Granja Experimental Tumbaco, se detalla
para las variables cuantitativas, las medidas de resumen estadisticas (valor
maximo, minimo, desviacion estandar) y el coeficiente de variaciéon. En el caso

de las variables cualitativas, se analizé las modas y frecuencias.
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En la tabla 3.20 se presentan los parametros estadisticos descriptivos
de las 10 variables cuantitativas evaluadas en los ecotipos de aguacate. En color

celeste se especifica las variables con un coeficiente de variacion >20.

Tabla 3.20: Parametros estadistico resumen de las 10 variables cuantitativas
evaluadas en 32 ecotipos de aguacate en la Granja Experimental
Tumbaco-INIAP.

Variables Valor Valor Promedio Desviacion (feo\?;'ﬁfc?éi
cuantitativas minimo maximo estandar (%)
Longitud de la 107.90 182.75 148.89 19.29 12.96
[amina foliar
Numerodeflores | 5, 0n 7000  51.31 9.24 18.01
por inflorescencia
Ndmero de
ramificaciones por 4.00 7.00 4.81 0.93 19.35
inflorescencia
NUmero de dias de
floracion a madurez | 188.00 353.00 286.41 42.62 14.88
de fruto
Longitud del fruto 70.77 151.19 110.08 20.07 18.23
Diametro del fruto 47.02 93.27 76.05 12.52 16.46
Peso del fruto 90.40 587.56 321.43 110.34 34.33
Longitud de la 2720 6333  46.18 9.01 1951
semilla
Diametro de la 23.40  57.40 41.28 7.95 19,27
semilla
Peso de la semilla 13.20 81.80 46.30 15.93 34,41

En la tabla 3.21 se presentan los parametros estadisticos de las 36
variables cualitativas evaluadas en las accesiones de aguacate. En color celeste
las variables con mayor significancia (CV>20).
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Tabla 3.21: Parametros estadisticos de las 36 variables cualitativas evaluadas
en 32 ecotipos de aguacate en la Granja Experimental
Tumbaco-INIAP.

Variables cualitativas Moda Coeﬂmenttz,‘o/(:;a NEHaCion

Angulo de Igfi?\LCiL)oa[:e(jse las ramas Agudo (<90°) 31.91

Color de la rama joven Verde 32.26

Color de las Ie_nticelas del vastago Verde 3757
joven

Forma de la hoja I;ngg%; 25.67

Forma de la base de la hoja Aguda 27.08

Color de las hojas maduras Verde claro 24.89

Angulo de ins%er_cién del peciolo Agudo (<90°) 0.00
oliar

Margen de la hoja Entero 35.77

Forma del apice de la hoja Intermedio 31.77

Textura de la hoja Semidura 24.89

Olor a anis Tenue 35.33

Epoca de floracién y duracion Segundo trimestre 31.70

Floracion secundaria Presente 35.65

Tipo de floracién Tipo A 35.77

Epoca de fructificacion cui?ﬁrlilr:ads?re 21.89

Habito de fructificacion Frutos solitarios 35.65

Forma del fruto Obovado-angosto 37.78

Forma de la base del fruto Puntiaguda 33.67

Forma del apice del fruto Redondeado 11.73

Posicion del apice del fruto Asimétrico 17.92

Aristas en el fruto Ausente 53.76

Brillantes de la cascara del fruto Moderada 20.71

Posicion del pedicelo en el fruto Central 37.03

Forma del pedicelo Cénico 33.11

Color del pedicelo Verde 44.18

Superficie de la cascara del fruto Intermedia 27.87

Color de la cascara del fruto Verde 74.42

Grosor de la cascara del fruto 1 milimetro 30.01
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Color de la pulpa cercana a la

cAscara Verde claro 12.98

Cielor dle | gzmﬁ;ercana g Amarillo claro 39.66

Textura de la pulpa Cremosa 27.56

Dulzura de la pulpa Ligeramente dulce 11.54

Fibra en la pulpa Poca 28.56

Forma de la semilla Ovada ancha 50.87

Posicion de la semilla en la fruta Apical 21.88

Espacio libre de I_a cavidad de la Sin espacio 14.94
semilla

El descriptor angulo de insercion del peciolo foliar, no presento
variabilidad, es decir todos los materiales presentaron el mismo dato para este
descriptor, por lo cual fue descartado del andlisis.

Del analisis de correlacion de Spearman tanto en las variables
cualitativas como cuantitativas, se pudieron discriminar las variables que tienen
una correlacion mayor al 95%; las cuales fueron: dngulo de insercion de las
ramas principales, color de la rama joven, color de las lenticelas del vastago
joven, forma de la hoja, textura de la hoja, peso del fruto, brillantes de la cascara
del fruto, superficie de la cascara del fruto y posicion de la semilla en el fruto
(iError! No se encuentra el origen de la referencia.).

3.3.1 Frecuencias de cada descriptor
3.3.1.1 Peso del fruto

En la figura 3.23 se puede observar la variaciébn entre ecotipos, en
Itzama se puede ver que los frutos muestran un rango de 439.6 g a 755 g con un

promedio de 587.56 g; mientras que en otras accesiones (Nacional, Hibrido

14361, Hibrido 14371) la variacién de pesos es minima.
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Figura 3.23: Representacion de la variacion del peso del fruto de cada ecotipo
con valor minimo, méaximo y promedio.

3.3.1.2 Peso de la semilla

Con respecto al peso de la semilla, se determiné que éste no esta
relacionada con el peso de la semilla, por ejemplo el ecotipo que mayor
variabilidad presenté fue NB67; mientras que en ltzama que fue el ecotipo con
mayor variacién en fruto, en semilla la variacidn no es muy representativa; en

algunas accesiones (Reed, Hibrido 13525) la variacién es minima (Figura 3.24).
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Figura 3.24: Representacion de la variacion del peso de la semilla de cada
ecotipo con valor minimo, maximo y promedio.
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3.3.1.3 Angulo de insercién de las ramas principales

En lo que respecta al angulo de insercion de las ramas principales 27
materiales poseen todas sus ramas con un angulo de insercion agudo, mientras
que 5 materiales poseen ramas con un angulo obtuso de insercion (Figura 3.25,
anexo D).
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Figura 3.25: Angulo de insercién de las ramas principales.

3.3.1.4 Color de larama joven

Este descriptor consta de 4 categorias (Anexo D), en los arboles de
aguacate de este estudio solo se encontré solamente 2, siendo la mayoria de

color verde (18) y un nimero menor de color amarillo (14) (Figura 1.1).

20 18
18
o 14
o)
w© 12
S 10
o
ot 8
€ 6
=}
Z 4
2 0 0
0
Amarillo Verde Rojo Otro

Figura 3.26: Color de la rama joven.
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3.3.1.5 Color de las lenticelas del vastago joven

En esta caracteristica destaca el color verde de las lenticelas del vastago
joven (23) en los arboles caracterizados de la granja experimental Tumbaco
(Figura 3.27), mientras que el color rojo en las lenticelas presenté solo la
variedad Fuerte, por otro lado, los materiales Cooke y Booth 8 no presentaron

lenticelas.
25 23
(%]
2 20
o
2
‘@ 15
[}
©
° 10
£
4
z ° 2 1
, B -
Marfil Verde Marrén Rojo Parpura Otro

Figura 3.27: Color de las lenticelas del vastago joven.

3.3.1.6 Formade la hoja

La forma de hoja que se presentd6 comunmente fue la oblonga
lanceolada presentandose en 17 arboles (Figura 3.28), mientras que la menos
frecuente fue la forma redondeada, presentandose esta caracteristica solamente

en el ecotipo Farchild.
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Figura 3.28: Frecuencias de la forma de la hoja.
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3.3.1.7 Forma de la base de la hoja

La forma de la base de la hoja que sobresale es la aguda (29), mientras que la

forma obtusa es la que se presenta en menor frecuencia (Figura 3.29).

Numero de arboles

Figura 3.29
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: Frecuencias observadas de la forma de la base de la hoja.

3.3.1.8 Color de las hojas maduras

El color verde oscuro (18) se observdé en mayor frecuencia en los

ecotipos estudiados, mientras que el color verde claro (2) fue el de menor

frecuencia en hojas maduras (Figura 3.30), presentandose en los materiales

Farchild y Choquete.
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Figura 3.30: Color de las hojas maduras.
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3.3.1.9 Margen de la hoja

El margen de la hoja puede ser entero u ondulado, esta caracteristica se

observa indistintamente del origen racial en aguacate. La frecuencia fue de 20

arboles con margen entero y 12 arboles con margen ondulado (Figura 3.31).
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Figura 3.31: Frecuencias observadas del margen de la hoja.

3.3.1.10

Forma del 4pice de la hoja

El apice de la hoja en 16 ecotipos fue agudo y solo tres ecotipos

presentaron un apice obtuso (Itzama, Choquete y Farchild) (Figura 3.32).
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Figura 3.32: Forma del apice de la hoja.
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3.3.1.11 Textura de la hoja

La textura de la hoja se registré en hojas maduras, donde 20 ecotipos

presentaron textura dura (Figura 3.33).
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Figura 3.33: Textura de la hoja.

3.3.1.12 Olor a anis

El olor a anis es uno de los descriptores mas informativos y caracteristico
para las razas mexicanas de aguacate. En este estudio se pudo distinguir 4
arboles con intenso olor a anis, los cuales son de origen mexicano, mientras que

la mayoria de ecotipos (19) present6 un olor tenue (Figura 3.34).
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Figura 3.34: Olor a anis.
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3.3.1.13 Epoca de floracion
La época de floracidon mayor se da en el segundo trimestre del afio en la
coleccion de trabajo de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco del INIAP.

En el mes mayo se observé floracién en 14 ecotipos, mientras que en marzo

solamente en un ecotipo (Figura 3.35).
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Figura 3.35: Epoca de floracion por meses.

3.3.1.14 Tipo de floracién

El aguacate en cada ecotipo presenta un solo tipo de flor, observandose

20 ecotipos con flor de tipo Ay 12 de tipo B (Figura 3.36).
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Figura 3.36: Tipo de floracién.
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3.3.1.15 Epoca de fructificacion

La fructificacion predomina en los meses de Enero y Febrero, mientras
que en Junio, Julio, Agosto y Septiembre no se encuentra ningin arbol en
produccion (Figura 3.37).
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Figura 3.37: Epoca de Fructificacion por meses.

3.3.1.16 Habito de fructificacion

La mayoria de accesiones se caracterizaron por producir frutos
solitarios, mientras que en ecotipos como el Reed se da una produccién

abundante en racimos (Figura 3.38).
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Figura 3.38: Habito de fructificacion.
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3.3.1.17

Forma del fruto

En la coleccion de trabajo de aguacate de la Granja Experimental

Tumbaco-INIAP encontramos 32 ecotipos, tanto de materiales introducidos,

hibridaciones y materiales colectados en el pais por lo cual se encontrd una gran

variedad de formas de fruto, predominando los frutos obovados-angostos;

mientras que la forma oblata y elipsoide no se encontraron en ningun arbol de la

coleccion (Figura 3.39).
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Figura 3.39: Frecuencia observada por la forma del fruto.

Forma de la base del fruto

La base del fruto puntiaguda se observo en 12 ecotipos, mientras que la

base hundida en 3 (HX48, Simpson y Choquete) (Figura 3.40).
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Figura 3.40: Forma de la base del fruto.
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3.3.1.18 Aristas en el fruto

Las aristas en el fruto es una caracteristica poco comun, presentandose

solamente en 4 accesiones (T225, HX48, Hass y Witsell) (Figura 3.41).
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Figura 3.41: Aristas en el fruto.
3.3.1.20 Brillantez de la cascara del fruto

La brillantez de la cascara del fruto fue moderada en 24 ecotipos,
mientras que dos (Choquete y Duke 7) presentaron una brillantes notable
(Figura 3.42).
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Figura 3.42: Brillantes de la cascara del fruto.
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3.3.1.21 Posicion del pedicelo del fruto

La posicion central y asimétrico fueron las mas comunes con el 50% y
46.8% respectivamente, mientras que un solo ecotipo (Perucho) presento el
pedicelo muy asimétrico y ningan arbol con la caracteristica extremadamente

asimétrico (Figura 3.43).
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Figura 3.43: Posicion del pedicelo en el fruto.

3.3.1.22 Forma del pedicelo

En la coleccion de trabajo encontramos materiales que presentan forma

cilindrica y conica, lo cual se debe al origen de dichos arboles (Figura 3.44).
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Figura 3.44: Forma del pedicelo.
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3.3.1.23 Color del pedicelo

El color del pedicelo mas frecuente es el verde, mientras que el
anaranjado es el menos comun (Figura 3.45); observandose esta coloracion en
el ecotipo HX48.
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Figura 3.45: Color del pedicelo.
3.3.1.24 Superficie de la cascara del fruto

Para la superficie de la cascara del fruto 4 arboles presentaron una
cascara rugosa (T225, HX48, Hass y Witsell). Por otro lado, los ecotipos, en su
mayoria hibridos, presentaron una superficie de la cascara intermedia, mientras
que los ecotipos de origen Mexicano presentaron una superficie lisa
(Figura 3.46).
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Figura 3.46: Superficie de la cascara del fruto.
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3.31.25 Color de la cascara del fruto

En la colecciébn de trabajo de la granja experimental Tumbaco
encontramos cinco colores para la cascara del fruto de los nueve propuestos por
el IPGRI (1995), de los cuales el color que sobresale es el verde (13)
(Figura 3.47).
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Figura 3.47: Color de la cascara del fruto.
3.3.1.26 Grosor de la cascara del fruto

El grosor de la cascara del fruto presenté un rango que vario desde 1
mm (16 arboles) hasta 3 mm (Choquete y Witsell) (Figura 3.48).
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Figura 3.48: Grosor de la cascara del fruto.
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3.3.1.27 Color de la carne cercana a la semilla

El color verde claro de la carne cercana a la semilla en frutos maduros
fue el de mayor frecuencia en los arboles estudiados. Sin embargo, 4 materiales
presentaron colores no registrados en los descriptores propuestos por el
IPGRI (1995) (Figura 3.49).
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Figura 3.49: Color de la carne cercana a la semilla.

3.3.1.28 Textura de la pulpa
La textura de la pulpa cremosa fue la caracteristica que se presentd en

la mayoria de ecotipos, mientras que solamente el ecotipo Puebla presenté la

caracteristica pastosa (Figura 3.50).
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Figura 3.50: Textura de la pulpa.
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3.3.1.29

Fibra en la pulpa

La mayoria de ecotipos de la Granja Experimental Tumbaco presentaron

poca fibra en la pulpa (26), mientras que 5 ecotipos (Puebla, Perucho, Duke 7,

Simpson y Farchild) presentaron fibra intermedia y un ecotipo (Nacional)

presentd mucha fibra (Figura 3.51).
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Figura 3.51: Fibra en la pulpa.

Forma de la semilla

En los ecotipos presentes en coleccion de trabajo de aguacate destacan

la forma de la semilla esferoide y ovada-ancha (Figura 3.52).
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Figura 3.52: Forma de la semilla.
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3.3.1.31 Posicion de la semilla en la fruta

La mayoria de ecotipos (26) presentaron una apical de la semilla en la fruta,

mientras que la posicion central se observo en seis arboles (Figura 3.53).
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Figura 3.53: Posicion de la semilla en la fruta.

33132 Precocidad

La figura 3.54 presenta la precocidad de cada ecotipo de aguacate, las
variedades comerciales Hass y Fuerte (en azul) presentan aproximadamente
250 dias desde floracion a madurez del fruto; por otro lado los aguacates de tipo
Nacional son los ecotipos mas precoces, mientras el ecotipo Tonnage es el mas

tardio.
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Figura 3.54: Numero de dias de floracion a madurez de fruto.
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3.3.2 Analisis de agrupamiento

Con los 24 descriptores de mayor relevancia se realizo el analisis de
agrupamiento, donde se distinguen los materiales de tipo mexicano (Nacional,
Puebla, Perucho y Duke 7), los cuales forman un grupo (en color azul), por otro
lado los materiales de tipo guatemalteco, antillano e hibridos forman otro grupo
(en color rojo) (

Figura 3.55).

En la figura 3.55 se identifica claramente que los ecotipos Reed y
Guayllabamba (en color celeste) presentan un indice de diferencia minima,

teniendo caracteristicas fenotipicas similares.

Wae

Figura 3.55: Andlisis de agrupamiento de la caracterizacion morfolégica de 32
ecotipos de la Coleccion de trabajo de la Granja Experimental
Tumbaco- INIAP.
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3.3.3 Analisis de componentes principales

En el andlisis de componentes principales (Figura 3.56) con un aporte
de 18.5% para el primer componente (Componente del fruto) y con un 11.5%
para el segundo componente (Componente de flor) se diferencian los ecotipos
de tipo mexicano (Nacional, Puebla, Perucho y Duke 7) (en color amarillo), los

cuales estan asociados al olor a anis, a la textura de la pulpa y a la fibra en la

pulpa.

o, S 2\l e Mexicanos

=y \ * Lanstne
~—.,‘y- el . “wnen
- e = "R
- — - —— Pty ° .
. .

ORISR

Figura 3.56: Andlisis de Componentes principales

En la tabla 3.22 en color amarillo destacan las variables con mayor
aporte para el primer componente (>0.5 o > -0.5); en color verde las variables

con mayor aporte para el segundo componente.

Tabla 3.22: Valores de los componentes principales (CP1y CP2)

Formabaseh -0.42 -0.47
Colorhojam 0.4 -0.39
Margenhoja 0.12 0.43
Formapiceh -0.39 -0.24
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Olorais 0.86 -0.25
Tipflorlcion -0.27 -0.39
habitofructif 0.19 0.23
Formafruto 0.19 -0.54
Basefruto 0.22 -0.4
Aristasfruto -0.06 0.56
Posicpedfru 0.49 -0.08
Formaped -0.47 0.22
Colorped -0.16 0.24
Colorcasc 0.56 0.5
Grosorcasc -0.59 0.27
Colpulpsem 0.15 0.03
Textpulp 0.73 -0.01
Fibrapul 0.62 -0.06
Formasem 0.3 0.06
Pesosem clas -0.5 -0.43
madur_class -0.67 -0.1
epocfloral class -0.17 0.36
Florsecun_class -0.26 0.47
epocfructif_class 0.22 0.38

Correlacion cofenética= 0.603
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CAPITULO IV
DISCUSION

La caracterizacion de la diversidad en plantas, estd dado por la
caracterizacion fenotipica, que esta sujeta a una fuerte influencia ambiental y
que a Su vez es un proceso largo en especies perennes. Por otra parte, la
caracterizacion de la variabilidad genética con marcadores moleculares permite
identificar, clasificar y utilizar la diversidad existente en los genomas de las
plantas en programas de mejoramiento genético, ya que las diferencias o
similitudes a nivel del ADN entre individuos se observan en forma directa; en
este estudio se considerd tanto la caracterizacion fenotipica como genotipica
(Pifiero, 2008).

4.1 Caracterizacion molecular

La biologia molecular permite el uso de metodologias para la
identificacion, clasificacién y aprovechamiento de la diversidad genética presente
en los genomas de las plantas; con estas técnicas se pueden determinar en
forma precisa las diferencias o similitudes a nivel del ADN entre individuos
(Gutiérrez, Martinez, Gracia, & Iracheta, 2009). Los marcadores de ADN como
Minisatélites (Lavi et al. 1991), RAPDs (Fiedler et al. 1998), RFLPs (Davis et al.
1998) o VNTRs (Mhameed, et al., 1997) han sido utilizados para genotipar
diferentes cultivares de aguacate. Sin embargo los microsatélites (; Ashworth y
Clegg, 2003; Schnell et al., 2003; Ashworth et al., 2004) esta adquiriendo
preponderancia en la definicion de genotipos individuales y en los estudios del
flujo de genes de arboles forestales, puesto a que presentan ventajas para
estudios de genética poblacional por su codominancia, y alto grado de
polimorfismo apropiado para estudios de diversidad y relaciones en y entre
poblaciones, su estabilidad, su facil deteccion por medio de PCR, su gran
dispersion a lo largo del genoma y su alta reproducibilidad (Alcaraz & Hormaza,
2007); recientemente muchos microsatélites en aguacate has sido desarrollados
(Mhameed, et al., 1997; Ashworth et al., 2004) lo que ha facilitado los estudios
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de diversidad (Schnell et al., 2003; Ashworth y Clegg, 2003, Alcaraz & Hormaza,
2007).

4.1.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de aguacate se dificulta debido a los altos
contenidos de acidos grasos de las hojas (Gutiérrez, 2009), propios de la
especie; por lo que se por lo que se evaluaron varios métodos: 1) el propuesto
por Jhingan (1992) de PEX, 2) el propuesto por Colombo (1998) modificado por
Piedra (2004) y 3) el de Ferreira y Grattapaglia (1998), con el fin de determinar
el mas adecuado en cuanto a calidad y cantidad de ADN. Los tres métodos
evaluados fueron adecuados considerando cantidad, mientas que para calidad,
el tercero fue el método con mejores resultados en cuanto a validacién, ya que
utiliza lavados del pellet de ADN con etanol al 70%, lo cual elimina los acidos

grasos y fenoles que inhiben la reacciéon de PCR.

4.1.2 Cuantificacion de ADN

Respecto a la cuantificacidon de ADN gendmico de aguacate, se obtuvo
bandas claras y bien definidas en los geles de agarosa, pero debido a que este
método de cuantificacibn es poco especifico y subjetivo al comparar con
marcadores de peso molecular, no se tiene certeza de la concentracion de ADN
de aguacate. Esto es un problema al momento de realizar la PCR, ya que una
alta concentraciéon de ADN inhibe esta reaccion, por lo cual puede fallar su
validacion. Esta cuantificacion fue verificada en el espectrofotometro EPOCH,
resultando una concentracion precisa de ADN, de lo cual se pudo hacer las

diluciones exactas del mismo.

4.1.3 Pruebas de amplificacion y “duplexaje” de SSR con la técnica M13
“tailing” para el analizador LI-COR 4300.

Las temperaturas de annealing reportados por (Ashworth & Clegg, 2003)

siendo las encontradas temperaturas mas bajas que las reportadas, esto puede
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deberse a que estos SSRs tienen un ampli6 rango de temperaturas de
amplificacion, mientras que en lo que respecta a los pesos moleculares
obtenidos en este trabajo fue similar a los reportados por las mismas SSR por
Schnell et al. (2003) y (Ashworth & Clegg, 2003), que confirma la fiabilidad de los

analisis SSR.

4.1.4 Genotipaje en el analizador Licor 4300

El aguacate es una especie diploide, es decir con un numero
cromosomico de 2n=24 por lo cual en el presente estudio se identificé la
presencia dos bandas para individuos heterocigotos y de una banda en
individuos homocigotos, en cada locus. Sin embargo, se encontré6 que en
algunos individuos no hubo amplificacion con algunos microsatélites, lo que
concuerda con el estudio de Galindo (2011) sobre las relaciones de aguacate en
México, asi como en el estudio realizado por Ashworth et al. (2004) y Borrone
et al. (2009). Esto se puede deber a la presencia de alelos nulos, debido a
sustituciones, delecciones e inserciones en las secuencias que corresponden a
los sitios de unién de los microsatélites especificos, por esta razén no se di6 la
amplificacion. A su vez en estos estudios se menciona problemas de barrido en
las bandas con los microsatélites utilizados, lo cual se detect6 especificamente
en el primer AV9 donde se pueden identificar barrido que podria confundirse

como una banda.

El LI-COR 4300 es un equipo de alta especificidad ya que puede
diferenciar alelos que varien en 2 pares de bases (pb) (LI-COR Biosciences,
2012), mientras que en geles de acrilamida se diferencian en 20 pb y con menor
especificidad, los geles de agarosa que difieren en 50 pb, por lo tanto se pueden
detectar el nimero total de alelos de una poblacién para cada locus, lo cual

representa la variabilidad total (Del Villar & Reynoso, 2010).
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4.1.5 Diversidad genética de aguacate

En los datos obtenidos del genotipaje realizado en el Austro se
encontraron 110 alelos en los 10 locus estudiados con un promedio de 11
alelos/locus, lo cual presenta una similitud con el estudio realizado en el Centro
y Norte en el cual se encontr6 la presencia de 107 alelos con un promedio de
10.7 alelos/ locus. (Urgilez, 2012).

En el trabajo realizado por Ashworth & Clegg (2003) en el que utilizaron
un total de 25 loci microsatélites (10 de los cuales fueron utilizados en el presente
estudio) en 37 ecotipos de aguacate, tuvieron como resultado un promedio de
10.4 alelos/locus. En la investigacion realizada por Alcaraz & Hormaza (2007) se
trabaj6 con 75 accesiones de aguacate en las cuales incluye ecotipos locales de
Espafia y ecotipos obtenidos por intercambio de diferentes paises, las
accesiones fueron caracterizadas con 16 microsatélites de aguacate,
detectdndose un total de 156 diferentes fragmentos de amplificacion con un

promedio de 9,75 alelos/locus.

Coto et al. (2007) en el trabajo de mejoramiento de aguacate para la
resistencia a la pudricion de la raiz y la salinidad, realiz6 un analisis de la
diversidad entre 22 ecotipos de aguacate cultivados en Cuba utilizando 16 de
microsatélites con un promedio 8.1 alelos/locus. Siendo en este estudio el valor
mas bajo de encontrado respecto a las investigaciones nombradas
anteriormente. Los valores mencionados son significativamente menores al
reportado por Schnell et al. (2003) con 14 microsatélites obtuvo un promedio de
18,8 alelos/locus, siendo el mayor promedio, debido probablemente a que se

realiz6 el estudio con un nimero mayor de accesiones (224).
Por ultimo Galindo (2011) obtuvo datos similares de alelos por locus

reportando un promedio de 10.75 alelos/locus. Todos los estudios mencionados

anteriormente concuerdan con el presente estudio.
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Los locus con mayor numero de alelos son AV5, AV2 y AV9 por lo tanto
estos son los locus con mayor polimorfismo siendo mejores para los analisis de
diversidad genética, mientras que los locus AV10, y AV3 proyectaron menor

polimorfismo es decir mayor cantidad de alelos repetidos y de tamafios similares.

Las frecuencias alélicas oscilaron 0,0026 a 0,6146, observandose la
mayor frecuencia alélica el locus AV10, si la frecuencia de un alelo es muy alta,
existe poca heterocigosidad (Galindo & Milagro, 2011). Sin embargo en este
estudio no se detectaron alelos fijos (frecuencia alélica >0.9), mientras que 58
alelos (52,72%) pueden ser considerados como raras (frecuencia alélica <0.05),
datos con cierta similitud a los reportados por Alcaraz & Hormaza (2007) con
frecuencias alélicas en un rango de 0.006 a 0.5583, donde no se obtuvo alelos

fijos y con 83 alelos posiblemente raros (53%).

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, Pichinchay Loja).

Los resultados concuerdan con respecto al sistema de reproduccion
dicogamico de esta especie, lo que provoca diferentes niveles de
heterocigosidad en las poblaciones de aguacate (Rodriguez, et al., 2003).

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 valor promedio para la

caracterizacion de los valles interandinos del centro-norte fue de 0,73. El locus
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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
polimorficos e informativos para detectar variabilidad genética.

Los datos de este estudio concuerdan con estudio realizado por Alcaraz
& Hormaza (2007), en el cual la heterocigosidad esperada fue de 0,76, una
heterocigosidad observada de 0,64. El valor PIC (0,35) que reportaron fue bajo

en comparacion con el PIC (0,73) encontrado en el presente estudio.

Por otro lado Mhameed et al. (1996) encontré6 niveles altos de
heterocigosidad, usando SSRs la Ho encontrada fue de 0,62, dato similar
obtenido en el estudio de Schell et al. (2003) con un promedio de Ho fue de 0,64.
Todos los valores mencionados coinciden con los datos obtenidos en este

estudio.

4.1.6 Estructura genética

El aguacate presenta el fendbmeno de dicogamia protoginea, madurando
a destiempo los verticilos sexuales, lo que se traduce en una menor probabilidad
de autopolinizacion de las flores. A su vez se ha visto que el comportamiento
floral no es estricto y estd fuertemente influenciado por las condiciones
climaticas. Se sabe que bajas temperaturas causan un retardo en la apertura
floral lo que incrementa la posibilidad de autopolinizacién. Por lo tanto se puede
esperar que exista una variacién entre los porcentajes de autopolinizacion y
polinizacién cruzada dependiente de las condiciones en que se encuentre el

huerto.

De acuerdo al analisis de agrupamiento UPGMA consolidado por

ecotipos, se observa que Farchild se diferencia del resto de materiales
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constituyendo un grupo separado debido a su diferenciacién alélica. Los
cultivares Guayllabamba y Reed estan emparentados ya que presentan un
coeficiente de distancia muy cercano a 0 (0.2188) por lo que se podria especular
gue se trata del mismo material vegetativo, esta deduccion se respalda con los
resultados del andlisis morfolégico, en el cual el coeficiente de distancia presenta

el mismo patron.

De acuerdo al analisis de agrupamiento UPGMA detallado por cultivares
podemos decir que debido a la polinizacién cruzada que posee el aguacate no
se estructuraron genéticamente, 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 composicion 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 hibridacion 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.

En el analisis de coordenadas principales presenta una variabilidad
acumulada de 23.69%, debido a esto no hay formacién de estructuras definidas,
sin embargo se pueden distinguir la separacién clara de los ecotipos NB67,
TX531 e Hibrido 14366, puesto que estos materiales son introducidos y difieren

en su contenido genético del resto de materiales de la coleccion de trabajo.

Los resultados obtenidos del analisis de variabilidad genética del

aguacate son muy favorables, ya que existe una amplia diversidad genética en
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la Coleccién de trabajo de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco del
INIAP, por lo cual con estudios posteriores se tiene las posibilidades de
encontrar caracteristicas interesantes que mejoren la resistencia y por ende la
productividad del aguacate (Bonilla, 2010), encaminando hacia el mejoramiento

genético.

4.1.7 Analisis global

En andlisis de componentes principales global de las 6 provincias de los
valles interandinos se distingue un agrupamiento de las provincias donde se
realizé las colectas de materiales de tipo Nacional, mientras que los materiales
gue 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.

De acuerdo al Analisis molecular de varianza (AMOVA) global se
encontré una diferencia entre provincias de un 17%, esta variabilidad se debe a
gue en este estudio se encontraron 31 ecotipos diferentes (tanto de colectas
como de materiales introducidos). Por otro lado el AMOVA de las colectas de
material Nacional que se realiz6 en la Sierra Norte y Sur revelaron una diferencia
genética del 4%, esta diferencia es minima debido a que todos los materiales
son del mismo ecotipo por lo tanto comparten la misma informacion genética. El
estudio realizado por Urgilez (2012) presenté un 4% de variacion genética en los
materiales de tipo Nacional colectados en los Valles Interandinos del Norte del

Ecuador, lo cual coincide con el presente trabajo.

De igual manera a lo anterior mencionado se debe considerar la
posibilidad de que las localidades estudiadas, debido a su cercania geografica,

compartan ancestros comunes y por lo tanto, un origen comun.

Las estadisticas F revelan que el indice de diferenciacion genética Fis o
indice de consanguineidad fue de 15,85 %, corresponde a diferencias entre

poblaciones, este valor nos indica que existe un alto nivel de intercambio
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genético, y que comparten los mismos ancestros, ya que mientras mayor es el

valor menos intercambio genético hay entre las poblaciones (Nei, 1973).

El valor Fst o indice de fijacion mas alta se mostré en el alelo AV10 con
0.26 indicando que existe una alta fijacién de cierto alelo para este locus, ya que

mientras mas se acerca a 1 mas fijacion de un alelo existe.

De los 10 loci utilizados tres locus (AV3, AV11) mostraron un resultado
Fis negativo, por lo tanto como la mayoria son valores de Fis positivos, existen

pocos heterocigotos respecto a lo esperado.

Segun las circunstancias de equilibrio de Hardy y Weinberg, existe una
falta de heterocigotos con respecto a lo esperado, debido a que los valores Fis
para todos los loci fueron positivos, excepto para el loci AV11 el cual dio un valor

negativo de -0,055 lo cual nos dice que hay mayor nimero de heterocigotos.

En el estudio de Alcaraz &Hormaza (2007), 15 de los 16 loci estudiados
mostré un resultado positivo de Fis que indica un déficit de heterocigotos con
una media de 18%, mientras que para un solo locus fue negativo. Estos
resultados indican un cierto grado de consanguinidad que podria explicarse por

el hecho de que los genotipos estan relacionados genéticamente.

El locus con el menor valor de FIT siendo este de 0,145 es el locus AV4
y el AV7 con un FIS de 0,15. El mayor porcentaje de variacion genética
corresponde al locus AV2, AV3, AV9, AV11l, AV12.

La distancia de Nei entre las provincias de Pichincha e Imbabura es de
0,247, de Pichincha y Carchi es de 0,315, de Pichincha y Tungurahua 0,219, de
Imbabura y Carchi es de 0,183, de Imbabura y Tungurahua es de 0,328, y entre
Carchiy Tungurahua es de 0,356. Estos datos se interpretan con poca diferencia
genética, debido a la cercania de las provincias, los datos que dan mas similitud

es entre las Provincias Imbabura y Carchi, y los valores mas altos estan entre
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las provincias de Carchi y Tungurahua, datos totalmente l6gicos de acuerdo a la

ubicacion y distancia de una provincia a otra.

4.2 Caracterizacion morfoldgica

Gutiérrez (2009) tomaron en cuenta variables como peso de semilla,
peso de fruto, porque mostraron la mayor influencia en la clasificacion de las
muestras, para el analisis de agrupamiento. En el presente estudio las variables
mas informativas fueron el olor a anis, forma del fruto, aristas en el fruto, color
de la céscara del fruto, grosor de la cdscara del fruto, textura de la pulpa, fibra
en la pulpa, la madurez o precocidad del fruto, ya que estos aportaron mayor

informacion en la conformacion de componentes principales.

El olor a anis o la intensidad del aroma volatil de hojas del aguacate fue
mas alto en las razas mexicanas que en las razas guatemaltecas y antillanas.
Estragol y B-cariofileno son los componentes mas abundantes en las razas
mexicanas y guatemaltecas respectivamente, y pueden ser indicadores en la
clasificacion de raza (Wu, Chou, Chang, & Chen, 2007).

La forma del fruto es variable y no discrimina en razas, pero es
considerable tener en cuenta que en aguacates de origen mexicano los frutos
tienen tendencia a ser pequefos, los antillanos con tendencia a grandes y los
guatemaltecos con tamafo medio (Larios, et al., 2011).

La presencia de aristas en el fruto es caracteristica de arboles de
aguacate de origen guatemalteco, es por esta razén que esta variable es muy
descriptiva, ya que en arboles de origen mexicano hay ausencia de aristas y la
cascara es suave Y lisa, por otro lado los arboles de origen antillano carecen de

aristas con un grosor mediano y liso.

El color de la cascara del fruto varia de acuerdo a los diferentes ecotipos,
siendo una caracteristica importante el color negro en aguacates de tipo

Nacional.
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El grosor de la cascara del fruto es una caracteristica discriminativa ya
gue en aguacates de origen mexicano la cascara es delgada, en antillana de
grosor medio y en guatemaltecos la cascara se caracteriza por ser gruesa
(Barrientos & Lopez, 1998).

La textura de la pulpa nos permite identificar el contenido de aceite,
siendo los mas cremosos, esto es comun en aguacates de raza mexicana,
mientras que los aguacates de raza guatemalteca tienen contenido medio y los

de raza antillana, bajo contenido de aceite.

La fibra en la pulpa es comdn en aguacates de origen mexicano, por lo
cual es una caracteristica informativa que permite identificar arboles de esta
raza; por otro lado en &rboles de origen guatemalteco y antillano la fibra es

escasa.

La madurez o precocidad del fruto es una caracteristica de importancia
ya que se ha determinado que los frutos de origen mexicano tienen un tiempo de
flor a fruto de aproximadamente 6 - 9 meses, los de origen guatemalteco de 10-

16 meses y los de origen antillano 5 a 9 meses (Barrientos & Lopez, 1998).

La variabilidad morfologica existente en los materiales de la coleccion de
trabajo de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco del INIAP permite
establecer una base para programas de mejoramiento genético, por lo cual es
importante la conservacion de estos materiales con la diversidad del
germoplasma de aguacate para el desarrollo de nuevos cultivares (variedades
mejoradas).

4.21 Analisis de agrupamiento

El andlisis de agrupamiento reveld que los ecotipos de origen mexicano

comparten ciertas caracteristicas fenotipicas que les permitieron agruparse,
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mientras que los materiales de origen guatemalteco, antillano e hibridos no

formaron grupos definidos de acuerdo a su origen racial.

De acuerdo a las observaciones morfologicas, al analisis de
agrupamiento y a la caracterizacién molecular se pudo comprobar que el ecotipo
nombrado como Guayllabamba, presenta caracteristicas tanto fenotipicas como
genotipicas de los ecotipos Reed, por lo cual se asume que este material es
Reed.

4.2.2 Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales permiti6 identificar las variables
que presentan mayor informacién en cuanto a la diferenciacion fenotipica, siendo
el olor a anis, posicion del pedicelo en el fruto, forma del pedicelo, color de la
cascara, grosor de la cascara textura de la pulpa, fibra en la pulpa y la madurez,
los descriptores que contribuyeron a la formacion de la primera componente y

la forma del fruto, las aristas en el fruto a la segunda componente.

De acuerdo a Rodriguez et al. (2003) las variables que mas
contribuyeron para la discriminacion en la primera componente fueron el grosor
y la flexibilidad de la cascara del fruto y la época de cosecha, y en la segunda, el
olor a anis en las hojas y el color de las lenticelas del vastago joven; reportando
la formacion de tres grupos. El primero Grupo Guatemalteco y la mayoria de los
hibridos de Guatemalteco x Antillano, el grupo Il los Antillanos. El cultivar Jaruco,
clasificado como Antillano quedé incluido en el Grupo I. ElI Grupo Il quedo6
constituido por el Unico representante de la raza Mexicana (Rodriguez, et al.,
2003), esto ultimo comprueba la formacién de los representantes de tipo
Mexicano que se agruparon en el presente estudio, mientras que los otros

ecotipos no forman agrupaciones raciales.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares SSR, utilizados en el estudio, demostraron
una facil deteccion por medio de PCR y una alta reproducibilidad siendo
eficientes para detectar polimorfismo, identificar cultivares, determinar

clones y confirmar la clasificacién botanica.

Gracias a su codominancia, y al alto grado de polimorfismo, estos
microsatélites son apropiados para analizar la diversidad genética de
aguacate, con los cuales se pudo identificar la diversidad y la estructura
genética en las regiones interandinas del Centro-Norte y Centro-Sur del
Ecuador, a su vez permiten tener una relacion genética entre y dentro de

las provincias estudiadas.

El método de extraccion foliar de Ferreira y Grattapaglia (1998) para
muestras secas para aguacate permitié obtener una buena concentracion
y calidad de ADN.

La caracterizacion molecular de 200 muestras de aguacate mediante la
utilizacién de diez microsatélites, reveld una riqueza alélica de 111 locus

de lo que se obtiene un promedio de 11 alelos/locus.

Existe el mismo patron de diversidad genética tanto en el estudio realizado
en los valles interandinos del Norte y Centro como el realizado en Sur y
Centro, presentando valores de 10.7 alelos/locus para el primero y 11

alelos/locus para el segundo.
La heterocigosidad esperada 0.74, indican que los microsatélites

seleccionados forman un conjunto de gran utilidad informativa para la

caracterizacion de germoplasma de aguacate.
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El PIC de 0.73 demostrd un gran polimorfismo y diversidad genética en

las muestras de aguacate analizadas.

Los locus con mayor polimorfismo de acuerdo a los datos de riqueza
alélica, heterocigosis esperada, heterocigosis observada, PIC, valores F,
son AV2, AV5, AV9, AV11, AV12.

Con la combinacion de microsatélites empleada, no se puede establecer
grupos en base a su origen racial, lo que puede deberse al hecho de que,
la mayoria de los cultivares son hibridos.

Los analisis de multivariados PCO corroboraron en la falta de estructura
genética en aguacate, sin embargo los ecotipos TX531, NB67 y el hibrido
14366 si se diferenciaron de forma clara, al ser los mismos, materiales

introducidos.

El AMOVA para los materiales colectados de tipo Nacional de la regién
Centro-Norte y Sur dieron un 4% de variabilidad genética.

De acuerdo al AMOVA el valor de variacion 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.

Las estadisticas F revelaron un valor de diferenciacion genética del 15.8%

entre las provincias estudiadas.

La coleccion de trabajo de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco
representa la mayoria de la variabilidad genética en este cultivo debido a
que posee accesiones de los Valles interandinos de tipo nacional

proveniente de colectas y materiales introducidos.

104



La caracterizacion molecular y morfolégica revel6 que el cultivar
erroneamente nombrado como Guayllabamba en la coleccion de trabajo

de aguacate de la Granja Experimental Tumbaco, es un ecotipo Reed.

El analisis de similitud para la elaboracion del dendograma UPGMA
detecto la presencia de duplicados (clones) en la coleccion de trabajo de
aguacate de la Granja Experimental Tumbaco del INIAP, los cuales son

materiales injertos de la misma planta.

Los descriptores morfolégicos mas informativos fueron el olor a anis,
forma del fruto, aristas en el fruto, color de la cascara del fruto, grosor de
la cascara del fruto, textura de la pulpa, fibra en la pulpa, la madurez o

precocidad del fruto.

Los ecotipos de origen mexicano formaron un solo grupo, por sus
similares caracteristicas, de acuerdo al andlisis de agrupamiento de la
caracterizacion morfolégica. Mientras que los aguacates de origen
guatemalteco y antillano no forman grupos definidos.

El andlisis de componentes principales revel6 que las el olor a anis, la
textura de la pulpa y la fibra en la pulpa son relevantes para determinar

materiales de origen mexicano.

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

cruzas dirigidas.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de marcadores moleculares SSRs para estudios

de determinacion de la variabilidad genética en aguacate.

Para futuras investigaciones es recomendable realizar un estudio del
aguacate con la utilizacion de otros marcadores SSRs, para determinar si estos

muestran mayor polimorfismo que los utilizados en este estudio.

Realizar un estudio de secuenciacion para identificar variaciones

puntuales e identificar alelos mayor precision.

Realizar un analisis georeferenciado para identificar si existe relacion del

flujo génico de acuerdo a la ubicacion geografica de los materiales.
Se recomienda utilizar los descriptores morfol6gicos que resultaron mas

informativos en este estudio para posteriores caracterizaciones de ecotipos de

aguacate.
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