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Resumen

La investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Recursos Fitogenéticos de la Facultad de
Agrobiologia ‘Presidente Juarez’, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, en los afios
2020y 2022. El objetivo fue determinar la viabilidad de los marcadores moleculares del tipo SSRs
y EST-SSRs y su utilidad para la discriminacion de variantes de aguacate de la variedad Hass. Con
este proposito fueron analizados siete genotipos variantes de aguacate Hass y la variedad Hass
mediante 19 marcadores SSRs y nueve EST-SSRs. El programa InfoGen 2016 ayudo a determinar
el contenido de informacion polimérfica (PIC) y los siguientes parametros genéticos: diversidad
genética (), heterocigosidad (He) y nimero de alelos efectivos (Na) por locus. Las distancias
genéticas fueron estimadas utilizando el criterio del indice de Jaccard aplicando el método de
agrupamiento jerarquico de Neighbor-joining. El andlisis determind un total de 757 bandas, un
promedio de 27.03 alelos/locus marcador y un valor de PIC promedio de 28.61%. En cuanto a
los parametros genéticos, el genotipo EM2HG presentd el mayor valor de diversidad genética (1=
0.47), un PIC de 0.36 y un Na= 1.92. La variedad Hass y la variante EM6HG presentaron la mayor
similitud genética (43%). Estos resultados muestran la viabilidad de los marcadores SSRs y EST-
SSRs para la discriminacion de genotipos de aguacate Hass estrechamente relacionados.
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Introduccion

El aguacate Hass es la principal variedad comercializada mundialmente, debido a la alta calidad
de su pulpa, entre otras cualidades. México es el principal pais productor con casi 2.6 millones
de toneladas (SIAP, 2023) y se posiciona como lider mundial en la exportacion con un 47.5% del
valor de las exportaciones mundiales (ITC-Trade Map, 2023). En México, el estado de Michoacén
es el principal productor con una participacién de 74.21% de la produccién nacional, lugar que
obtiene por las 183 385 ha sembradas (SIAP, 2023). En esta region existe en una gran variedad
de condiciones agroclimaticas que han favorecido la identificacion de genotipos con diferencias
morfolégicas con respecto a la variedad Hass (Gutiérrez-Contreras et al., 2010).

La evaluacion de la variabilidad del aguacatero se ha hecho principalmente con base en caracteres
morfolégicos; sin embargo, este nivel descriptivo es limitado ya que la expresion de los genes esta
sujeta a factores ambientales, al respecto, el uso de técnicas moleculares ofrece la ventaja de
trabajar directamente con la base genética de los individuos para realizar una identificacion mas
precisa y acelerar los trabajos de seleccién para el mejoramiento genético y aprovechamiento de
la diversidad existente.

Los estudios previos sobre variabilidad genética en el cultivo del aguacate han estado orientados
al conocimiento y mantenimiento de la diversidad genética existente. Los marcadores basados
en los polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP), por sus siglas en
inglés (Botstein et al., 1980), se han utilizado en estudios evolutivos, filogenéticos y genealdgicos
(Galindo-Tovar et al., 2011).

Los marcadores basados en &cido desoxirribonucleico (ADN) polimérfico amplificado al azar
(RAPD, por sus siglas en inglés) (Robarts y Wolfe, 2014) y los microsatélites o secuencias simples
repetidas (SSRs), por sus siglas en inglés (Litt y Luty, 1989) han sido utilizados para estudios
similares en las tres razas horticolas y en variedades de interés comercial (Abraham y Takrama,
2014; Ferrer-Pereira et al., 2017; Sanchez-Gonzélez et al., 2019; Liu et al., 2020). Los marcadores
SSRs detectan secuencias repetidas del tipo (GT)n o (CT)n con un alto grado de variacion en
el numero de repeticiones, en diferentes individuos (Litt y Luty, 1989); se utilizan iniciadores
especificos los cuales se hibridan en regiones conservadas que flanquean la regién especifica del
ADN que contiene las secuencias repetidas (Masuelli, 1999).

Estos marcadores son considerados como una técnica mas robusta e informativa que los RFLPs,
RAPDs y AFLPs. Son de herencia mendeliana simple, codominantes, faciles de medir y analizar,
tienen una confiabilidad de 100%, son reproducibles y automatizables. El rapido grado de evolucion
de los microsatélites permite que sean marcadores confiables al estudiar individuos con relaciones
genéticas cercanas. Ademas, los datos de loci nucleares son esenciales para obtener un panorama
general del potencial evolutivo y la historia del aguacate (Galindo-Tovar et al., 2011).

Por otro lado, los marcadores de secuencia expresada-secuencias simples repetidas (EST-SSRs),
por sus siglas en inglés, son secuencias cortas obtenidas de clones de ADN complementario
(ADNc) y sirven como pequefios identificadores de genes. Estos iniciadores son capaces de
proporcionar una estimacion aproximada de los genes que estan expresados activamente en el
genoma a los cuales se encuentran vinculados, por lo que representan marcadores potencialmente
funcionales (Dillon et al., 2014), tienen como ventaja que pueden ser generados facilmente de
diferentes tipos de células, son altamente polimérficos y de naturaleza codominante.

Los iniciadores que flanquean las secuencias EST-SSRs se derivan de secuencias relativamente
conservadas por lo que es probable que los alelos nulos sean un problema menor para este
tipo de marcadores en contraste con los SSRs (Ellis y Burke, 2007). Los marcadores EST-SSRs
desarrollados para una especie en especifico, pueden ser utilizados con éxito para estudios de
diversidad, cartografia comparativa y seleccidn asistida por marcadores. Sin embargo, esta técnica
no es tan eficiente como los SSRs debido al menor nivel de polimorfismo que detectan y por lo
tanto, no son tan eficientes para discriminar genotipos estrechamente relacionados.
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Los marcadores del tipo microsatélites, por su naturaleza codominante y alta tasa de mutacién,
permiten la estimacion de la diversidad genética dentro y entre razas, asi como la mezcla genética
entre razas, incluso si estan estrechamente emparentadas (Sunnucks, 2000), esta caracteristica
los hace muy Uutiles para analisis del grado de relacion entre individuos o grupos (Al-Samarai y Al-
Kazaz, 2015). Este tipo de marcadores se han probado con éxito en estudios de diversidad genética
en genotipos de aguacate con niveles estrechos de parentesco como hibridos de la raza mexicana
(Sanchez-Gonzélez et al., 2019), asi como en otros cultivos como arroz (Pérez-Almeida et al.,
2011), algoddn (Abdurakhmonov et al., 2008) y uva (Cipriani et al., 2008), entre otras especies.

El propdsito de la investigacion fue evaluar la viabilidad de los marcadores SSRs y EST-SSRs para
estudios de diversidad genética en genotipos estrechamente relacionados. en este caso, variantes
de la variedad Hass identificadas en la franja aguacatera del estado de Michoacan, México.

Materiales y métodos

La investigacion se desarrolld6 en el Laboratorio de Recursos Fitogenéticos de la Unidad
de Investigaciones Avanzadas en Agrobiotecnologia (UIAA) de la Facultad de Agrobiologia
‘Presidente Juarez’ dependiente de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo del afio
2020 a 2022.

Material genético

Los siete genotipos variantes de la variedad Hass incluidos en la investigacion proceden de
diferentes areas de la franja aguacatera del estado de Michoacan y se encuentran establecidos
en el Banco de Germoplasma de Aguacate de la Facultad de Agrobiologia ‘Presidente Juérez’,
ubicado en la localidad de Santa Rosa, Uruapan, Michoacén, entre las coordenadas 19° 22’ 35"
latitud norte y 102° 01’ 38” longitud oeste. Los genotipos fueron seleccionados para el andlisis
porque presentan diferencias en productividad, precocidad y altura de planta con respecto a
la variedad Hass (HASS), estos fueron identificados de la siguiente manera: EM1HG, EM2HG,
EM3HG, EM4HG, EM5HG, EM6HG y EM7HG. La variedad Hass fue incluida como testigo.

Aislamiento de ADN gendmico total

El ADN fue obtenido con base en el procedimiento descrito por Huang et al. (2013), el tejido
liofilizado y molido fue obtenido sin la aplicacién de nitrégeno liquido, el tiempo de incubacién
se prolong6 a 90 min y la primera etapa de centrifugado fue extendida a 15 min. Para evitar la
alta concentracion de compuestos fendlicos en la solucion de ADN, se sustituy6 el cloroformo por
diclorometano y la segunda etapa de centrifugacion se extendié a 10 min al igual que el resto de
las centrifugaciones. La calidad de ADN se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa a
1% compuesto por 0.5 g de agarosa disueltos en 50 ml de solucién amortiguadora TBE 1X (Tris,
Borato y Edta) y 2 ul de SYBR® Safe DNA gel stain (10 000X) y por medio de un espectrofotémetro
de ultra-bajo volumen (NanoDropND-000V3.7 de ThermoScientific®).

Condiciones de amplificacion

Un total de 28 iniciadores: 19 del tipo SSRs y 9 del tipo EST-SSRs (Gross-German, 2013), con
excepcion del locus bLMAV.01, fueron utilizados en el presente trabajo. La mezcla de reaccion
para la amplificacion del ADN se preparé en 10 pl compuesta por 0.8 x Red Taq (2x), 0.5 uM de
iniciador hacia adelante (10 puM) y 0.5 pM de iniciador de reversa (10 uM) y 40 ng de ADN (10
ng uI™). El programa de amplificacién consistié en un ciclo inicial de 94 °C por 5 min, 30 ciclos de
desnaturalizaciéon de 94 °C por 40 s, 57 °C por 40 s de alineamiento con el iniciadory 72 °C por 19 s
de extension. Finamente, ciclo de extension de cinco min a 72 °C. El termociclador utilizado fue un
Techne modelo: FTC41H2D. La separacion de los fragmentos fue hecha en geles de poliacrilamida
al 8% en sistemas verticales de electroforesis de 200 ml (Enduro™ Power Supplies 300 V) y la
identificacion de los fragmentos amplificados se logré mediante tincién con nitrato de plata (AgNO3).
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Determinacion del nivel de polimorfismo

Para determinar el nivel de polimorfismo detectado por cada uno de los iniciadores, fueron
consideradas como bandas polimérficas, aquellas que estuvieron ausentes en al menos uno de
los genotipos evaluados, con estos datos se generé una matriz binaria de ausencia/presencia para
cada alelo en donde se tradujo como 1 (uno) a la presencia de la banda y 0 (cero) a la ausencia.

Estimacion de parametros genéticos

Para cada locus marcador fueron estimados los siguientes pardmetros: contenido de informacién
de polimorfismo (PIC), diversidad genética (1), heterocigosidad (He) y nimero de alelos efectivos
(Na) por locus marcador. Estas determinaciones se hicieron por medio del programa InfoGen 2016
(Balzaniri y Di Rienzo, 2016), con este mismo programa se obtuvieron estimaciones puntuales de
Bootstrap con 1 000 repeticiones para los pardmetros de variabilidad genética.

A partir de la matriz binaria, se obtuvo una matriz de similaridad genética, con el criterio del
indice de Jaccard a/(a+b+c) y la transformacion de raiz cuadrada de (1-similitud) (Jaccard, 1908),
desarrollados para datos binarios, que permitio obtener y observar la similitud y disimilitud que
existe entre los individuos. El dendograma fue construido aplicando el método de agrupamiento
jerarquico de Neighbor-joining recomendado para generar grupos por similitud, sobre la matriz de
distancias conformada a partir del indice de similitud Jaccard (sqgrt (1-S)) con ayuda del programa
MEGAS (Tamura et al., 2011).

Resultados y discusion

Los 28 iniciadores probados detectaron un total de 757 bandas, en su mayoria polimérficas
(91.94%). El numero de alelos detectado por locus marcador varié desde 12 (LMAV.20) hasta
46 (LMAV.31), estos resultados confirman el elevado nivel informativo de los marcadores
seleccionados. El promedio general obtenido fue de 27.44 alelos por locus marcador: 26.32 del
tipo SSRs y 28.56 promedio del tipo EST-SSRs. Estos resultados son superiores en 14.06 alelos
promedio a los reportados en otras investigaciones que han utilizado estos mismos microsatélites
(Guzman et al., 2017; Boza et al., 2018; Sanchez-Gonzalez et al., 2019).

En estos trabajos se utilizaron genotipos de Persea de las tres razas botanicas del aguacate,
asi como de otros géneros e hibridos de la raza mexicana (Sanchez-Gonzélez et al., 2019) en
contraste, los materiales analizados en este trabajo de investigacion son genotipos variantes de la
variedad Hass. Es importante sefialar que los microsatélites aqui empleados, provienen de Persea
americana Mill. y que las relaciones genéticas entre las tres razas botanicas del aguacate no estan
completamente descifradas (Gross-German, 2013). Lo anterior, puede limitar la explicacién del
mayor nimero de alelos por locus marcador determinado en este trabajo y puede ser que esto se
refleje en el contenido de informacion de polimorfismo.

En relacion con el PIC detectado, los resultados indicaron que este fluctu6 de 0.257 (LMAV.06)
hasta 0.332 (LMAV.14). En general, el PIC promedio fue de 0.286, este valor es considerado bajo
comparado con los resultados obtenidos por en distintos trabajos (Abraham y Takrama, 2014; Boza
et al., 2018; Sanchez-Gonzalez et al., 2019) en hibridos de la raza mexicana de 0.72, 0.71y 0.47,
respectivamente, lo cual puede ser explicado debido al alto nivel de parentesco que presentan los
individuos analizados; en contraste con los evaluados por los autores citados.

Un PIC mayor a 0.5 revel6 la existencia de He (Botstein et al., 1980); no obstante, de que el PIC
promedio obtenido en el presente trabajo se encuentra por debajo de este indice, estos marcadores
han demostrado su utilidad para detectar variabilidad genética (Gross-German, 2013; Guzman et
al., 2017) en especies como el aguacate. Estos resultados son el reflejo del material utilizado con
respecto al incluido en otros trabajos en esta especie: se han comparado razas (Guzman et al.,
2017; Boza et al., 2018) o variedades de aguacate (Ferrer-Pereira et al., 2017; Guzman et al.,
2017) y son, por lo tanto, genéticamente mas diversas. Los valores de los parametros genéticos
estimados para cada uno de los genotipos se presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Parametros genéticos estimados en siete individuos variantes de aguacate y
para la variedad Hass.
| Parametro EM1HG EM2HG EM3HG EM4H EM5HG EM6HG EM7HG Hass
Loci 1 1 1 1 0.964 1 1 1
polimorficos
(95)
Diversidad 0.458 0.477 0.416 0.432 0.429 0.391 0.458 0.391
genética (1)
Heterocigosis 1 1 1 1 0.964 1 1 1
(He)
promedio
#efectivode  1.868 1.918 1.756 1.784 1.795 1.707 1.861 1.697
alelos (Na)

El | varié desde 0.39 (Hass y EM6HG) hasta 0.48 (EM2HG), siendo Hass y EM6HG los genotipos
gue presentaron los menores valores. La He= 0.99 estimada, confirma el alto nivel de informacion
de los marcadores utilizados. Los valores superiores obtenidos de He con respecto al valor limite
0.5 para todos los loci marcadores analizados, favorecio la idea de que estos marcadores pueden
ser utilizados para estudios en los que se requiere informacion sobre genotipos estrechamente
relacionados y su diversidad genética que permitié la no conservaciéon de duplicados en bancos
de germoplasma, sobre todo en especies perennes en los cuales se requiere grandes superficies
y altos costos de mantenimiento.

El poder discriminativo de los marcadores utilizados fue evaluado mediante el calculo del PIC para
cada individuo, el cual fluctué de 0.31 a 0.36. Los individuos que presentaron el PIC mas bajo
fueron Hass y EM6HG con un 0.31; lo anterior, es consistente con los valores determinados para
el I. Ambos resultados fueron confirmados por medio del Na por locus. Este pardmetro varié desde
1.697 hasta 1.918, la variedad Hass present6 el menor Na, esta variedad junto con la variante
EM6HG (1.707) son los genotipos que presentaron el menor nivel de variabilidad genética de
todo el germoplasma analizado. El genotipo EM2HG fue identificado con el mayor porcentaje de
variabilidad con un 0.49% de |, resultado ratificado con un PIC de 0.36 y Na de 1.918.

Este genotipo es peculiar dentro del germoplasma analizado, lo que sugiere que es un material
importante dentro de la coleccién para propésitos de conservacion por portar informacion distinta.
En la Figura 1, se presentan los gréaficos de |, PIC y Na, se observé como se separa este genotipo
(EM2HG) del resto de los individuos analizados, principalmente de la variedad Hass.
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Figura 1. Promedios (t EE), de diversidad genética (1), heterocigosis (He), contenido de informacion polimérfica (PIC)
y nimero de alelos efectivos (Na) determinados en siete variantes y en la variedad Hass.

De acuerdo con los resultados obtenidos, todos los marcadores utilizados detectaron altos niveles
de polimorfismo, lo que indica su utilidad potencial para la caracterizacion de genotipos variantes
de aguacate que presentan niveles estrechos de parentesco, desde el punto de vista genético.
Algunos autores indican la utilizacion de este tipo de marcadores para la identificacion de materiales
criollos (Guzman et al., 2017; Boza et al., 2018) y variedades cultivadas (Ferrer-Pereira et al.,
2017). Por otra parte, las distancias genéticas estimadas indican que los materiales con
mayor similitud genética fueron Hass y la variante EM6HG (0.43), en contraste con los
genotipos EM3HG y EM4HG.

El andlisis de similitud genética de los materiales mostré la formacion de dos grupos perfectamente
definidos (Figura 2). El grupo |, conformado por los genotipos EM7HG, EM2HG, EM4HG y EM5HG
con una similitud genética de 93%. El grupo I, fue constituido por los genotipos EM1HG, EM3HG,
EMG6HG y Hass con un porcentaje de similitud genética de 86%. Dentro de este grupo los genotipos
Hass y EM6H fueron los que presentaron la mayor similitud con un 43%.
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Figura 2. Dendograma obtenido por el método de Neighbor-joining a partir de datos de 28 marcadores
moleculares (SSRs y EST-SSRs) y muestras de ADN gendmico de siete genotipos variantes y de la variedad Hass
(Persea americana Miller).

-
=
—
~
=

S

EM6HG EM4HG

OHING

La condicién de agrupamiento de los materiales se debe a la complejidad del estado hibrido
(Ashworth y Clegg, 2003) de los genotipos de aguacate, la domesticacion del cultivo (Galindo-
Tovar et al., 2011), el flujo genético y la dicogamia, lo que refleja una gran diversidad de genotipos
cercanamente emparentados. Las bajas distancias genéticas observadas son una respuesta a la
cercania genética de los individuos debido a que son genotipos variantes de la variedad Hass.

Conclusiones

Los marcadores SSRsy EST-SSRs mostraron su viabilidad para discriminar genotipos de aguacate
estrechamente relacionados, permitieron estimar paradmetros genéticos para la toma de decisiones
sobre el material a conservar. La variante EM2HG presentd la mayor similitud genética con la
variedad Hass.
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