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RESUMEN

Se realiz6 la caracterizacion morfoagronémica, isoenzimatica y molecular en aguacateros (Persea
americana Mill.) de la coleccion del Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical de Cuba.
Para ello se emplearon los descriptores establecidos por el Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos, tres sistemas enzimaticos: peroxidasas, polifenol oxidasa y ascorbato oxidasa y la
técnica de ISTR (Inverse Sequense-Tagged Repeat), respectivamente. A través de la matriz de
correlaciones, el analisis de componentes principales realizado con las variables ‘color de las len-
ticelas del vastago joven’; ‘olor a anis en las hojas’; ‘longitud del pedunculo’; ‘superficie’, ‘grosor’ y
‘flexibilidad de la cascara del fruto’ y ‘época de cosecha’, permitié el agrupamiento de cultivares
en los grupos ecologicos presumibles. Los considerados como hibridos de Guatemalteco x Anti-
llano quedaron incluidos dentro de los Guatemaltecos. El analisis genético con los tres sistemas
enzimaticos, se baso en las variables ‘nimero total de loci’, ‘total de bandas o alelos’, ‘total de ale-
los raros’, ‘valor medio de alelos por locus’, ‘porcentaje de loci polimérficos'’y ‘valor medio de ale-
los por loci polimérficos’. Se determind la matriz de similitud a través del indice de Zcekanowski.
El andlisis de conglomerados determin6 la formacion de cinco grupos, con una gran similitud en
la mayoria de los cultivares de origen Antillano y mayor variabilidad para los de origen Guatemal-
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teco y algunos hibridos. Se determind la alta eficiencia de la técnica de ISTR para la deteccion del
polimorfismo dentro de los genotipos seleccionados. Aunque el analisis de conglomerados no per-
mitio el agrupamiento adecuado de los cultivares en sus grupos ecoldgicos posiblemente a que
se utilizé una sola combinacién de primer (F; + B,B), se registré un 100% de bandas polimérficas.
Los analisis de isoenzimas y del marcador de ADN utilizado, brindaron patrones de bandas espe-
cificos que permiten la identificacion de los cultivares estudiados y el nivel de variabilidad genéti-
ca de los mismos, resultados que pueden o no coincidir con los analisis que utilizan variables mor-
foagronémicas de seleccion antrdpica para el agrupamiento de los cultivares segln su grupo eco-
logico.

Palabras Clave: Aguacatero, caracteres morfolégicos, isoenzimas, marcadores de ADN, Grupos
Ecologicos.

INTRODUCCION

En el aguacatero, existen tres Grupos Ecoldgicos o Razas Horticolas: Mexicano, Guatemalteco y
Antillano. Estos grupos se diferencian en su época de floracion, época de recoleccion, contenido
de aceite en la pulpa, tipo de corteza y resistencia al frio. Los caracteres morfoldgicos se han
empleado con mayor o menor efectividad para la identificacion de estos grupos (Lima et al., 1988;
Rodriguez et al., 2000), sin embargo, cuando estamos en presencia de hibridos naturales entre
Razas Horticolas diferentes, resulta dificil su ubicacion (Lima et al., 1988).

Los marcadores genéticos son entidades heredables que estan asociados a caracteres de impor-
tancia econoémica, que se han utilizado en la seleccion y evaluacion de los bancos de germoplas-
ma para diferentes cultivos (Staub et al., 1982; Darvasi y Soller, 1994). Los estudios del polimor-
fismo isoenzimatico y del ADN en el aguacatero se han aplicado para garantizar el conocimiento
y mantenimiento de la diversidad genética presente en las colecciones y en la caracterizacion de
loci potencialmente marcadores, que pueden ser utilizados dentro de los programas de mejora-
miento genético (Clegg et al., 1999, Gonzalez et al., 2002; Ramirez et al., 2002).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal:

Los cultivares de aguacatero considerados (Tabla 1) pertenecen a las colecciones de la Unidad
Cientifico Tecnoldgica de Base del Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical, en el muni-
cipio de Alquizar, provincia de La Habana, Cuba.

Caracterizacion morfoagronomica:

Se determinaron 92 caracteres morfoagrondmicos y se seleccionaron siete de ellos: ‘color de las
lenticelas del vastago joven’; ‘olor a anis en las hojas’; ‘longitud del pedinculo’; ‘superficie’, ‘gro-
sor'y ‘flexibilidad de la cascara del fruto’ y ‘época de cosecha’. Con el empleo del paquete de pro-
grama NTSYS-pc se realizé un anélisis de componentes principales, a partir de la matriz de corre-
laciones.

Caracterizacion bioquimica:

Se tomaron muestras foliares de 20 cultivares de aguacatero de los referidos en la Tabla 1 para
la caracterizacion isoenzimatica. Se empled un sistema de corrida vertical y buffer discontinuos
(Gonzalez y Gonzalez, 1981). El gel de separacion fue de 8,5% de poliacrilamida (PAGE) y buffer
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de corrida Tris-glicina 0,04 M (pH = 8,3). Los métodos de tinciones fueron: isoenzimas peroxida-
sas (Iglesias y col., 1974), isoenzimas polifenoloxidasas (Guedes y Rodriguez, 1974) e isoenzimas
ascorbato oxidasas (Pasteur y col., 1987). El andlisis genético se basd en las variables: nimero
total de loci, total de bandas o alelos, total de alelos raros, valor medio de alelos por locus, por-
centaje de loci polimérficos y valor medio de alelos por loci polimérficos. Se empleo el paquete
de programa MAT-GEN para obtener la matriz de similitud, por el indice de Zcekanowski (Sigarroa
y Cornide, 1995). Para el agrupamiento se utilizo el andlisis de conglomerados.

Caracterizacion molecular:

Se colectaron hojas jovenes de 18 cultivares referidos en la Tabla 1 para el aislamiento del ADN
genomico, siguiendo el procedimiento sugerido por Doyle and Doyle, (1990) modificado por Rohde
et al. (1995). Para la amplificacion (PCR), se empled la pareja de primer F3 + B,B (Rohde et al.,

1996) marcados con (g-33 P) ATP (Amersham-Pharmacia- Biotech). Se realizo la reaccion de ampli-
ficacion con el protocolo sugerido por Rohde et al. (1995) en un volumen final de 25 pl con 25 ng
de DNA genémico, 200 pM dNTPs, 2.5 mM MgCl,, 1x PCR buffer (Gibco/BRL), 2.5 pmoles de cada
primer, y 1 unidad de Tag DNA polimerasa (Gibco/BRL). El programa de amplificacion consistié en
los siguientes pasos: (1) 95°C/3min; (2) 95°C/ 30seg; (3) 45°C/30seg; (4) 72°C/2min; (5)
72°C/10min, con 40 ciclos entre los pasos 2 y 4. Después de la desnaturalizacion, se corrieron
alicuotas de 2 pl en un gel de poliacrilamida al 4%. Se obtuvieron bandas visibles por autorradio-
grafia. Se empled el paquete de programa NTSYS-pc para obtener la matriz distancias y el agru-
pamiento se realiz6 a través de un analisis de conglomerados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de componentes principales realizado con las variables morfolégicas seleccionadas
permitié constatar que las dos primeras componentes extrajeron el 86,44% de la variacion total,
correspondiendo el 58,36% y el 28,08% para la primera y segunda componente, respectivamen-
te. Las variables que mas contribuyeron para la discriminacién 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. En el grafico de los componentes
principales (Figura 1) puede notarse la formacién de tres grupos. El primero compuesto por los
aguacateros del Grupo Guatemalteco y la mayoria de los hibridos de Guatemalteco x Antillano, con
excepcion del cultivar Monroe (Estacion) que se agrup6 con los Antillanos (Grupo Il). El cultivar Jaru-
co No.1, clasificado como Antillano (Lima et al., 1988) qued6 incluido en el Grupo I. Es posible que
el mismo, conjuntamente con el Hass y el Miguel Garcia, sean hibridos donde uno de los parenta-
les pertenezcan al Grupo Guatemalteco, resultados que confirman los obtenidos por Clegg et al.
(1999) para el caso especifico del cultivar Hass. EI Grupo lll quedd constituido por el Unico repre-
sentante de la raza Mexicana.

Los resultados obtenidos coinciden con los de Rodriguez et al. (2000) y demuestran la efectividad
de las variables seleccionadas para el agrupamiento de los aguacateros segun su grupo ecologi-
co.

La Tabla 2 muestra las medidas de la variabilidad genética para los sistemas enzimaticos estu-
diados. Se obtuvo un total de 13 loci con 25 alelos y la presencia de alelos propios en cada sis-
tema, los cuales pueden haberse originado por la ocurrencia de mutaciones (Martins- Corder et
al., 1996). Los resultados estan en correspondencia con el sistema de reproduccion dicogamico
de esta especie, que provoca diferentes niveles de heterocigosidad en las poblaciones de agua-
catero (Pliego-Alfaro y Bergh, 1992).
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En el andlisis de agrupamiento (dendrograma), se aprecia la formacién de cinco grupos, de acuer-
do a las afinidades genéticas entre los cultivares (Fig. 2). Las mayores similitudes se presentan
para los de origen Antillano, el hibrido Monroe (Estacion) y el cultivar Duque-7 de origen Mexicano,
que constituyen de esta forma el Grupo I. Estos resultados ponen de manifiesto que la mayor varia-
bilidad genética esta contenida en los cultivares de origen Guatemalteco y algunos de los hibridos,
ya que nueve de los once cultivares de origen Antillano, estan incluidos en el primer Grupo.

A partir del andlisis de ISTR se pudo detectar un total de 157 bandas, todas ellas polimorficas.
Con el empleo de la combinacion de primer sefalada pudo distinguirse el 100% de los genotipos,
cada uno caracterizado por un patron de bandas especifico. En el analisis de conglomerados, sin
embargo, los grupos ecologicos presumibles no quedaron bien representados (Figura 3). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Mhameed et al., (1997), pero contrastan con los de
Clegg et al., (1999). Este hecho puede deberse a diferentes razones: Primero, la clasificacion de
las razas esta basada sobre caracteres morfolégicos seleccionados de arboles y frutos; segun-
do, el ISTR explora polimorfismos en regiones no codificadoras del ADN (Ramirez et al., 2002) ; y
tercero, el empleo de una sola pareja de primer.

Los resultados demuestran que con un Unico par de primer fue suficiente para distinguir todos los
genotipos, lo que indica que este marcador genético puede resultar de utilidad para la certifica-
cion de variedades, para la deteccion de duplicados en las colecciones y para asistir programas
de mejoramiento en el aguacatero (Ramirez et al., 2002).
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Tabla 1. Relacion de cultivares de aguacatero (Persea americana Mill.) estudiados y de sus grupos ecoldgicos presumi-
bles.

NUMERO DE ORDEN CULTIVAR GRUPO ECOLOGICO
PRESUMIBLE
1 Amado Gémez No. 1 A
2 California G
3 Casimiro A
4 Catalina A
5 Centro América No. 3 G
6 CH1 No. 3 A
7 Chavao No. 3 A
8 Choquette GxA
9 Cueto A
10 Duke 7 M
11 Hass ?
12 [tzamna G
13 Jaruco No. 1 A
14 José Antonio A
15 Los Moros A
16 Lula GxA
17 Miguel Garcia ?
18 Monroe (Estacion) GxA
19 Sicilia No. 6 A
20 Suardia G
21 Wilson Popenoe A

A —Antillanos; G —Guatemaltecos; M —-Mexicanos; G x A — Hibridos de Guatemalteco y Antillano

Tabla 2. Medidas de la variabilidad genética en cultivares de aguacatero (Persea americana Mill.) para los sistemas enzi-
maticos estudiados.

Sistemas No. Loci No. Alelos No. Alelos Media % Loci Media
Propios  Alelos/Locus Polimérficos Alelos/Loci
Polimorficos
PX 6 10 1 1,5 100 1,5
PPO 4 8 1 1,7 75 2
AO 3 7 1 2 100 2
TOTAL 13 25 3 1,7 90,2 1,7

PX —Peroxidasas
PPO -Polifenoloxidasas
AO -Ascorbato oxidasas
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Figura 1. Agrupamiento de cultivares de aguacatero a través del andlisis de componentes principales, utilizando caracte-
res morfoldgicos.
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Figura 2. Dendrograma que ilustra la agrupacion de los Figura 3. Dendrograma que ilustra la agrupacioén de los
cultivares de aguacatero a través de caracteres bio- cultivares de aguacatero a través del marcador ISTR.
quimicos.




