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RESUMEN

Elaguacate (Persea americana Mill.) es uno de los cuatro frutos tropicales mas importantes a nivel mundial. La diversidad genética
de esta especie neotropical es amplia y su taxonomia ha sido compleja. En este marco, el uso de marcadores genéticos altamente
polimorficos como los microsatélites, permite estudiar la diversidad de esta especie, y con ello, se examino la diversidad y
relacion genética del aguacate en cuatro zonas de su dispersion natural: Zaragoza, N.L., Aquila, Ver.,, Chocholola, Yuc, en México,
asi como, en La Antigua, Guatemala. Se obtuvieron muestras foliares de las localidades y se extrajo el ADN gendmico para
su amplificacién con cuatro iniciadores de microsatelites (SHRSPa056, SHRSPa089, SHRSPa109 y SHRSPalll). Los resultados
analizados con el programa POPGene V 3.4, evidenciaron presencia de alelos especificos indicando que esta especie ha estado
sujeta a diferentes procesos de domesticacion. Ademas, el mosaico de alelos compartidos indico similitud entre procesos de
selecciony domesticacion por las diferentes culturas que lo han utilizado y que han moldeado su estructura genética y diversidad.
Las diferentes frecuencias de los alelos indicaron la interaccion genética entre las cuatro localidades, probablemente debida a
la polinizacion cruzada entre ellas y a su origen comun. La presencia de haplotipos unicos, datos de similitud y deriva genética

aportan informacion para explicar la evolucion y marcan directrices para futuras investigaciones.
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ABSTRACT

The avocado (Persea americana Mill) is one of the four major tropical fruits worldwide. The genetic diversity of this Neotropical
species is wide and has been difficult to study, so its taxonomy has been complex. In this regard, the use of highly polymorphic
genetic markers as microsatellites, allows genetic diversity studies for the species. This study was performed in order to assess the
genetic diversity of avocado trees in Zaragoza, N.L., Aquila, Ver., Chocholold, Yuc, y La Antigua Guatemala, using microsatellite
primers. Leaf samples from the four areas were obtained and genomic DNA was extracted. This DNA was amplified with four
microsatellite primers (SHRSPa056, SHRSPa089, SHRSPa109 and SHRSPal11). Results were analyzed using the program POPGENE
v 3.4. The presence of specific alleles shows that this species has been subject to different domestication processes. In addition,
the mosaic of shared alleles indicates similarity among selection and domestication processes that avocado has passed through
by the different cultures that used it and molded its diversity and genetic structure. The different allele frequencies showed the
genetic interaction among the four localities in study, probably due to open pollination ant its common origin. The presence of
unique haplotypes, genetic similarity and genetic drift data provide information to explain the evolution of the species and mark

guidelines for future research.
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INTRODUCCION
(Persea americana Mill.) se ubica

E l a g U a C a te rO entre especies tradicionalmente

auspiciadas en traspatios y diversas culturas desde tiempos precolombinos
en el drea de Mesoameérica. México, actualmente ocupa el primer lugar en la
produccion de este fruto con 1 520 694.5 t (SIAP, 2014). Este frutal de clima
tropical y subtropical presenta diversidad y su fruto se distingue por acumu-
lar en su pulpa aceites, en lugar de azucares. Su centro de origen ha sido
ubicado en el area que actualmente ocupa La Sierra Nevada en California
(Galindo y Arzate, 2010a), su taxonomia ha sido revisada en varias ocasio-
nes y sus relaciones genéticas son complejas. Diferentes domesticaciones
han originado diversidad de tipos y variedades, cada una con caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas y climaticas que permiten distinguirlas. Es probable
que en gran medida esta diversidad se haya originado como resultado de
las diferencias ecologicas y de la diversidad de tradiciones y costumbres de
los grupos culturales que lo domesticaron; asi como a los largos periodos
de polinizacion abierta e hibridacion (Lev, 2011). Actualmente, se reconocen
ampliamente tres razas fisiologicas del aguacatero: (1) Persea americana var.
drymifolia (Schlecht. et al. Cham. Blake) (Mexicana) caracterizada por su re-
lativa tolerancia al frio y por sus frutos pequefos cubiertos por una delgada
céascara de color negro-morado; (2) P. americana var. guatemalensis L. Wms.
(Guatemalteca) poco tolerante al frio, frutos con cascara gruesa y rugosa
que se mantiene verde hasta la maduracion; (3) P americana var. americana
(Antillana) adaptada a condiciones climaticas tropicales, frutos con cascara
suave, facil de pelar y pulpa con un sabor casi dulce, que no se encuentra
en las otras dos variedades (Williams, 1976; Bergh and Ellstrand, 1986). Sin
embargo, debido a su evolucion reticulada y amplia complejidad genética,
el estudio de la diversidad y relaciones geneéticas de la especie ha sido dificil.
En la actualidad los estudios de diversidad genética se complementan con el
uso de marcadores morfologicos y moleculares. La primera tiene limitantes,
pues su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos.
Por otro lado, los marcadores moleculares son fenotipicamente neutros,
presentan mayor segregacion o polimorfismo que los morfoldgicos, pueden
ser evaluados desde los primeros estados de desarrollo de las plantulas, son
aplicables a cualguier material vegetal, no importa la época del aflo en que se
realiza el analisis y estan libres de los efectos epistaticos (Azofeifa, 2006). Por
ello, para estudiar las relaciones genéticas intraespecificas las herramientas
biotecnologicas resultan de gran utilidad (Asuar, 2007). Entre los marcadores
moleculares, los microsatelites son pequerias regiones de secuencias repeti-
das, altamente variables y utiles para medir el polimorfismo dentro especies
o variantes muy relacionadas (Azofeifa, 2006). Con la finalidad de identificar

Cuadro 1. Caracteristicas geofraficas de las localidades de colecta de muestras foliares de
aguacatero de aguacatero (Persea americana Mill.)

Longitud Norte Longitud Oeste Altitud (m)

las fuerzas y factores evolutivos que
explican la variacion del arbol del
aguacatero, se examino la diversi-
dad y relacion genética de P ame-
ricana en cuatro zonas de su area
de dispersion natural con el fin de
identificar los recursos genéticos
utiles para desarrollar estrategias de
conservacion, de mejora genética y
uso sostenible para su aprovecha-
miento.

MATERIALES Y METODOS

Se escogieron cuatro localidades en
las que se ha reportado presencia
de diversidad genética en las tres
variedades del aguacatero y arboles
silvestres (Cuadro 1).

En cada una de las localidades se-
leccionadas, se realizd una recolec-
ta al azar de 10 muestras foliares,
excepto en Zaragoza, N.L. donde
solo se obtuvieron seis. Las mues-
tras se deshidrataron en silica gel y
se guardaron en bolsas de polietile-
no cerradas herméticamente, para
SuU conservacion hasta el momen-
to de su analisis. Para la extraccion
de ADN se utilizo el protocolo del
paguete de extraccion Wizard® Ge-
nomic DNA Purification (Promega
Corporation, 2010). La amplifica-
cion del ADN se realizd con la téc-
nica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se probaron seis
iniciadores para microsatélites re-
portados por Borrone et al. (2006)
y se seleccionaron los cuatro inicia-
dores en los que se obtuvieron ban-
das mas claras (SHRSPa056, SHRS-
Pa089, SHRSPal09 y SHRSPalll).
Las muestras amplificadas se sepa-
raron por corrimientos electroforé-
ticos, los productos se visualizaron
en un transiluminador ultravioleta
modelo CONSORT. Para el analisis
de distancias genéticas de las cua-
tro localidades muestreadas se uti-
lizd el programa POPGENE v. 34,
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utilizando el método UPGMA (Yeh
and Boyle, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar el analisis de los resulta-
dos, se registro diversidad entre po-
blaciones. Las localidades de Zara-
gozay Aguila, en las gue se tomaron
muestras de raza fisiologica mexica-
na (Figura 1 A, B), presen-
taron la mayor diversidad
con polimorfismos de
83% y 64 % respectiva-
mente; mientras que las
localidades de Chocholé
(raza antillana) y La Anti-
gua (raza guatemalteca)
tuvieron 4642% y 39%
de polimorfismo. Esto
coincide con lo encon-
trado por Mhameed et
al., (1997), quienes repor-
taron mayor variabilidad
para la raza fisiologica
Mexicana (cuyo centro de
dispersion incluye a Aqui-
la). Debido a que la mayor
diversidad indica cerca-
nia al centro de origen;
la cercania de Zaragoza
y Aquila con el centro
de origen propuesto por
Galindo et al. (2010a) en
la Sierra Nevada, explica
lo anterior. Con respecto
a la presencia de alelos
especificos, estos indican
procesos de fijacion de
caracteristicas que dife-
rencian a una poblacion
de otra. Se registrd un
total de siete bandas uni-
Cas que No se comparten
entre las localidades estudiadas. El
mayor numero o presentd Aquila,
con 8.33%, sequido por Zaragoza
con 4.16%, La Antigua obtuvo 7.14%
y Chochola el 3.57% (Figura 2). De
acuerdo a estos datos, las localida-
des de Aquila y La Antigua, que pre-
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sentan el mayor porcentaje de ale-
los especificos; corresponden con
las areas de domesticacion de las
razas fisioldgicas mexicana y guate-
malteca respectivamente. Esto con-
cuerda con lo reportado por Galin-
do (2007) y demuestra que esta es-
pecie ha estado sujeta a diferentes
procesos de domesticacion en cada

Figura 1. A: Frutos de aguacate de la raza fisiologica mexicana
(Persea americana var. drymifolia (Schlecht. et al. Cham. Blake))
encontrados en la localidad de Zaragoza N.L., México. B: Arboles
de aguacate de la raza fisiologica mexicana (Persea americana var
drymifolia (Schlecht. et al. Cham. Blake)) encontrados en la locali-
dad de Aquila, Veracruz, México

una de las cuatro localidades estu-
diadas, lo que ha originado su diver-
sificacion genética. Sin embargo, la
frecuencia de los alelos especificos
es baja, por lo que es necesario rea-
lizar otros estudios para identificar
estas localidades.

Ademas de las bandas especificas,
el mosaico de bandas compartidas
entre las cuatro localidades indico
la similitud entre los procesos de
seleccion y domesticacion a los
que ha estado sujeto el aguacate-
ro por las diferentes culturas que lo
han utilizado, y que han moldeado
la estructura genética de esta es-
pecie y su diversidad.
Las bandas generadas
por localidad e iniciador
mostraron combinacio-
nes y frecuencias dife-
rentes, y las frecuencias
de estos alelos indicaron
la interaccion genética
entre las cuatro locali-
dades, probablemente
debida a la polinizacion
cruzada entre ellas y a
su origen comun. Las
mas frecuentes fueron:
BB, que se observo en
las cuatro localidades y
OO gue se observo en
tres localidades (Aquila,
Chochold y La Antigua)
(Figura 3).

Al calcular el porcentaje
de haplotipos (Figura 4),
se observo que los de
mayor frecuencia: OO
y BB representaron 15%
y los menos frecuentes
fueron los haplotipos no
compartidos entre ini-
ciadores con el 1%. Es-
tos resultados, ademas
de mostrar la diversidad
genética del aguacatero
indican la utilidad de los
iniciadores de microsatélites para
estudiarla. La mayor cantidad de
haplotipos compartidos indica un
origen comun; mientras que la dis-
tribucion reticulada indica diferen-
tes procesos evolutivos, en los que
la interaccion entre las diferentes



Polimorfismos por localidad
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Zaragoza, N.L.
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Chochold, Yuc. La Antigua, G.

Figura 2. Porcentaje de polimorfismos de aguactero (Persea americana
Mill.) y bandas especificas por localidad. El porcentaje restante son las
muestras nulas.

localidades ha dado origen a la actual estructura ge-
nética.

Con los datos generados se obtuvo un dendrograma
(Figura 5) en el que se observan dos grupos; el grupo
uno incluye a las localidades de Zaragoza, Nuevo Ledn y
Chochola, Yucatan y el segundo grupo se conformao por
las localidades de Aquila, Veracruz y La Antigua, Guate-
mala; lo que concuerda con lo expuesto anteriormente.

La diversidad genética se mide como la distancia ge-
nética (Nei, 1978), ya que de esta forma se muestran
diferencias o similitudes a nivel genético. El Cuadro 2
muestra que las localidades de La Antigua y Aquila tie-
nen el valor de identidad genética mas alto (0.7652), lo
cual explica su cercania en el dendrograma. El otro gru-

Iniciador 056 Iniciador 089

Diversidad geneética del aguacate

po formado por Zaragoza y Chocola también muestra
un valor alto para identidad genética (0.6448).

El bajo valor de la distancia genética entre Aquila y La
Antigua indica una estructura genética similar; mien-
tras que el alto valor entre Zaragoza y La Antigua mani-
fiesta la diferenciacion entre las dos localidades. Estos
valores y la agrupacion observada en el dendrograma
contribuyen a esclarecer los procesos de dispersion
del aguacate, ayudados por los grandes mamiferos
gue migraron durante el paleoceno, debido a las gla-
ciaciones. Barlow (2002) reportd que la dispersion del
aguacate no se podria describir sin incluir la colabora-
cion de los grandes mamiferos, como los gonfoterios
y los perezosos terrestres gigantes, que transportaron
sus semillas por grandes distancias. Tapia et al. (2013)

Haplotipos

@56 AA mss CC
[=E3: 03 @56 Ac
@300 @89 EE
EE9FF @39 66
@108 HI @109 HH
o1 [=EL-HT)
D109 KK @109
0109 1K o111 PP
011100 O110pP
DO1llNN  DO11100

0111 MM

Figura 4. Porcentaje de frecuencia de los haplotipos obtenidos en
aguacatero (Persea americana Mill.).

Iniciador 109 Iniciador 111

Figura 3. Porcentaje individual de los haplotipos, correspondientes a los iniciadores para microsatélites, SHRSPa056, SHRSPa089, SHRSPal109 y

SHRSPalll del aguacatero (Persea americana Mill.).
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Zaragoza, N.L
} Grupo 1

Chochola, Yuc.

Aquila, Ver.

} Grupo 2
La Antigua, G.

Figura 5. Dendograma de distancias genéticas de aguacatero (Persea americana Mill.)

sugieren la migracion de gonfo-
terios de America del Norte hacia
Ameérica del Sur, por la costa del
Pacifico y su dispersion a través
del eje neovolcanico hacia la zona
central de México. Esto explica la
migracion del aguacate desde su
centro de origen en la actual Sierra
Nevada (Galindo y Arzate, 2010a)
hacia Mesoameérica, donde fue en-
contrado por el hombre a su llega-
da a esta area. Estos datos y la cer-
cana relacion entre las localidades
de Aquila (Veracruz) y La Antigua
(Guatemala) sugieren como los
aguacates provenientes del area de
la Sierra Nevada fueron transporta-
dos por los grandes mamiferos en
su migracion de Norteamérica a
Surameérica por el oeste de México.
Al llegar a la zona centro ocurrio
una radiacion, algunos mamiferos
migraron hacia el sur llevando es-
tos aguacates hasta Guatemala vy
otros lo llevaron hacia el oeste de
México, llegando al valle de Tehua-
can y Sierra de Zongolica. De esta
forma aguacates del mismo origen

Cuadro 2. Distancia genética basada en Nei (1978). Los valores para identidad genética son los qu

evolucionaron de forma diferente
y posteriormente con la aparicion
del hombre, su domesticacion dio
origen a los tipos Mexicano y Gua-
temalteco. En otros periodos estos
aguacates fueron llevados por el
hombre a las Tierras Bajas Mayas,
donde las diferencias edafoclima-
ticas y la domesticacion dieron
origen a otro tipo de aguacate que
se separo de los aguacates Mexica-
no y Guatemalteco y dio origen al
aguacate Antillano (Galindo y Arza-
te, 2010b). La relacion del aguacate
de la zona de las Tierras Bajas Ma-
yas y el de Zaragoza (Nuevo Leon)
se explica por un origen comun,
probablemente debido a la disper-
sion que ocurrio a la llegada del
hombre y su adaptacion a un clima
similar. La importancia de la deriva
geneética se estima con el valor de
Nm. En este caso el valor de 0.33
(menor de 1) indica una deriva ge-
nética importante, probablemente
como resultado de la migracion de
pequefas muestras transportadas
por animales o grupos humanos.

Por otro lado, la variacion genética
dentro y entre poblaciones estima-
do con el valor de Fst, que indica
el balance entre la deriva genética
y el flujo genético fue de 0.43 (me-
nor a 1) sugiriendo similitud entre
las poblaciones estudiadas.

CONCLUSIONES
|_ cuatro iniciadores para
O S microsatélites utilizados
en el analisis molecular mostraron
suficiente polimorfismo y reprodu-
cibilidad para realizar estudios de
diversidad genetica. Todas las lo-
calidades fueron polimorficas; ade-
mas, cada una produjo haplotipos
unicos que permiten diferenciar a
las cuatro zonas. En cuanto a las
relaciones genéticas, la integracion
de dos grupos indico una posible
dispersion de la especie durante el
Paleoceno y posteriormente por el
hombre, a su llegada a Mesoameri-
ca. Las localidades estudiadas mos-
traron similitud genética, debido al
balance de la deriva y el flujo gene-
tico ocurridos durante la migracion
de la zona de origen hacia Mesoa-
meérica; asi como, a una deriva ge-
nética importante.
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