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Resumen: El aguacate (Persea americana)
es muy importante en México, ya que es el
principal productor y exportador de este
fruto, con plantaciones en casi todos los
estados. El mercado estd dominado solo
por la variedad Hass y se ha descuidado
el estudio de sus recursos genéticos, los
cuales incluyen variedades locales, criollos
y silvestres que representan un amplio
potencial para su uso y conservacion.
El objetivo fue determinar la diversidad
genética de aguacate criollo de la peninsula
de Yucatan mediante Intersecuencias Simples
Repetidas de ADN. Se estudiaron individuos
de los estados de Campeche, Quintana Roo y
Yucatan suponiendo que las tres poblaciones
estan aisladas geograficamente. La mayor
diversidad genética se encontré en Yucatan
con una Heterocigosidad (Hj) de 0.32,
seguido de Campeche y Quintana Roo con
valores de 0.30 y 0.26, respectivamente. El
Porcentaje de Alelos Polimoérficos tuvo una
distribucién similar con valores de 93.3, 90.9
y 88.2, en el mismo orden. El Porcentaje de
Fragmentos Segregantes fue mayor a 98% en
los tres estados. El marcador ISSR que estimd
la mayor Heterocigosidad fue (CT),RC con
0.369 y el de estimacion més baja fue (GACA),
con 0.227. Aunque en Yucatan se cultiva
una superficie pequeia de aguacate, los
rendimientos son los mas altos del pais, por lo
tanto, se debe estudiar con mayor profundidad
el papel de su amplia diversidad genética en
la produccion de frutos y su correlacién con
factores climaticos y geograficos.
Palabras-clave: diversidad genética,
heterocigosidad, marcadores ISSR, Persea
americana, polimorfismo
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INTRODUCCION

La sociedad mexicana tiene una amplia
cultura en el cultivo de aguacate por el mercado
internacional que representa, ademas de ser el
primer consumidor con 10.7 kg per capita en
2023 (SIAP, 2023). México se encuentra entre
los 15 paises mayores productores con 252 mil
hectareas en 28 estados y produccién anual de
2.5 millones de toneladas. Con exportaciones
de 1.03 millones de toneladas y rendimiento
promedio de 10.8 t ha (SIAP, 2024).

Se reportan plantaciones comerciales en
casi todas las entidades del pais. Actualmente el
fruto de aguacate se utiliza para la fabricaciéon
de aceite por contener alto contenido de grasas;
en la industria de los cosméticos y productos
farmacéuticos ha alcanzado un alto nivel de
popularidad y es un mercado que esté creciendo
en comparacion con el aceite de oliva.

Los recursos genéticos del aguacate son una
fuente tnica de genes que pueden utilizarse
para el mejoramiento genético de cultivares,
portainjertos e interinjertos. Estos recursos
hanestadodesapareciendomuyrapidodurante
las ultimas dos o tres décadas (Ben-Yaacov et
al., 1992) debido a factores como conversion
de tierras forestales en zonas de agricultura
y ganaderia, aprovechamientos forestales sin
control, enfermedades fitopatdgenas, sequias e
incendios, crecimiento poblacional, desarrollo
urbano, desplazamiento de variedades con mejores
perspectivas de mercado, transformaciéon y
variacion.

La region peninsular se encuentra dentro
de las 23 regiones con potencial para el cultivo
de aguacate, sin embargo, la comercializacion
depende solo de la variedad Hass. Aunque la
superficie dedicada al aguacate es reducida
(84.5 ha en Campeche y 602.4 ha en Yucatan),
el consumo y comercializacion de aguacate de
cultivares criollos es fuerte, ademas Yucatan
reporta el mayor rendimiento a nivel nacional
(24.6 t ha'), el cual es alto considerando el
rendimiento promedio de Michoacan (11.0 t
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ha'), que es el estado con mayor produccién
nacional (SIAP, 2024).

La produccién del aguacate en la Peninsula
de Yucatan, carece de orden y organizacion,
su producciéon se encuentra dispersa en
pequenas superficies en huertos de los
traspatios de los productores sin que exista
una representacidon para su comercializacién.
También existe un desconocimiento de sus
caracteristicas morfoldgicas y taxondmicas
por la gran variedad de cultivares que existen
en esta region. Sin embargo, a nivel regional,
nacional e internacional ha habido una
constante pérdida de especies silvestres y
criollas por el desplazamiento a que se han
visto sometidas por variedades mejoradas con
mayor potencial comercial como el Hass.

En esta region existe confusion de la
ubicaciéon taxonomica y diversidad genética
de especies, razas y variedades de aguacate,
debido al alto grado de hibridaciéon que se
ha dado entre cultivares. Su descripcion
se ha basado en caracteres morfologicos,
sin embargo, esta forma de clasificacién es
limitada porque esas caracteristicas dependen
ampliamente de factores ambientales. El uso
de marcadores moleculares de ADN permite
una descripcién mads precisa y confiable, entre
ellos algunos de los mas confiables son las
Intersecuencias Simples Repetidas o ISSR.

Las ISSR son marcadores de ADN que
se derivan de los Microsatélites usandolos
como iniciadores y con la adicién de uno a
tres nucleotidoS, que pueden ser degenerados
o no, como ancla. Estas secuencias son
abundantes en el genoma de las plantas y su
frecuencia varia entre especies e individuos.
Son marcadores moleculares de preferencia
sobre otros marcadores genéticos como los
AFLPs, RAPDs, y RFLPs, debido a su alto
grado de polimorfismo. Son especificos para
ciertos grupos de especies, por lo que permite
hacer estudios comparativos entre especies o
géneros de un mismo grupo.

El objetivo fue determinar por medio de
marcadores moleculares la diversidad genética
de colectas representativas de aguacates
criollos de los estados de Campeche, Quintana
Roo y Yucatan. Los resultados permitiran
reproducir en vivero plantas via sexual por
semilla con caracteres genéticos similares
y conocimiento de origen, con las cuales es
posible establecer bancos de conservacion
de germoplasma de las diferentes variedades
regionales, que se podran usar como patrones
y para seleccion clonal de varetas para injertos
demandados por los productores.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se colectaron hojas de diversos cultivares,
incluyendo especies, razas, variedades y
tipos criollos con caracteristicas deseables
para la producciéon y comercializaciéon de
Persea en los siguientes estados, localidades y
numero de arboles: Campeche 22 localidades:
Castamay (5), Cayal (8), Escdivn (2), Xcapeo
(3), Armolollita (22), Cakxp (11), Canln (2),
Canma (5), Cansam (2), Scha(1), Schr (1),
Scsm (1), Can mh (3), Car 18m (3), Car mt (5),
Can sr (2), Canrs (1), Can ln 01 2°R (2), Can
nr (1), car mp 02 (1), esc tor 02 (1) y car np 01
(1); Quintana Roo 18 localidades: San Felipe
Bacalar (9), Reforma (2), Chunhuhub (1),
Kancabchen (2), Cafetal grande (1), Cafetalito
(4), Benito Juarez (1), José Maria Morelos (1),
Xul-Ha (4), Juan Sarabia (2), Chetumal (5),
Tulum (10), Playa Leona Vicario (2), Playa
Agua Azul (1), Playa Tres Marias (1), Playa
San Lorenzo (1), Playa Delirios (1), Playa
Kilémetro 102 (1); Yucatan se colecté por
variedades considerando 19 representativas.
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EXTRACCION DE ADN

El ADN genoémico se aislé con el método
de Doyle y Doyle (1990), las muestras de
tejido foliar se molieron en un mortero de
porcelana con ayuda de nitrégeno liquido.
El tejido ya molido se deposité en un tubo
eppendorf de 1.5 mL al cual se le agregaron
600 uL de amortiguador de extraccién CTAB,
posteriormente se sigui6 el procedimiento
recomendado por el autor de la técnica. La
concentraciéon de ADN se cuantificé en un
espectrofotometro Nanodrop 8000° y se
estandarizé a 30 ng uL'. La calidad del ADN
se verificd por la relacion espectrofotométrica
260/280, por electroforesis en gel de agarosa al
1% y por amplificacion del gen ribosémico 26S
de acuerdo con Montero-Tavera et al. (2017).
Los fragmentos amplificados se visualizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
tefiidos con Gel Red 1X.

ANALISIS DE LA DIVERSIDAD
GENETICA POR MARCADORES
MOLECULARES ISSR

El ADN obtenido de la manera descrita
se usé como templado para las reacciones de
PCR usando los siguientes iniciadores: ISSR1
= HVH(CA),T, ISSR2 = (CT),RC, ISSR3 =
(AG),G, ISSR4 = (CA)A, ISSR5 = (GA)C,
ISSR8 = (AG),YC, ISSR9 = (AC),YC, ISSR10 =
(GACA),, ISSR11 = (GA),YC. Como control de
la amplificabilidad del ADN se usaron los inicia-
dores 26SF GCTCACGTTCCCTATTGGTG y
26SR CGTGGCCTATCGATCCTTTA que am-
plifican un fragmento del gen ribosémico cons-
titutivo 26S. La amplificacion de ADN de todos
los materiales con los diez marcadores molecu-
lares se realiz6 mediante la Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa (PCR) en volumen de 20 pL.
Las reacciones de PCR incluyeron amortigua-
dor 10X, (2.0 pL), MgCl, 50X (1.0 uL), dNTP’s
2.5Mm (2.0 pL), iniciador 5 pm (4 pL), Taq po-
limerasa 1 U (0.2 uL), ADN 90 ng/ ul (3.0 uL) y
agua desionizada (7.8 pL).
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El programa de amplificacion se aplico de
la siguiente manera: desnaturalizacion inicial
de 94°C por 3 min; 18 ciclos a 94°C por 20 seg,
touchdown de 0.5°C comenzando en 50°C y
72°C por 50 seg; seguido de 20 ciclos a 94°C
por 20 seg, alineamiento a 60°C por 50 segy
72°C por 50 seg; finalmente una extensiéon a
72°C por 7 min.

Los fragmentos amplificados se separaron
por electroforesis en geles de acrilamida al 8%
con amortiguador TBE 1X (EDTA 1 mM pH 8,
acido borico 40 mM vy Tris 40 mM) aplicando
un campo eléctrico de 250 V. Las bandas
resultantes se visualizaron con luz ultravioleta
en el transiluminador UPC®y se documentaron
fotograficamente con el equipo Gel Logic 112y
el software Molecular Imaging v5 (Carestream,
WoodBridge, CT, USA). La identificacion de
cada fragmento se hizo basandose en su tamafo
estimado en pares de bases con el marcador de
referencia 1kb Plus.

ANALISIS ESTADISTICO

Los productos amplificados se consideraron
como alelos y con ellos se construyé una
matriz binaria de presencia/ausencia de
fragmentos identificados. Con estas bandas
se procedi6 al calculo de la distancia genética
entre variedades mediante el coeficiente de Nei
y Li (1979). Con los resultados de distancias
genéticas entre cada par de genotipos se
obtuvo una matriz triangular de distancias,
la cual se utiliz6 como entrada para llevar a
cabo el analisis de agrupamiento aplicando el
algoritmo SAHN (Sequential agglomerative
hierarchical non-overlapping), el método
de agrupamiento fue UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Este andlisis permitio obtener un
dendrograma para mostrar graficamente las
relaciones genéticas de acuerdo a los grupos
de similitud empleando el paquete estadistico
NTSYS (Numerical Taxonomy System for
personal Computer, versién 2.02 PC, Rohlf
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(2000)). Ademads, se determind el Contenido
de Informaciéon Polimérfica (PIC) para
identificar los SSRs que mejor representan
cada poblacién y genotipo. Los principales
parametros de diversidad genética con un
nivel de confianza de 95% se estimaron con el
programa AFLP_surv (Vekemans, X. (2002)
y fueron el porcentaje de loci polimérficos
(PLP), la Heterocigosidad insesgada (Hj),
porcentaje de fragmentos segregantes (PES),
numero de loci polimérficos (NLP), error
estandar (ES) y componentes de varianza entre
loci y entre individuos. El método de calculo
de las frecuencias alélicas fue Bayesiano
con distribucion previa no uniforme, con
valor predefinido de F (0.0 asumiendo un
equilibrio de Hardy-Weinberg) igual a 0.000.
Para el calculo de las distancias genéticas se
emplearon 500 ciclos de bootstrap.

RESULTADOS Y DISCUSION

EXTRACCION DE ADN Y
AMPLIFICACION DE MARCADORES
ISSR

La extraccion del ADN gendmico a partir
de tejido foliar de aguacate deshidratado con
silica gel dio como resultado un ADN de alta
calidad (Figura 1a) con una banda de alto peso
molecular, no degradado y con pureza de 1.6
a 1.8 de acuerdo con la relacién de absorcién
260nm/280nm. La amplificabilidad de las
muestras se demostré por la amplificacion de
un fragmento de aproximadamente 200 pares
de bases del gen ribosdmico constitutivo 26S
(Figura 1b), La Figura 1c, 1d y 1d muestran
ejemplostipicosde productosdeamplificacion,
uno por cada estado. En las fotografias de la
Figura 1 donde no se observan fragmentos de
ADN, asi como en todos los casos durante el
desarrollo de esta investigacidn, el proceso se
repitié (extraccion de ADN o amplificacion,
segin el caso) hasta optimizar la calidad,
concentracion y amplificabilidad del ADN.
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Figura 1. a) fotografia representativa de la

calidad del ADN gendémico. b) Amplificacién
del gen constitutivo ribosémico 26S como
prueba de la amplificabilidad del ADN.
Fotograffas representativas de fragmentos
de amplificacién de los individuos de c)
Campeche, d) Quintana Roo y e) Yucatan.

PARAMETROS DE DIVERSIDAD
GENETICA

En el Cuadro 1 se muestran los principales
parametros asociados con la diversidad
genética de las colectas de aguacate de los tres
estados peninsulares.
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MEDIAS Campech Q. Roo Yucatan
NI 77 33 21

# locifissr 18.3 29.3 23.6
NLP 16.3 25.8 21.5
NFI 6.3 8.9 8.5
NFS 18.3 28.8 23.3
PFS 100 98.6 98.6
PLP 90.9 88.2 93.3
Hj 0.30 0.26 0.32
SE(Hj) 0.030 0.026 0.027
Var(Hj) 0.00090 0.00070 0.00077
Varl(Hj) 0.00015 0.00011 0.00017
Varl% 18.5 17.9 24.4
VarL(Hj) 0.000757  0.000595  0.000600
VarL% 81.5 82.1 75.6
PIC 0.34 0.284 0.470

Cuadro 1. Pardmetros de diversidad genética
poblacional por estado.
NI = ndmero de individuos, #loci/issr = nimero
de loci promedio por marcador issr, NLP =
nimero de loci polimérficos, NFI = media de
fragmentos por individuo, NFS = ntimero de
fragmentos segregantes, PFS = porcentaje de
fragmentos segregantes, PLP = porcentaje de
loci polimorficos, Hj = Heterocigosidad, SE(Hj)
= error estandar de Hj, Var(Hj) = varianza
de Hj, VarI(Hj) = varianza de Hj debida al
muestreo de individuos, VarI% = porcentaje de
la varianza debida a los individuos, VarL(Hj) =
varianza debida a los loci, VarL% = porcentaje
de la varianza debida a los loci, PIC = Indice de
Contenido Polimorfico.

El principal parametro es el de la
Heterocigosidad de Nei (Hj) y demuestra
que existe una mayor diversidad del aguacate
criollo en Yucatan (Hj=0.32376375), seguido
de Campeche (Hj=0.292563333) y de
Quintana Roo (Hj=0.259378889). El valor
mayor de Heterocigosidad se encontr6 en
la poblacién de Yucatdn y se definié por el
marcador ISSR3. Los mayores valores medios
de PIC también se encontraron en la poblacién
de Yucatdn y tuvieron una variacién amplia de
0.284 (Quintana Roo) a 0.470. En general la
Heterocigosidad esperada reportada en otras
investigaciones ha sido alta, lo cual se explica
por el habito reproductivo del aguacate que

exhibe una dicogamia protoginia, donde una
flor abre una manana como hembra y a la
mafana siguiente como macho, lo que favorece
en gran medida la reproduccién cruzada (Wu
etal., 2013). Asi, Alvarez et al. (2018) reportan
diversidad de 84% en poblaciones de Nuevo
Leon, las cuales se agruparon por origen
geografico. Campos et al. 2023 reportaron
diversidad de 78%, aunque solo estudiaron 12
arboles.

El NLP también fue alto con valores
medios por individuo de 16.3, 25.8 y 21.5,
respectivamente. Ademas, la varianza de
la Heterocigosidad observada (Hj) es muy
pequefa con apenas un 17.9 a 24.4 explicada
por desviaciones en el muestreo de individuos
y 75.6 a 81.5% explicada por la variacién
genética en los loci, lo que demuestra la
robustez de los datos obtenidos. Guzman et al.
(2017) realizaron la mayor investigaciéon con
respecto a la diversidad genética del aguacate
en México hasta el momento, en el cual
estudiaron 318 accesiones que incluyeron las
tres razas conocidas (Mexicana, Guatemalteca
y West Indian), asi como 31 hibridos diversos.
Ellos reportaron Heterocigosidad observada
de 0.59 y esperada de 0.75. Lopez et al.,
(2021) analizaron 43 arboles de 5 municipios
de Nayarit y reportaron diversidad genética
de 64% y agrupacion por origen geografico.
Sandoval et al. (2021) estudiaron 45 arboles
de Sinaloa y reportaron Heterocigosidad
observada de 0.58 y esperada de 0.79. Es
importante considerar que todas estas
investigaciones, a diferencia de la actual, se
disefiaron para detectar la mayor diversidad
posible, ya que seleccionaron érboles de
diferentes razas, origenes geograficos o
diversos en caracteristicas morfologicas, lo
cual origina alta variacién genética. En esta
investigacionladiversidad no fue tan altacomo
en reportes previos debido a que la seleccion
de los individuos fue completamente al azar
y se hizo el estudio de poblaciones separadas
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considerandolas aisladas geograficamente,
por lo que el andlisis de diversidad genética
no considerd la componente interpoblacional.

En el Cuadro 2 se muestran los parametros
de diversidad genética sobre el conjunto de
las poblaciones definidos por cada uno de
los iniciadores. Se observa que el numero de
loci amplificados fue amplio y varia de 17.5
(ISSR2) a 37 (ISSR10) con media de 26; de
estos fueron polimorficos de 14.5 (ISSR2) a
32 (ISSR10) con media de 23. Sin embargo,
los valores de PLP y Hj fueron mayores con
el ISSR3 (94.8% y 0.369, respectivamente), lo
que demuestra que es el marcador que mas
diversidad detecta.

Por el contrario, el marcador que menos
diversidad detecta es ISSR10 (Hj = 0.227),
aunque el menor valor de PLP se encuentra
con el ISSRI1. Solo se han realizado en
México dos investigaciones que emplearon
marcadores ISSR como herramienta de
escrutinio de la diversidad genética y que
reportaron la Heterocigosidad (Campos et al.,
2023; Lopez et al., 2021), en ambos trabajos
los valores reportados fueron similares al
que aqui se presenta: 0.27, 0.33 y 0.29 en
promedio, respectivamente; lo anterior
podria indicar que el poder de resolucién
entre tipos de marcadores moleculares podria
ser diferente, aunque es necesario investigar
cudles presentan mayor exactitud y utilidad
para clasificar individuos y poblaciones.

ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

Los resultados de los andlisis de
agrupamiento, junto con la caracterizaciéon
morfoagrondmica de frutos y drboles,
permite seleccionar los individuos que mejor
representan la diversidad genética del aguacate
criollo de cada uno de los estados y, de esta
manera, plantear acciones de conservacion
eficientes. Enla Figura 2 se observa el resultado
del analisis de agrupamiento de cada uno de
los estados por medio de un dendrograma,

Journal of Agricultural Sciences Research ISSN 2764-0973

en cada caso se observan 3 grupos bien
definidos. En la poblacion de Campeche
(Figura 2a) se observan dos grandes grupos, el
grupo 2 esta formado por dos subgrupos; en
general se observa una estructura poblacional
bien definida, aunque no es muy claro si
la distribucion es en base a la localidad de
colecta o algun atributo no considerado en
este estudio. En la poblaciéon de Quintana
Roo (Figura 2b) el grupo 1 es el que contiene
mas individuos con una estructura compleja,
aunque parece haber, al igual que los grupos
2 y 3, preponderancia de la formacion de
grupos de acuerdo con la localidad de colecta.
En la poblacion de Yucatan (Figura 2c),
al igual que en la de Campeche, no queda
claro el atributo que define los grupos. Este
resultado es una constante, ya que solamente
Talavera et al. (2019) con el empleo de
Estudios Amplios de Asociacién del Genoma
(GWAS) vy caracterizacién gendémica con
SNPs (Polimorfismo de un Solo. Nucleétido,
por sus siglas en inglés) lograron obtener
3 grupos inequivocamente bien definidos
con base en la raza y un grupo adicional
de hibridos de raza Guatemala/Mexicana,
aunque la Heterocigosidad que detectaron fue
de solo 0.19.

CONCLUSIONES

La diversidad genética de las poblaciones
de aguacate de cada uno de los estados
de la Peninsula de Yucatdn, determinada
por marcadores moleculares y estimada
principalmente por parametros como la
Heterocigosidad, es alta, lo que representa
un amplio acervo genético del cual es posible
seleccionar genotipos con caracteristicas
de calidad y tolerancia a factores bidticos
y abidticos relevantes para los agricultores
y los mercados peninsulares. El analisis
de distancias genéticas y de agrupamiento
permiten a los fitomejoradores seleccionar
individuos con caracteristicas especificas,

DOI https://doi.org/10.22533/at.ed.97341024120810 .




MEDIAS ISSR1 ISSR2 ISSR3 ISSR4 ISSR5 ISSR8 ISSR9 ISSR10 ISSR11

NL 19 175 21 205 275 325 275 37 315
NLP 183 145 193 18 245 285 26 32 265
NFI 76 50 94 675 845 995 945 905 93
NFS 190 175 200 205 275 325 265 36 315
PES 100.0 1000 969 100 100 100 9585 97.3 100
PLP 9753 8635 948 875 925 8755 93.75 8655 83.75
Hi 0.326 0241 0369 0.268 0.303 0268 0291 0227 0.259
SE(Hj) 0.031 0.030 0027 0.035 0028 0025 0.024 0017 0.026
0.0009 0.0009 0.0007 0.0012 0.0007 0.0006 0.0006 0.0002 0.0006
Var(Hj) 3 2 4 1 9 1 0 8 9
0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Varl(Hj) 5 5 7 6 5 1 4 1 0
Varl% 161 192 230 144 184 187 232 379 153
0.0007 0.0007 0.0005 0.0010 0.0006 0.0005 0.0004 0.0001 0.0005
VarL(Hj) 8 7 7 5 4 0 6 8 9
Varl% 839 808 770 856 816 813 768 621 847
PIC 0469 0243 0609 0.351 0380 0294 0337 0175 0.274

Cuadro 2. Parametros de diversidad global definidos por los valores medios de cada iniciador.

NL = niimero de loci, NLP = nimero de loci polimoérficos, NFI = media de fragmentos por individuo, NFS

= numero de fragmentos segregantes, PFS = porcentaje de fragmentos segregantes, PLP = porcentaje de loci

polimoérficos, Hj = Heterocigosidad, SE(Hj) = error estdndar de Hj, Var(Hj) = varianza de Hj, Varl(Hj) =

varianza de Hj debida al muestreo de individuos, VarI% = porcentaje de la varianza debida a los individuos,

VarL(Hj) = varianza debida a los loci, VarL% = porcentaje de la varianza debida a los loci, PIC = Indice de
Contenido Polimérfico.

a) Campeche

b) Quintana Roo . ¢) Yucatin

[

Figura 2. Dendrogramas que muestran las relaciones de similitud genética entre los individuos que

componen las poblaciones de cada uno de los estados de la Peninsula de Yucatdn. En cada uno se observan 3

grupos importantes; en a) se presenta un grupo con dos subgrupos bien definidos, en b) se observa un grupo

mayoritario con estructura un tanto compleja y en ¢) se observan tres grupos, relativamente pequefos, pero
bien diferenciados y aprox. un tercio de los individuos con estructura poblacional poco definida.




pero sin perder la representatividad de los AGRADECIMIENTOS
diversos tipos de aguacate de la Peninsula,

para establecer un solido programa de
mejoramiento genético.

Los autores agradecen el financiamiento
del INIFAP al proyecto nimero 11384435107
a través de recursos fiscales.
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