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Resumen y Abstract VI

Resumen.

La mejor alternativa para el éxito de un cultivo comercial de aguacate es la injertacion de
variedades comerciales de aceptacion en el mercado, que sean seleccionadas del mismo
huerto, zona o regién, sobre patrones locales o criollos, ya que de esta manera se
garantiza una alta adaptabilidad al pertenecer a un mismo ecosistema. Sin embargo hay
qgue tener en cuenta la existencia de compatibilidad entre el portainjerto y la copa para que
esta unién se exitosa. Uno de los aspectos mas importantes para formar una unién
funcional entre la copa y el portainjerto, es que ambos estén lo suficientemente
relacionados taxondmicamente, es decir, genéticamente. Con el fin de identificar
aguacates criollos con potencial para uso como portainjertos de acuerdo a su raza botanica
y similitud genética con variedades de aguacate de interés comercial para la region, se
realizé en primera medida un estudio de diversidad genética en aguacates criollos de
zonas productoras del departamento de Antioquia y de algunos departamentos de
Colombia, mediante su caracterizacion con marcadores moleculares microsatélites
estandarizados para el cultivo de aguacate. Luego los aguacates criollos fueron
comparados con cultivares de diversos origenes del mundo, variedades comerciales y
obsoletas y patrones de injertacién conservados en condiciones ex situ, de la Coleccion
de Aguacate del Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora UMA-
CSIC y la Coleccion Colombiana de Aguacate. Adicionalmente los aguacates criollos de
Antioquia fueron caracterizados morfolégicamente a través del uso de descriptores del
arbol, las ramas y las hojas, estas caracteristicas fueron correlacionadas con su
caracterizacion molecular y con variables del paisaje como la altitud y la topografia.
Finalmente se realiz6 la secuenciacion de tres genes nucleares (endo-1-4-D-glucanasa
(Celulasa), Chalcona sintasa (CHS) y serina-treonina-quinasa (STK) en los aguacates
criollos de Antioquia, lo que permiti6 compararlos con secuencias de estos mismos genes
en cultivares silvestres de diferentes paises de América y variedades comerciales de raza
botanica identificada, mediante analisis de redes haplotipicas, analisis de asignacion
bayesiana con STRUCTURE vy filogenias con arboles de Maxima verosimilitud y

bayesianos.  En general se demostré que los aguacates criollos provenientes del
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departamento de Antioquia se agrupan entre ellos dado su gran similitud genética y se
separan de variedades comerciales y cultivares originarios de otros paises; posiblemente
por ser producto de multiples hibridaciones entre las diferentes razas horticolas y su
estructuracion genética estd muy relacionada a las condiciones climaticas y ecoldgicas de
las zonas donde se encuentran adaptadas. Adicionalmente los aguacates criollos
analizados en este estudio presentaron mayor similitud genética a las razas Mexicana y

Guatemalteca.

Palabras clave: Aguacate, portainjertos, diversidad genética, caracterizacién molecular,

recursos genéticos.
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Abstract.

The best alternative for the success of the crop is grafting with commercial varieties of
acceptance in the market, which are selected from the same orchard, area or region, on
local grafts; since in this way a high adaptability is guaranteed by belonging to the same
ecosystem; however, it is necessary to take into account the existence of compatibility

between the rootstock and the crown so that this union is successful.

One of the most important aspects to form a functional union between the cup and the
rootstock, is that both are sufficiently related taxonomically, that is, genetically.
In order to identify Criollo avocados with potential for use as rootstocks according to their
botanical race and genetic similarity with avocado varieties of commercial interest for the
region, a study of genetic diversity was carried out in Criollo avocados from producing areas
of the region department of Antioquia and some departments of Colombia through its
characterization with standardized microsatellite molecular markers for avocado
cultivation; then the Criollo avocados were compared with cultivars from different origins of
the world, commercial and obsolete varieties and patterns of grafting preserved in ex situ
conditions, from the Avocado Collection of the La Subtropical and Mediterranean

Hortofruticultura Institute UMA-CSIC and the Colombian Collection of Avocado.

Additionally, the Antioquia Criollos avocados were morphologically characterized through
the use of descriptors of the tree, branches and leaves; these characteristics were
correlated with its molecular characterization and with landscape variables such as altitude

and topography.

Finally, three nuclear genes were sequenced (endo-1-4-D-glucanase (Cellulase),
Chalcone synthase (CHS) and serine-threonine kinase (STK) in the Antioquia cultivars),
which allowed to compare them with sequences of these same genes in wild cultivars of
different countries of America and commercial varieties of identified botanical race, by
analysis of haplotype networks, analysis of Bayesian assignment with STRUCTURE and

phylogenies with trees of Maximum likelihood and Bayesians.

In general, it was demonstrated that the Criollo cultivars from the department of Antioquia
are grouped together due to their great genetic similarity and they are separated from
commercial varieties and cultivars originating from other countries; possibly because it is

the product of multiple hybridizations between the different horticultural races and its
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genetic structuring is very related to the climatic and ecological conditions of the areas
where they are adapted. Additionally, the Criollo ecotypes analyzed in this study showed

greater genetic similarity to the Mexican and Guatemalan races

Keywords: Avocado, rootstock, genetic diversity, molecular characterization, genetic

resources.
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Introduccion.

El aguacate (Persea americana Mill.) es una fruta tropical con creciente aceptacion en los
consumidores del mundo gracias a su contenido nutricional, a las diferentes opciones para
su consumo en fresco y procesado y su uso en la industria cosmética (PECTIA, 2016).
Esta especie, pertenece a un cultivo compuesto por arboles tropicales y sub tropicales de
la familia Lauraceae y del clado de los Magnolidos (Chanderbali et al. 2008). En términos
de volumen, producciéon y mercado, el aguacate representa la cuarta fruta tropical mas
importante en el mundo (http://conectarural.org/sitio/cadena/aguacate) y su producciéon a
nivel mundial ha mostrado tendencia al aumento en los ultimos afos. Segun datos de la
Organizacion de la Naciones Unidad para la alimentacion y la Agricultura (2016), para el
afio 2013 alcanz6 una produccion de 4,7 millones de toneladas producidas y 516 mil
hectareas cosechadas, equivalente a un rendimiento de 9,1 t/ha; siendo México el principal
pais productor de aguacate con 1.467 toneladas que representan el 31% de participacion
en el mercado mundial seguido de Republica Dominicana con el 8% y Colombia con el 6%
para el afno 2013 (FAO, 2016). En cuanto a los principales paises consumidores e
importadores de aguacate, segun datos del afio 2013 se encuentran Estados Unidos con
571 mil toneladas correspondientes a 1.141 mil délares, seguido por Paises Bajos con 143
mil toneladas por valor de 326 mil délares y Francia con 99 mil toneladas correspondientes
a 230 mil dolares (FAO, 2016).

En Colombia, el aguacate se produce en mas de 15 departamentos. Sin embargo, segun
cifras reportadas por las Evaluaciones Agropecuarias del MADR (2016), la produccion
nacional se concentra en los departamentos Tolima con 20 % de la produccién, Antioquia
con el 16 % y Caldas con un 13 %. En los ultimos afos tanto la produccion como el area
cosechada han mostrado tendencia al aumento, llegando a valores de 309 mil toneladas
producidas en el ano 2015 y 36 mil hectareas cosechadas en el mismo afio, equivalente a

un rendimiento promedio a nivel nacional de 8,4 t/ha (EVA, 2015).

Especificamente, el aguacate Hass hace parte de los siete productos priorizados por el
Ministerio de Comercio, Industria y Comercio a través del Programa de Transformacion
Productiva (PTP), para mejorar la productividad y competitividad del sector hortofruticola
colombiano gracias a ventajas como su produccion durante todo el afio y las oportunidades

existentes en los mercados de Estados Unidos, Europa y Asia (PTP, 2013). Es asi como
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desde el afio 2012 se ha presentado un alto dinamismo en las exportaciones de aguacate,
tanto en su valor como en el peso neto exportado. En el afio 2017 el valor de las
exportaciones se incrementd en un 56,51% mientras que el peso neto en kilogramos de
los aguacates vendidos en el exterior fue de 51,1% (Analdex, 2017). Los principales
destinos de las exportaciones de aguacate colombiano fueron los Paises bajos, el Reino
Unido, Espafa y Bélgica. Estos cuatro paises representan un 91,47% de las ventas
externas, colocando a la Union Europea como destino principal de las exportaciones del
aguacate colombiano (Analdex, 2017). En noviembre de 2017, se envié el primer
cargamento de 34 toneladas de aguacate Hass colombiano a los Estados Unidos, lo que
se convierte en el primer paso para explotar la gran oportunidad que tiene la agroindustria

del aguacate en Colombia (Portafolio, 2017).

Por su diversidad en suelos, climas y conocimiento adquirido en el cultivo, el departamento
de Antioquia se ha convertido en un nicho para el mercado de exportacion de aguacate;
en especial de el cultivar Hass. Pero a pesar de las grandes ventajas que presenta el
cultivo del aguacate en Antioquia y del aparente crecimiento en area, produccion y
exportacion, se desconocen aspectos claves de su sistema productivo como la identidad
geneética del material vegetal que se siembra, su sanidad, compatibilidad copa patrén entre
otros; lo que ha llevado a que los productores tengan pérdidas significativas. De acuerdo
a lo anterior, es necesario y prioritario el desarrollo de material vegetal de aguacate,
genéticamente confiable y fitosanitariamente sano; que garantice huertos uniformes y

buena produccion.

La mejor alternativa para el éxito de un cultivo comercial de aguacate es la injertacion de
variedades comerciales de aceptacion en el mercado, que sean seleccionadas del mismo
huerto, zona o region, sobre portainjertos locales, ya que de esta manera se garantiza una
alta adaptabilidad al pertenecer a un mismo ecosistema. Otro factor de suma importancia
a tener en cuenta es la existencia de compatibilidad, definida como una relaciéon genética
(taxondmica) lo suficientemente cercana entre el portainjerto y la copa para que se forme
una unién del injerto exitosa; suponiendo que los demas factores implicitos como técnica
de injertacién, temperatura entre otros son satisfactorios (Cornell University, 1999). Un
aspecto importante a tener en cuenta con relacion a la compatibilidad que puede existir

entre portainjerto y copa en el cultivo del aguacate (P. americana), es su diferenciacion
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botanica en tres razas horticolas: P. americana var. drymifolia conocida como raza
Mexicana, P. nubigena var. guatemalensis conocida como raza Guatemalteca y P.
americana var. americana conocida como raza Antillana (Storey, Bergh y Zentmyer, 1986).
Generalmente, dentro de cada raza los cultivares tienen respuestas similares a las
condiciones edaficas y climaticas; sin embargo existen varias diferencias entre las razas
en cuanto a sus caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y de adaptabilidad a las

condiciones ambientales (Bergh, 1995; Bernal et al. 2014).

Aunque la injertacion ha sido una parte importante de los cultivos perennes lefiosos
durante muchos afios; es sorprendente el poco conocimiento que se tiene de las especies
de plantas que son utilizadas como portainjertos. En los ultimos afos se ha presentado
un incremento en el estudio de la diversidad, filogenia, filogeografia y evoluciéon de
especies de plantas domesticadas utilizadas como cultivos comerciales y su
documentacion; pero las especies utilizadas como portainjertos rara vez son incluidas en
estos estudios (Warschefsky et al. 2016). Los portainjertos tienen una larga historia y un
rol muy importante en la agricultura, pero aun permanecen muchas incognitas sobre la
diversidad y domesticacion de estos; como por ejemplo: ;Cuantos genotipos y especies
son usadas como portainjertos para un cultivo determinado?, las especies utilizadas como
portainjertos generalmente estan relacionadas a la copa, ¢pero qué tan diferentes o
similares son genéticamente a la copa que soportan?, ;Cuales son los origenes
geograficos, su distribucion actual y frecuencia de uso de estos genotipos?, etc.
(Warschefsky et al. 2016).

Dado que la compatibilidad entre la copa y el portainjerto puede ocurrir a través de amplias
distancias filogenéticas, los parientes silvestres de los cultivos a injertar recobran alta
significancia; de ahi la importancia de mantener colecciones significativas de parientes
silvestres que representen un amplio rango de variabilidad genética, morfolégica,
fenoldgica y ecoldgica (Maxted y Kell, 2009). Al igual que en el mejoramiento de especies
de plantas cultivables, el mejoramiento de portainjertos debe enfocar sus esfuerzos a la
seleccion de especies silvestres, semidomesticadas y variedades locales que puedan
tener caracteristicas de resistencia a enfermedades, a estrés y que se adapten a

ambientes locales Warschefsky et al. 2016).
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El cultivo de aguacate no es la excepcion en cuanto a la falta de conocimiento que se tiene
sobre los portainjertos a utilizar para el establecimiento de un cultivo comercial, ya sea de
el cultivar Hass o de cualquier otra variedad de aceptacion en el mercado. De ahi la
importancia de conocer la diversidad genética existente de arboles de aguacate con
potencial como portainjertos en zonas productoras, su identidad genética, identificacion
racial y similitud genética existente con la copa a injertar; ya que la mayoria del material
vegetal de aguacate que ha sido sembrado en el departamento de Antioquia y en la
mayoria de zonas productoras del pais ha sido propagado en viveros no registrados con
portainjertos de origen desconocido, que poseen alta variabilidad genética y son poco
aptos para los suelos en los cuales se siembran (Rodriguez et al. 2009); lo cual se ha
convertido en una desventaja competitiva frente a otros paises productores que ya han

logrado propagar material vegetal de excelencia (Mejia, 2012).

La seleccion de un portainjerto adecuado debe estar en funcién tanto del genotipo de la
copa como del entorno o zona agroclimatica en la que se cultivara la planta injertada; de
ahi la importancia de la seleccion como portainjertos de arboles de aguacate denominados
comunmente como “criollos”; su importancia se basa no solamente en su desempefio
(desarrollo y productividad) en estos ecosistemas, sino también en que constituyen una
fuente importante de variabilidad genética, cuya composicioén se hace necesario conocer.
Como lo manifiesta la Comisién de Recursos Genéticos para la Alimentacion y Agricultura
de la FAO: los recursos genéticos constituyen la materia prima de que disponen las
comunidades locales y los investigadores para aumentar la produccion de alimentos vy

mejorar la calidad de estos.

Actualmente, no se cuenta con estudios previos suficientes sobre la diversidad genética y
origen de aguacates criollos ubicados en diferentes zonas productoras de Colombia y
especificamente del departamento de Antioquia; lo cual justifica el desarrollo de la
presente investigacion. EIl conocimiento de la diversidad genética del germoplasma de
aguacate criollo colombiano, su identidad racial y similitud genética con variedades de
aguacate de interés comercial permitira determinar su potencial genético para la posterior
formulacién y ejecucién de planes orientados a su conservacion y mejoramiento y
posteriores programas de certificacion de material vegetal. En este sentido, el propdsito

fundamental de esta tesis fue realizar la primera caracterizacion molecular del aguacate
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criollo colombiano, con énfasis en arboles de aguacates criollos ubicados en zonas
productoras de aguacate del departamento de Antioquia y a la vez la caracterizacién de
variedades comerciales, clones y aguacates de diversos origenes para su posterior
comparacion con los aguacates colombianos teniendo en cuenta los siguientes

interrogantes:

¢ Qué tanta diversidad genética existe en las poblaciones de aguacates criollos ubicados
en las principales zonas productoras del departamento de Antioquia y otros departamentos

de Colombia y que tan estructuradas genéticamente se encuentran estas poblaciones?

¢ Existe similitud genética entre los aguacates criollos colombianos y aguacates de interés
comercial como el Hass o clones de aguacate con caracteristicas deseables para
portainjertos, de forma que se puedan seleccionar aguacates criollos con potencial para
su uso como portainjertos en el establecimiento de cultivos comerciales de aguacate en el

departamento de Antioquia?

Dado que el aguacate ha surgido de un proceso de diferenciacién genética en tres razas
botanicas (Antillana, Guatemalteca y Mexicana) las cuales presentan caracteres
morfoldgicos y de adaptabilidad a diferentes pisos térmicos, ¢.es posible identificar la raza
botanica a la cual pertenecen los aguacates criollos antioquefios mediante la correlacion

de caracteres moleculares, morfoldgicos y de paisaje?

¢ Es posible determinar el origen del aguacate criollo colombiano mediante el uso de
diversos marcadores moleculares y la comparacién de estos con cultivares de aguacate

de diferentes origenes geograficos?
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Marco teodrico.

Clasificacion botanica del aguacate.

El aguacate (Persea americana Mill.) es un miembro de la antigua y numerosa Familia
vegetal de las Lauraceas, la cual comprende poco mas de 50 Géneros entre los que se
encuentra Persea (Sanchez —Pérez, 1999). La familia Lauraceae comprende alrededor de
3500 especies y es una de las mas primitivas de las dicotiledéneas. Estas en su mayoria
son tropicales y subtropicales incluyendo el aguacate. Otros miembros sobresalientes de
esta familia son el laurel, la canela y el alcanfor (Bergh y Ellstrand, 1986; Bernal y Diaz,
2005).

El género Persea contiene alrededor de 150 especies, distribuidas en las regiones
tropicales y subtropicales, especialmente en Asia, Islas Canarias y América, donde existen
80 especies (Bernal y Diaz, 2005). Este género a su vez se divide en dos subgéneros:
Persea y Eriodaphne (Kopp, 1996). La principal forma de distincion entre ellos es la
presencia de pubescencia de la cara interior de los sépalos; Persea tiene ambas caras
pubescentes mientras en Eriodaphne la cara interna es sin pubescencia con la excepcion
de algunas especies (Barrientos — Priego y Lopez —Lopez, 1998). Sin embargo, Campos-
Rojas (2007) en un analisis filogenético del genero Persea, basado en 40 caracteres
morfoldgicos propuso que Eriodaphne y Persea pueden ser considerados como géneros

independientes.

Persea contiene unas pocas especies estrechamente relacionadas entre si, incluyendo a
P. americana, el aguacate comercial. Al contrario Eriodaphne es bastante numeroso,
variable y claramente diferenciado; contiene ademas algunas especies que tienen una
resistencia total a la mayor enfermedad del aguacate, la pudricion de la raiz causada por
el Oomicete Phytophthora cinnamomi (Bergh y Elistrand, 1986; Bergh, 1992).
Desafortunadamente ambos subgéneros han mostrado ser incompatibles y los intentos
realizados de hibridacién o injertacién de P.americana sobre especies de Eriodaphne han
fracasado (Bergh y Ellstrand, 1986; Bergh, 1992).

Se conocen otras especies de Persea como aguacatillos en diversas regiones, algunas de

las cuales pueden ser usados como patrones para el aguacate, por su resistencia a
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enfermedades y a otros factores adversos; entre ellas estan: Persea cinenerascens,
Persea longipes, Persea chamissonis, Persea flocossa, Persea schiedeana. En la zona
andina de Colombia se encuentran las siguientes especies de Persea: Persea aff rigens
C.K. Allen, Perseasp. Nov, Persea subcordata (R & P) Nees, Persea mutisii Kunth, Persea

ferruginea Kunthl, Persea caerulea Mez (Bernal y Diaz, 2005).

Origen y dispersion.

Muchos autores coinciden en que el origen del aguacate y sus variedades tuvo lugar en el
area de Mesoamérica comprendida por las partes altas del centro y este de México y partes
altas de Guatemala de acuerdo con Williams, 1977 reportado por Barrientos — Priego y
Lopez —Lépez, (1998). Sin embargo otros autores, han propuesto diversos centros de
origen. Por ejemplo Popenoe (1935) reportado por Galindo-Tovar et al. (2008) propuso que
el centro de origen del aguacate se debia buscar en el area que va de México al norte de
Sudamérica; mas tarde, Kopp (1966) y Storey et al. (1986) reportados por Galindo-Tovar
et al. (2008) propusieron, con base en la gran diversidad actual y la presencia de probables
aguacates silvestres, al area de Chiapas (México)- Guatemala — Honduras como centro de
origen y posteriormente Bergh (1992) reportado por Galindo-Tovar et al. (2008), propuso
el area centro sur de México y Guatemala. Las anteriores evidencias son circunstanciales
y se fundamentan principalmente en la distribucién geografica actual de la especie, por lo
que ha sido dificil esclarecer exactamente donde y cuando pudo haberse originado esta
especie (Galindo-Tovar et al. 2008). Corona — Jacome et al. (2016) mediante el uso de
marcadores genéticos microsatélites examind 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. Los resultados obtenidos
han contribuido a esclarecer los procesos de dispersion del aguacate ayudados por los
grandes mamiferos que migraron durante el paleoceno, debido a las glaciaciones. Segun
Barlow (2002), reportado por Corona — Jacome et al. (2016) la dispersion del aguacate no
se podria describir sin incluir la colaboracién de los grandes mamiferos, como los
gonfoterios y los perezosos terrestres gigantes, que transportaron sus semillas por
grandes distancias. Tapia et al. (2013), reportado por Corona — Jacome et al. (2016)
sugieren que la migracion de gonfoterios de América del Norte hacia América 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
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Sierra Nevada (Galindo y Arzate, 2010a) hacia Mesoamérica, donde fue encontrado por el
hombre a su llegada a esta area. Estos datos y la cercana relacion entre las localidades
de Aquila (Veracruz) y La Antigua (Guatemala) sugieren como los aguacates provenientes
del area de la Sierra Nevada fueron transportados por los grandes mamiferos en su
migracion de Norteamérica a Suramérica por el oeste de México. Al llegar a la zona centro
ocurrié una radiacion, algunos mamiferos migraron hacia el sur llevando estos aguacates
hasta Guatemala y otros lo llevaron hacia el oeste de México, llegando al valle de
Tehuacan y Sierra de Zongolica. De esta forma aguacates del mismo origen evolucionaron
de forma diferente y posteriormente con la aparicion del hombre, su domesticacién dio
origen a los tipos mexicano y guatemalteco. En otros periodos estos aguacates fueron
llevados por el hombre a las Tierras Bajas Mayas, donde las diferencias edafoclimaticas y
la domesticacion dieron origen a otro tipo de aguacate que se separd de los aguacates
Mexicano y Guatemalteco y dio origen al aguacate Antillano (Galindo y Arzate, 2010b). La
relacion del aguacate de la zona de las Tierras Bajas Mayas y el de Zaragoza (Nuevo
Ledn) se explica por un origen comun, probablemente debido a la dispersion que ocurrié a

la llegada del hombre y su adaptacion a un clima similar.

Para Sanchez — Pérez (1999) el aguacate se dispersé desde su centro de origen hacia
Norteamérica por México hasta el Sudeste de los Estados Unidos; hacia las Antillas, todo
Centroamérica y gran parte de Sudamérica: Colombia, Venezuela, Las Guayanas, Brasil,
Ecuador, Peru, Bolivia y Chile. En el periodo colonial, esta especie fue llevada a las Antillas,
Brasil y al sur de Europa entre los siglos XVI y XVII; a Hawai, La florida y California fue
introducida en el siglo XIX; en Surafrica, Argentina e Israel se iniciaron cultivos comerciales
en la primera mitad del siglo XX (Bernal y Diaz, 2005). La dispersion tan amplia a través
de las areas de desarrollo de civilizaciones antiguas, se explica por la alta estima que los
indigenas tenian por ese fruto carnoso, nutritivo y de sabor Unico (Sanchez —Pérez, 1999).
Las multiples hibridaciones ocurridas en diferentes ambientes ecolégicos de México y
Centroamérica dieron origen al aguacate comestible que se consume hoy en dia, de este
modo, en las regiones americanas en donde el aguacate se cultiva desde tiempos
precolombinos, la produccion proviene de fuentes distintas de arboles nativos o criollos y
cultivares selectos reproducidos asexualmente, en los cuales el sabor y los valores
nutritivos varian segun el tipo ecoldgico. Actualmente las variedades y portainjertos que

son la base de la produccion en las principales areas cultivadas en el mundo son producto
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de los trabajos de exploracion, colecta, conservacion y evaluacion realizados en el centro
de origen y dispersién de la especie y de trabajos de mejoramiento genético realizados en
California, Estados Unidos, Israel y Sudafrica por citar algunos de ellos (Mijares- Oviedo y

Lopez — Lépez, 1998).

En la actualidad el aguacate se produce en los cinco continentes, en paises tropicales y
subtropicales, aunque los mayores cultivos se encuentran en América, destacandose
México como el primer productor mundial, seguido de Chile, Republica Dominicana,
Estados Unidos (California y La Florida), Colombia, Peru, Brasil y Guatemala entre otros
(FAO, 2012, reportado por Corpoica, 2014). En el ambito mundial, los paises importadores
en su orden son: Estados Unidos, Francia, Paises Bajos, Japon, Reino Unido, Alemania,

Canada, Espafia y El Salvador (Corpoica, 2014).

Para el caso de Colombia, de acuerdo con la raza de origen, el aguacate puede crecer
desde el nivel del mar hasta los 2.500 m.s.n.m, en zonas de cordillera. Durante el periodo
comprendido entre los afos 2012 a 2016, la produccion de aguacate en Colombia ha
aumentado paulatinamente; las toneladas producidas pasaron de 255.195,25 en el 2012 a
335.882,15 en 2016 y el area cultivada salté de 27.555,48 ha a 50.982,64 ha en el mismo
periodo, representando un incremento de 31,62% vy 48,62%, respectivamente
(Castiblanco, 2017). Segun Corpoica (2014) en informacion suministrada por Mejia (2011),
en Colombia, las variedades de aguacate se distribuyen de la siguiente manera: 49% del
area total sembrada, corresponde a aguacates criollos, el 26% corresponde a el cultivar
Hass y el 25% restante a aguacates tipo Papelillo y otros como Lorena, Santana,
Choquette, Booth 8, Semil 40, Edranol y Trinidad. Dentro de los aguacates criollos, los
departamentos de Bolivar y Cesar aportan el 59%, para el Hass el 75% esta sembrado en
los departamentos de Antioquia y Tolima y para los papelillos el 65% esta representado
por el departamento del Tolima y la regién del eje cafetero. Para el afio 2016, el
departamento de Antioquia se situd en el primer lugar en orden de importancia en cuanto
a area cosechada, produccién y rendimiento de aguacate en Colombia, presentando un
area sembrada de 5.780 hectareas, con un porcentaje de participacion a nivel nacional del
14.10% y una produccién de 67.031 toneladas con un porcentaje de participacion a nivel
nacional del 19,96% (Castiblanco, 2017).
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Razas horticolas.

No se puede asegurar que las antiguas civilizaciones o grupos étnicos que participaron en
el proceso de domesticacion del aguacate, hayan contribuido de alguna manera a la
diferenciacion de P. americana en subespecies, pero es evidente que se dieron tipos
divergentes que se desarrollaron en zonas geograficamente aisladas que finalmente dieron
lugar a tipos botanicos distintos, con diferencias ademas en adaptacién climatica (Storey
et al., 1986; Bergh, 1992 reportados por Sanchez - Pérez, 1999).

Estos tipos botanicos diferentes son conocidos ampliamente a nivel mundial como razas
ecoldgicas o razas horticolas y estas son: P. americana var. drymifolia conocida como raza
Mexicana, P. nubigena var. guatemalensis conocida como raza Guatemalteca y P.
americana var. americana conocida como raza Antillana (Storey, Bergh y Zentmyer, 1986);
sin embargo, Ben-Ya'acov et al. 1995 indico que en Costa Rica existe un tipo endémico
del pais que se conoce como “aguacate de Monte” que se trata de una variante de la
especie P. americana pero que es muy primitivo, y se sugiere que se le considere como

una variedad botanica aparte y se propone como raza Costarricense.

La conclusion taxondmica de la existencia de tres razas botanicas fue bien fortalecida en
las décadas de los afios 80 y 90 mediante el analisis de marcadores genéticos como
isoenzimas, huella genética y RFLPs (Gold-ring et al. 1985; Torres and Bergh, 1980; Lavi
et al. 1991; Furnier et al. 1990 reportados por Mhameed et al. 1997. Por otra parte Bergh
(1995) reportado por Barrientos — Priego y Lopez —Lopez, (1998) indico que las tres razas
de aguacate son genéticamente equidistantes. Dicha afirmacion fue corroborada mediante
la técnica RAPD (Amplificacion al azar de ADN gendmico) por Bufler y Fiedler (1996)
reportado por Barrientos — Priego y Lopez —Lépez, (1998). Existe evidencia genética que
soporta la teoria de que las tres razas son variantes de una misma especie, ya que todas
presentan el mismo nimero de cromosomas somaticos 2n=24 (Storey, Bergh y Zentmyer,
1986). La hibridacion entre ellas ocurre con facilidad y sus hibridos obtienen ventajas de
adaptacion climatica, asi como caracteristicas agronémicas mejoradas (Bergh, 1992

reportado por Sanchez - Pérez, 1999).
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Las razas Mexicana y Guatemalteca se originaron y domesticaron en las tierras altas de
México y Guatemala respectivamente (Storey, Bergh y Zentmyer, 1986; Berg, 1992
reportado por Sanchez - Pérez, 1999) mientras la raza Antillana probablemente tuvo su
origen en la costa del Pacifico de Centroamérica, desde Guatemala hasta Costa Rica
(Storey, Bergh y Zentmyer, 1986). Cada una de las razas presenta determinadas
caracteristicas; por ejemplo la mexicana y guatemalteca se caracterizan por tolerar
temperaturas muy bajas, incluyendo heladas y por adaptarse a suelos muy bien drenados
y con nivel freatico profundo. La raza Antillana se adapta a zonas tropicales y tierras bajas
y climas calidos y secos, son resistentes a suelos salinos y tolerantes a dos enfermedades
como son la roya y la antracnosis (Bernal y Diaz, 2005). Adicionalmente, estos grupos
ecologicos también se diferencian en su época de floracion, época de recoleccion,
contenido de aceite en la pulpa vy tipo de corteza; sin embargo cuando se esta en
presencia de hibridos naturales, entre grupos ecolégicos diferentes, resulta dificil su
ubicacion (Bergh y Ellstrand, 1986 reportado por Mhameed, 1997; Lima et al. 1988
reportado por Gonzales et al., 2002).

Raza Mexicana.

Esta raza se caracteriza por su adaptabilidad a climas muy frios, soportando temperaturas
de hasta 2,2°C, teniendo como temperaturas optimas de 5 a 17 °C y alturas superiores a
1.700 m.s.n.m. En cuanto a sus caracteristicas morfolégicas presenta hojas mas
pequefias que las otras razas, alargadas y con glandulas que contienen aceites esenciales
que al presionarlas desprende olor a anis. Sus flores son pubescentes, frutos pequefios
entre 80 a 250 g con cascara delgada y superficie lisa, sus tonalidades son verde claro,
pero algunas variedades presentan coloraciones rojas, moradas o casi negras. En la figura
1a, podemos observar un fruto caracteristico de esta raza. La pulpa es de muy baja
cantidad de fibra, con un sabor muy caracteristico a nuez. Algunas de las variedades de
aguacate pertenecientes a esta raza son: Puebla, Duke, Gottfried, zutano, Bacon y Topa-
Topa (Bernal y Diaz, 2005).

Raza Guatemalteca.

Se adapta a condiciones subtropicales, con temperaturas 6ptimas de 4 a 19°C vy alturas
entre los 1.000 y 2.000 m.s.n.m.; en cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas presenta

hojas sin olor a anis, de mayor tamafio que las de la raza Mexicana y de color verde mas
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oscuro. Los frutos son de forma esférica, ovalada o piriforme; su corteza es gruesa, de
consistencia correosa, dura hasta casi lefiosa y quebradiza. Su color es verde opaco,
hasta morado oscuro cuando esta maduro, los frutos pueden ser medianos y grandes, la
pulpa es algo fibrosa; en la figura 1b se pueden observar las caracteristicas del fruto. La
calidad de la fruta y su contenido de grasa del 20% superan a la raza Antillana y sus frutos
no se caen tan facilmente del arbol como en las otras razas. Algunas de las variedades de
aguacate pertenecientes a esta raza son: Hass, Reed, Edranol, ltzamna, Linda, Nabal,

Pinkerton y Mayapan (Bernal y Diaz, 2005).

Raza Antillana.

Se adapta a temperaturas entre 18 y 26°C. Los arboles de esta raza no toleran el frio y
mueren cuando la temperatura fluctua entre los 2,2 y 4°C; en el tropico se adaptan a alturas
por debajo de los 1.000 m.s.n.m. Una de las principales caracteristicas morfolégicas de
esta raza es el gran tamano de sus frutos que pueden estar entre 250 a 2.500 g de peso,
con formas ovaladas, redondas o piriformes; son de corteza brillante tersa o correosa,
flexible, delgada, no granular; sus colores pueden ser verde, verde amarillento, verde
brillante o amarillo rojizo. Poseen pulpa muy baja en grasa y alta en azucar, en la figura
1c se puede observar un fruto caracteristico de esta raza. Las hojas de estas variedades
no son aromaticas. Como variedades pertenecientes a esta raza se encuentran: Lorena,

Peterson, Simmonds, Trapp y Pollock (Bernal y Diaz, 2005).

Raza Costarricense.

Se adapta a condiciones subtropicales de Costa Rica y no se conocen caracteres de
interés hasta ahora. Observaciones hechas a nivel de campo en Costa Rica, indican que
la semilla es redonda como la raza Guatemalteca, la cascara como la raza Antillana y las
hojas son medianas a pequefas similares a la raza Mexicana pero sin olor a anis
(Barrientos — Priego y Lopez, 2007).En la figura 1d se puede observar un fruto

perteneciente a esta raza.
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Figura 1. Frutos de aguacate de las diferentes razas de Persea americana Mill.

Mexicana

Figura 1 a. Fruto caracteristico
de la raza Mexicana

Antillana

Figura 1 c. Fruto caracteristico
de la raza Antillana

Guatemalteca

Figura 1 b. Fruto caracteristico
de la raza Guatemalteca

Costarricense

Figura 1 d. Fruto caracteristico
de la raza Costarricense

Fuente: Salvador Ochoa Asencio
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Razas hibridas.

Debido a que el aguacate presenta alta alogamia (polinizacién cruzada) y adicionalmente
las tres razas poseen un genoma muy parecido (2n=24), la hibridacion entre ellas ocurre
con facilidad ya sea en forma natural o artificial; ademas sus hibridos obtienen ventajas de
adaptacion climatica, asi como caracteristicas agrondmicas mejoradas (Bergh, 1992
reportado por Sanchez - Pérez, 1999; Bernal y Diaz, 2005). Se cuenta con la presencia
de cultivares hibridos de la raza Mexicana por Guatemalteca, estos hibridos de aguacate
combinan caracteristicas como la resistencia al frio aportada por los mexicanos con el
tamano de los guatemaltecos; como resultado, se obtienen frutos de tamafio intermedio y
la época de maduracion también tiende a ser intermedia. Algunas de las variedades de
aguacate hibridas de estas razas son: Fuerte, Ettinger, Colin V-33 (Bernal y Diaz, 2005).
También existen hibridos de la raza Guatemalteca con Antillana; estos combinan las
caracteristicas de los guatemaltecos como resistencia al frio, con el tamafno de los
antillanos; como resultado de la combinacién se obtienen frutos de tamafio intermedio
entre el de sus padres, la época de maduracion también tiende a ser intermedia. Algunas
de las variedades de aguacate hibridas de estas razas son: Booth 8, Choquette, Colinred,

Collinson, Gripifia, Semil 44, Trinidad, Hall, Winslowson, Santana (Bernal y Diaz, 2005).

Diversidad genética.

A través de miles de afios se ha dado un proceso que ha generado una gran diversidad
genética en el aguacate (Ben Ya'acov, 1992). Decenas de miles de arboles silvestres
provenientes de semilla existen actualmente bajo condiciones ecoldgicas muy variadas.
La seleccidn tanto natural como la del hombre durante miles de anos, ha producido tipos
adaptados a esas regiones (Ben Ya'acov, 1992; Gama y Gémez, 1992 reportado por
Sanchez - Pérez, 1999). Por ser el aguacate una especie de polinizacion abierta contiene
una gran variabilidad genética con posibilidades casi ilimitadas para su aprovechamiento

(Bergh, 1992; Zentmyer y Schieber, 1992 reportados por Sanchez - Pérez, 1999).

En la mayoria de zonas productivas de varios paises, en los que se incluye Colombia,
existe una distribucion de poblaciones de aguacate heterogénea o de gran diversidad en
tamano, forma y color de frutos; esto debido a que su explotacién se ha realizado como

cultivo asociado y propagado por semilla (Avilan et al. 1980 reportado por Soto et al. 2007)
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lo que ha dado origen a una serie de arboles nativos o criollos y cultivares selectos
reproducidos asexualmente, en los cuales el sabor y los valores nutritivos varian segun el

tipo ecoldgico (Mijares y Lopez, 1998).

Propagacioén del aguacate.

La propagacion por injerto es el método mas apropiado para reproducir las variedades
seleccionadas de cultivo comercial, ya que los arboles injertados son uniformes en cuanto
a la calidad, forma y tamafo de la fruta (Anacafe, 2004). Los aguacates no injertados
suelen tardar mucho tiempo en dar sus frutos; sin embargo y en el caso de los aguacates
injertados, a los dos afios es posible obtener una gran carga de aguacates. Al ser un
medio indispensable para propagar la planta de aguacate; el injerto resulta ser
practicamente el Unico a través del cual, se puede adquirir las variedades de aguacates
que se quieran plantar, ya que cuando son plantadas y después de un mes, las semillas
tienden a perder su vitalidad y suelen tardar entre 10-15 afnos para que el arbol se
desarrolle completamente y de sus frutos. Comunmente, la injertacién de cultivares
comerciales de aguacate se realiza sobre portainjertos francos (originados por semilla),
por lo tanto presentan una alta heterocigosis que resulta en huertos heterogéneos en
cuanto a comportamiento y productividad; por tal motivo, reviste vital importancia la
eleccion de un buen portainjerto, ya que de él puede depender el éxito o fracaso de una
plantacién (Barrientos—Priego et al., 2000). El injerto es la unién de dos porciones de tejido
vegetal viviente para que se desarrolle como una sola planta. Predecir el resultado de un
injerto es muy complicado, de modo general se puede decir que el éxito del injerto va

intimamente ligado a la afinidad botanica de los materiales que se injertan.

Compatibilidad portainjerto — copa.

No existe una definicion precisa para la compatibilidad del injerto; pero la realidad es la
creacion de una planta, cuyas raices tienen que crecer y desarrollarse con la savia que le
sintetizan los érganos verdes de la otra planta, que a la vez crece y se desarrolla con la
savia que le suministra una raiz que no es la suya. A esa capacidad de unién de dos
plantas para desarrollarse de modo satisfactorio desde el punto de vista de la produccién
como una sola planta compuesta, se le llama compatibilidad (Camacho — Ferre y
Fernandez — Rodriguez, 2000 reportado por Bernal et al. 2014). Es dificil definir entre la

compatibilidad e incompatibilidad de un injerto; desde especies que se unen con facilidad
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hasta otras que son incapaces de unirse, hay una gama intermedia de posibilidades, que
aun uniendo en un principio, muestran sintomas de falta de afinidad, bien en la zona del
injerto o en sus habitos decrecimiento (Camacho — Ferre y Fernandez — Rodriguez, 2000
reportado por Bernal et al. 2014). Algunos de los sintomas que se pueden manifestar en
caso de incompatibilidad son los siguientes:

o Porcentaje bajo en el prendimiento del injerto

e Amarillamiento en hojas, a veces defoliacion y falta de crecimiento.

o Muerte prematura de la planta injertada

¢ Diferencias en la tasa de crecimiento entre portainjerto e injerto.

e Formacion de un desarrollo excesivo en torno a la union del injerto.

e Ruptura por la zona de unién del injerto. (Camacho — Ferre y Fernandez —

Rodriguez, 2000 reportado por Bernal et al. 2014).

Uno de los aspectos mas importantes para formar una unién funcional entre la copa y el
portainjerto, es que ambos estén lo suficientemente relacionados taxondémicamente, es
decir, genéticamente. El grado de relacién necesario para la compatibilidad (limites entre
la compatibilidad) varia entre los diferentes taxones (especies, géneros, familias) (Cornell
University, 1999). Por ejemplo los homoinjertos (autoinjertos), son presumiblemente
siempre compatibles; en heteroinjertos (injertos intraespecificos), el portainjerto y la copa
pertenecen a la misma especie botanica y son casi siempre compatibles, los injertos
interespecificos (portainjerto y copa pertenecen a especies del mismo género), son
generalmente compatibles; los injertos intrafamiliares rara vez son compatibles y los
interfamiliares siempre son incompatibles (Mudge et al., 2009 reportado por Goldschmidt,
2014).

Portainjertos.

Aunque la injertacién ha sido un aspecto basico e importante de los cultivos lefiosos
perennes como muchos frutales durante al menos 2000 afios, es sorprendente que se
tenga muy poco conocimiento sobre las especies de plantas que se utilizan como

portainjertos (Warschefsky et al. 2016).
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Los portainjertos tienen una larga historia y un papel muy importante en la agricultura; sin
embargo hay muchas preguntas sobre su diversidad y domesticacién que aun permanecen
sin resolver como las siguientes: ;Cuantos genotipos y especies se utilizan como
portainjertos para un cultivo determinado y que tan estrechamente relacionados estan con
las especies utilizadas como copa?, ¢;Cuales son los origenes geograficos, sus
distribuciones actuales y la frecuencia de uso de estos genotipos? ;Qué signos de
domesticacion hay a nivel morfolégico y genético en los portainjertos? (Warschefsky et al.
2016).

Diversidad en los portainjertos.

A pesar del crecimiento en documentacion y literatura relacionada con estudios en
diversidad y filogeografia de especies de plantas cultivadas y su evolucidon bajo
domesticacién incluidas plantas lefiosas perennes utilizadas cominmente como copas;
las especies de portainjertos son raramente consideradas (McKey et al.2010 reportado
por (Warschefsky et al. 2016). Algunas de las tendencias actuales en cuanto a la
diversidad y domesticacién de los portainjertos son las siguientes: (i) las especies de
portainjertos estan estrechamente relacionadas pero genéticamente distintas a las
especies de las copas que ellos soportan (ii) para un solo cultivo, multiples especies y sus
hibridos derivados son utilizados para generar portainjertos, aunque en ultima instancia
son pocos los genotipos de portainjertos que son utilizados para un cultivo dado en muchos
de los sistemas agricolas contemporaneos, (iii) la seleccion del portainjerto debe ser en
funcion del genotipo de la copa con la que sera injertado y con el ambiente en el cual la
planta cultivada se desarrollara, (iv) la seleccion del portainjerto no solo debe incluir
caracteristicas del sistema radicular, también rasgos impartidos a la copa (Warschefsky et
al. 2016).

Evolucion de especies de portainjertos bajo

domesticacion.

Se considera que las especies de portainjertos estan en domesticacion porque son parte
de una relaciéon mutualista entre humanos y plantas que mejora las condiciones de ambos,

es decir, domesticado y domesticador (Zeder, 2015 reportado por Warschefsky et al. 2016).
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Aunque la seleccion de portainjertos se ha enfocado a caracteristicas especificas, no existe
una descripcién formal de un “sindrome de domesticacion” para especies de portainjertos.
Ademas hay muy pocos estudios morfolégicos o genéticos comparativos entre
portainjertos y sus ancestros silvestres como para inferir signos de su domesticacion.
Muchos portainjertos se han derivado de cruces entre especies perennes y sus silvestres,
por lo tanto, presentan caracteristicas de plantas domesticadas, incluyendo altos niveles
de heterocigosidad y una extensa propagacion clonal (Zohary. and Spiegel-Roy,1975,
Miller and Gross, 2011 reportados por Warschefsky et al. 2016). Sin embargo las especies
de portainjertos son diferentes a las especies domesticadas, en que mientras algunas
caracteristicas bajo selecciéon son directamente expresadas en el mismo portainjerto
(ejemplo resistencia a patdégenos) otros son expresados en el vastago a injertar
(Warschefsky et al. 2016).

En general la injertacion afecta tres procesos principales de la planta: captaciéon y
transporte de agua y nutrientes, produccion y transporte de hormonas y movimiento a gran
escala de proteinas, ARNs mensajeros, pequefios ARNSs; estos procesos tienen
implicaciones tanto para el funcionamiento en el subsuelo como en la superficie, pero la
interconexion del trabajo de las variables en la interaccion entre el portainjerto y la copa
(genotipo del portainjerto, genotipo de la copa y ambiente), oculta al individuo
contribuciones a la variacion fenotipica (Tworkoski and Miller, 2007; Amiri, et al. 2014
reportados por Warschefsky et al. 2016). Ciertamente, los genotipos tanto de portainjerto
como de copa juegan un papel importante en estas interacciones y diferentes
combinaciones entre portainjerto y copa se saben que varian su efecto fenotipico
(Goldschmidt, 2014). Factores adicionales que afectan la interaccion del portainjerto y la
copa son: la edad de los individuos a injertar, la técnica de injertacién empleada,
estacionalidad, tiempo desde la injertacién, genotipo, interaccidn ambiente genotipo,
interacciones ambientales, morfologia de la raiz y arquitectura (Albacete et al. 2015), grado
de compatibilidad entre la copa y el portainjerto e interacciones microorganismos — raiz
(Warschefsky et al. 2016).
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Portainjertos en aguacate.

Los atributos mas importantes que deben tener los portainjertos en aguacate son la
resistencia a Phytophthora cinnamomi, la tolerancia a la salinidad, la adaptabilidad a suelos
calcareos y que sean arboles de porte bajo, con producciones altamente sustentables
(Whiley, 1992 reportado por Bernal et al. 2014). EIl primer programa de seleccion de
portainjertos de aguacate se baso en la productividad y fue iniciado en los afios 40 por F.F.
Halma. Sin embargo cuando en 1.942 se descubrié que P. cinnamomi era un patégeno
devastador en las raices de los aguacates californianos, Zentmyer enfoco la seleccién de
portainjertos, no a la productividad, si no a la busqueda de la resistencia a la enfermedad

(Ben-Ya’acov y Michelson, 1995 reportados por Bernal et al. 2014).

Uno de los aspectos mas estudiados en aguacate es la busqueda de portainjertos con
resistencia o tolerancia a P.cinnamomi; aunque se han encontrado especies o subespecies
del genero Persea tolerantes a este hongo del suelo, estas son incompatibles con el
aguacate. El Duke 7 es el cultivar mas reconocido internacionalmente como sobresaliente
para ser utilizado como portainjerto (Téliz, 2000). Otros portainjertos de raza Mexicana
gue se destacan por tolerancia a esta enfermedad son: Barr Duke, proveniente de un arbol
de semilla de Duke 6, desarrollado en California, D y 9, obtenido mediante irradiaciéon de
rayos gama de yemas de Duke con caracteristicas enanizantes, Duke 6, arbol de semilla
obtenido a partir de semillas de Duke, el Thomas recuperado de un escape del cultivar
Fuerte, considerado uno de los portainjertos mas resistentes a P.cinnamomi, pero
susceptible a P. citricola. Con respecto a la raza Guatemalteca sobresale Martin Grande,
obtenido a través de hibridacion de P. americana con P.schideana y también Velvick
obtenido en Australia a partir de arboles de semilla (Newett et al. 2007 reportado por
Bernal et al. 2014).

Otros portainjertos con atributos para otras caracteristicas de interés son por ejemplo el
portainjerto VC 51 de la raza Antillana, el cual fue seleccionado por sus buenas
perspectivas de tolerancia a sequia (Téliz, 2000), el cultivar Colin V-33, este se ha
caracterizado por su baja altura y por ser inductor de esta caracteristica (Téliz, 2000). En
cuanto a la tolerancia a suelos calcareos, se ha encontrado que la raza Guatemalteca es
la mas susceptible a la clorosis producida por el efecto de suelos calcareos; estudios

realizados en lIsrael desde la década de los afos 60, selecciono como portainjertos
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tolerantes o resistentes a este factor los materiales Znfin 67 y Maoz de la raza Antillana
(Teéliz, 2000). En cuanto al efecto del portainjerto sobre la productividad, la combinacion
mas adecuada es la utilizacion tanto de portainjerto como de copa de la misma raza o zona
climatica, ya que de esta manera hay mayor compatibilidad y mayor expresién de las
caracteristicas de la copa, incluyendo aumento de la produccion (Téliz, 2000).

Para el caso de Colombia, no se reportan portainjertos para aguacate; sin embargo se han
identificado arboles nativos en zonas de alta pluviosidad como es el caso de la Costa
Pacifica, Putumayo, Tolima y Sierra Nevada de Santa Marta (Bernal et al. 2014). Rios —
Castario et al (2005), reportan algunos portainjertos para su uso en Colombia entre los que
se destacan los Antillanos: La Torre seleccionado del corregimiento La Torre en Palmira
Valle del Cauca; presenta tolerancia a salinidad y alcalinidad y no presenta
incompatibilidad con ninguna de las variedades comerciales. Tumaco, recolectado en
Tumaco Narifio en el afo 1936; se caracteriza por tener un sistema radical amplio que le
da una ventaja en suelos de mayor contenido de arcillas, es tolerante a salinidad y
alcalinidad y tampoco presenta incompatibilidad con ninguna de las variedades
comerciales. Villagorgona proveniente del corregimiento del mismo nombre en el
municipio de Candelaria Valle del Cauca; como portainjerto ofrece la ventaja de poseer
una semilla grande para el manejo y desarrollo en vivero; al igual que los otros portainjertos
presenta tolerancia a la salinidad y alcalinidad y no incompatibilidad con variedades

comerciales.

Seleccidn de material vegetal.

Los recursos genéticos del aguacate son una fuente Unica de genes (caracteres) que
pueden utilizarse para el mejoramiento genético de cultivares, injertos e interinjertos
(Barrientos-Priego y Lépez, 2007). Ademas uno de los aspectos fundamentales para el
éxito de un cultivo comercial de aguacate es la seleccién adecuada de las variedades a

sembrar, ya que con ello se consigue:

a. Garantizar continuidad en la produccion y alargamiento de los periodos de cosecha.
b. Manejar adecuadamente su comercializacion al ofrecer suministro mas estable para el

mercado.
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c. Obtener mayores volumenes de cosecha y por consiguiente mayor rentabilidad, con la
correcta seleccién de variedades.
d. Disminuir el riesgo de los problemas ocasionados por plagas y enfermedades, garantizar

mejor desarrollo del cultivo y la mayor calidad de la fruta (Rios-Castaro, 2003).

La selecciéon de plantas con ciertas caracteristicas deseadas ha sido siempre uno de los
aspectos de mayor relevancia para los mejoradores genéticos (Lander y Botstein, 1989;
Moreno -Gonzales, 1993; Nei y Li, 1979 reportados por IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001).
Este proceso de seleccion de plantas con caracteres agrondmicos distintos, con los afnos
resultaba en la obtencion de una coleccion de individuos con caracteristicas superiores, en
funcién de rendimiento, adaptabilidad, resistencia a plagas y contenido nutricional. Sin
embargo este proceso de seleccion clasico se basa en caracteristicas morfoldgicas de las
plantas o marcadores morfolégicos, en donde las particularidades de las plantas
esperadas no podian ser cuantificadas. Ademas, no existia garantia de que las
caracteristicas cualitativas reflejadas por las plantas élites eran una respuesta a una
expresion genética (IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001).

En muchos casos, la existencia de plantas con morfologia distinta y con un incremento de
rendimiento no se debia a su asociacion directa con los marcadores sino a una causa
indirecta como el aumento de la densidad de plantas en el cultivo o del nivel de fertilizacion
(IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001). Con la disponibilidad de tecnologias mas precisas
como los marcadores genéticos, se hacen mas facil los trabajos de mejoramiento y
seleccion de cultivos; ya que ellos son entidades heredables que estan asociados a
caracteres de importancia econémica que han sido utilizados en la seleccién y evaluacién
de los bancos de germoplasma para diferentes cultivos (Staub et al. 1982; Darvasi y Soller,

1994 reportados por Rodriguez-Medina et al., 2003).

Importancia del uso de marcadores moleculares en

plantas.

La seleccién de plantas con ciertas caracteristicas deseadas ha sido siempre uno de los
aspectos de mayor relevancia para los mejoradores genéticos (Lander y Botstein, 1989;
Moreno -Gonzales, 1993; Nei y Li, 1979 reportados por IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001).

Este proceso de seleccion de plantas con caracteres agrondmicos distintos, con los afios
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resultaba en la obtencién de una coleccion de individuos con caracteristicas superiores, en
funcién de rendimiento, adaptabilidad, resistencia a plagas y contenido nutricional. Sin
embargo, este proceso de seleccion clasico se basa en caracteristicas morfolégicas de las
plantas o marcadores morfolégicos, en donde las particularidades de las plantas
esperadas no podian ser cuantificadas. Ademas, no existia garantia de que las
caracteristicas cualitativas reflejadas por las plantas élites eran una respuesta a una
expresion genética (IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001).

En la actualidad con la disponibilidad de tecnologias mas precisas como los marcadores
genéticos o moleculares, se ha hecho mas facil la realizacion de trabajos de mejoramiento
y seleccion de cultivos; ya que ellos son entidades heredables que estan asociados a
caracteres de importancia econémica que han sido utilizados en la seleccién y evaluacién
de los bancos de germoplasma para diferentes cultivos (Staub et al., 1982; Darvasi y Soller,

1994 reportados por Rodriguez-Medina et al., 2003).

Algunos de los usos de los marcadores genéticos o moleculares son:

a) Estimacién de distancias genéticas entre poblaciones, variedades, lineas puras e
hibridos (IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001).

b) Discriminacién de variedades, lineas puras e hibridos, lo cual se puede utilizar para
proteger los derechos del obtentor vegetal en el registro de variedades protegidas IDIAF,
CEPOC y Ferquido, 2001).

c) Permiten determinar las vias de transmisién genética de padres a progenie (Clegg,
Kobayashi and Lin, 1999).

Uso de marcadores moleculares en aguacate.

Entre los marcadores genéticos mas utilizados para adelantar estudios de caracterizacion
genética y filogenia se encuentran algunas isoenzimas, usadas desde la década de los
afnos 70 (Dudley, 1994 reportados por IDIAF, CEPOC y Ferquido, 2001); también estan los
marcadores basados en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) como los del tipo
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLPs), los cuales fueron
desarrollados en los afios 80 (Stuber, 1994) y mas recientemente los de tipo ADN

polimérfico amplificado al azar (RAPD) (Arus y Moreno-Gonzales, 1993), Marcadores
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Microsatélites (Schnell et al., 2003), DNA fingerprint (DFP) (Lavi et al. 1991), Secuencias
simples de ADN repetidas (SSR) (Lavi et al. 1994) y los de polimorfismo de longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP) (Vos et al. 1995).

Para el caso especifico del aguacate se han desarrollado estudios en varios de los paises
productores cuyo objetivo ha sido conocer su origen mediante la caracterizacién molecular
de arboles nativos y colecciones existentes en diferentes estaciones experimentales y
zonas productoras. Bergh y Ellstrand (1987) reportados por Barrientos y Lopez, (2007)
hicieron una clasificacion muy acertada de las razas de aguacate, agrupando a la raza
Mexicana como la variedad botanica drymifolia (Persea americana Mill. var. drymifolia), la
raza Guatemalteca como var. guatemalensis (Persea americana Mill. var. guatemalensis)
y la raza Antillana como var. Americana (Persea americana Mill. var. americana). Por otra

parte Bergh (1992) indico que las tres razas de aguacate son genéticamente equidistantes.

En un estudio de taxonomia numérica de 67 caracteristicas en cultivares de aguacate, se
encontré una mayor relacion filogenética entre los aguacates de la raza Antillana y
Guatemalteca, que entre Antillanos y Mexicanos (Rhoddes et al. 1971); de igual manera
Garcia e Ichikawa (1979) estudiando diagramas de dispersion de 15 caracteristicas
morfolégicas encontraron esta misma relacién, al igual que con isoenzimas (Garcia y
Tsunewaki, 1977). Por otra parte Scora et al. (1975) analizaron alcanos de las hojas de
aguacate y encontraron que la raza Guatemalteca y Mexicana se separan bien de la raza
Antillana. En forma similar, se ha encontrado que la técnica de electroforesis de
isoenzimas que la raza Antillana es mas distante filogenéticamente que la raza
Guatemalteca y la Mexicana (Bergh et al. 1989). Sin embargo Bufler y Ben-Ya'acov (1992),
analizaron la variacion en la repeticidon de longitud y sitios de restriccion de ADN ribosomal
en hojas de las tres razas de aguacate, encontrando que existe una ligera mayor relaciéon
filogenética entre la raza Guatemalteca y Antillana, aunque las tres razas son
practicamente equidistantes entre si de acuerdo a analisis mediante RAPD en ADN (Bufler

y Fiedler, 1996; reportados por Barrientos y Lépez (2007).

En 1991 Lavi y colaboradores usaron sondas minisatélites para la identificacion de
cultivares de aguacate. La relacion genética entre razas fue determinada por el patrén de
bandas de mezclas de ADN que representaban las razas. La raza Mexicana y Antillana

resultaron estar menos relacionadas al ser comparadas con la Mexicana y Guatemalteca



44 Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de

Aguacate

y Guatemalteca y Antillana las cuales resultaron ser las mas cercanas. En 1994 el mismo
autor generé marcadores SSR, basados en la construccion de una libreria gendmica de
ADN a partir de aguacate del cultivar Hass, los cuales resultaron ser heredados en un

modelo Mendeliano.

Marcadores como SSR, RAPD y DFP fueron utiles en la construccion de un mapa genético
de aguacate, el cual fue inicialmente realizado como base para el desarrollo de un mapa
genético mas detallado y para la deteccion de la relacion existente entre marcadores y
caracteres cuantitativos (Sharon et al. 1997). Basados en este mapa Schnell et al. (2003)
estimaron la diversidad genética por medio de marcadores microsatélites dentro de una
gran coleccién de aguacate mantenida en la USDA y NGR en Miami Florida y un sub grupo
de la coleccién mantenida en la SCFS por la Universidad de California; el objetivo de este
estudio fue encontrar poblaciones de interés dentro de la raza Antillana, de la cual se
conoce presenta genes de resistencia a pudriciones de la raiz causadas por Phytophthora
spp, encontrandose una mayor diversidad genética en las razas Mexicana y Guatemalteca,
mientras que la Antillana presenté menor diversidad; lo que demuestra segun los autores
la necesidad de colectar mas germoplasma de esta raza para ampliar la diversidad
genética y enfatizar en la identificacion de individuos que confieren resistencia a
Phytophthora spp. Basados en la informacion disponible existente Viruel, Gross y Barcel6-
Mufioz (2007) desarrollaron un mapa genético parcial mas completo que el reportado por
Sharon et al., (1997) que incluye ademas de los SSRs ya publicados, otros de nuevo

desarrollo, asi como marcadores AFLP.

Otro ejemplo de marcadores moleculares en aguacate fue el uso de RAPD para analisis
cuantitativo de autocruzamiento y produccion en huertos del cultivar Hass ubicados en el
sur de California. En el mismo estudio este tipo de marcadores fueron utilizados para
analizar fuentes potenciales de polen. Analisis de regresion lineal de datos obtenidos en
campo indicaron que la variedad Fuerte fue la principal fuente de polen para arboles madre
de Hass, independientemente de la region climatica, ademas la rata de autocruzamiento
fue fuertemente dependiente de la distancia de la potencial fuente polen. Se presentd un
débil relacion entre autocruzamiento y produccion, lo que indica que esta se debe a otras

causas (Kobayyashi et al. 2000).
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En Cuba, Rodriguez y colaboradores (2003) compararon los niveles de polimorfismo,
capacidad de discriminacion e informatividad de caracteres morfoagronémicos vy
marcadores AFLP, ISTR, SSR e isoenzimas, empleando 17 genotipos de la coleccion de
germoplasma del IIFT ubicado en la ciudad de la Habana. Los tres marcadores de ADN
utilizados, ademas de ser altamente reproducibles discriminaron de forma efectiva todos
los genotipos; sin embargo los patrones isoenzimaticos desarrollados en el estudio
también demostraron una alta capacidad para la discriminacién de accesiones; por lo cual
pueden también ser de utilidad para la identificacién de cultivares en aguacate.

Los marcadores microsatélites representan otros marcadores moleculares usados
ampliamente en estudios genéticos del aguacate. Schnell y colaboradores (2003)
investigaron la variacion genética entre 224 accesiones conservadas en el NGR (National
Germoplasm Repository) en Miami Florida y un grupo de 34 clones ubicados en el SCFS
(University of California South Coast Field Station) localizado en Irvine California usando
14 loci microsatélites. Aunque se obtuvo la presencia de varios alelos Unicos, no se
encontré un marcado especifico para raza; sin embargo se observé concordancia entre
las razas horticolas y los grupos formados a partir de los datos moleculares observados.
La raza Guatemalteca y Mexicana formaron dos grupos diferentes al igual que la raza

Antillana.

Otro ejemplo de uso de marcadores microsatélites en aguacate es el estudio realizado por
Kwame Acheampong et al. (2008), el cual consistié en conocer el origen, raza y relacion
genética de 172 cultivares de aguacate de Ghana procedentes de diferentes fincas
mediante el uso de 12 marcadores microsatélites. En este estudio se encontré que los
cultivares de Ghana estan genéticamente mas cercanos a la raza Antillana pero
distinguiéndose de la raza Mexicana y Guatemalteca, lo que propone que posiblemente

las otras razas no pudieron sobrevivir debido a las condiciones ambientales de este pais.

Alcaraz y Hormaza (2007) caracterizaron molecularmente 75 accesiones de aguacate
pertenecientes a la coleccion de germoplasma del Instituto de Hortofruticultura Subtropical
y Mediterranea La Mayora, ubicada en Malaga Espana y la cual posee accesiones de
diferentes paises, mediante el uso de 16 microsatélites previamente reportados para
aguacate por Sharon et al. (1997) y Ashworth et al., (2004). Los resultados obtenidos en
este estudio indicaron que el grupo de marcadores utilizados fueron altamente

informativos.
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En Meéxico, Cuiris — Pérez y colaboradores (2009) también utilizaron este tipo de
marcadores para determinar la diversidad genética entre 77 accesiones de la raza
Mexicana pertenecientes al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP). En este estudio se determiné la utilidad de los marcadores
microsatélites en la determinacion de diversidad genética en aguacate; y en el 2011
Galindo-Tovar y colaboradores utilizaron también marcadores microsatélites para analizar
las relaciones genéticas de 44 arboles de P. americana de 7 localidades de la zona Centro
del estado de Veracruz, encontrandose baja diferenciacion genética entre las localidades

y agrupaciones definidas por caracteristicas de altitud, clima y suelo.

Mas recientemente Boza et al. (2018) utilizaron 55 marcadores microsatélites para
caracterizar la estructura poblacional, diversidad genética y mezcla interracial de 354
arboles de aguacate (P. americana) y otras especies del genero Persea como P. nubigena,
P. krugiiy P. schiedeana de la Estacion Experimental de Horticultura Subtropical USDA-
ARS en Miami Florida y algunos colectados en México; encontrandose una mayor fuente
de variacion a nivel de individuos que de poblaciones y una estructura poblacional dada

por las tres razas botanicas, P. schiedeana y mezclas interraciales complejas.

La utilizacion de AFLP en estudios de diversidad genética de aguacate ha logrado
diferenciar accesiones de bancos de germoplasma de acuerdo con sus tres grupos o razas
de origen. La eficacia y facilidad de utilizacion de estos marcadores en aguacate fue
demostrado por Chao et al. (2003) quienes analizaron las relaciones genéticas entre 37
accesiones de aguacates de California y 42 de México; en este estudio los AFLP
permitieron identificar individualmente todas las muestras, adicionalmente el estudio de las
accesiones de California indico que existen otras divisiones dentro de los aguacates

mexicanos y antillanos.

Adicional a estas investigaciones no existian estudios sobre la diversidad genética dentro
de razas. Sin embargo, Gutiérrez-Diez et al. (2009) demostraron la utilidad de AFLP para
estimar la diversidad genética inter varietal de la raza Mexicana de P. americana cuando
los datos moleculares se combinan con datos morfoldgicos, al estudiar el aguacate nativo

en el estado de Nuevo Ledn en México, el cual es centro de origen de Persea americana
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Mill. spp. drymifolia . En este estudio se evalud la diversidad genética de 42 arboles de
aguacate nativo, en donde se generaron AFLP que permitieron diferenciar cinco
variedades en el analisis de agrupamiento; el no agrupamiento de variedades
denominadas con el mismo nombre local permitié detectar diferencias genéticas dentro de
variedades de la raza Mexicana. Cuando los datos moleculares se analizaron en forma
conjunta con los datos morfoldgicos, se logré diferenciar once variedades, y se repitio el

esquema de no agrupamiento de variedades con el mismo nombre local.

A nivel de Colombia se tiene conocimiento de un estudio sobre la diversidad genética de
la Coleccion Colombiana de Aguacate mantenida por Agrosavia en el Municipio de Palmira
Valle, con un total de 60 accesiones de las cuales fueron analizadas 56 de ellas utilizando
marcadores moleculares AFLP. El objetivo de este trabajo fue conocer la diversidad y nivel
de redundancia genética presentes en dicha coleccién. A través de la construccion de un
dendograma mediante un andlisis de conglomerados sobre la matriz de similaridad de Nei-
Li, usando cuatro combinaciones de cebadores, se encontré un 1.8% de redundancia
genética, es decir, dos accesiones como un posible duplicado genético en las 56
accesiones analizadas. Con un nivel de similaridad del 95% se observé que todas las
accesiones eran diferentes a excepcion de dos de ellas. En cuanto a la diversidad
genética se encontré un patron de distribucion continua sin una clara diferenciacion entre
razas botanicas, pero con la presencia de hibridos interraciales en medio. Mediante un
analisis de correspondencia multiple (ACM) se observo el agrupamiento de la mayoria de
los aguacates Antillanos con un 72% de similaridad. Del total de las accesiones, 12 son
originarias de Colombia, 10 de estas son Antillanas y 8 de ellas formaron el grupo
compacto de las Antillanas. Dentro de las accesiones colombianas sobresalié la
denominada Tumaco la cual presento el genotipo mas polimérfico, ademas de un morfotipo

unico (Ocampo, 2006).

ADN para analisis de filogenia y similitud genética en

plantas.

Los datos moleculares y particularmente el analisis de secuencias de ADN, han tenido un
profundo impacto en el campo de la sistematica de plantas. La aplicacién de datos de
secuencias de ADN para resolver problemas de filogenética se ha convertido en algo

rutinario. La mayoria de datos usados en estudios de filogenia molecular de plantas se
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deriva de ADN de cloroplasto (cpADN) y ADN ribosomal nuclear (rADN) (Small et al. 2004).
Ofras alternativas al ADN de cloroplasto y ribosomal son el ADN mitocondrial (mtADN) y
otras secuencias de ADN nuclear (nADN) diferentes al ribosomal; sin embargo, debido a
su lenta tasa de evolucién de sus secuencias y a su ritmo acelerado de evolucién
estructural el ADN mitocondrial ha sido ignorado de los estudios de filogenética de plantas

como potencial fuente de datos (Palmer, 1992; Palmer et al. 2000).

La fuente de datos mas ampliamente usada en el analisis filogenético molecular de plantas
ha sido del ADN de cloroplasto. EI genoma del cloroplasto es una molécula circular
encontrada en multiples copias por cloroplasto y contiene regiones codificante como no
codificantes. La presencia de multiples copias del genoma del cloroplasto por cloroplasto,
acompanado de la presencia de multiples cloroplastos por célula, significa que el cpADN
es relativamente de alta copia dentro de un preparado normal de ADN. Esta propiedad es
una ventaja significante, ya que el nimero alto de copias facilita el analisis de sitios de
restriccion asi como la amplificacién por PCR de regiones especificas del cpADN (Small
et al. 2004).

El ADN de cloroplasto es generalmente caracterizado como estructuralmente estable,
haploide, no-recombinante y generalmente de herencia uniparental; todas estas
caracteristicas facilitan su uso en estudios de sistematica. Sin embargo, estas
caracteristicas revelan solo la mitad del parentesco en plantas hibridas o de origen
poliploide. Ademas, un analisis de cpADN de plantas hibridas o poliploides puede
identificar incorrectamente como pertenecientes a un clado de uno de los dos padres sin
revelar la historia hibrida. Si la hibridacidon es seguida por introgresion y subsecuente
fijacion de cpADN foraneo entonces la filogenia puede ser resuelta con precision con la
historia maternal; sin embargo, el ADN de cloroplasto falla para identificar el conflicto

filogenético derivado de una descendencia hibrida (Small et al., 2004).

Oftra de las herramientas ampliamente adoptadas en la sistematica de plantas es el ADN
ribosomal nuclear (rADN). En plantas terrestres los genes del RNA ribosomal estan
organizados en dos grupos de arreglos en tandem. El primero esta compuesto de genes
de la regién 5S rRNA vy arreglos en tandem de espacios intergénicos en uno o mas loci

cromosomico. El segundo grupo incluye las regiones 18S- 5.8S- 26S del ADN ribosomal
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cistron en arreglos de tandem en uno o mas loci cromosémico. Ambos grupos de rADN
han sido utilizados en estudios de sistematica, aunque los arreglos 18S- 5.8S- 26S han
sido usado mas frecuentemente que la 5S (Johnson, 2004). Los genes ribosomales
existen en arreglos en “tandem” de genes compuestos de cientos de miles de copias por
arreglo; este alto numero de copias facilita su evaluacion por estrategias basadas en PCR
o sitios de restriccion (Arnheim, 1983; Baldwin et al. 1995; Cronn et al. 1996; Wendel et al.
1995; Zimmer et al. 1980). Sin embargo, la naturaleza altamente repetitiva del rADN le
confiere propiedades que afectan su potencial utilidad en estudios filogenéticos (Alvarez
and Wendel, 2003; Bailey et al. 2003). Estas dificultades potenciales se derivan
especificamente de la estructura y dinamica evolutiva del rADN, la presencia de multiples
copias por arreglo y multiples arreglos por genoma y la presencia, ausencia o fuerza
variable de la evolucion concertada. Esta evolucion concertada tiende a homogenizar las
secuencias dentro y algunas veces entre los arreglos de rADN. En la ausencia de una
evolucién concertada completa se pueden surgir variantes en la secuencia y permanecer
dentro y entre arreglos produciendo multiples distancias relacionadas con tipos de rADN
dentro de individuos (Buckler et al. 1997; Bailey et al. 2003; Cronn et al. 1996); de hecho
hay pseudogenes de rADN que pueden ser constituyentes regulares de muchos genomas,
representando secuencias distantes filogenéticamente que pueden ser preferencialmente
amplificadas a partir de loci funcionales de rADN (Bukcler et al. 1997; Chase et al. 2003;
Hartmann et al. 2001). En conclusién, la suma de estas observaciones indica que
secuencias de rADN obtenidas por secuenciacion directa de productos de PCR pueden
fallar al revelar la complejidad del contenido del rADN nuclear y de hecho puede revelar

secuencias paralogas en el rADN en taxas diferentes o accesiones (Small et al. 2004).

La secuenciacion del ADN nuclear es otra alternativa para analizar el grado de similitud
genética al interior una especie. Esta clase de genes presentan ciertas ventajas respecto
a los marcadores de cloroplasto, para el analisis filogenético como la elevada tasa relativa
de evolucion en su secuencia si se compara con genes de cloroplasto y mitocondrial.
Varios estudios han revelado que las tasas de sustitucion sinébnimas de los genes
nucleares son hasta cinco veces mayores que en los genes de cloroplasto y 20 veces
mayores que los genes de mitocondria (Wolfe et al. 1987; Gaut, 1998). Esta ventaja se
hace particularmente aguda a bajos niveles taxonémicos o entre linajes creados por
eventos de rapida divergencia (Small et al. 1998; Cronn et al. 2002; Malcomber, 2002).

Adicional a las rapidas tasas de evolucion, los genes nucleares ofrecen otra caracteristica


Andrés Cortés
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importante y son los multiples loci no ligados que pueden ser usados para inferencias
filogenéticas independientes. La confirmacion de hipoétesis filogenéticas basadas en datos
independientes aumenta un arbol filogenético dado. Ademas, la incongruencia entre datos
ha sido de uso para inferir fendmenos evolucionarios como hibridacion, introgresiéon o

clasificacion de linajes (Wendel and Doyle, 1998).

Una ultima propiedad deseable de los genes nucleares es su herencia Mendeliana
explicitamente biparental, a diferencia del genoma de cloroplasto el cual es usualmente de
herencia uniparental; datos obtenidos de ADN de cloroplasto pueden decir solo la mitad
de la historia en casos de hibridacién, por lo tanto los genes nucleares son candidatos
ideales para la identificacion de donantes parentales de hibridos o poliploides sospechosos
(Wendel, 1989; Rauscher et al., 2002; Alvarez and Wendel, 2003).

Una clase de genes nucleares muy importantes en el estudio de adaptacién y evolucion
de las plantas son los genes que intervienen en la via biosintética de los flavonoides. Esta
via da origen a compuestos fenodlicos conocidos como flavonoides, los cuales tienen
muchas funciones en plantas (Clegg et al. 1997); algunas de ellas son: proteccion contra
la luz UV (Clegg and Epperson, 1988), defensa de la planta contra patégenos e insectos
(Dixon et al. 1983; Lamb et al. 1989), transporte de auxinas (Jacobs and Rubery, 1988),
induccion de nodulacion (Long, 1989) y funcionamiento del polen (Taylor and Jorgensen,
1992). El estudio de la evolucion de estos genes es esencial para el entendimiento de los

procesos que determinan la evolucion adaptativa (Clegg et al. 1997).

Uno de los genes regulatorios de la via biosintética de los flavonoides es el que codifica
para la enzima Chalcona sintasa (CHS); se cree que comparte un origen comun con las
sintasas de acidos grasos del metabolismo primario (Verwoert et al. 1992). La reaccién
catalizada por CHS utiliza substratos de las vias del metabolismo primario fenilpropanoide
y malomil CoA. (Stafford, 1991). Un ejemplo del uso del gen CHS en estudios de genética
molecular de poblaciones es el realizado en Ipomoea purpurea, en donde genes ChsA
fueron secuenciados a partir de 18 lineas de provenientes de una amplia coleccion
geografica en México y el sureste de los Estados Unidos. No se detectd diversidad
nucleotidica en la mayoria de lineas provenientes de los estados de Georgia y Carolina del

norte. Los materiales de origen mexicano presentaron altos niveles de diversidad
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nucleotidica, con lo que se pudieron diferenciar 11 haplotipos (Clegg et al., 1997). En
aguacate, Chen et al. (2009) secuenciaron el gen CHS junto con otros genes nucleares
en cultivares de la colecciéon de germoplasma de aguacate del Centro de Extension e
Investigacion de la Costa Sur de la Universidad de California; esta coleccion presenta
accesiones de aguacates nativos de estados del sur y centro de México, Costa Rica,
Ecuador y Republica Dominicana. En este estudio el gen CHS fue el que logro aportar el
mayor numero de haplotipos vy sitios segregantes o polimérficos de nucledtidos, lo cual
significa que puede ser un buen candidato para analizar diferencias genéticas de los

aguacates del departamento de Antioquia con relacion a sus origenes.

Otro gen perteneciente a la familia de genes que intervienen en la via biosintética de los
flavonoides y que ha sido clonado y caracterizado en varias especies de plantas es el gen
Flavanona -3-Hidrolasa (F3H), cuya funcion es convertir la flavonona (2S) a
dihidroflavonoles (2R, 3R), el cual es un intermediario directo en la biosintesis de
antocianidinas y flavonoles (Forkmann and Dangelmayr 1980; Britsch et al. 1992,

reportados por Chen et al. 2008).

Chen y colaboradores (2008), estudiaron la diversidad nucleotidica y el desequilibrio de
ligamiento en cultivares nativos de aguacate procedentes de México, Costa Rica, Ecuador
y Republica Dominicana mediante la secuenciacion de los genes CHS, F3H 'y también los
genes Celulasa (endo-1,4-D-Glucanasa) el cual es un gen relacionado con la maduracién
de los frutos (Tucker et al. 1987) y Serina-Treonona-Quinasa (STK) el cual esta relacionado
con resistencia a enfermedades en plantas (DiGaspero y Cipriani, 2003). Posteriormente
en el 2009, Chen y colaboradores utilizaron nuevamente la secuenciacion de estos cuatro
genes con el fin de inferir la historia genética de 21 cultivares nativos de aguacate, usando
un modelo basado en el programa STRUCTURE vy el polimorfismo de nucleétidos y la
comparacion de las secuencias con 33 cultivares de aguacate de origen conocido,
observando una diferenciacion genética de 3 grupos geograficos en los cultivares nativos,
los cuales correspondieron a las razas botanicas clasicas definidas para aguacate. De
acuerdo a lo anterior mencionado los genes CHS, F3H, STK y Celulasa pueden ser
buenos candidatos para analizar diferencias genéticas de los aguacates del departamento

de Antioquia con relacion a sus origenes.
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Analisis de diferenciacion genética.

Cuando los marcadores moleculares utilizados en un estudio son dominantes como es el
caso de los AFLP, no se pueden realizar analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg. Sin
embargo si es posible realizar analisis de varianza molecular (AMOVA) para determinar si
las poblaciones de una especie estan genéticamente diferenciadas, dado que este ultimo,
no exige el cumplimiento de los supuestos del equilibrio de Hardy-Weinberg, ni equilibrio
de ligamiento para realizar un analisis de diferenciacién genética de poblaciones, como lo

requieren los estadisticos F de Wright (Excoffier et al. 1992).

Este analisis de AMOVA también puede ser empleado en marcadores codominantes como
lo son los microsatélites e igualmente con secuencias de ADN (Excoffier et al. 1992). Para
realizar el andlisis mencionado, se puede utilizar una matriz de datos binarios (0, 1) en
caso de que el marcador sea dominante, una matriz de datos multinomial como es el caso
de los microsatélites, donde todos los genotipos pueden ser identificados (AA, Aa, aa) y
en el caso de la secuencia, se utilizan secuencias alineadas de la especie que se desea
analizar. El procedimiento utilizado para el analisis de diferenciacion genética fue el

siguiente:

El AMOVA es un método estadistico que tiene como base un andlisis de varianza (Tabla
1) y permite la particion de la variacion genética entre poblaciones y regiones, ademas de
la estimacion del estadistico F y/o sus analogos, éste analisis permite el uso de datos de
muchos tipos de marcadores y ofrece un prueba estadistica con permutaciones al azar
(Peakall y Smouse 2006). EI AMOVA, fue inicialmente desarrollado para estimar la
diversidad genética de poblaciones usando un analisis de varianza en poblaciones con
frecuencias moleculares haplotipicas de organismos haploides, sin embargo este mismo
modelo también puede ser usado para organismos diploides (Michalakis y Excoffier 1996).
Los estadisticos F estiman la distribucion de la diversidad genética entre, dentro y total de
una poblacién muestreada, en este trabajo se usé el estadistico ®sranalogo al Fsr, debido
a que puede ser usado para datos haploides y binarios de organismos diploides, mientras
que por el contrario el Fsr fue desarrollado por Wright para el analisis de datos

codominantes (Peakall y Smouse 2006).



Lista de tablas 53

Tabla 1. Anadlisis de Varianza Molecular (AMOVA), P es el numero de
poblaciones muestreadas, Ni es el tamaino de cada muestray N =) Nies el
numero total de individuos. gl: grados de libertad, SSD: desviacién de la
suma de cuadrados, MSD: media de la desviacion de los cuadrados, E(MSD):
media esperada de la desviacion de los cuadrados.

Fuente de Variacion gl SSD MSD E(MSD)

Entre poblaciones P-1 SSD(AP) SSDAP)AP -1) 02y +n’ 0%

Entre genes dentro
de poblaciones

SSD(WP)/(2N —
P)

02y

2N-P  SSD(WP)

Total 2N - 1 SSD(T)

En el caso del ®sr cada haplotipo i es tratado como un vector de un estado alelico a; de
dimension igual al niumero de loci considerados (m), entonces a; = [aj1, aiz, @iz ...a@im] . Psr
es obtenido como el cociente de la varianza estimada debido a diferencias entre las
poblaciones (0%,) sobre la varianza total estimada (0% = 0%, + 0%) (Michalakis y Excoffier
1996, Peakall y Smouse 2006):

S
SHV]

psT =

Q»
]

El ®st, en términos de las desviaciones de la suma de cuadrados (SSDs) se define de la

siguiente forma (Michalakis y Excoffier 1996):
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Y (2N—P SSD(T)—(2N—1)SSD(W P)
¢sT = (2N—P)SSD(T)—(2N—1—b)SSD(W P)

Donde besigualan’P—- 1),y n’es igual a:

La desviacion de la suma de cuadrados (SSD) es la funcion de los vectores haplotipicos:

i=1 j=1

Donde N es el tamafio de la muestra que se estd analizando y &7 es una distancia

Euclidiana ajustada entre los haplotipos iy j definidos como:

5223 = ((1,7; — (lj)’W(U,i — CL])

Siendo W una matriz de m x m que permite que se observen las interacciones entre loci.
Si los loci se asumen como independientes y se les da igual peso, W es la matriz de
identidad |, donde:

m

0% = (am — ai)’

k=1

Bajo este supuesto de independencia entre locus, la desviacion de la suma de cuadrados

puede dividirse en componentes de locus simples (m):

) _(@N-P)¥ 7, SSD(T)i—(2N-1) 3" | SSD(WP),
CbST  (2N-P)Y ™", SSD(T);—(2N—1-b) > 1" | SSD(W P);
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Que es igual a:

NE
st

e
I
_

NgEl
e

o~
Il
—

El AMOVA considera entonces a cada locus como independiente dado que W = |
(Michalakis y Excoffier, 1996).

Para realizar el AMOVA cuando se tienen datos haploides de organismos diploides se
deben generar haplotipos simulados con los que se calculan las frecuencias para construir
una matriz de distancias euclidianas (Michalakis y Excoffier 1996). EI| AMOVA prueba la
significancia de la diferenciacion de las poblaciones por permutaciones al azar, si los loci
gue componen los haplotipos son estadisticamente independientes, las permutaciones de
los haplotipos simulados a lo largo de las poblaciones generan un procedimiento
conservador en el sentido que los niveles de significancia pueden ser sobrestimados
porque la distribucion empirica nula puede ser mas platicurtica que la verdadera

distribucion nula (Michalakis y Excoffier 1996).

Adicionalmente, el AMOVA determina el numero de migrantes (Nm) con la siguiente
férmula, siguiendo el enfoque de los estadisticos F de Wright:

N = DT
Adicionalmente, la distancia genética de Nei (DNei) fue una de las mas utilizadas en este
trabajo, para cada uno de los marcadores empleados, particularmente los AFLP y los
microsatélites, esto fue con el propdsito de observar si las poblaciones de aguacate
presentaban agrupaciones relacionadas con poblaciones cercanas a nivel geografico o a
nivel genético o ambas. La distancia de Nei asume un modelo infinito de mutacién en
isoalelos, en los cuales la tasa de mutacion neutral se genera por la evolucién de alelos
completamente nuevos en las poblaciones de estudio (Nei 1973, 1975). Esta tasa de
mutacion es constante y existe un equilibrio entre la mutacién y la deriva genética de las

poblaciones, donde el tamafio efectivo (Ne) permanece constante. Esta distancia genética
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no asume equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei 1973, 1975), por esta razon fue usada para

el andlisis de los datos de este estudio. La distancia de Nei se define como (Nei 1979):

DNei = _In(I)
Donde / es la identidad genética que se define como:

J = —Ixv
VxJy

Donde:
Jxy =) DiaPiy
JX — ZpiCCQ

Jy =) pije

pix Y pPiy son las frecuencias del alelo j en las poblaciones xy y. Para multiples loci Jxy, Jxy
Jy son calculados sumando todos los loci y alelos y dividiendo por el numero de loci
(Peakall y Smouse, 2006).

Las distancias de Nei finalmente fueron agrupadas en diversos dendrogramas con el
algoritmo UPGMA (unweighted pair-group method) (Sneath y Sokal, 1973). Este algoritmo
se basa en el uso de distancias promedio entre OTUS (unidades taxondmicas de estudio,
en este caso biotipos) para generar una matriz de distancias genéticas respecto a las
poblaciones de aguacate donde se realizaron las colecciones, sea en el departamento de
Antioquia, bancos de germoplasma o diferentes departamentos de Colombia. La topologia
de cada dendrograma, refleja las similitudes genéticas entre los OTUS analizados (Hartl y
Clark, 1997). La estimacién de la distancia de Nei y los dendrogramas se llevé a cabo

principalmente con el programa GenAlex.
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Test de asignacién: STRUCTURE.

Uno de los métodos mas utilizados para realizar estudios de la genética de las poblaciones
de una especie radica en la utilizacién del programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000)
puesto que consiste en el uso de una probabilidad Bayesiana posterior (Pp) para asignar
un individuo de una poblacion en una subpoblacion (K) dado el genotipo que lo compone.
Esta probabilidad de asignacién consiste en una probabilidad condicional ya que el
individuo es asignado a la poblacion dependiendo de su genotipo (Pc). No obstante, el
programa también tiene en cuenta una probabilidad anterior o a priori que por defecto la
asigna (Pa) o el investigador la genera; por ello el programa emplea una probabilidad de
esta forma: Pp = Pa*Pc/Pt, donde Pt es la probabilidad total. La probabilidad posterior Pp
se describe en términos de verosimilitudes, las cuales generalmente se presentan en la
forma de logaritmos naturales (Ln) para simplificar sus valores. Cuando el programa
STRUCTURE llega a la maxima verosimilitud, llega a la mejor probabilidad Bayesiana
(posterior) y por lo tanto asigna los individuos a una sub poblacién (K) determinada; un
ejemplo se puede observar en la figura 2, donde se muestra el resultado de un analisis de
agrupamiento bayesiano realizado mediante el software STRUCTURE en poblaciones de
Tecia solanivora de los departamentos de Antioquia, Boyaca, Narifio y Norte de Santander,

representadas en dos grupos o clusters con un valor K=2 reportados por Villanueva (2014).

Una forma de escoger la mejor probabilidad Bayesiana posterior y numero de
subpoblaciones estimadas es a través del test de Evanno (Evanno et al. 2005), el cual
hace unas comparaciones de los logaritmos naturales y las varianzas de las estimaciones
Bayesianas de probabilidades con un criterio Aikaike para asi lograr identificar el mejor

valor de K (Figura 3).


Andrés Cortés
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Figura 2. Namero de subpoblaciones identificadas (K) por STRUCTURE con su
método de asignacion. Cada color producido corresponde a una subpoblacién de T.
solanivora (Villanueva, 2014).
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Figura 3. Realizacion del test de Evanno y escogencia del mejor valor K de
subpoblaciones de una poblacién natural.
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Filogeografia.

La filogeografia se define como la disciplina que estudia los principios y procesos que
gobiernan la distribucion geografica de los linajes genealdgicos (Avise et al. 1987; Avise,
2000 reportados por Dominguez—Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009). Este analisis
conjunto de aspectos filogenéticos, de genética de poblaciones y de biogeografia en
poblaciones naturales, ha tenido repercusiones importantes en las areas de biologia
evolutiva, ecologia y conservaciéon. Dado que en filogeografia se analizan genealogias
geneéticas para determinar el impacto de los eventos historicos en la composicion y
estructura genética de poblaciones actuales, ha logrado revolucionar la interpretacion
conjunta de patrones y procesos de la ecologia, la biogeografia y la genética de
poblaciones. A pesar de que la filogeografia se ha utilizado comunmente como una
herramienta para esclarecer patrones histéricos y evolutivos entre poblaciones de una
misma especie, las aproximaciones filogeograficas también pueden ser utiles para inferir
procesos demograficos histéricos como flujo génico, tamano efectivo poblacional,
secuencias de colonizacién, cuellos de botella y también para determinar fronteras entre
especies e identificar unidades de conservacion (Avise et al. 1987; Avise, 2000, 2008;
Freeland, 2005; Vazquez—Dominguez, 2002, 2007).

Actualmente, los estudios filogeograficos en especial en mamiferos se basan
principalmente en secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt), dado que presenta una alta
tasa de mutacién, no recombina y su herencia es casi exclusivamente materna (Lanteri &
Confalonieri, 2003 reportado por Dominguez—Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009).
Las variantes (secuencias) de ADNmt, conocidas como haplotipos, registran la historia
matrilineal de eventos mutacionales, los cuales pueden conectarse de un modo
filogenéticamente inteligible en un filograma o mejor llamado, arbol de genes (Avise, 2000,
2008 reportado por Dominguez—Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009). En los
arboles de la filogeografia, dicho filograma se superponia con la distribucién geografica de
las poblaciones de estudio, lo que permitia hacer una descripcién de la reconstruccion
filogeografica (Avise, 2000 reportado por Dominguez—Dominguez & Vazquez—Dominguez,
2009). Desde entonces se han desarrollado multiples formas de analisis graficos, los
cuales incorporan los filogramas, el modelo evolutivo de coalescencia y valores

estadisticos de probabilidad (Dominguez—Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009).
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Coalescencia.

La coalescencia es un proceso estocastico que describe la forma en que los eventos
genéticos poblacionales determinan la forma de la genealogia de las secuencias de genes
muestreados, y se basa en la hipétesis de que todos los individuos de una poblacion
natural coalescen en un ancestro comun. En esencia, es un modelo retrospectivo que traza
todos los alelos de un gen dentro de una muestra poblacional hacia un ancestro comun
mas reciente (Hudson, 1990, 1998; Nordborg, 2000 reportados por Dominguez—
Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009). La teoria de coalescencia ha tenido la virtud
de permitir la uniéon conceptual y analitica de la genética de poblaciones y la filogenia,
haciendo que el foco de estudio de ambas areas sea precisamente el arbol de genes
(Nielsen & Beaumont, 2009 reportado por Dominguez—Dominguez & Vazquez—
Dominguez, 2009). Sin embargo, el uso exclusivo del ADNmt en algunos casos puede ser
arriesgado, ya que implica un unico locus, el cual puede estar ligado a seleccion, o puede
que no sea posible identificar su dispersién entre poblaciones como consecuencia de
diferencias etoldgicas o ecoldgicas entre hembras y machos o entre especies (Avise, 2008;
Vazquez—Dominguez et al. 2009); todo ello puede implicar limitaciones en el momento de
hacer la reconstruccion de historias poblacionales (Avise, 2000). Por ello, cada vez con
mas frecuencia se aplica el uso combinado y comparativo de genealogias obtenidas de
datos de ADNmt y ADN nuclear (ADNn). El uso de genes nucleares conlleva a su vez
problemas, por ejemplo aquellos inherentes a la recombinacion, asi como el hecho de que
cada locus (que en algunas especies suelen ser mas de dos), muestre historias evolutivas
independientes (Zhang et al. 2005 reportado por Dominguez—Dominguez & Vazquez—
Dominguez, 2009). Para enfrentar este problema existen dos aproximaciones de analisis:
1) hacer reconstrucciones y comparaciones de mas de un gen, con lo cual, en caso de
existir congruencia en las historias filogeograficas tratadas, se incrementa la probabilidad
de que la historia filogeografica que se obtiene sea de la especie y no del gen (Avise,
2000); y 2) realizar comparaciones filogeograficas entre mas de una especie co-—
distribuida, con lo cual se evalua si existen patrones filogeograficos concordantes (Avise,
2000, 2008; Arbogast & Kenagy, 2001; Zink, 2002; Vazquez—Dominguez et al. 2009).

En términos analiticos, la filogeografia se concibe en general en dos areas que difieren

basicamente en la forma de analisis (Hey & Machado, 2003 reportado por Dominguez—
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Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009). La primera se basa fundamentalmente en una
idea grafico—descriptiva, donde las ramificaciones de un arbol se analizan bajo una (o
varias) hipotesis de la historia biogeografica de los organismos, y que se sustenta en
métodos de reconstruccion filogenética de arboles de genes; o bien, en la construccién de
redes de haplotipos, las cuales se basan en la reconstruccion de arboles multibifurcados
arreglados a manera de redes de haplotipos bajo métodos filogenéticos o métodos de
coalescencia. En ambos casos las interpretaciones de eventos y procesos asociados a la
distribucién de los organismos se realiza después de que se tienen los arboles o redes
resultantes (Nielsen & Beaumont, 2009; Templeton, 2009 reportados por Dominguez—
Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009). La segunda area descansa en fundamentos
estadisticos y matematicos de demografia y estructura poblacional, basados en teoria de
coalescencia, fendmenos estocasticos y estadistica computacional, donde los modelos de
analisis incluyen hipétesis que se ponen a prueba, utilizando métodos basados en
verosimilitud, particularmente de Inferencia Bayesiana (Knowles & Maddison, 2002;
Nielsen & Beaumont, 2009 reportados por Dominguez—Dominguez & Vazquez—
Dominguez, 2009). Ambas aproximaciones se utilizan cada vez con mas frecuencia de
forma combinada y complementaria, con las ventajas y desventajas propias de cada una

(Dominguez—Dominguez & Vazquez—Dominguez, 2009).
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Objetivos.

Objetivo general.

Identificar el potencial como portainjertos de aguacates criollos provenientes de diferentes
zonas productoras del departamento de Antioquia y otros departamentos de Colombia,
mediante el estudio de su diversidad y similitud genética; como un primer paso para la

obtencion de material vegetal de siembra certificado en Colombia.

Capitulo I. Caracterizacion molecular y variabilidad genética de aguacates criollos
de aguacate candidatos a portainjertos, provenientes de diferentes zonas
productoras de Antioquia y Colombia, mediante el uso de marcadores moleculares
microsatélites.

Objetivos.

1.1. Estimar la diversidad genetica existente en aguacates criollos procedentes de
diferentes zonas productoras del departamento de Antioquia y otros departamentos de

Colombia a través del uso de marcadores moleculares codominantes microsatélites.

1.2. Determinar si existe estructura poblacional entre las poblaciones de aguacates criollos

colombianos.

Capitulo Il. Comparacion genética de cultivares de aguacate criollo colombiano con
genotipos de aguacate en condiciones ex situ de diversos origenes del mundo.

Objetivos.

2.1. Estimar el nivel de similitud genética e identificacion racial entre aguacates criollos en
condiciones in situ de zonas productoras del departamento de Antioquia y otros
departamentos de Colombia con cultivares de aguacate de diversos origenes a nivel
mundial conservados en condiciones ex situ mediante el uso de marcadores moleculares

microsatélites.

2.2. Determinar si existe estructuracion genética entre los aguacates criollos colombianos

y cultivares de aguacate de diversos origenes del mundo.
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Capitulo lll. Caracterizacion morfolégica y molecular de aguacates criollos de
aguacate del departamento de Antioquia candidatos a portainjertos.

Objetivos.

3.1. Estimar la diversidad fenotipica existente en aguacates criollos procedentes de
diferentes zonas productoras del departamento de Antioquia mediante el uso de

descriptores morfologicos del arbol, rama y hoja.

3.2. Establecer si existe correlacion entre la variabilidad genética, medida en términos de
heterocigosidad y caracteres morfolégicos de arbol rama y hoja en los aguacates criollos

del departamento de Antioquia.

3.3. Determinar si existe correlacion entre la variabilidad genética, medida en términos de
heterocigosidad y caracteres del paisaje como la topografia y altitud del sitio de ubicacion

de los aguacates criollos del departamento de Antioquia.

Capitulo IV. Busqueda del origen y diversidad genética de aguacates criollos de
aguacate del departamento de Antioquia candidatos a portainjertos, mediante la

secuenciacion de genes nucleares.
Objetivos.

4.1. Estimar el numero de subpoblaciones existentes de los aguacates criollos procedentes
del departamento de Antioquia, y los cultivares de aguacate de diferentes variedades vy
origenes reportados en el GenBank mediante un andlisis bayesiano, basado en las
secuencias nucléotidicas de los genes nucleares: Chalcona sintasa (CHS), Celulasa

(endo-1,4-D- Glucanasa) y Serina — Treonina — Kinasa (STK).

4.2. Establecer las relaciones ancestro-descendientes entre aguacates criollos del
departamento de Antioquia y cultivares de aguacate de diferentes variedades y origenes
reportados en el GenBank, mediante la realizacion de filogenias de maxima verosimilitud
y Bayesianas de secuencias de los genes nucleares Chalcona sintasa (CHS), Celulasa

(endo-1,4-D- Glucanasa) y Serina — Treonina — Kinasa (STK).

4.3. Evaluar la similitud genética existente entre aguacates criollos del departamento de
Antioquia y cultivares de aguacate de diferentes variedades y origenes reportados en el

GenBank, a través de la identificacién de haplotipos generados para cada uno de los genes
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nucleares evaluados (Chalcona sintasa (CHS), Celulasa (endo-1,4-D- Glucanasa) y Serina
— Treonina — Kinasa (STK)).



Capitulo I.

Caracterizacién molecular y variabilidad
genética de aguacates criollos candidatos a
portainjertos, provenientes de diferentes
zonas productoras de Antioquia y Colombia,
mediante el uso de marcadores moleculares
microsatélites.
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1.1. Resumen.

Con el fin de conocer los recursos genéticos de aguacate existentes en el departamento
de Antioquia y en Colombia, su diversidad y estructura genética y su potencial de uso como
portainjertos para las variedades de aguacate sembradas en su misma zona o region, se
realizé la caracterizacibn molecular de aguacates criollos ubicados en diferentes
subregiones productoras de aguacate del departamento de Antioquia y también de
aguacates criollos ubicados en los departamentos de Bolivar, Cauca, Caldas, Cesar,
Huila, Magdalena, Narifio, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle del Cauca. La
caracterizacion de los cultivares se realizé mediante el uso de marcadores moleculares
microsatélites, disefiados para Persea americana Mill. por Sharon et al. (1997) y Ashworth
et al. (2004). Los cultivares caracterizados fueron colectados y analizados en diferentes
periodos de tiempo. Mediante el andlisis de parametros de diversidad genética, se
determiné que los aguacates criollos de la subregién del Oriente Antioquefio presentan
mayor diversidad genética con relacibn a otras subregiones del departamento
convirtiéndoles en una promisoria fuente de genes para la seleccidon de portainjertos y
futuros programas de mejoramiento genético. A través del test AMOVA, sus resultados
establecieron que las poblaciones de aguacates criollos tanto del departamento de
Antioquia (Fst=0.05439, p<0.0001 y Fs1=0.084, P<0.01) y departamentos de Colombia
(Fst=0.068 (P<0.01) fueron significativos, indicando que existe diferenciacién genética
entre sus poblaciones, pero en un porcentaje muy bajo, entre el 5y 8%; pero la mayor
diferenciacion genética se presenté dentro de las poblaciones entre el 31 y 37%. Un
analisis de asignacién poblacional mediante el software STRUCTURE, logré determinar la
estructura genética de los aguacates criollos de aguacate para Antioquia (K=3) y para 12
departamentos de Colombia (K=8); sin embargo no fue posible la asignacién de los
cultivares a cada grupo, por la baja probabilidad de asignacién que presentaron los

cultivares debido a su caracter hibrido.



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 1 85

1.2. Introduccion.

Actualmente el aguacate (Persea americana Mill) se produce en casi todos los paises de
clima calido y templado, aunque la mayor parte de sus cultivos se encuentran en los paises
latinoamericanos, esto debido a que esta especie es originaria de América. La distribucion
natural de este cultivo es desde México hasta Chile, pasando por Centroamérica,
Venezuela, Colombia, Ecuador y Peru (Bernal y Diaz, 2005; Gutiérrez-Diez et al. 2009).
Multiples hibridaciones ocurridas en diferentes ambientes ecolégicos de México y
Centroamérica dieron origen al aguacate comestible que se consume hoy en dia, en las
regiones americanas en donde este se cultiva desde tiempos precolombinos. La
produccion proviene de fuentes distintas de arboles nativos o criollos y cultivares selectos
reproducidos asexualmente, en los cuales el sabor y los valores nutritivos varian segun el
tipo ecolodgico (Mijares y Lépez-Lépez, 1998). No se puede asegurar que las antiguas
civilizaciones o0 grupos étnicos que participaron en el proceso de domesticacion del
aguacate, hayan contribuido de alguna manera a la diferenciacion de P. americana en
subespecies, pero es evidente que se dieron tipos divergentes que se desarrollaron en
zonas geograficamente aisladas que finalmente dieron lugar a variedades botanicas
distintas con diferencias marcadas en la adaptacion climatica (Storey et al. 1986; Bergh,
1992). Estas variedades son conocidas ampliamente a nivel mundial como razas
ecologicas o razas horticolas del aguacate y son: P. americana var. drymifolia conocida
como raza Mexicana, P. nubigena var. guatemalensis conocida como raza Guatemalteca
y P. americana var. Americana conocida como raza Antillana (Storey et al. 1986; Campos-
Rojas et al. 2007).

En Colombia, se producen aguacates desde el nivel del mar, hasta los 2.200 m de altura,
principalmente para el mercado local, pero con gran potencial exportador, tanto como fruta
fresca, como procesada puesto que las caracteristicas de las variedades cultivadas y las
condiciones agroclimaticas de las regiones productoras son ideales para este cultivo (Rios-
Castano, 2003). En el departamento de Antioquia, el aguacate se ha identificado como un
cultivo de grandes oportunidades comerciales ya que cuenta con adaptacion a diversidad
en suelos y climas, que sumada a la experiencia demostrada en el cultivo, le proporciona
ventajas, competitivas y comparativas frente a otras regiones productivas del pais. Sin

embargo, y pese a estas grandes ventajas el cultivo de aguacate en Antioquia, y en general
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en Colombia, presenta varios problemas entre los que se cuenta, la falta de certificacién

en cuanto a su identidad genética (Rios-Castano, 2003).

Uno de los aspectos fundamentales para el éxito de un cultivo comercial de aguacate,
radica en la seleccion adecuada de las variedades a sembrar, dado que con ello se
consigue, entre otras ventajas, garantizar la continuidad en la produccion, alargamiento de
los periodos de cosecha, mayores volumenes de produccion, disminucién en el riesgo de
problemas ocasionados por plagas y enfermedades, mejor desarrollo del cultivo y mayor
calidad de la fruta (Rios-Castafo, 2003). La mejor alternativa para el éxito de un cultivo
comercial es la injertacién de variedades comerciales de aceptacion en el mercado, que
sean seleccionadas del mismo huerto, zona o region, sobre patrones locales o criollos; ya
que de esta manera se garantiza una alta adaptabilidad al pertenecer a un mismo
ecosistema. La importancia de los materiales criollos se basa no solamente en su
desempeno (desarrollo y productividad) en estos ecosistemas, sino también en que
constituyen una fuente importante de variabilidad genética, cuya composicion se hace

necesaria conocer mediante su caracterizacion molecular.

Los marcadores moleculares se han convertido en una de las principales herramientas
para la caracterizacion molecular y mejoramiento genético en plantas, ya que permiten
identificar, clasificar y analizar la variabilidad genética de un material vegetal, de forma que
se pueda aprovechar la diversidad existente en los genomas de las plantas (Gutiérrez-Diez
et al., 2009). Segun Gutiérrez-Diez et al. (2009), la generacion de marcadores moleculares
en este cultivo ha sido lenta con respecto a otras especies vegetales; sin embargo se han
desarrollado estudios en varios de los paises productores cuyo objetivo ha sido conocer
su origen mediante la caracterizacion molecular de arboles nativos y colecciones

existentes en diferentes estaciones experimentales y zonas productoras.

Un ejemplo de estos marcadores moleculares son los microsatélites, también conocidos
como marcadores SSR (Secuencias Simples Repetidas). Los microsatélites son
fragmentos de ADN que consisten en repeticiones en tandem de 1 a 6 pb. Estos
marcadores se localizan en todo el genoma nuclear, mitocondrial y cloroplasto de las
especies y representan uno de los mejores marcadores en genética de poblaciones dado

que son codominantes y presentan un alto polimorfismo (Freeland, 2005). Varios loci de
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microsatélites han sido desarrollados en el aguacate (Sharon et al. 1997; Ashworth et al.
2004; Borrone et al. 2007; Gross-German y Viruel, 2013). Por ejemplo Sharon y
colaboradores (1997) y Borrone y colaboradores (2009), usaron este tipo de marcadores
para la construccion de mapas de ligamiento en aguacate, Alcaraz and Hormaza (2007) y
Schnell y colaboradores (2003) realizaron la caracterizacion molecular de un banco de
germoplasma en aguacate y analisis de su diversidad genética. Otro ejemplo de uso de
marcadores microsatélites en aguacate es el estudio realizado por Kwame Acheampong
et al. (2008), el cual consisti6 en conocer el origen, raza y relacion genética de 172
cultivares de aguacate de Ghana procedentes de diferentes fincas mediante el uso de 12
marcadores microsatélites. En este estudio se encontré que los cultivares de Ghana estan
genéticamente mas cercanos a la raza Antillana pero distinguiéndose de la raza Mexicana
y Guatemalteca, lo que propone que posiblemente las otras razas no pudieron sobrevivir

debido a las condiciones ambientales de este pais.

Con el presente capitulo se pretende, mediante el uso de marcadores moleculares
microsatélites caracterizar aguacates criollos ubicados en diferentes zonas productoras del
departamento de Antioquia y otros departamentos de Colombia, con el fin de conocer que
tanta diversidad genética existe en estas poblaciones y que tan estructuradas
genéticamente estan; de forma que se pueda conocer los recursos genéticos de aguacate
existentes en estas zonas e identificar aguacates criollos con potencial de uso como

portainjertos.
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1.3. Objetivos.

A. Estimar la diversidad genética existente en aguacates criollos procedentes de
diferentes zonas productoras del departamento de Antioquia y otros departamentos de

Colombia a través del uso de marcadores moleculares codominantes microsatélites.

B. Determinar si existe estructura poblacional entre las poblaciones de aguacates criollos

colombianos.
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1.4. Materiales y métodos.

1.4.1. Material vegetal y extraccién de ADN.

Un primer grupo de muestras de aguacate fueron colectadas en el departamento de
Antioquia durante los afios 2009 a 2011. Se colectaron hojas jovenes de 90 cultivares de
aguacate denominados “criollos” localizados en tres subregiones del departamento. La
seleccion de los sitios para el muestreo se realizé teniendo en cuenta las zonas donde
generalmente los agricultores obtienen las semillas para los portainjertos utilizados para
la injertacion de las de diferentes variedades comerciales, en especial para el cultivar Hass.
Las locaciones incluyeron dos poblaciones de la sub-region paramo del Oriente antioquefio
(Sonson y Abejorral con 2.475 y 2.275 metros de altura sobre el nivel del mar
respectivamente, cinco poblaciones de la sub-regién altiplano del Oriente antioquefio (El
Retiro, Marinilla, Rio negro, La Ceja, y San Vicente, con alturas sobre el nivel del mar entre
2.080y 2.200) y cuatro poblaciones del Suroeste antioquefio (Caramanta, Santa Barbara,
Valparaiso y Montebello con alturas sobre el nivel del mar entre 1.375 y 2.350), para un
total de 11 poblaciones. El numero de muestras colectadas en cada region se observa en
la Tabla 1-1.

Un segundo grupo de muestras de aguacate fueron colectadas durante los afios 2014 y
2015. Se colectaron igualmente hojas jévenes de 92 aguacates criollos provenientes de
seis subregiones de Antioquia y distribuidos asi: Oriente = 25, Suroeste = 34, Occidente =
7, Nordeste = 8, Uraba = 15 y Altiplano norte =3. La descripcion de estos cultivares se
puede observar en la Tabla 1-2. Adicionalmente se tuvieron en cuenta para este capitulo,
105 aguacates criollos correspondientes a accesiones de la Coleccion Colombiana de
Aguacate, ubicada en el municipio de Palmira Valle del Cauca y la cual se encuentra bajo
la custodia de Agrosavia. Estos aguacates criollos fueron provenientes de 12
departamentos de Colombia distribuidos de la siguiente forma: Bolivar = 9, Caldas = 4,
Cauca =4, Cesar = 2, Huila = 4, Magdalena = 12, Narifio = 10, Quindio = 9, Risaralda = 6,
Santander = 15, Tolima = 7 y Valle del Cauca = 23 (Tabla 1-3)
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Tabla 1- 1. Aguacates criollos de aguacate colectados en tres subregiones de
Antioquia durante los anos 2009 a 2011.

Codl.go Localidad Subregion Altitud Codl.go Localidad Subregion Altitud
ecotipo msnm ecotipo msnm

17 Sonsoén Oriente paramo 2237 175 Rionegro Oriente altiplano 2168
24 Sonsoén Oriente paramo 1907 176 Rionegro Oriente altiplano 2172
25 Sonsoén Oriente paramo 1892 201 Rionegro Oriente altiplano 2150
27 Sonsoén Oriente paramo 1915 202 Rionegro Oriente altiplano 2150
33 Sonsoén Oriente paramo 1833 203 Rionegro Oriente altiplano 2166
316 Sonsoén Oriente paramo 2205 204 Rionegro Oriente altiplano 2158
317 Sonsoén Oriente paramo 2207 145 La Ceja Oriente altiplano 2080
322 Sonsoén Oriente paramo 2200 147 La Ceja Oriente altiplano 2066
329 Sonsoén Oriente paramo 2152 150 La Ceja Oriente altiplano 2151
330 Sonsoén Oriente paramo 2146 152 La Ceja Oriente altiplano 2137
331 Sonsoén Oriente paramo 2136 156 La Ceja Oriente altiplano 2178
354 Sonsoén Oriente paramo 2340 157 La Ceja Oriente altiplano 2164
356 Sonsoén Oriente paramo 2341 4 Santa Barbara Suroeste 894
359 Sonson Oriente paramo 2258 5 Santa Barbara Suroeste 864
360 Sonsoén Oriente paramo 2268 107 Caramanta Suroeste 2086
362 Sonson Oriente paramo 2273 109 Caramanta Suroeste 2089
374 Sonsoén Oriente paramo 2145 117 Caramanta Suroeste 1980
388 Abejorral  Oriente paramo 1800 118 Caramanta Suroeste 1994
390 Abejorral  Oriente paramo 1761 119 Caramanta Suroeste 1977
399 Abejorral  Oriente paramo 1636 293 Caramanta Suroeste 2027
400 Abejorral  Oriente paramo 1647 294 Caramanta Suroeste 2026
404 Abejorral  Oriente paramo 1650 295 Caramanta Suroeste 2020
411 Abejorral  Oriente paramo 1642 297 Caramanta Suroeste 2011
412 Abejorral  Oriente paramo 1644 298 Caramanta Suroeste 2005
413 Abejorral  Oriente paramo 1655 312 Caramanta Suroeste 2092
417 Abejorral  Oriente paramo 1658 314 Caramanta Suroeste 2085

1 El Retiro Oriente altiplano 1975 315 Caramanta Suroeste 2091

2 El Retiro Oriente altiplano 1920 99 Valparaiso Suroeste 1894
179 ElRetiro  Oriente altiplano 2199 100 Valparaiso Suroeste 1906
193 El Retiro Oriente altiplano 2112 101 Valparaiso Suroeste 1907
194 El Retiro Oriente altiplano 2100 256 Montebello Suroeste 1965
35 San Vicente Oriente altiplano 2084 257 Montebello Suroeste 1960
37 San Vicente Oriente altiplano 2173 258 Montebello Suroeste 1954
38 San Vicente Oriente altiplano 2175 259 Montebello Suroeste 1952
39 San Vicente Oriente altiplano 2176 263 Montebello Suroeste 1932
40 San Vicente Oriente altiplano 2197 264 Montebello Suroeste 1931
Y| San Vicente Oriente altiplano 2194 265 Montebello Suroeste 1930
44 Marinilla Oriente altiplano 2049 266 Montebello Suroeste 1926
45 Marinilla Oriente altiplano 2100 273 Montebello Suroeste 1915
46 Marinilla Oriente altiplano 2124 276 Montebello Suroeste 1890
47 Marinilla Oriente altiplano 2183 279 Montebello Suroeste 1867
62 Marinilla Oriente altiplano 280 Montebello Suroeste 1868
64 Marinilla Oriente altiplano 21 Hass Sonsén Oriente paramo 2181
170 Rionegro  Oriente altiplano 2150 307 Hass Caramanta Suroeste 2376

171 Rionegro  Oriente altiplano 2150 428 Hass Rionegro Oriente altiplano 2135
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Tabla 1- 2. Aguacates criollos de aguacate colectados en seis subregiones de
Antioquia durante los afos 2014 y 2015.

Codl_go Localidad Subregién Attitud Codl_go Localidad Subregién Altitud
ecotipo msnm ecotipo msnm
ANSS5 Sonsoén Oriente 2238 ANJA35 Jardin Suroeste 1881
ANSS6 Sonsoén Oriente 2277 ANJA36 Jardin Suroeste 1904
ANSS7 Sonsoén Oriente 2244 ANJA37 Jardin Suroeste 1945
ANSS8 Sonsoén Oriente 1841 ANJA38 Jardin Suroeste 1921
ANSS9 Sonsoén Oriente 1823 ANJA40 Jardin Suroeste 1797
ANSS10 Sonsoén Oriente 1806 ANJES33 Jerico Suroeste 1909
ANSS11 Sonsoén Oriente 1918 ANJE34 Jerico Suroeste 1909
ANSS45 Sonson Oriente 2236 ANRRS85 Urrao Suroeste 1813
ANSS81 Sonson Oriente 1905 ANRRS86 Urrao Suroeste 1900
ANAB12 Abejorral Oriente 847 ANRR87 Urrao Suroeste 1933
ANAB13 Abejorral Oriente 978 ANRRS8S8 Urrao Suroeste 1921
ANAB22 Abejorral Oriente 1747 ANRR89 Urrao Suroeste 1979
ANAB23 Abejorral Oriente 1843 ANRR89IM Urrao Suroeste 1979
ANAB24 Abejorral Oriente 1909 ANAR48 Arboletes Uraba 89
ANAB42 Abejorral Oriente 2121 ANAR49 Arboletes Uraba 100
ANAB43 Abejorral Oriente 2109 ANAR49M  Arboletes Uraba 96
ANAB46 Abejorral Oriente 876 ANSJ50 San Juan Uraba 230
ANAB98 Abejorral Oriente 1902 ANNES5S5 Necocli Uraba 204
ANRN84 Rionegro Oriente 2144 ANNES56 Necocli Uraba 58
ANRN91 Rionegro Oriente 2133 ANTUS7 Turbo Uraba 35
ANRN92 Rionegro Oriente 2138 ANTU5S7M Turbo Uraba 35
ANRN93 Rionegro Oriente 2140 ANAP58 Apartado Uraba 176
ANRN94 Rionegro Oriente 2131  ANAP58M Apartado Uraba 232
ANRN95 Rionegro Oriente 2136 ANCA59 Carepa Uraba 337
ANRN96 Rionegro Oriente 2136 ANCA66 Carepa Uraba 335
ANSB14 Santa Barbara Suroeste 1022 ANMUE3 Mutata Uraba 128
ANSB15 Santa Barbara Suroeste 1022 ANCH64 Chigorodo Uraba 50
ANSB16 Santa Barbara Suroeste 1022 ANCH65  Chigorodo Uraba 44

ANSB17 Santa Barbara Suroeste 883 ANCG53 Canas Gordas Occidente 957
ANSB18 Santa Barbara Suroeste 922 ANCG54 Canas Gordas Occidente 957
ANSB19 Santa Barbara Suroeste 971 ANDAG62 Dabeiba Occidente 471

ANSB20 Santa Barbara Suroeste 927 ANBU51 Buritica Occidente 1640

ANSB21 Santa Barbara Suroeste 863 ANGI52 Giraldo Occidente 2040
ANSB47 Santa Barbara Suroeste 845 ANURG60 Uramita Occidente 786
ANSB72 Santa Barbara Suroeste 1010 ANURG61 Uramita Occidente 804
ANSB73 Santa Barbara Suroeste 1017 ANCI74 Cisneros Nordeste 1057
ANCA25 Caramanta Suroeste 2094 ANCI75 Cisneros Nordeste 1055

ANCA28 Caramanta Suroeste 1956 ANSR76  San Roque Nordeste 890
ANCA29 Caramanta Suroeste 1956 ANSR77  San Roque Nordeste 873
ANVA30 Valparaiso Suroeste 1921 ANSR78  San Roque Nordeste 1074

ANVA32 Valparaiso Suroeste 1950 ANCA80 Caracoli Nordeste 631
ANVAS82 Valparaiso Suroeste 1954 ANMA79 Maceo Nordeste 652
ANVAS83 Valparaiso Suroeste 1950 ANMA104 Maceo Nordeste 642

ANVE26 Venecia Suroeste 757 ANER100 Entrerios Altiplano norte 2457
ANVE27 Venecia Suroeste 755 ANER101 Entrerios  Altiplano norte 2493
ANJA31 Jardin Suroeste 1993 ANER102 Entrerios  Altiplano norte 2353
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Tabla 1- 3. Aguacates criollos provenientes de diferentes departamentos del pais

pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate.

COd'.go Departamento COdl.go Departamento Cod |.go Departamento
ecotipo ecotipo ecotipo
BOCA-018 Bolivar NATU-008 Narifio SACA-017 Santander
BOCA-015 Bolivar NATU-011 Narifio SACA-019 Santander
BOCA-021 Bolivar NARINO 1 Narifio SALA-030 Santander
BOCA-022 Bolivar NACHA-002 Narifio SARI-021 Santander
BOCB67 Bolivar NATU-009 Narifio SALA-031 Santander
BOCB68 Bolivar NATU-001 Narifio TOCHA-025 Tolima
BOSJ69 Bolivar NATU-003 Narifio TOMA-003 Tolima
BOJN70 Bolivar NACHA-003 Narifio TOFRE-019 Tolima
BOJN71 Bolivar NATU-002 Narifio TOIB-050 Tolima
CAVI-030 Caldas NACHA-004 Narifio TOAL-004 Tolima
CAVI-041 Caldas QUIPI-003 Quindio TOIB-030 Tolima
CAVI-030 Caldas QUIAR-022 Quindio TOAL-005 Tolima
CAVI-041 Caldas QUICO-009 Quindio VAPA-066  Valledelcauca
CACAJ-042 Cauca QUIPI-001 Quindio VAPA-063  Valledelcauca
CACAJ-044 Cauca QUIQUI-029 Quindio VAPA-061 Valledelcauca
CACAJ-037 Cauca QUIBU-011 Quindio VABU-014  Valledelcauca
CACAJ-036 Cauca QUICO-006 Quindio VABU-010  Valledelcauca
CEPU-008 Cesar QUICO-005 Quindio VARO-003  Valledelcauca
CELA-006 Cesar QUICO-015 Quindio VABU-024  Valledelcauca
HUGA-012 Huila RIPE-006 Risaralda VAPA-062 Valledelcauca
HUSU-004 Huila RIQUI-008 Risaralda VARO-001  Valledelcauca
HUAL-017 Huila RIPE-007 Risaralda VABU-021 Valledelcauca
HUAL-018 Huila RIPE-001 Risaralda VABU-016 Valledelcauca
MASA-026 Magdalena RIPE-003 Risaralda VARO-006  Valledelcauca
MACI-005 Magdalena RIPE-002 Risaralda VARO-002  Valledelcauca
MACI-018 Magdalena SALA-028 Santander VAPA-064  Valledelcauca
MASA-001 Magdalena SACA-014 Santander VAPA-026  Valledelcauca
MACI-010 Magdalena SASA-003 Santander VABU-022  Valledelcauca
MACI-017 Magdalena SASA-005 Santander VAPA-021 Valledelcauca
MACI-025 Magdalena SASA-004 Santander VARO-020  Valledelcauca
MACI-019 Magdalena SASA-006 Santander VAPA-020  Valledelcauca
MACI-021 Magdalena SASA-009 Santander VAPA-070  Valledelcauca
MAFU-016  Magdalena SARI-027 Santander VAPA-060  Valledelcauca
MACI-023 Magdalena SARI-023 Santander VAYO-098  Valledelcauca
MAFU-048  Magdalena SACA-013 Santander VAPA-056  Valledelcauca
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Estos cultivares fueron colectados entre los anos 2006 — 2009, bajo un proyecto alianza
entre Corpoica — Profrutales Ltda - CIAT, financiado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural (MADR) y el Fondo Nacional de Fomento Hortofruticola (FNFH). EI ADN
gendémico de todos los cultivares a aguacate, fue obtenido a partir de hojas jovenes con

el método de extraccion de ADN estandarizado por Cafas-Gutiérrez et al. (2015).

1.4.2. Analisis con marcadores SSR.

Los aguacates criollos de Antioquia que fueron colectados entre los afios 2009 y 2011
fueron caracterizados a partir de los marcadores microsatélites utilizados por Alcaraz y
Hormaza (2007) y disefiados por Sharon et al. (1997) y Ashworth et al. (2004), de los cuales
se seleccionaron 14 microsatélites basados en su alto polimorfismo (Tabla 1-4). Las
amplificaciones por PCR fueron realizadas en un volumen de 15 pl que contenian 16 mM
(NH4)2S04, 67 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01% Tween20, 2 mM MgCl2, 0.1 mM de cada dNTP,
0.4 uM de cada primer, 25 ng de ADN gendmico y 0.5 unidades de BioTagTM ADN
polimerasa (Bioline, London, UK). Los primers forward fueron marcados con coloracion
fluorescente WellRed en el extremo 5’ (Proligo, France). Las reacciones se hicieron en un
termociclador I-cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) usando los siguientes
perfiles de temperatura: un paso inicial de un minuto a 94°C, seguido de 35 ciclos asi: 30
segundos a 94°C, posteriormente 30 segundos a 50°C y un minuto a 72°C y un paso final
de extensién de 5 minutos a 72°C. Los productos de PCR fueron analizados en un equipo
de electroforesis capilar en un equipo CEQTM 8000 capillary DNA analysis system
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Cada reaccién fue repetida dos veces con el fin

de minimizar la variacién entre corridos.

Para la caracterizacion de los aguacates criollos colectados en Antioquia durante los anos
2014 y 2015 y las accesiones pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate que
comprende aguacates criollos de varios departamentos de Colombia se utilizaron
unicamente 12 de los 14 microsatélites. En este caso, la amplificacion se realizé a través
de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tres reacciones multiplex, en un
termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA) utilizando como molde el
ADN obtenido de cada uno de los cultivares y cebadores fluorescentes, siguiendo como

base las condiciones reportadas por Alcaraz y Hormaza (2007).
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Las tres reacciones de PCR multiplex fueron realizadas en un volumen de 10 ul que
contenian 16 mM (NH4)2S04, 67 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01% Tween 20, 2 mM MgClI2, 0.1
mM de cada ANTP, 0.4 uM de cada primer, 25 ng de ADN gendmico y 0.5 unidades de
GoTaqg® ADN polimerasa (Promega, WI,USA). Los cebadores forward fueron marcados
con coloracion fluorescente (Life Technologies, CA, USA) en el extremo &' (Tabla 1-5).
Para las reacciones de PCR multiplex 2 y 3 se usaron los siguientes perfiles de
temperatura: un paso inicial de un minuto a 94°C, seguido de 35 ciclos asi: 30 segundos a
94°C, posteriormente 30 segundos a 58°C y un minuto a 72°C y un paso final de extensién
de 5 minutos a 72°C. Para la reaccién de PCR multiplex 1 se utilizaron los mismos perfiles
de temperatura a excepcion de la temperatura de anillamiento de los primers que para este
caso fue de 55°C.

Los productos de amplificacion fueron analizados en un equipo de electroforesis capilar
ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, CA, USA); como servicio
prestado por el laboratorio Identigen de la Universidad de Antioquia. Una vez corridas las
muestras se paso a la etapa de identificacion de alelos para cada uno de los individuos
con cada uno de los locus microsatélites, mediante el uso de Peak Scanner Software v1.0
(Applied Biosystem, CA, USA).

Tabla 1- 4. Marcadores SSRs seleccionados para la caracterizacion molecular de
aguacates criollos de Antioquia colectados entre los afos 2009 y 2011.

Locus Referencia

AVAG 21 Sharon et al. 1997
AVD003 Ashworthet al. 2004
AVDO0O01 Ashworthet al. 2004

AVMIX03 Sharon et al. 1997
AVT 386 Ashworthet al. 2004
AVD006 Ashworthet al. 2004
AVT 372 Ashworthet al. 2004
AVD 102 Ashworthet al. 2004
AVD 017 Ashworthet al. 2004
AVD 022 Ashworthet al. 2004

AVMIX04 Sharon et al. 1997
AVT 226 Ashworthet al. 2004
AVDO013 Ashworthet al. 2004
AVA 12 Sharon et al. 1997
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Tabla 1- 5. Marcadores microsatélites seleccionados para la caracterizacion
molecular aguacates criollos de Antioquia colectados entre los anos 2014 y 2015 y
aguacates criollos de varios departamentos de Colombia.

) i Rango alélico
Locus Referencia Fluoroforo 9

en pb

AVT 226 Ashworthet al. 2004 VIC 292-327
AVT 372 Ashworthet al. 2004 HEX 164-200
AVT 386 Ashworthet al. 2004 PET 220-234
AVD 102 Ashworthet al. 2004 PET 150-201
AVD 017 Ashworthet al. 2004 HEX 168-223
AVD 022 Ashworthet al. 2004 FAM 216-260
AVAG 21 Sharon et al. 1997 FAM 158-221
AVD.001 Ashworthet al. 2004 HEX 208-267
AVD006 Ashworthet al. 2004 FAM 301-348

AVA 12 Sharon et al. 1997 HEX 130-142
AVMIX03 Sharon et al. 1997 PET 143-190
AVMIX04 Sharon et al. 1997 VIC 121-194

1.4.3. Analisis de datos.

Los datos fueron analizados de forma independiente de acuerdo a la época en que fueron
muestreados los cultivares criollos. Como primera medida se realizé un analisis para los
aguacates criollos de Antioquia colectados entre los afios 2009 a 2011 y posteriormente
el analisis de los cultivares criollos de Antioquia colectados durante los afios 2014 y 2015
y los de otros departamentos de Colombia pertenecientes a la Coleccion Colombiana de

Aguacate.

Mediante el software GENALEX 6. (Pekall y Smouse, 2006) se determiné la diversidad
genética para cada locus microsatélite a través de los siguientes estadisticos: numero de
alelos por locus (N), numero de alelos diferentes (Na), numero efectivo de alelos (Ne),
calculado a través de la féormula 1 / (Sum pi*2) donde pi es la frecuencia del alelo i, indice
de Shannon-Weaber (I) mediante la formula -1* Sum (pi * Ln (pi)), heterocigosidad
observada (Ho) como el numero observado de heterocigotos sobre el numero total de
individuos, heterocigosidad esperada (He) dada como 1 - Sum pi*2, heterocigosidad
esperada no sesgada (uHe) dada como ( 2N/(2N-1))* He e indice de fijacion (F) con la
formula (He - Ho) / He = 1 - (Ho / He).
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El analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (p < 0.01), fue calculado para cada
locus y para cada poblacion usando el método de cadena de Markov, al igual que el
desequilibrio de ligamiento a través del programa GENEPOP v.4.0.10 (Raymond and
Rousset, 1995). Para conocer el nivel de significancia se realizo el test de Bonferroni, test
conservador que penaliza de mayor forma detectando menos diferencias de las que hay
realmente en los datos, debido a que el nivel de significancia para el contraste global queda

por debajo del fijado anteriormente.

Se realizaron analisis de genética poblacional para los aguacates criollos de Antioquia de
forma independiente, de acuerdo a la época en que fueron muestreados y para los
aguacates criollos colombianos; a través del uso del software GENALEX 6. (Pekall y
Smouse, 2006), identificando parametros de estructura poblacional teniendo en cuenta los
estimadores Fir, Fis y Fst. Adicionalmente mediante un analisis de varianza molecular
(AMOVA) se analizé la variacion entre y dentro de poblaciones, con su significancia
estadistica, bajo la hipétesis nula “los alelos o genotipos tienen la misma distribucion en
todas las poblaciones”, pero sin requerir equilibrio de Hardy Weinberg; este analisis
también fue realizado mediante el software GENALEX 6 (Pekall y Smouse, 2006). Para
complementar este analisis un dendograma Neighbour joining fue calculado por individuo
para los cultivares provenientes de Antioquia colectados en los aifos 2009 a 2011, usando
el indice de similaridad de Dice con el programa PAST Version 3.22 (Hammer et al. 2001).
Para los aguacates criollos de Antioquia colectados en los anos 2014 a 2015 y criollos
colombianos, se uso el software GENALEX 6 (Pekall y Smouse, 2006), para calcular las
distancias genéticas de Nei pareadas entre las muestras pertenecientes a los tres niveles
de poblaciones: localidades, Subregiones de Antioquia y departamentos de Colombia.
Estas distancias fueron utilizadas para graficar dendogramas neighbor joining (NJ) con el
programa MEGA 4.0 (Kumar et al., 2008). Valores bootstrap no fueron estimados para el
dendograma NJ, ya que los datos de entrada fueron distancias de Nei pareadas calculadas

Unicamente entre los individuos muestreados.

Se realiz6 también un analisis basado en el modelo de agrupamiento STRUCTURE 2.2
(Pritchard et al. 2000) el cual fue usado para evaluar la pertenencia mas probable de cada
individuo a cada grupo para las poblaciones de aguacates criollos de las diferentes
subregiones de Antioquia y las poblaciones de aguacates criollos procedentes de

diferentes departamentos de Colombia. El programa fue corrido con una Cadena de



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 1 97

Markov Monte Carlo (CMMC) de 1.000.000 pasos, después de un periodo de burnin de
100.000 iteraciones desde K=1 hasta K=15 bajo un modelo de admixtura. Cada valor K
fue calculado a partir de 10 corridas independientes. La probabilidad estimada ad hoc de
K (delta K) (Evanno et al. (2005) fue empleada para estimar el nimero mas probable de
poblaciones (K) basado en la tasa de cambio en la probabilidad logaritmica de los datos
[Ln Pr (X/K)].
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1.5. Resultados.

1.5.1. Resultados obtenidos para cultivares de aguacate
colectados en el departamento de Antioquia durante los ainos
2009 a 2011.

1.5.1.1. Polimorfismo SSR y diversidad genética.

Los parametros de diversidad genética para las 11 poblaciones del departamento de
Antioquia se observan en la tabla 1-6. Con los 14 marcadores SSR analizados se logroé la
amplificacion de 147 fragmentos. El niumero de alelos por locus estuvo en un rango desde
4 (AVA12) hasta 16 (AVMIX04), con un promedio de 10,5. EI numero total de alelos
amplificados por poblacién fue mayor para la poblacién de Sonsén con 248. EI menor
numero de alelos amplificados por poblacion fue de 28 para la poblacion de Santa Barbara,
la cual a la vez presento el menor numero de individuos por poblacién (2). Con respecto
al numero de alelos diferentes por locus (Na), la poblacién de Caramanta fue la que
presento el mayor valor (6,429) y el menor fue para la poblacién de Santa Barbara (2,0).
El numero de alelos con capacidad de pasar a la siguiente generacion determinada por el
numero de alelos efectivos por locus (Ne) fue mayor para la poblaciéon de Rionegro con un
valor de 4,0 y menor en la poblacién de Santa Barbara. El indice de Shannon — Weaber,
el cual es un indicativo de la diversidad existente en las poblaciones, estuvo en un rango
entre 0,582 para Santa Barbara a 1,485 para las poblaciones de Rionegro y Caramanta.
La heterocigosidad observada a estuvo en un rango entre 0,393 (Santa Barbara) y
0,571(Valparaiso) y la heterocigosidad esperada en un rango entre 0,384 (Santa Barbara)
y 0,724 (Rionegro). El indice de fijacion de Wright's (F), el cual permite comparar la
heterocigosidad observada y esperada, fue positivo para la mayoria de poblaciones con
excepcion de la poblacién de Santa Barbara, y El Retiro, donde el parametro F fue

negativo.
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Tabla 1- 6. Parametros de diversidad genética para poblaciones de aguacates
criollos de aguacate de municipios de Antioquia colectados en los ainos 2009 a 2011.

Poblacién Ni Nt N Na Ne | Ho He F
Sons6n 18 248 Media 17,714 5,786 3,336 1,344 0,486 0,663 0,258
DE 0,163 0,576 0,341 0,099 0,043 0,031 0,061
Abejorral 9 125 Media 8,929 4,143 2,820 1,120 0,528 0,603 0,120
DE 0,071 0,533 0,279 0,107 0,051 0,035 0,083
El Retiro 5 67 Media 4,786 3,143 2,686 0,984 0,560 0,570 -0,011
DE 0,155 0,275 0,257 0,105 0,092 0,052 0,146
La Ceja 6 84 Media 6,000 4,786 3,717 1,373 0,536 0,702 0,221
DE 0,000 0,422 0,345 0,087 0,053 0,025 0,081
San Vicente 6 82 Media 5,857 3,857 2,775 1,066 0,398 0,574 0,316
DE 0,097 0,443 0,294 0,122 0,073 0,054 0,095
Marinilla 6 83 Media 5,929 3,643 2,626 1,010 0,426 0,548 0,213
DE 0,071 0,341 0,307 0,109 0,081 0,051 0,118
Rionegro 9 123 Media 8,786 5,643 4,008 1,485 0,539 0,724 0,233
DE 0,155 0,401 0,340 0,084 0,051 0,026 0,084
Santa Barbara 2 28 Media 2,000 2,000 1,814 0,582 0,393 0,384 -0,030
DE 0,000 0,182 0,157 0,097 0,107 0,061 0,193
Valparaiso 3 42 Media 3,000 3,214 2,655 1,021 0,571 0,587 0,028
DE 0,000 0,214 0,223 0,077 0,089 0,035 0,137
Caramanta 14 191 Media 13,643 6,429 3,739 1,485 0,435 0,703 0,365
DE 0,133 0,510 0,345 0,086 0,052 0,028 0,078
Montebello 12 162 Media 11,571 5,429 3,117 1,305 0,521 0,648 0,212
DE 0,137 0,402 0,241 0,088 0,055 0,033 0,073
Ni= Numero de individuos por poblacion Na= Numero de alelos diferentes Ho= Heterocigosidad observada
Nt= Numero total de alelos Ne= Numero de alelos efectivos He= Heterocigosidad esperada
N= Numero promedio de alelos I= Indice de Shannon F= Indice de fijacion

DE= Deswiacion estandar

Con respecto al equilibrio Hardy — Weinberg, todos los microsatélites probados por
poblacion resultaron estar en equilibrio de Hardy — Weinberg; luego de realizar la
correccion de Bonferroni (Tabla 1-7). Con relacién al analisis de desequilibrio de ligamiento
una vez realizada la correccion de Bonferroni, mostré que la mayoria de microsatélites

estaban en equilibrio de ligamiento (datos no presentados).
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Tabla 1- 7. Test para evaluar el EHW en las poblaciones de aguacates criollos de
aguacate de municipios de Antioquia colectados en los afnos 2009 a 2011.

Test de Bonferroni

Poblacion P-Val D.E. Switches (ave.) a=0.05/n o Signif
Sonso6n 1.000 0.0000 14299.71 0.05/11 0,0045 ns
Abejorral 0.9995 0.0002 22094.43 0.05/10 0,005 ns
El Retiro 0.9839 0.0012 17810.15 0.05/9 0,0055 ns
La Ceja 1.000 0.0000 12670.14 0.05/8 0,0062 ns
San Vicente 1.000 0.0000 14988.69 0.05/7 0,0071 ns
Marinilla 0.9998 0.0001 13880.15 0.05/6 0,0083 ns
Rionegro 1.000 0.0000 9659.57 0.05/5 0,01 ns
santa Barbar  0.9854 0.0004 23649.25 0.05/4 0,0125 ns
Valparaiso 0.9898 0.0007 10294.38 0.05/3 0,016 ns
Caramanta 1.000 0.0000 9671.36 0.05/2 0,025 ns
Montebello 1.000 0.0000 11768.43 0.05/1 0,05 ns

P-Val= Valor probabilidad D.E.= Desviacion estandar

1.5.1.2. Analisis de varianza molecular y relaciones genéticas.

La prueba AMOVA estimé un valor Fst = 0.05439, p<0.0001 (Tabla 1-8) sugiriendo la
estructuracion genética de cultivares de aguacate dentro de Antioquia. Ademas la prueba
AMOVA también mostré que la mayor variabilidad genética ocurrié dentro (94.5%) mas

que entre poblaciones (5.44%).

Tabla 1- 8. Analisis de varianza molecular realizado a cultivares de aguacate criollo
del departamento de Antioquia colectados en los afios 2009 y 2011.

Fuente de variacion d.f. Suma de Compon(-.:ntes Porce.nta.j'e de Fst P
cuadrados de la varianza variacion
Entre poblaciones 10 76.455 0.23010 Va 5.44 0.05439 0.00001
Dentro poblaciones 169 676.117 4.0007 Vb 94.56

Adicionalmente, el dendograma basado en analisis Neighbour - Joining, usando matriz de

similaridad generada por la distancia de Dice, agrupo a los aguacates criollos de Antioquia
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provenientes de 11 poblaciones en 6 cluster; sin embargo esta agrupacién no estuvo

determinada por la localidad y altitud de donde fueron colectadas (Figura 1-1).

Figura 1- 1. Agrupamiento de los 90 cultivares de aguacate colectado en los ainos
2009 a 2011 en el departamento de Antioquia. Dendograma basado en analisis
Neighbour - Joining, usando matriz de similaridad generada por la distancia de Dice.
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1.5.1.3. Asignacioén poblacional.

Con el analisis con STRUCTURE para los cultivares de aguacate de Antioquia colectados
entre los afios 2009 a 2011 (N= 11 poblaciones), se obtuvo un valor K= 3 grupos, los cuales
fueron agrupados basados en el valor de maxima verosimilitud de Ln (P|D) = -3839.8,
produccion de un valor de maxima probabilidad AK =6.79 (Figura. 1-2). La figura generada
por STRUCTURE nos muestra que algunos cultivares tienen una alta probabilidad de
pertenecia a uno de los K= 3 grupos, mientras que otros se mezclan entre los K=3 grupos.
Esto se puede observar mejor en la tabla 1-9, en donde se observan las probabilidades de
inferencia a un K grupo de las 11 poblaciones analizadas, en donde, cultivares
pertenecientes a los municipios de Abejorral, El Retiro y Montebello presentaron
probabilidades de inferencia por encima de 0,6 de pertenecer al grupo 1 y los cultivares
pertenecientes a los municipios de Sonsén, San Vicente, Marinilla, Valparaiso y Caramanta
presentaron probabilidades de inferencia por encima de 0,6 de pertenecer al grupo 3. Los
cultivares pertenecientes a las poblaciones de Santa Barbara, La Ceja y Rionegro
presentaron probabilidades de inferencia por de bajo de 0,5 para los 3 grupos. Estos
resultados nos indican que las K=3 poblaciones definidas por STRUCTURE no estan
definidas de acuerdo a los municipios y subregiones donde se encuentran los cultivares

analizados.

Figura 1- 2. Namero de K subpoblaciones obtenidas con STRUCTURE posterior al
test de Evanno para los cultivares de Antioquia.
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Tabla 1-9. Subpoblaciones K inferidas a través de STRUCTURE vy test de Evanno

para cultivares del departamento de Antioquia.

A. Poblaciones inferidas obtenidas para cultivares de Antioquia.

Pop Inferred clusters Individuals
1 2 3
Sonsén 0.219 0.150 0.631 18
Abejorral 0.607 0.013 0.380 9
Retiro 0.704 0.008 0.288 5
La Ceja 0.284 0.294 0.422 6
San Vicente  0.294 0.019 0.687 6
Marinilla 0.324 0.009 0.667 6
Rio Negro 0.448 0.248 0.304 9
yanta Barbar  0.430 0.007 0.563 2
Valparaiso 0.092 0.028 0.880 3
Caramanta  0.113 0.210 0.677 14
Montebello 0.784 0.178 0.038 12
B. Test de Evanno para cultivares de Antioquia.
k Ln P(D) Var [LnP(D) L'k L7k [LK] DeltaK
1 -4276 65.9
2 -4020.4 278.2 255.60 -65.00 65.00 38.970
3 -3829.8 261.1 190.60 -109.80 109.80 67.951
4 -3749.0 319.7 80.80 -9.20 9.20 0.51453
5 -3677.4 405.2 71.60 -88.40 88.40 43.915
6 -3694.2 560.4 -16.80 -83.00 83.00 35.061
7 -3794.0 911.2 -99.80 169.30 169.30 56.085
8 -3724.5 869.2 69.50 -5.90 5.90 0.2001
9 -3660.9 665.5 63.60 89.50 89.50 34.693
10 -3507.8 650.3 153.10 -153.10 153.10 60.036
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1.5.2. Resultados obtenidos para aguacates criollos colectados en
el departamento de Antioquia durante los anos 2014 a 2015 y
aguacates criollos de otros departamentos de Colombia.

1.5.2.1. Polimorfismo y diversidad genética.

Los parametros de diversidad genética para las poblaciones correspondientes a los
aguacates criollos procedentes de las seis subregiones de Antioquia para cada locus
microsatélite se observan en la tabla 1-10. Un total de 147 fragmentos fueron amplificados
con los 12 marcadores microsatélites analizados para las poblaciones de las 6 subregiones
de Antioquia. El numero de alelos por locus estuvo en un rango desde 9 (AVT386, AVT372,
AVD102) a 18 (AVDO013), con un promedio de 12,25 alelos por locus. Con respecto al
numero total de alelos amplificados por poblacion, el Suroeste presentd el mayor niumero
con 375 alelos, seguido del Oriente con 244 alelos y la poblacion con menor numero de
alelos amplificados fue el Altiplano norte con solo 13 alelos; cabe anotar que la poblacion
del Altiplano norte estaba conformada solo por 3 individuos, un nimero mucho menor al
Suroeste (36) y el Oriente (25). Para el numero de alelos diferentes por locus (Na), las
poblaciones que presentaron el mayor valor fueron Oriente (8,50) y Suroeste (8,50); la
poblaciéon que presentd el menor valor fue el Altiplano — norte (1,42). Con respecto al
numero efectivo de alelos por locus (Ne), el cual nos indica los alelos con capacidad de
pasar a la siguiente generacion, fue mayor en la poblacion del Oriente con un valor de 4,57
y menor en el Altiplano — norte con un valor de 1,40. El indice de Shannon — Weaber, el
cual es un indicativo de la diversidad existente estuvo en unrango de 0,43 para el Altiplano
— norte y 1,70 para la poblacién de Oriente. La heterocigosidad observada para las seis
poblaciones estuvo en un rango entre 0.52 (Altiplano norte, Uraba) a 0.59 (Occidente) y
la heterocigosidad esperada en un rango entre 0.30 (Altiplano — norte) a 0.76 (Oriente); la
comparacion entre estos dos parametros se llevo a cabo basado en el indice de fijacion de
Wright’s (F). De las seis poblaciones analizadas, el parametro F fue positivo para Oriente,
Suroeste, Uraba y Occidente, indicando un déficit de heterocigotos, mientras que para las
poblaciones de Nordeste y Altiplano norte el parametro Ffue negativo indicando un exceso

de heterocigotos con relacion a la proporcidn esperada.
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Los parametros de diversidad genética para las poblaciones correspondientes a los
aguacates criollos procedentes de 13 departamentos de Colombia se observan en la tabla
1-11. Con los 12 marcadores SSRs analizados se obtuvo una amplificacién de 167

fragmentos.

Tabla 1- 10. Parametros de diversidad genética de las poblaciones de aguacates
criollos de aguacate de las seis subregiones de Antioquia colectados en los ahos
2014 y 2015.

Poblacion N Nt N Na Ne | Ho He F
Oriente 25 244 Media 20333 8500 4 566 1,705 0,540 0758 0,284
DE 1,170 0,723 0447 0,097 0,055 0,023 0,072

Suroeste 36 375 Media 31250 8500 4288 1605 0518 0722 0287
DE 1,181 0866 0613 019 0049 0030 005
Uraba 15 161 Media 13417 6000 3458 1361 0,521 0649 0189

DE 0,701 0640 0587 019 003 004 0076

Occidente 7 81 Media 6,750 5,667 4212 1,489 0,585 0,715 0,203
DE 0,131 0,607 0,950 0,127 0,087 0,041 0,094
Nordeste 8 76 Media 6,333 4,000 2,662 1,003 0,568 0,530 -0,104
DE 0,829 0,564 0426 0,149 0,09 0,066 0,147
Altiplanonorte 3 13 Media 1,083 1417 1,400 0433 0,528 0,301 -0,786
DE 0,288 0,288 0,285 0,115 0,139 0,078 0,114
Ni= Numero de individuos por poblacion Na= Nimero de alelos diferentes Ho= Heterocigosidad obsenada
Nt= Nimero total de alelos Ne= Nimero de alelos efectivos He= Heterocigosidad esperada
N= Nimero promedio de alelos = Indice de Shannon F= Indice de fijacion

DE= Desviacion estandar

El numero de alelos por locus estuvo en un rango desde 10 (AVD102) a 21 (AVD0O06), con
un promedio de 13,9 alelos por locus. El nUmero total de alelos amplificados por poblacién
fue mayor para el departamento de Antioquia con 969 alelos amplificados, seguido por el
departamento del Valle del Cauca con 217 alelos amplificados y menor para el
departamento del Cesar con 20 alelos amplificados. Para el numero de alelos diferentes
por locus (Na), la poblacion que presenté el mayor valor fue el departamento de Antioquia
(12,25) y el menor para el departamento de Caldas (2,33). Con relacion al numero efectivo
de alelos por locus (Ne), el mayor valor fue igualmente para el departamento de Antioquia
(5,26) y menor para el departamento del Cauca (1,80). El indicativo de la diversidad
existente mediante el indice de Shannon — Weaber, estuvo en un rango de 0.68 para el
departamento del Cauca a 1,87 para el departamento de Antioquia. La heterocigosidad

observada para las poblaciones representadas por los 13 departamentos de Colombia,
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estuvo en un rango entre 0.37 (departamento del Cauca) y 0,70 (departamento de
Risaralda) y la heterocigosidad esperada en un rango de 0,37 también para el
departamento del Cauca y 0,78 para Antioquia y Valle del Cauca. El indice de fijacion de
Wright's (F) fue positivo para las poblaciones de los departamentos de Antioquia, Bolivar,
Magdalena, Narifio, Quindio, Santander, Tolima y Valle del Cauca; para los departamentos

de Caldas, Cauca, Cesar, Huila y Risaralda el parametro F fue negativo.

Tabla 1- 11. Parametros de diversidad genética de las poblaciones de aguacates
criollos de 13 departamentos de Colombia.

Poblacion Ni Nt N Na Ne | Ho He F
Antioquia 96 969 Media 80,750 12250 5,262 1,873 0,537 0,785 0,319
DE 3,908 0,970 0,611 0,100 0,044 0,020 0,050
Bolivar 9 85 Media 7,083 3,750 2,604 1,057 0,434 0,589 0,283
DE 0,633 0,305 0,196 0,078 0,074 0,034 0,109
Caldas 4 30 Media 2,500 2,333 2,278 0,809 0,667 0458 0,483
DE 0,557 0,527 0,522 0,183 0,142 0,100 0,070
Cauca 4 33 Media 2,750 2417 1,801 0,683 0,375 0,378 0,003
DE 0,538 0,514 0,390 0,166 0,104 0,090 0,112
Cesar 2 20 Media 1,667 2,667 2472 0,895 0,667 0,531 -0,267
DE 0,188 0,333 0,319 0,131 0,112 0,074 0,127
Huila 4 34 Media 2,833 2,750 2,249 0,868 0,618 0512 0,189
DE 0,322 0,329 0,277 0,112 0,106 0,060 0,143
Magdalena 12 107 Media 8,917 4417 3,055 1,168 0,549 0,601 0,111
DE 1,090 0514 0,346 0,140 0,081 0,065 0,074
Narifio 10 95 Media 7917 5,833 4471 1,570 0,576 0,754 0,242
DE 0,712 0,458 0,389 0,087 0,071 0,024 0,086
Quindio 9 93 Media 7,750 6,333 4,827 1,648 0,569 0,771 0,269
DE 0,552 0,607 0475 0,094 0,064 0,021 0,079
Risaralda 6 61 Media 5,083 4,500 3,341 1,319 0,700 0,686  -0,012
DE 0,379 0,261 0,217 0,060 0,053 0,021 0,059
Santander 15 138 Media 11,500 5,750 3,400 1,315 0,453 0,628 0,271
DE 0,839 0,566 0,531 0,130 0,059 0,052 0,063
Tolima 7 74 Media 6,167 4833 3,423 1,347 0,587 0,694 0,145
DE 0,345 0,405 0,237 0,072 0,059 0,020 0,092
Valledelcauca 23 217 Media 18,083 8,167 5,205 1,774 0,599 0,790 0,246
DE 1,454 0,787 0518 0,093 0,041 0,017 0,046
Ni= Ndmero de individuos por poblacion Na= Numero de alelos diferentes Ho= Heterocigosidad observada
Nt= Nimero total de alelos Ne= Numero de alelos efectivos He= Heterocigosidad esperada
N= Numero promedio de alelos I= Indice de Shannon F= Indice de fijacién

DE= Desviacion estandar



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 1 107

1.5.2.2. Equilibrio Hardy Weinberg (EHW).

Los resultados del test para determinar el EHW en las poblaciones correspondientes a las
6 subregiones de Antioquia, después de realizar el test de Bonferroni, mostré diferencias
significativas entre las heterocigocidades observadas y esperadas para 4 de las 6
poblaciones analizadas: Oriente (P = 0,000), Suroeste (P = 0,000), Uraba (P = 0,000), y
Occidente (P = 0,000); las poblaciones del Nordeste y Altiplano — norte, no fueron

significativos para el equilibrio de Hardy Weinberg (Tabla 1-12).

Tabla 1- 7. Test para evaluar el EHW en las poblaciones de Antioquia.

Test de Bonferroni

Poblacion P-Val D.E.  switches (ave.) 0=0.05/n a Signif
Oriente 0.0000 0.0000 7012.33 0.05/6 0.0083 *
Suroeste 0.0000 0.0000 7875.25 0.05/5 0,01 *
Uraba 0.0000 0.0000 8630.17 0.05/4 0,0125 *
Occidente 0.0000 0.0000 8352.17 0.05/3 0,016 ¥
Nordeste 0.0399 0.0044 11291.10 0.05/2 0,025 ns
Altiplano norte  0.5683 0.0036 156582.00 0.05/1 0,05 ns

P-Val= Valor probabilidad D.E.= Desviacion estandar

Los resultados del test para determinar el EHW en los loci analizados mostré diferencias
significativas entre las heterocigocidades observadas y esperadas para 9 de los 12 loci:
AVT226 (P=0.0000), AVT372 (P = 0,000), AVD017 (P = 0,000), AVD022 (P = 0,000),
AVDO001 (P = 0,000), AVD006 (P = 0,000), AVA12 (P = 0,000), AVMIX03 (P = 0,000),
AVMIX04 (P = 0,000); Los loci AVT386, AVD102, AVAG21, no fueron significativos para el
equilibrio de Hardy Weinberg (Tabla 1-13).

Los resultados del test para determinar el EHW en las poblaciones correspondientes a los
13 departamentos de Colombia, después de realizar el test de Bonferroni, mostro
diferencias significativas entre las heterocigocidades observadas y esperadas para 7 de
las 13 poblaciones, las cuales fueron: Antioquia (P = 0,000), Bolivar (P = 0,001), Narifio
(P=0,000), Quindio (P = 0,000), Santander (P = 0,000), Tolima (P = 0,009), y Valle del
Cauca (P=0,000) (Tabla 1-14). Las 6 poblaciones restantes (Caldas, Cauca, Cesar, Huila,

Magdalena y Risaralda) no fueron significativas para el equilibrio de Hardy Weinberg.
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Tabla 1- 8. Test para evaluar el EHW por cada locus en las poblaciones de Antioquia.

Test de Bonferroni

Locus P-Val D.E.  Switches (ave.) 0=0.05/n a Signif
AVT 226 0.0000 0.0000 10219.00 0.05/12 0,0041 *
AVT 372 0.0000 0.0000 8467.80 0.05/11 0,0045 *
AVT 386 0.0351 0.0043 9466.00 0.05/10 0,005 ns
AVD 102 0.3060 0.0159 7941.00 0.05/9 0,0055 ns
AVD 017 0.0000 0.0000 4826.00 0.05/8 0,0062 *
AVD 022 0.0000 0.0000 9805.83 0.05/7 0,0071 *
AVAG 21 0.0197 0.0048 7059.00 0.05/6 0,0083 ns
AVDO0O01 0.0000 0.0000 10397.75 0.05/5 0,01 *
AVDO006 0.0000 0.0000 5276.40 0.05/4 0,0125 *
AVA 12 0.0000 0.0000 14385.60 0.05/3 0,016 *
AVMIX03 0.0000 0.0000 3912.20 0.05/2 0,025 *
AVMIX04 0.0000 0.0000 14111.20 0.05/1 0,05 *

P-Val= Valor probabilidad D.E.= Desviacién estandar

Tabla 1- 9. Test para evaluar el EHW en las poblaciones de Colombia.

Test de Bonferroni

Poblacion P-Val D.E.  Switches (ave.) a=0.05/n a Signif
Antioquia 0.0000 0.0000 7454.92 0.05/13 0,0038 *
Bolivar 0.0001 0.0000 16431.67 0.05/12 0,0041 *
Caldas 1.000 0.0000 14617.38 0.05/11 0,0045 ns
Cauca 0.1050 0.0043 9966.57 0.05/10 0,005 ns
Cesar 0.1758 0.0035 7024.22 0.05/9 0,0055 ns
Huila 0.6658 0.0044 12396.56 0.05/8 0,0062 ns
Magdalena 0.0125 0.0019 14420.91 0.05/7 0,0071 ns
Narifio 0.0000 0.0000 8394.33 0.05/6 0,0083 *
Quindio 0.0000 0.0000 7753.00 0.05/5 0,01 *
Risaralda 0.1048 0.0049 8489.08 0.05/4 0,0125 ns
Santander 0.0000 0.0000 7773.42 0.05/3 0,016 *
Tolima 0.0009 0.0002 10254.83 0.05/2 0,025 *
Valle del Cauca  0.0000 0.0000 8910.58 0.05/1 0,05 ¥

P-Val= Valor probabilidad ~ D.E.= Desviacion estandar

Los resultados del test para determinar el EHW en los loci analizados mostré diferencias
significativas entre las heterocigosidades observadas y esperadas para 11 de los 12 loci

analizados; unicamente el locus AVD102 estuvo en equilibrio de Hardy Weinberg; este
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locus también estuvo en equilibrio de Hardy Weinberg en el andlisis de las poblaciones de

las subregiones de Antioquia (Tabla 1-15).

Tabla 1- 10. Test para evaluar el EHW por cada locus en las poblaciones de Colombia.

Test de Bonferroni

Locus P-Val D.E.  Switches (ave.) 0=0.05/n a Signif
AVT 226 0.0000 0.0000 10104.00 0.05/12 0,0041 *
AVT 372 0.0000 0.0000 13905.18 0.05/11 0,0045 *
AVT 386 0.0003 0.0002 12030.00 0.05/10 0,005 *
AVD 102 0.0463 0.0068 11515.67 0.05/9 0,0055 ns
AVD 017 0.0000 0.0000 10081.08 0.05/8 0,0062 *
AVD 022 0.0000 0.0000 9277.00 0.05/7 0,0071 *
AVAG 21 0.0000 0.0000 8132.08 0.05/6 0,0083 *
AVD001 0.0000 0.0000 11319.08 0.05/5 0,01 *
AVD006 0.0000 0.0000 9804.23 0.05/4 0,0125 *

AVA 12 0.0000 0.0000 13651.33 0.05/3 0,016 *
AVMIX03 0.0000 0.0000 4852.46 0.05/2 0,025 *
AVMIX04 0.0000 0.0000 8203.12 0.05/1 0,05 *

P-Val= Valor probabilidad D.E.= Desviacion estandar

1.5.2.3. Desequilibrio de ligamiento.

El analisis de desequilibrio de ligamiento (DL) realizado en las poblaciones
correspondientes a las seis subregiones de Antioquia indicé que la mayoria de marcadores
no se encuentran ligados o asociados; sin embargo al realizar la correccion de Bonferroni
se mostraron algunos marcadores asociados en la poblacién del Oriente antioquero, en
donde el 4,5% de comparaciones entre marcadores estuvieron asociados (Tabla 1-16),
que correspondieron a las parejas AVD006-AVA12, AVD006-AVMIX03, AVT226-AVMIX03
y en la poblacion del Suroeste en donde el 1,5% de comparaciones entre marcadores
estuvieron asociados, correspondiendo a la pareja AVT372-AVDO22 (Tabla 1-16). Para
las poblaciones correspondientes a 13 departamentos de Colombia, al igual que para las
subregiones de Antioquia la mayoria de marcadores no se encontraron asociados; solo
en las poblaciones correspondientes a los departamentos de Magdalena, Quindio y cesar
cada una presento una comparacion de marcadores asociada y estas fueron AVD102-
AVD006, AVD006-AVA12, AVAG21-AVDO0O01 respectivamente (Tabla 1-16).
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Tabla 1- 11. Comparaciones de marcadores ligados de acuerdo a la correccion de

Bonferroni.

Test de Bonferroni
Poblacion Locus #1 Locus#2 P-Value S.E.  Switches @=0.05/n a Signif

OrienteAnt  AVD006 ~ AVA12  0.000000 0.000000 1049 0.0522  0,0022727
OrienteAnt  AVD006 AVMIX03 0.000910 0.000910 526 0.05/13  0,0038462 *
OrienteAnt  AVT226 AVMIX03 0.000000 0.000000 919 0.05/12  0,0041667 *
SurcesteAnt AVT372  AVDO22 0.000700 0.000700 1401 0.05/55  0,0009091 *
Magdalena AVD102 AVD006 0.001530 0.000988 3185 0.05/24  0,0020833 *
Quindio  AVD006  AVA12  0.001260 0.001210 3458 0.05/12  0,0041667 *
Santander AVAG21 AVD001 0.001080 0.000725 8610 0.05/32  0,0015625 *

1.5.2.4. Analisis de varianza molecular.

El analisis de varianza molecular fue realizado en aguacates criollos procedentes del
departamento de Antioquia a nivel de localidades (municipios) y subregiones. A nivel de
localidades de Antioquia, el analisis de varianza molecular obtenido (Tabla 1-17) presenté
un valor Fst = 0.130 (P<0.01), valor significativo, sugiriendo que las poblaciones de
aguacate a nivel de localidades estan genéticamente diferenciadas, presentando una

diferencia del 13% entre localidades y del 56% dentro de las localidades.

A nivel de subregiones de Antioquia el analisis de varianza molecular (Tabla 1-18)
present6 un valor Fst = 0.084 (P<0.01), valor significativo, sugiriendo que las poblaciones
de aguacate a nivel de subregiones de Antioquia estan también genéticamente
diferenciadas, presentando un 8% de diferencia entre poblaciones y el 51% dentro de las

poblaciones.
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Tabla 1- 12. Analisis de varianza molecular realizado a cultivares de aguacate criollo

de Antioquia a nivel de localidades (municipios).

Fuente de

Sumade Componentes Estimacion

Estadisticos

nte ¢ df ’ ) % p
Variacion cuadrados de la varianza varianza. F

Entre 21 225 067 10,717 0,636 13%  Fst=013 0,001
poblaciones
_ Entre 66 379,643 5,752 1,498 31%  Fis=0352 0,001
individuos
_ Dentro 88 2425 2,756 2,756 56%  Fit=0436 0,001
individuos

Total 175 847,21 4.89 100%

Tabla 1- 13. Analisis de varianza molecular realizado a cultivares de aguacate criollo

de Antioquia a nivel de subregiones.

Fuente de Sumade Componentes Estimacion Estadisticos
. . df . . % P

Variacion cuadrados de la varianza varianza. F

Ent.re 5 89,847 17,969 0,415 8% Fst = 0,084 0,001
poblaciones
. Ent re 88 559,44 6,357 1,828 37% Fis = 0,403 0,001
individuos
_ Dentro 94 254 2,702 2,702 55%  Fit=0454 0,001
individuos

Total 187 903,287 4,945 100%

El analisis de varianza molecular correspondiente a los aguacates criollos provenientes de

los 13 departamentos de Colombia (Tabla 1-19), present6 un valor Fst = 0.068 (P<0.01),

valor significativo, sugiriendo igualmente que las poblaciones de aguacate a nivel de

departamentos de Colombia estan diferenciadas genéticamente, mostrando un 7% de

diferencia entre poblaciones y un 55% dentro de las poblaciones.
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Tabla 1- 14. Analisis de varianza molecular realizado a cultivares de aguacate criollo
a nivel de departamentos de Colombia.

Fuente de Sumade Componentes Estimacion % Estadisticos

Variacion df cuadrados de la varianza varianza. ° F P

Entre 0.001

poblaciones 12 179,658 14,972 0,339 7% Fst = 0,068 ’
Entre 0.001

individuos 188 1236,046 6,575 1,918 38% Fis = 0,412 ’
Dentro 0.001

individuos 201 550,500 2,739 2,739 55% Fit = 0,452 ’
Total 401 1966,204 4,996 100%

1.5.2.5. Relaciones de similitud genética entre las diferentes
poblaciones.
Los dendogramas generados para los tres niveles de poblaciones (localidades de
Antioquia, Subregiones de Antioquia y departamentos de Colombia) a través del método
Neighbour joining (Saitou y Nei, 1987) y las distancias genéticas de Nei pareadas,
presentaron en su mayoria la tendencia de agruparse de acuerdo a su ubicacion geografica
y altitudes similares. La topologia generada para las localidades de Antioquia (Figura 1-3)
muestra mayor similitud genética entre las poblaciones de los municipios de Necocli y
Apartado, Uramita y Cisneros con Chigorodo; las poblaciones de los municipios de Maceo
con Turbo y Carepa y a la vez con la poblaciéon del municipio de San roque; la poblacién
del municipio de Urrao, presenté mayor similitud genética con las poblaciones de los
municipios de Santa Barbara, Venecia y Jardin; la poblacién del municipio de Sonsoén esta
mas relacionada genéticamente con las poblaciones de los municipios de Jerico, Abejorral,
Caramanta y Valparaiso. Mas distante en el dendograma se encuentra la poblacién del
municipio de Entrerrios, relacionada genéticamente con las poblaciones de los municipios

de Arboletes, Rionegro y Cafiasgordas.

El dendograma generado para las poblaciones correspondientes a las subregiones de
Antioquia (Figura 1-4) muestra mayor similitud genética entre las subregiones del Uraba

Antioquefio y el Occidente antioqueio con la subregion del Nordeste; seguidas por las
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poblaciones correspondientes a las subregiones de suroeste y Oriente; y mas alejada

genéticamente se encuentra la subregion del Altiplano — norte.

Figura 1 - 3. Dendograma generado con el método Neighbour joining (Saitou y Nei,
1987) y distancia genética de Nei, para las poblaciones correspondientes a

localidades (municipios) de Antioquia.

NEC
APAR
i URA
_CISN
L CHIG
MAC
TUR
CARE
B SROQ
URRA
—— SBAR
VEN
L JAR
SON
JER
—— ABE
N CAR
VAL
ENTR
H —  ARB
RIO
CANAS
—

01



114 Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de

Aguacate

Figura 1-4. Dendograma generado con el método Neighbour joining (Saitou y Nei,
1987) y distancia genética de Nei, para las poblaciones correspondientes a

Subregiones de Antioquia.
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En el dendograma generado para las poblaciones correspondientes a los departamentos
de Colombia (Figura 1-5), se realiz6 comparando las 6 subregiones de Colombia con las
poblaciones de aguacates criollos correspondientes a los 12 departamentos de Colombia.
Las poblaciones correspondientes a las subregiones de Antioquia Uraba y Occidente
muestran mayor similitud genética con las poblaciones de los departamentos de Bolivar y
Magdalena; las poblaciones correspondientes al nordeste antioquefo, Oriente y Suroeste
antioquefio muestran mayor similitud genética con las poblaciones de los departamentos
de Cesar y Santander; las poblaciones correspondientes a los departamentos de Cauca y
Risaralda, resultaron estar genéticamente cercanas a las correspondientes a los
departamentos de Huila y Tolima; estas seguidas por los departamentos de Valle del
Cauca, la cual muestra estar mas cercana genéticamente con los departamentos de
Caldas y Narino, y mas alejada se encuentra la poblacién del departamento del Quindio.
Al igual que la topologia generada para las poblaciones correspondientes a las
Subregiones de Antioquia, el Altiplano — norte fue la poblacion que estuvo mas alejada

genéticamente de las otras poblaciones.
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Figura 1 - 5. Dendograma generado con el método Neighbour joining (Saitou y Nei,
1987) y distancia genética de Nei, para las poblaciones correspondientes a

Subregiones de Antioquia y departamentos de Colombia.
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1.5.2.6. Asignacion poblacional.

El andlisis de asignacion poblacional mediante el software STRUCTURE, realizado para
aguacates criollos de los departamentos de Antioquia, Bolivar, Cauca, Cesar, Huila,
Magdalena, Narifio, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle del Cauca, permitid
determinar que los aguacates criollos de estos 12 departamentos de Colombia, se

subdividieron en K = 8 poblaciones, representadas en la figura 1-6.
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El valor K = 8 fue seleccionado de acuerdo a que produjo el menor valor de probabilidad
posterior bayesiana (Ln P (D)= -6289, varianza = 792,6), ademas el test AK o test de
Evanno (Evanno et al. 2005) permitié estimar también ocho clusters (K= 8) como el nimero
de poblaciones mas acertado, debido a que produjo el mayor valor mejorado de maxima
verosimilitud AK = 115.16 (Tabla 1-20). Las probabilidades de inclusion de un individuo de
aguacate en una poblacion K definida por STRUCTURE se observan en la tabla 1-21; las
probabilidades fueron muy bajas, lo que dificulto la asignacion de los cultivares a un grupo

K especifico.

Figura 1 2. Resultado del analisis de asignacion poblacional mediante el software
STRUCTURE para aguacates criollos de aguacate procedentes de 12 departamentos
de Colombia.
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Tabla 1- 15. Test de Evano obtenido para la identificacion de los K clusters en los
que se subdividen las poblaciones de aguacate muestreadas en 12 departamentos
de Colombia.

k LnP(D) Var [LnP(D)] L'k L'k [L' k] DeltakK
1 -7678 77,6 0 0 0 0

2 7225 237,4 159,8 17,6 17,6 1,1422793
3 -6884 379,6 142,2 -60,6 60,6  3,1103519
4 -6665 461,2 81,6 58,5 585 27240258
5 -6459 484,3 23,1 82,8 82,8  3,7624705
6 -6388 590,2 105,9 1781,7 1781,7  73,338999
7 7254 2477,8 1887,6 -3572,8 3572,8  71,775393
8 -6289 792,6 -1685,2 3242,3 32423  115,1665
9 -6963 2349,7 1557,1 -1942,9 1942,9  40,081525
10 6757 1963,9 -385,8 225,6 2256  5,0007223
1 -6537 1803,7 -160,2 347 4 347,4 81798937
12 -6550 1990,9 187,2 1562,9 1562,9 35027284
13 -7361 3741 1750,1 -3728,4 37284  60,95771
14 6318 1762,7 -1978,3 4581 4581 109,11164
15 -7566 4365,4 2602,7 -558,2 558,2 8,448465
16 -8579 6409,9 2044,5 -3474,8 34748 43,401445
17 -7863 4979,6 -1430,3 9,9 9,9 0,1402936
18 -7038 3559,2 -1420,4 5423,8 54238  90,91331
19 -9156 7562,6 4003,4 -2867,1 2867,1  32,969114
20 -9565 8698,9 1136,3 -1136,3 1136,3  12,183185

Tabla 1- 16. Probabilidad de inclusion de los individuos de aguacate incorporados
en diferentes K cluster, determinados por el test de Evanno.

Poblacion 1 2 3 4 5 6 7 8 Individuos

Antioquia 0,046 0,243 0,186 0,04 0,145 0,06 0,13 0,15 %
Bolivar 0,442 0,029 0,026 0,074 0,039 0,016 0,368 0,006 9
Cauca 0,011 0,012 0,109 0,26 0,007 0,329 0,023 0,248 8
Cesar 0,408 0,012 0,01 0,058 0,004 0,022 0,007 0,479 2
Huila 0,209 0,029 0,064 0,06 0,009 0,556 0,019 0,054

Magdalena 0,491 0,015 0,012 0,058 0,013 0,039 0,298 0,074 12
Narifio 0,179 0,056 0,028 0,311 0,008 0,144 0,018 0,257 10
Quindio 0,019 0,03 0,116 0,116 0,008 0,251 0,01 0,45 9

Risaralda 0,007 0,008 0,049 0,185 0,007 0,488 0,008 0,248 6

Santander 0,611 0,024 0,09 0,126 0,006 0,063 0,015 0,067 15
Tolima 0,084 0,028 0,189 0,153 0,01 0,302 0,012 0,221 7

Valle del Cauca 0,129 0,024 0,022 0,073 0,022 0,31 0,056 0,364 18
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Debido a que STRUCTURE identifica las K subpoblaciones de una poblaciéon general
asignando un individuo a cada subpoblacién dependiendo de su genotipo, se encontré que
la subpoblacién 1 estuvo mayoritariamente representada con P >0,4 por individuos de los
departamentos de Bolivar, Cesar, Huila, Magdalena, Narifio, Santander, Valle del Cauca;
la subpoblacion 2 representada con P >0,2 por individuos unicamente del departamento
de Antioquia; la subpoblacion 3 representada con P >0,1 por individuos de los
departamentos de Antioquia, Quindio y Tolima; La subpoblacion 4 con un valor maximo
de P >0,3 por individuos de los departamentos de Cauca, Narifio, Quindio, Risaralda,
Santander y Tolima; la subpoblacién 5 representada con P >0,1 por individuos unicamente
del departamento de Antioquia; la Subpoblaciéon 6 con un valor maximo de P > 0,5 por
individuos de los departamentos de Cauca, Huila, Narifio, Quindio, Risaralda, Tolima y
Valle del Cauca; La subpoblaciéon 7 con un valor maximo de P >0,3 por individuos de los
departamentos de Antioquia, Bolivar, Magdalena y la Subpoblacién 8 con un valor maximo
de P >0,4 por individuos de los departamentos de Antioquia, Cauca, Cesar, Narifio,
Quindio, Risaralda, Tolima y Valle del Cauca, siendo este el que albergo cultivares de

aguacate criollos de mas departamentos (tabla 1-22).

Tabla 1- 17. Distribuciéon de aguacates criollos de aguacate de los 12 departamentos
de Colombia en las diferentes k poblaciones.

Poblacién Subpoblacion k
Antioquia 2-3-5-7-8
Bolivar 1-7
Cauca 4-6
Cesar
Huila
Magdalena
Narino
Quindio -
Risaralda 4
Santander
Tolima 3-4-6-
Valle del Cauca 1-6-8
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1.6. Discusion.

Cabe resaltar que en este capitulo, a pesar de que se utilizaron los mismos marcadores
microsatélites, no se pudo realizar un analisis en conjunto de todos los aguacates criollos
colectados en el departamento de Antioquia y aguacates criollos colectados en otros
departamentos de Colombia; ya que las colectas se hicieron en diferentes periodos de
tiempo; adicionalmente las reacciones de amplificacién y analisis de electroforesis capilar

fue realizado en laboratorios y equipos diferentes.

Para los 90 aguacates criollos colectados durante los afos 2009 y 2011, se obtuvo la
amplificacion de 147 alelos con 14 marcadores SSR; valor igual al obtenido para los 92
aguacates criollos colectados en Antioquia durante los afios 2014 y 2015; a pesar de que
estos fueron caracterizados con un nimero menor de marcadores SSR (12 de los 14
marcadores SSR). De igual forma, el nimero promedio de alelos por locus fue mayor en
los aguacates criollos colectados durante los afos 2014 y 2015, con relaciéon a los
colectados durante los afios 2009 y 2011. Esto puede atribuirse a que el muestreo
realizado en los afios 2014 y 2015 incluy6 cultivares de otras subregiones de Antioquia con
condiciones de altitud y clima diferentes a las incluidas en el primer muestreo como por
ejemplo cultivares de la subregién del Uraba antioquefio, en donde se colectaron
aguacates en un rango de altitud entre 35 a 337 m.s.n.m, el cual es caracteristico de
cultivares de la raza Antillana, lo cual permite pensar que estos cultivares podrian estar
aportando alelos diferentes. Para los aguacates criollos de diferentes departamentos de
Colombia, analizados con 12 de los14 marcadores SSR, tanto el nUmero de alelos
amplificados como el numero promedio de alelos por locus fue mayor a los obtenidos para

los aguacates criollos de Antioquia; aportando 20 alelos diferentes.

Con relacién a los paramentos de diversidad genética observados para los aguacates
criollos colectados en los afios 2009 a 2011, la poblacion que presentd el menor valor en
todos los parametros evaluados fue la poblacién de Santa Barbara; que a la vez fue la que
presentd el menor numero de individuos por poblacion; esto demuestra el efecto que tiene
la deriva en los muestreos que se realizan en poblaciones naturales, reduciendo la
variabilidad genética de una poblacién evaluada (Hedrick, 2004; Freeland, 2005). Con
respecto al nimero de alelos diferentes (Na), nimero efectivo de alelos (Ne) e indice de
Shanoon (1), las poblaciones de Caramanta y Rionegro fueron las que presentaron los

mayores valores; a pesar de que no fueron las poblaciones que presentaron el mayor
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numero de individuos, indicando una mayor diversidad genética en los aguacates criollos

colectados en estas poblaciones con relacion a las otras estudiadas.

Con relacion a la heterocigosidad esperada como estimador de la variabilidad genética de
una poblacion (IPGRI and Cornell University, 2003), para los cultivares criollos colectados
durante los afios 2009 a 2011 estuvo en un rango de 0,384 para la poblacién de Santa
Barbaray 0,724 para la poblaciéon de Rionegro con un valor promedio de 0,609; indicando
una vez mas que de las poblaciones analizadas, la poblacién de Santa Barbara fue la que
presento menor variabilidad y la poblacion de Rionegro la que presento mayor variabilidad
genética. Con respecto a la heterocigosidad observada, se presenté un promedio de
0,490, valor mas bajo comparado con otros estudios de diversidad genética de aguacate
realizados con marcadores microsatélites; como por ejemplo el realizado por Alcaraz y
Hormaza (2007) en donde encontraron una heterocigosidad observada promedio de 0,64
en 75 genotipos de aguacate con 16 marcadores microsatélites que incluyen los 14
utilizados en el presente estudio; otro ejemplo similar es el estudio realizado por Asworth
y Clegg (2003), quienes obtuvieron una heterocigosidad promedio de 0.635; de igual forma
fue mas baja que el estudio realizado por Ponce (2013) en 20 materiales de la zona austral
del Ecuador y 214 pertenecientes a 32 ecotipos de una coleccion de trabajo de aguacate
de la Granja Experimental Tumbaco perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias del Ecuador con 10 marcadores microsatélites, en donde se obtuvo una
heterocigosidad observada de 0,65. Sin embargo la heterocigosidad observada en las
poblaciones de cultivares de aguacate del departamento de Antioquia fue mayor a las
encontradas por Galindo — Tovar et al. (2011) en cultivares de aguacate de la zona Centro
del estado de Veracruz en México, en donde los rangos de heterocigosidad estuvieron
entre 0,0625 y 0,4194. Con relacién al indice de fijacion de Wright (F), el cual permite
comparar la heterocigosidad observada y esperada, fue positivo para la mayoria de
poblaciones con excepcién de las poblaciones de Santa Barbara y el Retiro, indicando una

tendencia a la exogamia en estas poblaciones.

Los paramentos de diversidad genética observados para los aguacates criollos de
Antioquia colectados en los afos 2014 a 2015, mostraron que la poblacién que presento
el menor valor en los parametros analizados fue la correspondiente a la subregion del
Altiplano norte; la cual a la vez también presento el menor nimero de individuos por

poblacion (3), presentandose una reduccién de la variabilidad genética por efecto de la
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deriva en los muestreos en poblaciones naturales de igual forma como se presento en la
poblaciones de aguacate colectadas en los afios 2009 a 2011. Para el caso de las
poblaciones correspondientes a departamentos de Colombia, la poblacién del Cesar, la
cual estuvo conformada por solo 2 cultivares, no presento el valor mas bajo en la mayoria
de parametros evaluados; poblaciones como Caldas y Cauca presentaron valores mas
bajos con referencia al numero de alelos diferentes (Na), numero efectivo de alelos (Ne),
indice de Shanoon (1) y heterocigosidad observada, indicando mayor diversidad genética
en los aguacates del Cesar con respecto a los de Cauca y Caldas. Para las poblaciones
correspondientes a cultivares de varios departamentos de Colombia, la poblacién que
mayor diversidad genética presento de acuerdo al numero de alelos diferentes (Na) e
indice de Shanoon (1), fue la poblacion de Antioquia; sin embargo se debe tener en cuenta
que el numero de cultivares analizados en esta poblacién fue muy superior a los analizados
en los otros departamentos, lo cual pudo influenciar en los valores obtenidos para estos
parametros. La poblacién de cultivares de aguacate pertenecientes al Valle del Cauca,
presentaron también alta diversidad genética de acuerdo a valores altos en cuanto a

ndmero de alelos diferentes (Na) e indice de Shanoon (I).

La heterocigosidad esperada como estimador de la variabilidad genética de una poblacién
para los cultivares criollos de Antioquia colectados en los afios 2014 y 2015 estuvo en un
rango de 0,301 para el Altiplano norte y 0,758 para el Oriente antioquefio con un promedio
de 0,6125, valor muy similar al obtenido en las poblaciones de cultivares criollos de
Antioquia en donde el valor promedio de heterocigosidad esperada fue de 0,609. Para las
poblaciones de cultivares criollos correspondientes a departamentos de Colombia, la
heterocigosidad esperada estuvo en un rango de 0,378 para el departamento del Cauca
y 0,790 para el departamento del Valle del Cauca con un valor promedio de 0,629, muy
similar a los obtenidos en las poblaciones de cultivares criollos del departamento de

Antioquia

Con relacion a la heterocigosidad observada para las poblaciones de aguacates criollos de
Antioquia colectadas en los afios 2014 y 2015 estuvieron en un rango de 0,518 para la
poblacién del Suroeste a 0,585 para la poblacién de Occidente; con un promedio de 0,543.
Desde el punto de vista de la heterocigosidad como una medida de diversidad genética,
estas poblaciones de aguacate presentan mayor diversidad comparada con las
poblaciones de aguacate colectadas durante los afos 2009 a 2011; esto debido

posiblemente a la incursion de cultivares de aguacate de otras subregiones de Antioquia
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colectados en rangos altitudinales mas amplios desde 35 a 2.493 m.s.n.m que abarcan las
zonas de adaptacion para las tres razas botanicas de P. americana. La heterocigosidad
observada para las poblaciones de aguacates de diferentes departamentos de Colombia
estuvo en un rango de 0,37 para el departamento de Cauca y 0,70 para el departamento
de Risaralda, con un promedio de 0,563, superior a la heterocigosidad observada para los
aguacates del departamento de Antioquia, lo cual es atribuible a la inclusién de cultivares
de aguacate de zonas con mayores distancias geograficas y diversas condiciones
ambientales. Sin embargo los valores de heterocigosidad observada para cultivares
criollos colombianos fueron menores a los obtenidos por Alcaraz y Hormaza (2007),
Asworth y Clegg (2003) y Ponce (2013).

Respecto a los resultados obtenidos con el analisis de varianza molecular (AMOVA), tanto
para los aguacates criollos del departamento de Antioquia colectados durante los afios
2009 al 2011, los colectados en los afios 2014 y 2015 y los colectados en otros
departamentos de Colombia; los valores Fst fueron significativos, indicando diferenciacion
genética entre las poblaciones; sin embargo los porcentajes de variacion fueron bajos. Por
el contrario los porcentajes de variacion al interior de las poblaciones fueron altos,
indicando una gran variabilidad de los aguacates criollos al interior de los municipios,
subregiones o departamentos de donde fueron colectados; esto debido posiblemente a
que el aguacate presenta alta alogamia (polinizaciéon cruzada) y la hibridacion entre
cultivares cercanos ocurre con facilidad y de forma natural (Bergh, 1992 reportado por
Sanchez - Pérez, 1999). Este resultado, corroboré lo encontrado por Canas-Gutiérrez et
al. (2015) en donde el analisis de varianza molecular realizado con 49 marcadores AFLP
en 111 cultivares de aguacate del departamento de Antioquia mostré mayor diferenciacion

genética al interior de las poblaciones que entre las poblaciones.

Con relacion a los analisis de similitud genética, para el dendograma basado en analisis
Neighbour Joining (Saitou y Nei, 1987), usando matriz de similaridad generada por la
distancia de Dice (Dice, 1945) para los cultivares de aguacate del departamento de
Antioquia colectados en los afos 2009 a 2011, se presenta la formacion de seis grupos sin
una caracteristica determinada para su agrupacion; sin embargo se dio la formacién de un
grupo conformado por el cultivar 294 de Caramanta vy los tres cultivares Hass analizados

en este capitulo; este cultivar criollo podria ser candidato para portainjerto de la variedad
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Hass, de acuerdo a su similitud genética. Para los analisis de similitud genética en los
dendogramas generados con el método Neighbour joining (Saitou y Nei, 1987) y distancias
genéticas de Nei pareadas, se observa en general similitud genética entre los cultivares
de aguacate explicada por su aproximacion geografica tanto para las poblaciones
correspondientes a las subregiones de Antioquia como para las correspondientes a los
departamentos de Colombia. Una excepcion a esta hipdtesis se da con la poblacion
correspondiente al Altiplano norte, la cual se observa alejada genéticamente de las demas
poblaciones estudiadas; esto puede deberse a que el numero de individuos de esta
poblacion es menor a las demas poblaciones; otra razon puede ser que las condiciones
agroclimaticas de esta subregion son diferentes a las otras estudiadas, ya que los
aguacates criollos seleccionados en esta zona se encontraron por encima de los 2.350

m.s.n.m.

Los resultados de STRUCTURE obtenidos para los cultivares de aguacate de Antioquia
colectados en los afios 2009 a 2011, realizaron una asignacion Bayesiana de K= 3; sin
embargo las probabilidades de asignacion a un grupo presentaron valores muy por debajo
del 70%, impidiendo definir cuales cultivares pertenecen a un grupo determinado. Para el
caso de los cultivares de Antioquia colectados en los afos 2014 y 2015 y cultivares de
departamentos de Colombia, los resultados de STRUCTURE realizaron una asignacién
Bayesiana de K=8. De igual forma que para los cultivares de Antioquia colectados en los
afos 2009 a 2011, las probabilidades de asignacién a un grupo presentaron valores muy
por debajo del 70%, impidiendo también definir cuales cultivares pertenecen a un grupo
determinado; esto debido posiblemente al caracter hibrido de los cultivares analizados, los
cuales han sido propagados de forma sexual, producto de la polinizacién cruzada. El
analisis de asignacion bayesiana realizado a los aguacates criollos colombianos en el
presente estudio, no permitié la asignaciéon de raza botanica de acuerdo a la agrupacién
dada por STRUCTURE; como si ocurrid en el estudio realizado por Gross - German and
Viruel (2013); quienes evaluaron 42 cultivares de aguacate representativos de las tres
razas botanicas, mediante el uso de 25 marcadores SSRs y 15 marcadores EST-SSRs.
Cabe anotar que Gross - German and Viruel (2013) analizaron aguacates pertenecientes
a las tres razas botanicas y no analizaron aguacates procedentes de diferentes pisos
térmicos; mientras que en el presente estudio se caracterizaron aguacates criollos
ubicados en diferentes altitudes en localidades cercanas a la cordillera de los Andes. Estos

arboles criollos representan hibridos entre las tres razas botanicas, ya que son el producto
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de hibridaciones entre ellas mejoradas por insectos polinizadores (Sanchez 1999;

Barrientos-Priego and Lopez 2007).



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 1 125

1.7. Conclusiones.

o Los marcadores microsatélites utilizados en el presente estudio, fueron muy utiles,
ya que se estandarizaron facilmente y fueron altamente polimérficos permitiendo

establecer diferentes grupos genéticos segun su origen geografico y altitud.

¢ Aunque nuevas técnicas de secuenciacién de nueva generacion han sido utilizadas
en la caracterizacion de plantas domesticadas, los microsatélites siguen siendo
muy utiles, ya que en una secuencia solo se estudian cuatro nucledtidos por
posicion, mientras que en el caso de los microsatélites se pueden encontrar

muchos alelos por locus, por lo cual su polimorfismo es mas alto.

e El analisis mediante marcadores moleculares microsatélites, permitié establecer
que las poblaciones de aguacates criollos en el departamento de Antioquia y en los
departamentos de Bolivar, Cauca, Caldas, Cesar, Huila, Magdalena, Narifio,
Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle del Cauca se encuentran
genéticamente diferenciadas, aunque con un porcentaje de diferenciacion genética

bajo entre el 5y 8%.

e La mayor diferenciacion genética de los aguacates criollos del departamento de
Antioquia y los departamentos de Bolivar, Cauca, Caldas, Cesar, Huila,
Magdalena, Narifio, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima y Valle del Cauca se
encuentra al interior de las poblaciones; debido posiblemente al tipo de polinizacién

cruzada de la especie.

o De acuerdo a los parametros de diversidad genética estudiados en este capitulo,
los aguacates criollos del Oriente antioquefio y dentro de estos los provenientes del
municipio de Rionegro presentaron alta diversidad genética en comparacién con
las otras poblaciones analizadas; lo cual los hace promisorios como fuente de

variabilidad genética en aguacates criollos para el departamento de Antioquia.

o A pesarde que se logré determinar la estructura genética de los aguacates criollos

de aguacate para Antioquia (K=3) y para 12 departamentos de Colombia (K=8), no
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fue posible la asignacion de los cultivares a cada grupo, por la baja probabilidad
de asignacién que presentaron los cultivares debido a su caracter hibrido. Ademas

no fue posible identificar su raza botanica

Los marcadores moleculares microsatélites utilizados en este estudio permitieron
identificar un cultivar criollo del departamento de Antioquia con similitud genética
con el cultivar Hass, lo cual lo hace promisorios para su uso como portinjertos para

esa variedad.

La diferencia encontrada entre las poblaciones de aguacates criollos de diferentes
departamentos de Colombia esta influenciada por las montafias de la cordillera de
los Andes, lo que sugiere que esta ha actuado como una barrera para el flujo de
genes ya que los agricultores comparten material vegetal usualmente con sus

VEecinos.
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Capitulo Il.

Comparacion genética del aguacate criollo
colombiano con genotipos de aguacate en
condiciones ex situ de diversos origenes del
mundo.
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2.1. Resumen.

La mejor alternativa para el éxito de un cultivo comercial de aguacate es la injertacion de
variedades comerciales, sobre portainjertos locales; ya que de esta manera se garantiza
una alta adaptabilidad al pertenecer a un mismo ecosistema. Ademas uno de los aspectos
mas importantes para formar una unién funcional entre la copa y el portainjerto, es que
ambos estén lo suficientemente relacionados taxonémicamente, es decir, genéticamente.
Con el fin de determinar si los aguacates criollos del departamento de Antioquia y de
algunos departamentos de Colombia tienen potencial para su uso como portainjertos de
acuerdo a su similitud genética con variedades comerciales y su identificacion racial; se
realiz6 su caracterizacion molecular con marcadores microsatélites. Aguacates criollos de
Antioquia colectados entre los afios 2009 a 2011 fueron comparados con accesiones de la
Colecciéon de Aguacate del Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La
Mayora UMA-CSIC y cultivares de Antioquia colectados en los anos 2014 y 2015 y
cultivares de otros departamentos de Colombia fueron comparados con variedades
comerciales, obsoletas y patrones pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate.
Mediante analisis de asignacién bayesiano a través del programa STRUCTURE,
dendograma UPGMA basado en las distancias Fst pareadas y dendograma con algoritmo
UPGMA vy distancias genéticas de Nei & Li; se corroboro que los aguacates criollos
antioquenos fueron genéticamente diferentes a las accesiones pertenecientes a la
Coleccién de Aguacate de La Mayora. La similitud genética de los aguacates criollos de
Antioquia colectados en los afios 2014 y 2015 y los colectados en otros departamentos de
Colombia con los aguacates pertenecientes a la Coleccién Colombiana de Aguacate a
través de analisis de asignacion bayesiano y de un un dendograma Neighbour Joining e
indice de similaridad de Dice, permitié identificar algunos aguacates criollos cercanos
genéticamente con cultivares usados como patrones de injertacion. La caracterizaciéon
molecular con marcadores microsatélites de los aguacates criollos colombianos y su
comparacion con accesiones de la Colecciéon de La Mayora y la Coleccién Colombiana de
Aguacate, no permitieron su identificacion racial ni similitud genética con variedades

comerciales de interés para la region.
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2.2. Introduccion.

La propagacién por injerto es el método mas apropiado para reproducir las variedades
seleccionadas de un cultivo comercial, ya que los arboles injertados son uniformes en
cuanto a la calidad, forma y tamaro de la fruta (Anacafe, 2004). Por consiguiente la mejor
alternativa para el éxito de un cultivo comercial de aguacate es la injertacién de variedades
comerciales de aceptacion en el mercado, que sean seleccionadas del mismo huerto, zona
0 region, sobre portainjertos locales, ya que de esta manera se garantiza una alta

adaptabilidad al pertenecer a un mismo ecosistema.

Comunmente, la injertacion de cultivares comerciales de aguacate se realiza sobre
portainjertos francos (originados por semilla), por lo tanto presentan una alta heterocigosis
que resulta en huertos heterogéneos en cuanto a comportamiento y productividad; por tal
motivo, reviste vital importancia la eleccion de un buen portainjerto, ya que de él puede
depender el éxito o fracaso de una plantacion (Barrientos—Priego et al. 2000). El injerto es
la unién de dos porciones de tejido vegetal viviente para que se desarrolle como una sola
planta. Predecir el resultado de un injerto es muy complicado, de modo general se puede
decir que el éxito del injerto va intimamente ligado a la afinidad botanica de los materiales

que se injertan.

Uno de los aspectos mas importantes para formar una unién funcional entre la copa y el
portainjerto, es que ambos estén lo suficientemente relacionados taxondémicamente, es
decir, genéticamente. El grado de relacion necesario para la compatibilidad (limites entre
la compatibilidad) varia entre los diferentes taxones (especies, géneros, familias) (Cornell
University, 1999). Un aspecto importante a tener en cuenta con relacién a la compatibilidad
que puede existir entre portainjerto y copa en el cultivo del aguacate (P. americana), es su
diferenciacion botanica en tres razas horticolas: P. americana var. drymifolia conocida
como raza Mexicana, P. nubigena var. guatemalensis conocida como raza Guatemalteca
y P. americana var. americana conocida como raza Antillana (Storey, Bergh y Zentmyer,
1986); generalmente, dentro de cada raza los cultivares tienen respuestas similares a las
condiciones edaficas y climaticas; sin embargo, existen varias diferencias entre las razas
en cuanto a sus caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y de adaptabilidad a las

condiciones ambientales (Bergh, 1995; Bernal et al. 2014).
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La seleccion de un portainjerto adecuado debe estar en funcién tanto del genotipo de la
copa como del entorno o zona agroclimatica en la que se cultivara la planta injertada, de
ahi la importancia de la seleccién como portainjertos de arboles de aguacate denominados
comunmente como “criollos”; su importancia se basa no solamente en su desempeno
(desarrollo y productividad) en estos ecosistemas, sino también en que constituyen una
fuente importante de variabilidad genética, cuya composicion se hace necesario conocer.
Como lo manifiesta la Comisidon de Recursos Genéticos para la Alimentacion y Agricultura
de la FAO: los recursos genéticos constituyen la materia prima de que disponen las
comunidades locales y los investigadores para aumentar la produccion de alimentos y

mejorar la calidad de estos.

En este sentido, en este capitulo se pretende determinar si existe similitud genética entre
los aguacates criollos colombianos y aguacates de interés comercial como el Hass o clones
de aguacate con caracteristicas deseables para portainjertos, de forma que se puedan
seleccionar aguacates criollos con potencial para su uso como portainjertos en el
establecimiento de cultivos comerciales de aguacate en el departamento de Antioquia.
Para resolver este interrogante se realizara la caracterizacion mediante marcadores
moleculares microsatélites de aguacates criollos en condiciones in situ en el departamento
de Antioquia y otros departamentos de Colombia y cultivares de aguacate de diversos

origenes a nivel mundial conservados en condiciones ex situ, y su posterior comparacion.
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2.3. Objetivos.

A. Estimar el nivel de similitud genética e identificacion racial entre aguacates criollos
en condiciones in situ de zonas productoras del departamento de Antioquia y otros
departamentos de Colombia con cultivares de aguacate de diversos origenes a
nivel mundial conservados en condiciones ex sifu mediante el uso de marcadores

moleculares microsatélites.

B. Determinar si existe estructuracidbn genética entre los aguacates criollos

colombianos y cultivares de aguacate de diversos origenes del mundo.
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2.4. Materiales y Métodos.

2.4.1. Material vegetal y extraccion de ADN.

Para el presente capitulo, como aguacates criollos en condiciones in situ se utilizaron las
muestras de los cultivares que fueron caracterizados en el capitulo I, las cuales incluyeron
los 90 aguacates criollos provenientes de 3 subregiones de Antioquia colectados durante
los afios 2009 a 2011 (Tabla 1-1), los 92 aguacates criollos provenientes de 6 subregiones
de Antioquia colectados durante los anos 2014 a 2015 (Tabla 1-2) y los aguacates criollos
de diferentes departamentos de Colombia pertenecientes a la Coleccion Colombiana de
Aguacate (tabla 1-3). Como cultivares de aguacate de diversos origenes conservados en
condiciones ex situ, se utilizaron 67 accesiones de P. americana, pertenecientes a la
coleccion del Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora UMA-
CSIC, ubicado en la localidad de Algarrobo-Costa en Malaga, Espafia; la cual comprendia
diferentes portainjertos, variedades comerciales y cultivares colectados en Espafa
(Alcaraz y Hormaza, 2007) (Tabla 2-1) y 62 accesiones de P. americana pertenecientes a
la Coleccidon Colombiana de Aguacate, la cual incluyo variedades comerciales, variedades
obsoletas y patrones (tabla 2-2). EI ADN gendmico de todos los cultivares a aguacate, fue
obtenido a partir de hojas jovenes con el método de extraccion de ADN estandarizado por
Canas-Gutiérrez et al., (2015).

2.4.2. Analisis con marcadores SSR.

Los 90 aguacates criollos provenientes de 3 subregiones de Antioquia colectados durante
los afios 2009 a 2011 y las 67 accesiones de P. americana, pertenecientes a la coleccion
de La Mayora fueron caracterizados con los 14 marcadores microsatélites reportados en
el capitulo | (Tabla 1-4). Los 92 aguacates criollos provenientes de 6 subregiones de
Antioquia colectados durante los anos 2014 a 2015, los aguacates criollos de diferentes
departamentos de Colombia pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate, junto
con las variedades comerciales, variedades obsoletas y patrones pertenecientes a esta
misma coleccion, fueron caracterizados con los 12 marcadores microsatélites reportados

en el capitulo | (Tabla 1-5).
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Tabla 2- 1.
Germoplasma de Aguacate de la Estacion Experimental La Mayora en Malaga

Listado de las 67 accesiones pertenecientes a la Coleccion de

Espana.
Accesién Pais de Origen Raza Accesién Pais de Origen Raza
Acueductos Espafia (Malaga) Desconocida Lonjas Mexico M
Adi Israel GxM'° Lula USA GxM/GxWP?®
Alhaurin Espafia (Malaga) Desconocida Maoz Israel W
Bacon USA GxM'/ME3 Marvel (BL 516) USA GxM
Bentavol gar Espafia (Malaga) Desconocida Mexicola USA M3
Bentavol mv Espana (Malaga) Desconocida Monsalve Espana (Malaga) Desconocida
BL 5552 USA GxM' Negra de la Cruz Chile WP
Bueno Espafia (Malaga) Desconocida Nobel (BL667) USA GxM
Clavero Espafa (Malaga) Desconocida OA184 USA GxM
Coin Espana (Mélaga) Desconocida Pinkerton USA GxM"?
Colin V-33 Mexico MXG® Regal USA Desconocida
Cupanda Mexico Desconocida Rincoatl Mexico Mt
Duke 6 Mexico M RR-86 (lslaiscr;anﬁ:rias) Desconocida
Duke 7 Mexico M’ San Javier 1 Espafia (Malaga) Desconocida
Duke Parent Mexico M’ San Javier4  Espana (Malaga) Desconocida
Eden Israel GxMP San Javier 6  Espafa (Malaga) Desconocida
El Viso Espafia (Malaga) Desconocida San Javier 8  Espafia (Malaga) Desconocida
Fito Chinea (IsIaEScpaanr;iias) Desconocida San Javier 11 Espafia (Malaga) Desconocida
Fuerte Mexico GxM San Javier 12 Espafia (Malaga) Desconocida
Fundacion 2 Mexico Desconocida San Javier 13  Espafia (Malaga) Desconocida
Fuchs 20 Israel Wix G’ San Javier 14  Espaiia (Malaga) Desconocida
G-6 Guatemala M’ San Javier 19  Espafia (Malaga) Desconocida
G-755 A Guatemala P.sc l?e)(;eana San Javier 28  Espafia (Malaga) Desconocida
Gem (3-29-5) USA GxM /G San Javier 29  Espaiia (Malaga) Desconocida
Gvar 13 Israel M S. Chinea (IsIaEScpaa:wnaarias) Desconocida
Harvest USA GxM'/G® Schmidt Mexico G?
Hass USA G"3 1G x M2 Scott USA M
Hass Motril Espafa (Malaga) Desconocida Shepard USA lex
Iriet Israel G x M Sir Prize USA M
La Consula 6 Espafa (Malaga) Desconocida Thomas USA M
La Consula 9 Espana (Mélaga) Desconocida Topa Topa USA m"23
La Consula 12 Espafa (Malaga) Desconocida Toro Canyon USA M5
La(rglt_) 1';2;% USA GxM'? Villena Espania (Malaga) Desconocida
La Piscina Espafa (Malaga) Desconocida
Razas. G: Guatemalteca M: Mexicana WI: Antillana

1: Ashworth and Clegg 2003

4: Lopez et al. 2001

10: Lahav et al. 1992

2: Schnell et al. 2003

5. Ben-Yaacovet al. 2003
7: Kadman and Ben-Ya'acov 1981 8: Kadman and Ben-Ya'acov 1980a 9: Kadman and Ben-Ya'acov 1980b

30 hitp://www_uc avo. ucr.edu

6. Lavi et al. 1997
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Las condiciones de amplificacion y analisis por electroforesis capilar esta descrita para
cada grupo de marcadores microsatélites en la seccion de materiales y métodos del

capitulo 1.

Tabla 2- 2. Variedades obsoletas y comerciales pertenecientes a la Coleccion
Colombiana de Aguacate.

Nombre de la

Codigo unico Nombre de la

Codigo unico

Accesion Descripcion interno Accesion Descripcion interno
REDD Variedad comercial 70200207 BOOTH 8 Variedad comercial 70200012
BRASILERO  Variedad no comercial 70200192 NATIVO 2011 Patrén 70200042
LA SELVA Variedad no comercial 70200033 RUHELE Variedad no comercial 70200050
BOOTH 7 Variedad comercial 70200011 MONROE Variedad comercial 70200040
POLLOCK Variedad comercial 70200047 TRAPP Variedad comercial 70200055
CHOQUETTE Variedad comercial 70200013 ZUTANO Variedad no comercial 70200061
KANOLA Variedad no comercial 70200032 ECUATORIANO Variedad no comercial 70200017
COLLIN RED Variedad comercial 70200014 HASS Variedad comercial 70200025
ESTHER Variedad no comercial 70200018 NABELICO Variedad no comercial 70200041
HULUMANA Variedad no comercial 70200027 TUMACO Patron 70200058
BACON Variedad no comercial 70200008 LOS SILOS Variedad no comercial 70200036
BOOTH 1 Variedad no comercial 70200009 LINDA Variedad no comercial 70200034
SANTANA Variedad comercial 70200051 HAYES Variedad no comercial 70200026
OCULTA 1 Variedad no comercial 70200043 MARCUS Variedad comercial 70200038
ORIENTE Variedad no comercial 70200045 PAPELILLO Variedad comercial 70200046
ITZAMA Variedad no comercial 70200030 FAIRCHILD Variedad comercial 70200019
PUEBLA Variedad no comercial 70200049 TRINIDAD Variedad comercial 70200057
LORENA Variedad comercial 70200035 MAYAPAN Variedad no comercial 70200039
TRAPICA Variedad comercial 70200056 COSTA RICA  Variedad no comercial 70200015
GOTTFRIED  Variedad no comercial 70200022 IBAGUE Variedad no comercial 70200029
WINDSLOWSON Variedad no comercial 70200060 G-755 Patron 70200021
SIMONDS Variedad no comercial 70200054 HOJA HASS Variedad comercial La Selva
LULA Patron 70200037 FUERTE Variedad comercial 70200020
GWENT Patrén 70200024 SEMILL 44 Variedad comercial 70200053
TOPA-TOPA Patron 70200169 BOOTH 5 Variedad 70200010
SANTA CRUZ Variedad comercial 70200152 OCULTA 2 Variedad no comercial 70200044
SANTA MARIA Variedad no comercial 70200212 JIM Variedad no comercial 70200031
SANBONY Variedad comercial 70200211 DUKE 7 Patron 70200016
AGUSTA Variedad no comercial 70200191 SARDI Variedad no comercial 70200052
POLO Variedad no comercial 70200206 WALDIN Variedad comercial 70200059
EDRANOL Patrén 70200200 GRIPINA Variedad no comercial 70200023
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2.4.3. Analisis de datos para aguacates criollos de Antioquia y
accesiones de la Coleccion de La Mayora.

Los aguacates criollos provenientes de 3 subregiones de Antioquia colectados en los afnos
2009 a 2011 fueron analizados en conjunto con las accesiones de P. americana,
pertenecientes a la coleccion del Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea
La Mayora UMA-CSIC. De acuerdo al sitio de origen de cada uno de los cultivares a
analizados, se conformaron 18 poblaciones para su estudio asi: Sonson, Abejorral, El
Retiro, La Ceja, San Vicente, Marinilla, Rionegro, Santa Barbara, Valparaiso, Caramanta,

Montebello, Guatemala, Islas Canarias, Israel, Malaga, México, USA.

Mediante el programa GENALEX 6.501 (Peakal and Smouse 2006), se calcularon tanto
para las poblaciones de Antioquia y para las accesiones pertenecientes a la coleccion de
La Mayora, los siguientes parametros: tamafio de los alelos, el numero promedio de alelos
por locus SSR (N), para cada poblacién de aguacate muestreada, numero de alelos
diferentes (Na), niumero efectivo de alelos (Ne =1/ (Sum pi*2)), el indice de Shannon (I =
-1* Sum (pi * Ln (pi)), Ho = Heterocigocidad observada = No. Heterocigotos / N, He =
Heterocigocidad esperada = 1 - Sum pi*2, e indice de Fijacion (F = He - Ho) / He=1 - (Ho /
He)).

El programa Genepop 4.2 (Raymond and Rousset, 1995) fue usado para conocer si las
poblaciones se encontraban en equilibrio de Hardy—Weinberg y desequilibrio de
ligamiento. GENALEX 6.501 también fue usado para calcular las distancias Fsr pareadas
entre las localidades de Antioquia y las accesiones de la coleccién de La Mayora. Estas
distancias fueron usadas para obtener un dendograma con el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) Sneath and Sokal 1973). El
dendograma fue realizado con el programa Mega 4.0 (Kummar et al. 2008). También se
generd un dendograma Neighbour joining a nivel de individuos, usando el indice de

similaridad de Dice con el programa PAST Version 3.22 (Hammer et al., 2001).

Adicionalmente, se realiz6 un analisis basado en el modelo de agrupamiento
STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al., 2000); este fue usado para evaluar la pertenencia mas

probable de cada individuo a cada grupo para las poblaciones de aguacate de Antioquia
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junto con la Coleccion de Germoplasma de Aguacate de La Mayora. El programa se
ejecuto para 1.000.000 pasos de la cadena de Markov Monte Carlo (CMMC) después de
un periodo de 100.000 iteraciones para K= 1 a K=15 bajo un modelo de admixtura. Cada
valor K fue calculado a partir de diez corridas independientes. La ad hoc de la probabilidad
estimada de K (delta K) (Evanno et al. 2005) fue empleada para estimar el numero mas
probable de poblaciones (K) basados en la tasa de cambio de la probabilidad logaritmica
de los datos [Ln Pr (X/K)].

Finalmente, se realiz6 un andlisis demogréfico de genética de poblaciones con el programa
BOTTLENECK 1.2 (Piry et al., 1999) para determinar si las muestras de Antioquia han
pasado por efecto de cuello de botella. Este programa calcula para cada muestra de la
poblacion y para cada locus la distribucién de la heterocigosidad esperada a partir del
numero de alelos observados (k), dado el tamafio de la muestra (n) asumiendo equilibrio
entre mutacién y deriva. La distribucion es obtenida a través de la simulacion de un
proceso de coalescencia de n genes bajo tres posibles modelos de mutaciones, el MAI
(modelo de alelos infinitos), EI MMP (modelo de mutacion en un paso) y el (modelo en dos
fases). Por lo tanto el valor de la heterocigosidad calculado a través del nimero de alelos
por un procedimiento de coalescencia (Heq) €s mas bajo que la heterocigosidad esperada
estimada directamente a partir de la frecuencia de los alelos (He). Para marcadores
neutrales, en una poblacion en equilibrio de la deriva de la mutacion genética, hay una
probabilidad igual que un locus dado tenga un leve exceso o déficit de heterocigosidad en
lo que se refiere a la heterocigosidad calculada am partir del numero de alelos. En
contraste en una poblacién en cuello de botella una gran fraccién de los loci analizados
puede presentar un exceso significante de heterocigosidad esperada. Para medir esta
probabilidad se usaron tres procedimientos: a) prueba de signo b) prueba de diferencias

estandarizada y ¢) Wilcoxon’s signed rank test.
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2.4.4. Analisis de similitud genética entre aguacates criollos de
Antioquia y otros departamentos de Colombia y accesiones
pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate.

Con el fin de conocer la similitud genética existente entre los aguacates criollos de las
diferentes subregiones del departamento de Antioquia y los provenientes de otros
departamentos del pais, con variedades comerciales y obsoletas de raza conocida y
patrones pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate bajo la custodia de
Agrosavia, se realizd un analisis basado en el modelo de agrupamiento STRUCTURE 2.2
(Pritchard et al. 2000); en donde se evalué la pertenencia mas probable de cada individuo
a un grupo para las poblaciones de aguacates criollos colombianos y las accesiones
pertenecientes a la Coleccion colombiana de aguacate las cuales fueron agrupadas como
poblaciones de acuerdo a su raza botanica para su analisis. EIl programa fue corrido con
una Cadena de Markov Monte Carlo (CMMC) de 150.000 pasos, después de un periodo
de burn-in de 15.000 iteraciones desde K=1 hasta K=20. Cada valor K fue calculado a
partir de 10 corridas independientes considerando ademas un modelo de admixtura y un
modelo independiente de frecuencias alélicas. La probabilidad estimada ad hoc de K (delta
K) (Evanno et al. (2005) fue empleada para estimar el numero mas probable de
poblaciones (K) basado en la tasa de cambio en la probabilidad logaritmica de los datos
[Ln Pr (X/K)]. El valor K fue estimado con STRUCTURE HARVESTER web v.0.6.92 (Earl
and vonHoldt, 2012).

Adicionalmente un dendograma Neighbour Joining fue calculado por individuo para los
aguacates criollos provenientes de los diferentes departamentos de Colombia y las
variedades comerciales y obsoletas de raza conocida y patrones pertenecientes a la
Coleccién Colombiana de Aguacate usando el indice de similaridad de Dice con el
programa PAST Version 3.22 (Hammer et al., 2001).
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2.5. Resultados.

2.5.1. Polimorfismo y diversidad genética.

Los parametros de diversidad genética para las 18 poblaciones estudiadas en el presente
capitulo que incluyen cultivares de municipios de Antioquia y de diversos paises del mundo
como Esparia, México, USA, lIsrael, Guatemala y Chile para cada locus microsatélite, se
pueden observar en la tabla 2-3. Con los 14 marcadores SSR analizados se logro la
amplificacion de 254 alelos, con un promedio de alelos por locus de 18,14. El niumero de
alelos por locus estuvo en un rango desde 9 (AVT386) hasta 25 (AVD001, AVMIXO03,
AVMIX04). El numero total de alelos amplificados por poblacion fue mayor para la
poblacion de Malaga Espafia con 350 alelos seguido por los cultivares procedentes de
USA con 266 alelos. De las poblaciones correspondientes a municipios del departamento
de Antioquia, Sonson fue la que presento el mayor nimero de alelos amplificados con 248.
El menor niumero de alelos amplificados por poblacién fue de 28 y correspondio a las
poblaciones de Santa Barbara en el departamento de Antioquia, Guatemala y Chile, las
cuales a la vez fueron las que presentaron el menor niumero de individuos por poblacién
(2, 2, 1 respectivamente). Con respecto al numero de alelos diferentes por locus (Na),
Malaga fue la poblacién que presento el mayor valor (7,214) y la de menor valor fue Santa
Barbara con 2,0. El numero de alelos con capacidad de pasar a la siguiente generacién
determinada por el numero de alelos efectivos por locus (Ne) fue mayor para la poblacién
de Rionegro con un valor de 4,0 y menor en la poblacion de Santa Barbara. El indice de
Shannon — Weaber, el cual es un indicativo de la diversidad existente en las poblaciones,
estuvo en un rango entre 0,582 para Santa Barbara a 1,485 para las poblaciones de
Rionegro y Caramanta. La heterocigosidad observada estuvo en un rango entre 0,393
(Santa Barbara) y 0,686 (México) y la heterocigosidad esperada en un rango entre 0,384
(Santa Barbara) y 0,724 (Rionegro). El indice de fijacion de Wright's (F), el cual permite
comparar la heterocigosidad observada y esperada, fue positivo para la mayoria de
poblaciones con excepcién de las poblaciones de Guatemala y Santa Barbara, donde el

parametro F fue negativo.
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Tabla 2- 3. Parametros de diversidad genética para poblaciones de aguacates
criollos de aguacate de municipios de Antioquia y cultivares de Espafa, USA,
México, Israel y Guatemala.

Poblacién Ni Nt N Na Ne [ Ho He F
Sonsén 18 248 Media 17,714 57786 3,336 1,344 0486 0,663 0,258
DE 0,163 0,576 0,341 0,009 0,043 0,031 0,061
Abejorral 9 125 Media 8,929 4,143 2,820 1,120 0,528 0,603 0,120
DE 0,071 0,533 0,279 0,107 0,051 0,035 0,083
El Retiro 5 67 Media 4,786 3,143 2,686 0984 0560 0570 -0,011
DE 0,155 0,275 0,257 0,105 0,092 0,052 0,146
La Ceja 6 84 Media 6,000 4,786 3,717 1,373 0,536 0,702 0,221
DE 0,000 0,422 0,345 0,087 0,053 0,025 0,081
San Vicente 6 82 Media 5,857 3,857 2,775 1,066 0,398 0,574 0,316
DE 0,097 0,443 0,294 0122 0,073 0,054 0,095
Marinilla 6 83 Media 5,929 3,643 2,626 1,010 0426 0,548 0,213
DE 0,071 0,341 0,307 0,109 0,081 0,051 0,118
Rionegro 9 123 Media 8,786 5,643 4,008 1,485 0539 0,724 0,233
DE 0,155 0,401 0,340 0,084 0,051 0,026 0,084
Santa Barbara 2 28 Media 2,000 2,000 1,814 0,582 0,393 0,384 -0,030
DE 0,000 0,182 0,157 0,097 0,107 0,061 0,193
Valparaiso 3 42 Media 3,000 3,214 2,655 1,021 0571 0,587 0,028
DE 0,000 0,214 0,223 0,077 0,089 0,035 0,137
Caramanta 14 191 Media 13,643 6,429 3,739 1,485 0435 0,703 0,365
DE 0,133 0,510 0,345 0,086 0,052 0,028 0,078
Montebello 12 162 Media 11,571 5,429 3,117 1,305 0,521 0,648 0,212
DE 0,137 0,402 0,241 0,088 0,055 0,033 0,073
Guatemala 2 28 Media 2,000 2,786 2,538 0922 0607 0554 -0,118
DE 0,000 0,214 0,220 0,097 0,077 0,052 0,106
Islas Canarias 2 42 Media 3,000 3,571 3,107 1,090 0,548 0,591 0,088
DE 0,000 0,388 0,401 0,131 0,083 0,055 0,110
Israel 6 84 Media 6,000 4,786 3,673 1,352 0,655 0,686 0,039
DE 0,000 0,381 0,322 0,102 0,066 0,044 0,076
Malaga 26 350 Media 25,000 7,214 3,665 1,466 0,577 0,699 0,175
DE 0,000 0,735 0,317 0,096 0042 0,026 0,052
Mexico 10 140 Media 10,000 5,500 3,652 1423 0686 0,700 0,027
DE 0,000 0,389 0,309 0,076 0,046 0,025 0,049
USA 19 266 Media 19,000 6,857 3,963 1,627 0,643 0,721 0,120
DE 0,000 0,592 0,329 0,093 0,044 0,028 0,052
Ni= Numero de individuos por poblacién Na= Numero de alelos diferentes Ho= Heterocigosidad observada
Nt= Numero total de alelos Ne= Numero de alelos efectivos He= Heterocigosidad esperada
N= Numero promedio de alelos I= Indice de Shannon F= Indice de fijacion

DE= DesViacion estandar

Todos los microsatélites probados por poblacion resultaron estar en equilibrio de Hardy —
Weinberg; luego de realizar la correccién de Bonferroni (Tabla 2-4). Con relacion al

analisis de desequilibrio de ligamiento una vez realizada la correccion de Bonferroni,
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mostré que la mayoria de microsatélites estaban en equilibrio de ligamiento (datos no

presentados).

Tabla 2- 4. Test para evaluar el EHW en las poblaciones de poblaciones de aguacates
criollos de aguacate de municipios de Antioquia y cultivares de Espafna, USA,
México, Israel, Guatemala y Chile.

Test de Bonferroni

Poblacion P-Val D.E. Switches (ave.) a=0.05/n o Signif
Sonson 1.000 0.0000 14299.71 0.05/17 0,0029 ns
Abejorral 0.9995 0.0002 22094.43 0.05/16 0,0031 ns
El Retiro 0.9839 0.0012 17810.15 0.05/15 0,0033 ns
La Ceja 1.000 0.0000 12670.14 0.05/14 0,0035 ns
San Vicente 1.000 0.0000 14988.69 0.05/13 0,0038 ns
Marinilla 0.9998 0.0001 13880.15 0.05/12 0,0041 ns
Rionegro 1.000 0.0000 9659.57 0.05/11 0,0045 ns
Santa Barbara 0.9854 0.0004 23649.25 0.05/10 0,005 ns
Valparaiso 0.9898 0.0007 10294.38 0.05/9 0,0055 ns
Caramanta 1.000 0.0000 9671.36 0.05/8 0,0062 ns
Montebello 1.000 0.0000 11768.43 0.05/7 0,0071 ns
Guatemala 0.9936 0.0004 9437.91 0.05/6 0,0083 ns
Islas Canarias 0.9998 0.0001 8203.83 0.05/5 0,01 ns
Israel 0.9940 0.0010 9430.29 0.05/4 0,0125 ns
Malaga 1.000 0.0000 8402.29 0.05/3 0,016 ns
Mexico 0.9510 0.0053 11402.14 0.05/2 0,025 ns
USA 1.000 0.0000 9547.07 0.05/1 0,05 ns

P-Val= Valor probabilidad D.E.= Desviacion estandar

El dendograma UPGMA basado en las distancias Fst pareadas entre las poblaciones de
cultivares de Antioquia y las pertenecientes a la coleccién de germoplasma de La Mayora
produjo dos grupos principales (Figura. 2-1A). El primer grupo estuvo conformado por
todos los aguacates de Antioquia y el segundo grupo por las accesiones de la coleccidn
de La Mayora. De igual forma cuando se realiz6 el dendograma Neighbour Joining e indice
de Dice, se observa la separacion entre los aguacates criollos del departamento de
Antioquia y los pertenecientes a la Coleccidon de La Mayora (Figura 2-2). El cuadro verde
encierra los cultivares pertenecientes a la coleccién de la Mayora y el cuadro rojo los

aguacates criollos del departamento de Antioquia.
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Figura 2-1. Dendograma UPGMA producido con distancias genéticas de Fst
pareados de poblaciones de aguacates de Antioquia y accesiones de la Coleccion
de Germoplasma de IHSM La Mayora en Espana. Numero de K subpoblaciones
obtenidas con STRUCTURE después del test de Evanno en cultivares de Antioquia
y del IHSM La Mayora.
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Figura 2- 2. Dendograma Neighbour Joining e indice de Dice por individuos

n I
inm e v,
o
E]
5o

T ERER
HEEEE]

[T
=tg
£eog
H
o
=

RASEIL (BL 516
Anaheim
Gawar 13

Rfopegro 203
on 25
e

Ri
Abejorra
Abeiorra

2
Caramanta 109
“alparaiso 99 .
{La CetJa 145
o ]

Q0L

san
caSmsan 72
= AnMleente 4 ntebeilo 263

Montcbello

<3 Sanson 24
Caramanta 297
Abc|orra|338
“Lan Wicente 35
a Ceia 150

L
Sanson 362




Capitulo 4 147

2.5.2. Asignacion poblacional

El analisis de estructura poblacional Bayesiano para los cultivares de Antioquia y las
accesiones pertenecientes a la Coleccién de La Mayora, produjo un K = 2 poblaciones
estimado a partir de 18 origenes de colecta de los cultivares analizados (Figura 2-1B). El
valor de maxima verosimilitud se encontr6é en Ln (P|D) = - 7705.3 produciendo el mejor
valor de probabilidad AK = 496.15 (Tabla 2-5B). Los cultivares de Antioquia (Sonsén,
Abejorral, El Retiro, La Ceja, San Vicente, Marinilla, Rio Negro, Santa Barbara, Valparaiso,
Caramanta, Montebello) se encontraron en el grupo 1, mientras las accesiones de la
coleccion de La Mayora en el grupo 2 (Tabla 2-5 A). Estos resultados apoyan aun mas lo
obtenido con el arbol UPGMA demostrando que el aguacate “criollo” de Antioquia es
genéticamente diferente al aguacate de La coleccién La Mayora. Esto puede explicarse
posiblemente a los multiples cruzamientos por polinizacion cruzada entre los arboles de

aguacate de esta region, particularmente entre los cultivos vecinos.

2.5.3. Analisis cuello de botella.

Finalmente, en las simulaciones de cuello de botella, “the sign test”, “the standardized
difference test’, y “the Wilcoxon’s signed rank test” no se produjeron valores P significativos
con la excepcion de los cultivares de El Retiro y Rio Negro (Tabla 2-6). Estas pruebas se
realizaron, dada la diferenciacidén genética entre los aguacates de Antioquia y las
accesiones de la coleccion de germoplasma de La Mayora, como se muestra en el arbol
UPGMA y los resultados de STRUCTURE. La simulacion de cuello de botella sugiere que
las poblaciones de aguacate de Antioquia no han sufrido efectos de cuello de botella

recientes.
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Tabla 2- 5. Subpoblaciones K inferidas a través de STRUCTURE vy test de Evanno
para cultivares del departamento de Antioquia y accesiones de la Colecciéon de
Germoplasma de La Mayora, Espana.

A. Poblaciones inferidas obtenidas para cultivares de Antioquia y accesiones coleccion de

germoplasma

Pop Infered clusters  Individuals
1 2

Sonsoén 0.016 0.984 18
Abejorral 0.001 0.999 9
El Retiro 0.001 0.999 5
La Ceja 0.001 0.999 6
San Vicente 0.006 0.994 6
Marinilla 0.001 0.999 6
Rio Negro 0.003 0.997 9
Santa Barbara  0.001 0.999 2
Valparaiso 0.001 0.999 3
Caramanta 0.019 0.981 14
Montebello 0.001 0.999 12
Chile 0.999 0.001 2
Guatemala 0.999 0.001 2
Islas Canarias  0.999 0.001 3
Israel 0.999 0.001 6
Malaga 0.999 0.001 25
México 0.999 0.001 10
USA 0.998 0.002 19
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B. Test de Evanno para cultivares de Antioquia y accesiones coleccién de germoplasma.

k LnP(D) Var[LnP(D) L'k Lk [L "kk] DeltaK
1 -1030.80  119.30

2 770530 20050 -667450 702540 702540  496.15
3 735440 26330 35090 20050 20050  12.36
4 -6803.00 41330 55140  -62640 62640  30.81
5 6878.00 42370  -7500  -532.80 53280  25.88
6 748580 1892.80 -607.80 128590 128590  29.56
7 6807.70 51720 67810  -91480 91480  40.23
8 704440 121200 -236.70  -364.60  364.60  10.47
9 764570 266090 -601.30 -6479.70 6479.70  125.61
10 -14726.70 16787.50 -7081.00 13966.60 13966.60  107.79
11 784110 309420 688560 -5810.00 5810.00  104.45
12 676550 81160 107560 -935.30 93530  32.83
13 662520 76750 14030  -991.80  991.80  35.80
14 747670 260660 -85150 85150 85150  16.68
15 991590 728020 -243920 243920 243920  28.59
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Tabla 2- 6. Analisis de cuello de botella realizado en cultivares del departamento de
Antioquia. Sing = Sing test. SD = standard deviation test. W = Wilcoxon test. 1t = one
tail. 2t = two tail. Prob= probability. IAM = Infinite allele model. SMM = Step mutation
model. TPM = Two phase model.

Population mean N mean_k mean He p_sign IAM p_sign TPM p_sign SMM p_stdv IAM p_stdv_TPM p_stdv_SMM
Sonson 3543 586 068260 0241438 0322592 0056137 0057498 0468066  0.002882
Poejoral 1786 421 064063 0069884 0187419 0342066 0022011 0480721  0.338319
ElRetro 957 314 063793 0008687 0010343 000345 0000759  0.0043%  0.018500
laCea 1200 479 076623 0235540 0494524 0526461  0.019843 0113698  0.356827
San Vicente  11.71 386 062843 0495886 0534150 0349768 0212219 0476529  0.149768
Marinila 1186 364 059935 0375962 0412004 0245416 0304880 0387793  0.113970
Rionegro 1757 579 077162 0114304 0564920 0207486 0018509 0150779 0.364479
Valparaiso 6.0 314 070000 0357111 0502145 0573756 0241517 0368649 0483642
Caramanta 2729 643 073013 0553111 0313063 0017518 0236581 0134514  0.000069
Montebello 2314 543 067725 0434058 0168818 0004484 0313795  0.117391  0.000186

Population mean N mean k mean_He p W 1t IAM p W 2t IAM p W 1t TPM p W 2t TPM p_W_1t SMMp_W 2t_SMM
Sonson 3543 586 068260 0014771 0029541 0548401 0951538  0.966187  0.078491
Abgjoral 1786 421 064063 0002136 0004272 0076538 0453076 0451599  0.903198
ElRetro 957 314 063793 0010742 0021484 0010742 0021484 0010742  0.021484
laCea 1200 479 076623 0028992 0057983 0108276  0.216553 0312866  0.625732
San Vicente  11.71 386 062843 0121948  02438%6 0270874  0.541748 0751343 0.541748
Marinila 1186 364 059935 0250793 0501587 0665100  0.714844 0786865 0463135
Rionegro 1757 579 077152 0002136 0004272 0120605 0241211 0642678  (.760864
Valparaiso 6.0 314 070000 0500000  1.000.000 0572388 0903198 0619568  0.807739
Caramanta 2729 643 073013 0162903 0325806 0665100  0.714844 0960754  0.090576

Montebelo 2314 543 067725 0213135 0426270 0852112 0325806 0.991699  0.020264
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2.5.4. Analisis de similitud genética entre aguacates criollos de
Antioquia y otros departamentos de Colombia y accesiones
pertenecientes de la Coleccion Colombiana de Aguacate.

2.5.4.1. Asignacioén poblacional

Con el analisis con STRUCTURE para los cultivares criollos de aguacate de Antioquia y
otros departamentos de Colombia y las accesiones de la Coleccién Colombiana de
Aguacate representada por variedades comerciales, obsoletas y patrones de injertacion se
obtuvo un valor K= 2, los cuales fueron agrupados basados en el valor de maxima
verosimilitud de Ln (P|D) = -9634.52, produccion de un valor de maxima probabilidad AK
=403.12 (Tabla 2-7).

Figura 2 - 3. Numero de K subpoblaciones obtenida con STRUCTURE posterior al
test de Evanno para aguacates criollos de Colombia y accesiones pertenecientes al
al Coleccion Colombiana de Aguacate.
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En la figura generada por STRUCTURE (Figura 2-3) se observa que la mayoria de los
aguacates criollos colombianos fueron asignados al grupo K=1 de color rojo. Todas las
accesiones pertenecientes a la Coleccién Colombiana de Aguacate fueron asignadas al
grupo K=2 de color verde, al igual que el cultivar criollo ANRR89M de Antioquia. Las
accesiones de aguacate de la Coleccion Colombiana de Aguacate incluyo cultivares de las
tres razas botanicas Mexicana, Guatemalteca y Antillana e hibridos Guatemaltecos x

Antillanos y Mexicanos x Guatemaltecos.

Tabla 2- 7. Test de Evanno para aguacates criollos de Colombia y accesiones
pertenecientes a la Coleccion Colombiana de Aguacate.

K Mean LnP(K)  Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)l Delta K
1 -10.636.060.000 0.099472

2 -9.634.525.000 1.722.872  1.001.535.000 694.535.000 403.126.187
3 -9.327.525.000 2.324.441 307.000.000  119.865.000 51.567.235
4 -9.140.390.000 2.503.660 187.135.000  137.745.000 55.017.444
5 -9.091.000.000 4.638.965 49.390.000  24.715.000  5.327.697
6 -9.066.325.000 44.814.916 24.675.000  261.520.000  5.835.557
7 -9.303.170.000 376.116.043  -236.845.000 324.845.000  0.863683
8 -9.215.170.000 353.505.078 88.000.000  157.480.000  0.445482
9 -9.284.650.000 381.131.601 -69.480.000  205.465.000  0.539092
10 -9.559.595.000 507.683.809  -274.945.000 585.900.000  1.154.065
11 -9.248.640.000 381.726.552  310.955.000 311.275.000  0.815440
12 -9.248.960.000 382.385.543 -0.320000 27.310.000  0.071420
13 -9.276.590.000 410.999.360  -27.630.000  47.355.000  0.115219
14 -9.256.865.000 386.229.022 19.725.000  162.050.000  0.419570
15 -9.075.090.000 96.648.903 181.775.000  250.565.000  2.592.528
16 -9.143.880.000 260.955.737  -68.790.000  85.960.000  0.329405
17 -9.126.710.000 239.660.051 17.170.000 5.090.000 0.021238
18 -9.104.450.000 168.424.568 22.260.000  30.405.000  0.180526
19 -9.112.595.000 187.059.063 -8.145.000  57.925.000  0.309662
20 -9.062.815.000 16.094.663 49.780.000  53.330.000  3.313.521
21 -9.066.365.000 19.487.493 -3.550.000

Algunos de los aguacates criollos colombianos tuvieron algun porcentaje de asignacion al
grupo K=2, estos fueron: del departamento de Antioquia los cultivares ANSS45, ANR91,
ANR92, ANR93, ANR94, ANR95, ANR96, ANRR86, ANGI52, ANER100, ANER101,
ANER102, del departamento del Cesar el cultivar CELA0OQ6; del departamento del Quindio
los cultivares QUICO009 Y QUIQUIO29 y del departamento del Valle del Cauca los
cultivares VAPA066, VABU0O14 Y VAPAO026.
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Figura 2- 4. Agrupamiento aguacates criollos de Colombia con accesiones de la

coleccion Colombiana de Aguacate mediante un dendograma basado en analisis

Neighbour - Joining, usando matriz de similaridad generada por la distancia de Dice.
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Con el fin de determinar la similitud genética existente entre aguacates criollos y
variedades comerciales, obsoletas de raza conocida y patrones pertenecientes a la
Coleccién Colombiana de Aguacate, se realizd un analisis de similitud aplicando el indice
de Dice (Dice, 1945) y se generd un dendograma Neighbour Joining (Saitou y Nei, 1987)
(Figura 2-4). La mayoria de aguacates criollos presentaron la tendencia de agruparse
entre ellos; sin embargo hubo algunos de ellos que se agruparon con accesiones de la
Coleccién Colombiana de Aguacate como fueron por ejemplo el cultivar QUIQUI029 el cual
se agrupo con los cultivares Hass y Hayes, de igual forma el cultivar ANRR89 estuvo
relacionado a estos tres cultivares. El cultivar ANGI52 se agrupo con la accesion Ocultal
y los cultivares Simonds de raza Antillana y Booth 5 hibrido entre las razas Guatemalteca
y Antillana. EI cultivar QUICOO009 con el cultivar ltzama de la raza Guatemalteca. El
cultivar NACHAOO3 con el cultivar Topa-Topa de la raza Mexicana. El cultivar VAPAOG6
con el cultivar Ruhele de raza Antillana. Los cultivares CELA006 y VAPA026 con los
hibridos de razas Guatemalteca y Antillana Booth 8 y Santana. El cultivar ANRR89M con
los hibridos de las razas Mexicana y Guatemalteca Fuerte y Lula, el hibrido entre las razas
Guatemalteca y Antillana Monroe y el cultivar Puebla de la raza Mexicana. Otros
aguacates criollos estuvieron agrupados con accesiones con caracteristicas de resistencia
al patégeno Phytophthora cinnamomi, como fue el caso de los cultivares ANER100 y
TACOO047 quienes se agruparon con el portainjerto G-755, conocido por su buena
resistencia a P. cinnamomi (Castro, 1990). Los cultivares VAPA056, VAPA061, VAPA 060
y VAPAOG3 con el patrén Tumaco el cual se destaca por no presentar incompatibilidad con
ninguna de las variedades comerciales ademas de ser tolerante a salinidad y alcalinidad
(Rios —Castario et al. 2005). El cultivar CANOOOS8 del departamento de Caldas se agrupo
con los aguacates criollos ANCG53 y QUIPIO01; este cultivar mostro resistencia a P.
cinnamomi, en un estudio realizado por Rodriguez-Henao, 2015. De igual forma el cultivar
NATUOO1 presento alta resistencia a P. cinnamomi en este mismo estudio y se agrupo
con el cultivar VARUO006.
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2.6. Discusion.

En el presente capitulo mediante caracterizacion molecular con marcadores microsatélites,
se logré comparar aguacates criollos del departamento de Antioquia y otros departamentos
de Colombia en condiciones in situ, con cultivares de diversos origenes del mundo,
variedades comerciales y variedades obsoletas de raza botanica identificada y patrones
de injertacion reconocidos, conservados en condiciones ex situ. Esta comparacion tuvo
como finalidad poder determinar la identidad racial de los aguacates criollos colombianos
e identificar si tienen similitud genética con las variedades comerciales de aguacate de
interés para la region, de forma que se pudieran seleccionar algunos cultivares con
potencial como portainjertos para las zonas productoras del departamento de Antioquia,
garantizando una mayor compatibilidad copa / patron desde el punto de vista de su

afinidad botanica y por consiguiente genética .

El numero de alelos amplificados con los 14 marcadores microsatélites para los 157
cultivares analizados incluyendo los de Antioquia y los de diversos origenes del mundo
pertenecientes a la Coleccién de La Mayora fueron de 254 alelos. Cuando se realizo la
caracterizacion unicamente de los cultivares de Antioquia con los mismos marcadores
microsatélites (Capitulo 1), se obtuvo una amplificacién de 147 alelos, lo que indica que los
107 alelos restantes fueron aportados por las accesiones de la coleccion de La Mayora.
Cuando Alcaraz y Hormaza (2007) caracterizaron la coleccién de La Mayora con 16
marcadores microsatélites incluyendo los 14 empleados en el presente capitulo y 8
accesiones adicionales; obtuvieron una amplificacion de 156 alelos; es decir, 49 alelos mas
gue los obtenidos de esa coleccidn en este capitulo, los cuales pudieron ser aportados por
las 8 accesiones adicionales que ellos caracterizaron y por los dos loci adicionales que
ellos emplearon en dicha caracterizacion. Esto nos indica que los alelos compartidos entre
los cultivares antioquenos y las accesiones de la Coleccion de aguacate de La Mayora es
casi inexistente. Este resultado fue corroborado mediante el analisis de estructura
poblacional Bayesiano, dendograma UPGMA basado en las distancias Fst pareadas y
dendograma Neighbour joining e indice de similaridad de Dice; en donde se puede
observar claramente la separacion en dos grupos de los cultivares de Antioquia y los

pertenecientes a la Coleccién de La Mayora.
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Con relacién al analisis de diversidad genética realizado en conjunto entre los cultivares
de Antioquia y los pertenecientes a la Coleccion de La Mayora, los resultados obtenidos
revelan que la poblacion con mayor diversidad genética fue Malaga en Espafia, en la cual
se obtuvieron en total 350 alelos con los 14 marcadores microsatélites analizados. Esta
poblacion tuvo un tamafio de muestra de 26 individuos, y de todas las poblaciones
estudiadas tanto en Antioquia como las pertenecientes a la Coleccién de La Mayora fueron
en la que mas individuos se analizaron. Para el caso de las poblaciones de Antioquia, el
municipio de Sonson presentd el mayor numero de alelos (248) en 7 individuos. Por otro
lado, el menor numero de alelos por poblacién fue de 28 y correspondioé a las poblaciones
de Santa Barbara en Antioquia, y Guatemala, las cuales a la vez fueron las que
presentaron el menor nimero de individuos por poblacion; esto puede ser atribuido al
efecto de la deriva en los muestreos que se realizan en poblaciones naturales, la cual

reduce la variabilidad genética de una poblacién evaluada (Hedrick, 2004; Freeland, 2005).

Con relacion a la heterocigosidad esperada como estimador de la variabilidad genética de
una poblacion (IPGRI and Cornell University, 2003), el valor promedio obtenido para las
poblaciones de aguacates criollos de Antioquia fue de 0,60. Este valor fue menor al
obtenido en este estudio para las poblaciones de cultivares de la Coleccion de La Mayora,
el cual fue de 0,65. De igual forma la heterocigosidad esperada de las poblaciones
antioquenas también fue menor a la encontrada en estudios de diversidad genética
realizados en otras Colecciones y Bancos de germoplasma de aguacate con marcadores
microsatélites; como por ejemplo el estudio realizado por Guzman et al. (2017), quienes
caracterizaron 318 accesiones pertenecientes a la Colecciéon de Aguacate del Campo
Experimental Bajio Celaya del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias de México (INIFAP); la cual es representativa de la diversidad genética de
aguacate existente en ese pais y presenté una heterocigosidad esperada de 0,75. De igual
forma menor al estudio realizado por Gross - German and Viruel (2013) quienes
caracterizaron 42 accesiones de variedades de aguacate conservadas en varios institutos
en Espafia y representativas de las tres razas botanicas del aguacate y de un amplio rango

geografico; en este caso la heterocigosidad esperada fue de 0, 831.

El analisis conjunto de asignacién bayesiana a través del programa STRUCTURE de los
cultivares de Antioquia y las accesiones de la Coleccion de Germoplasma de Aguacate La

Mayora (n = 18 poblaciones), produjo un K =2 poblaciones estimado a partir de 18 origenes



Capitulo 4 157

de colecta de los cultivares. Estos resultados corroboran lo encontrado con el arbol
UPGMA demostrando que el aguacate “criollo” de Antioquia es genéticamente distante a
los aguacates conservados en condiciones ex situ en la coleccion de La Mayora. Estos
resultados podrian explicarse a las diferencias existentes entre las muestras analizadas,
ya que el aguacate de Antioquia es producto de multiples cruzamientos por polinizacién
cruzada entre los arboles de aguacate de esta region; particularmente entre los cultivos
vecinos, mientras que los cultivares de la coleccién de La Mayora, algunos son producto
de cruces dirigidos para mejoramiento genético vegetal y otros fueron colectados de
regiones muy distantes a Colombia como Espana. Por lo tanto, las accesiones de la
coleccion de La Mayora no permitieron determinar mediante su comparacion la
identificacion racial de los aguacates criollos de Antioquia; ademas que ninguno de estos
cultivares presento similitud genética con las variedades comerciales pertenecientes a la

Coleccion.

Debido a la gran diferencia genética encontrada entre los cultivares de Antioquia y los
pertenecientes a la coleccion de La Mayora; ademas de la menor diversidad genética
encontrada en los aguacates antioquefios, surgid por parte de los investigadores del
Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora UMA-CSIC que
colaboraron en el presente estudio la hipétesis de que los cultivares de Antioquia pudieron
haber pasado por un cuello de botella por un efecto antropogénico que pudo haber
reducido su variabilidad genética; hipétesis que no fue confirmada, ya que las simulaciones
de cuello de botella realizadas en el programa Bottleneck en los aguacates criollos de
Antioquia, las pruebas de “sign test’, “standardized difference test”, y la evaluacién de
“‘Wilcoxon’s signed Rank” no fueron significativas para la mayoria de municipios
Antioquefios, con la excepcion de los cultivares de El Retiro y Rionegro; significando que
la reduccion del numero de alelos y heterocigosidad observada en Antioquia respecto al
banco de germoplasma espafol no se debe a un cuello de botella causada por la
manipulaciéon de los agricultores antioquefos, sino a las diferencias existentes entre las
muestras evaluadas ya que la coleccion de La Mayora posee material de aguacate de

origenes muy distantes a Colombia y materiales producto del mejoramiento genético.

Con relacion al estudio de similitud genética de los aguacates criollos de Antioquia
colectados en los afos 2014 y 2015 y los colectados en otros departamentos de Colombia

con variedades comerciales y obsoletas y patrones de injertacion pertenecientes a la
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Coleccién Colombiana de Aguacate, se realizé un analisis de asignacion bayesiana con el
software STRUCTURE. La finalidad de este analisis fue identificar las razas botanicas de
los aguacates criollos; basados en estudios previos en donde se logré la asignacion de
raza botanica de acuerdo a la agrupacion dada por STRUCTURE Gross - German and
Viruel (2013). En el presente estudio el analisis de asignacidén bayesiana arrojo un valor
K=2, mostrando una marcada diferencia de asignacion entre los aguacates criollos y las
accesiones de la Coleccion Colombiana de Aguacate. Este resultado fue similar al analisis
de asighacién bayesiana realizado entre los aguacates criollos de Antioquia colectados en
los anos 2009 a 2011 y las accesiones de la Coleccion de Aguacate de La Mayora.
Ademas, este analisis no permitio identificar la raza botanica de los cultivares criollos, ni
su similitud genética con una variedad comercial en particular. Sin embargo algunos
aguacates criollos tuvieron algun porcentaje de asignacion al grupo de las accesiones de
la Coleccién Colombiana de Aguacate, indicando mas proximidad de estos aguacates a
las razas botanicas. El resultado obtenido con STRUCTURE fue similar al obtenido por
Guzman et al.,(2017) en la caracterizacion molecular de las accesiones pertenecientes a
la Coleccion de Aguacate del INIFAP en México, en donde el analisis STRUCTURE sugirié
dos grupos genéticos dentro de la Coleccion estudiada y estos dos grupos no coincidieron
con la determinacién de las razas botanicas. La coleccion del INIFAP estuvo conformada
por accesiones de las cuales se tenia conocimiento previo de su raza botanica y otras que
no, de igual forma que el presente estudio. Estudios moleculares con el uso de marcadores
y analisis de agrupamiento realizados en aguacate han permitido generalmente realizar la
clasificaciéon de razas botanicas (Ashworth and Clegg, 2003; Schnell et al. 2003; Alcaraz
and Hormaza, 2007; Gross-German and Viruel, 2013 reportados por Guzman et al., 2017).
Sin embargo estos estudios se han basado en la caracterizacién principalmente de
variedades mejoradas de las cuales se tiene registro de su pedigri; a diferencia del
presente estudio en el cual se han incluido aguacates criollos o locales que son el producto
de hibridacién entre las tres razas (Sanchez 1999; Barrientos-Priego and Lépez 2007), lo

cual hace extremadamente dificil la determinacién de su raza.

Adicional al analisis de asignacion bayesiana, se realizé un dendograma Neighbour Joining
e indice de similaridad de Dice entre los aguacates criollos colombianos y las accesiones
de la Coleccion Colombiana de Aguacate. El dendograma present6 la tendencia de

agrupacién entre los aguacates criollos colombianos; sin embargo algunos de los
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aguacates criollos analizados presentaron similitud genética con algunas de las
accesiones pertenecientes a la Colecciéon Colombiana de Aguacate y los cuales podrian
ser candidatos para su uso como portainjertos. Segun Warschefsky y colaboradores
(2016) uno de los aspectos a tener en cuenta en la seleccion de un portainjerto, es que
éste debe estar en funcion del genotipo de la copa con la que sera injertado y con el
ambiente en el cual la planta cultivada se desarrollara. Desde este punto de vista los
aguacates criollos QUIQUI029 del departamento del Quindio y ANRR89 del departamento
de Antioquia pueden ser una opcion como portainjerto para el cultivar Hass, ya que
presentaron similitud genética con este cultivar y el cultivar Hayes hibrido entre las razas
Guatemalteca y Antillana. Otro de los aguacates criollos que presentd similitud genética
con una variedad de interés comercial para Antioquia y Colombia fue ANRR89M, el cual
es descendiente de ANRR89 y estuve cercano genéticamente al cultivar Fuerte hibrido

entre las razas Mexicana y Guatemalteca.

Para el caso especifico del cultivo del aguacate, uno de los atributos mas importantes que
deben tener los portainjertos son la resistencia a Phytophthora cinnamomi, |a tolerancia a
la salinidad y la adaptabilidad a suelos calcareos (Whyley, 1992). En esta via; algunos
cultivares criollos presentaron similitud genética con cultivares o patrones con algunas de
estas caracteristicas. Por ejemplo los aguacates criollos ANER100 del departamento de
Antioquia y TACOO047 del departamento del Tolima estuvieron cercanos genéticamente al
clon G-755. Este cultivar fue seleccionado a partir de semillas en Guatemala en 1975.
Corresponde a un hibrido entre Persea schiedeana y Persea americana Mill. var.
guatemalensis. Ha sido demostrada su compatibilidad con variedades comerciales como
Hass, Gwen, Pinkerton y Fuerte. Después de varios afios de evaluacién en la Universidad
de California en Riverside se ha encontrado superior en su resistencia a Phytophthora que
Duke 7 y G 6 (Castro, 1990). Otro ejemplo de similitud genética con cultivares con
caracteristicas de resistencia a P.cinnamomi, es el caso de los aguacates criollos ANCGI53
de Antioquia y QUIPIO01 del Quindio los cuales tuvieron similitud genética con la accesion
CANOOOQ8. Esta accesion fue reportada por Jaramillo et al. (2009) como material resistente
a P.cihnnamomi y esta resistencia fue confirmada por Rodriguez-Henao, 2015. Esta
accesion fue colectada en el municipio de Norcasia, Caldas a 551 m.s.n.m. con una
temperatura media anual de 25°C, precipitacion promedio anual de 3.675mm, humedad

relativa ambiental promedio de 76,76%. Norcasia registra clima calido que se caracteriza
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por fuertes lluvias en cortos tiempo, generando un ambiente 6ptimo para la aparicion de P.

cinnamomi en cultivos de aguacate (Rodriguez-Henao, 2015).

De igual forma el aguacate criollo VARUOOG del departamento del Valle del Cauca presento
similitud genética con la accesion NATUOO1. Esta accesion fue colectada en el municipio
de Tumaco Narifio, en la costa pacifica de Colombia a 25 m.s.n.m. con una temperatura
promedio de 29°C con oscilaciones entre 16 y 33°C, humedad relativa promedio de
83,86%, precipitacion de 2.792mm por afo, topografia relativamente plana favoreciendo
sobresaturacion e inundaciones del terreno. El municipio se caracteriza por un clima calido
himedo caracteristico del bosque humedo tropical (BHT), condiciones ideales para el
desarrollo y posible infeccién de plantas de aguacate por P. cinnamomi (Rodriguez-Henao,
2015).

Los aguacates criollos VAPA056, VAPA061, VAPA 060 y VAPAOG63 del Valle del Cauca
presentaron similitud genética con el patrén Tumaco. Este cultivar fue recolectado en
Tumaco departamento de Narifio en 1936 y ha sido utilizado como patron de injertacion y
designado de raza Antillana. Corresponde a un arbol de porte alto, con buena produccién
que se reparte en dos cosechas por ano, frutos de 285 gramos, de buena calidad y sabor
y pulpa de color verde amarillo. Posee un sistema radical amplio que le da una ventaja en
suelos de mayor contenido de arcillas. Sus semillas son grandes, lo que le brinda buen
desarrollo y rapido crecimiento de plantas para patronaje, lograndose injertar entre 50 y 60
dias después de germinadas. No presenta incompatibilidad con ninguna de las variedades
comerciales. Es tolerante a la salinidad, la alcalinidad vy relativa tolerancia para soportar

largos periodos de suelos inundados o mal drenados (Bernal et al. 2014).

Este estudio puede ser un primer paso para la seleccion de materiales promisorios para
portainjertos de acuerdo a la similitud genética con cultivares con ciertos caracteres de
interés; sin embargo se hace necesario realizar estudios adicionales como por ejemplo
compatibilidad con variedades de interés comercial, evaluaciones de resistencia a factores
como salinidad, alcalinidad, tolerancia a suelos inundados o mal drenados, pudriciones

radiculares entre otros que son claves para el éxito de un cultivar como portainjerto.
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2.7. Conclusiones.

No fue posible determinar la raza botanica de los aguacates criollos colombianos,
mediante su comparacion con las accesiones de la Coleccién Colombiana de
Aguacate y de La Mayora; ya que los aguacates criollos colombianos son
genéticamente diferentes a las accesiones de raza conocida pertenecientes a

ambas colecciones.

Se pudo comprobar que la diferencia genética existente entre los aguacates criollos
de Antioquia y las accesiones de la Coleccién de La Mayora no se debe a efectos
de cuello de botella causado por reduccion genética debida a manipulacién por
parte de los agricultores. La diferencia en la composicién alélica y la baja diversidad
genética de los aguacates antioquefios en comparacion con las accesiones de La
Mayora puede deberse a que estos aguacates estan ubicados en un area
geografica de Colombia que se encuentra separada de otros paises por la

cordillera de los Andes.

A pesar de la diferencia genética existente entre los aguacates criollos colombianos
y las accesiones de las colecciones de aguacate, se lograron identificar algunos
cultivares criollos candidatos a portainjertos por su similitud genética con
variedades comerciales como Hass y Fuerte y con cultivares con caracteristicas
deseables para portainjertos como resistencia a P. cinnamomi y tolerancia a

salinidad, alcalinidad y suelos mal drenados.
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3.1. Resumen.

Las razas botanicas del aguacate se diferencian entre si principalmente por sus
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y de adaptabilidad a las condiciones ambientales
(Bergh, 1995; Bernal et al., 2014). Con el objetivo de determinar la identidad racial de 90
aguacates criollos del departamento de Antioquia con potencial de uso para portainjertos
de variedades comerciales de interés para la region; se realizd su caracterizacion
morfolégica mediante el uso de descriptores morfolégicos del arbol, ramay hoja. Los datos
morfoldgicos obtenidos fueron correlacionados con caracteres moleculares y variables del
paisaje como topografia y altitud mediante analisis de componentes principales vy
distancias euclidianas y algoritmo de Ward. Los caracteres morfolégicos evaluados
mostraron una variabilidad elevada en los aguacates criollos analizados, de acuerdo a su
coeficiente de variacion. Caracteres como el tamafo de las hojas y la superficie del tallo,
los cuales son usados entre otros para la distincion de las razas botanicas en aguacate no
fueron utiles para su determinacion en los aguacates criollos de Antioquia. Los analisis
multivariados y de agrupamiento realizados en este capitulo mostraron en general que los
arboles de aguacate criollo evaluados en el departamento de Antioquia se diferenciaron
en tres grupos basados en datos de caracteres morfoldgicos y la combinacion de datos de
caracteres morfolégicos y moleculares. Estos agrupamientos ocurrieron al adicionar la
variable altitud (elevacion). Los resultados obtenidos en este capitulo soportan la
afirmacion realizada por Alcaraz y Hormaza (2007), quienes mencionan que los arboles de
aguacate criollo son producto de multiples hibridaciones entre las tres razas de aguacate
conocidas hoy en dia y por ello el uso de caracteres morfolégicos para su clasificacion

dificulta el establecimiento de diferencias marcadas entre sus individuos y poblaciones.
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3.2. Introduccion.

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol subtropical perenne, nativo de Centro
América y México que posee 2n= 24 cromosomas (Ashworth y Clegg, 2003). Esta especie
es miembro de la familia Lauraceae la cual se caracteriza por tener arboles subtropicales
o tropicales que han sido incluidos dentro del clado de las Magnoliideas el cual esta
compuesto por plantas angioespermas que divergieron tempranamente en la escala
evolutiva. Esta familia contiene aproximadamente 50 géneros que involucre entre 2.500 a

3.000 especies de arboles y arbustos (Chanderbali et al. 2008).

Desde su centro de origen, el aguacate se dispersé de tal manera que los primeros
movimientos del aguacate nativo se produjeron de Sierra Nevada (origen) hasta
Mesoamérica por los movimientos migratorios de grandes mamiferos como o0sos
perezosos y animales de la familia Gomphotheriidae (Galindo y Arzate, 2010). Cuando el
aguacate llegod al centro de México, se produjo una especie de radiacion desde que un
primer grupo de mamiferos migré a Guatemala, un segundo grupo al oeste de México, el
cual llega al valle de Tehuacan y un tercer grupo a América del Norte y del Sur (Corona-
Jacome et al. 2016). No existe certeza de que las civilizaciones antiguas que participaron
en la domesticacion del aguacate hayan contribuido de alguna forma a la diferenciacion de
P. americana en subespecies; sin embargo Chen et al. (2009) mencionan que una cultura
Mesoamericana denominada “los Moyacas” pudieron haber transmitido sus practicas
agricolas a otras culturas mas recientes como los Mayas y los Olmecas, los cuales con el
tiempo dieron origen a los diversos tipos de aguacate existente que con ayuda de su
aislamiento geografico dieron lugar a tipos botanicos distintos con diferencias en

adaptacion climatica.

En la actualidad se reconocen tres razas horticolas o razas ecoldgicas del aguacate: la
raza Mexicana (P. americana ssp drymifolia), raza Guatemalteca (P. americana ssp.
guatemalensis) y la raza Antillana (P. americana ssp americana) (Bergh, 1992). Las razas
Mexicana y Guatemalteca se originaron y domesticaron en las tierras altas de México y
Guatemala respectivamente (Storey et al., 1986; Bergh, 1992) mientras que la raza

Antillana muy probablemente tuvo su origen en la costa del Pacifico de Centroamérica,
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desde Guatemala hasta Costa Rica (Storey et al., 1986). Generalmente, dentro de cada
raza los cultivares tienen respuestas similares a las condiciones edaficas y climaticas; sin
embargo existen varias diferencias entre las razas en cuanto a sus caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y de adaptabilidad a las condiciones ambientales (Bergh, 1995;
Bernal et al. 2014). Por ejemplo, la raza Mexicana tiene como principal ventaja la
resistencia al frio adaptandose a alturas sobre el nivel del mar por encima de 2.000 metros,
se caracteriza por su alto contenido de aceite y olor a anis en sus hojas. La raza
Guatemalteca se adapta a alturas sobre el nivel del mar entre 1.000 y 2.000 metros,
presenta una cascara bastante gruesa si se compara con las otras tres razas, lo que le
permite resistencia del fruto al transporte; sin embargo, como esta formada por tejidos
esclereficados son bastante duros y no permite saber con el tacto si los frutos ya estan en
madurez de consumo. Otra caracteristica favorable es el tamafio pequefio y forma redonda
de la semilla en varios individuos de esta raza. La raza Antillana se adapta a climas
tropicales con alturas sobre el nivel del mar por debajo de 1.000 metros, como portainjerto
es mas tolerante a la salinidad y tiene un lapso de flor a fruto bastante corto comparado
con las otras razas (Barrientos y Lépez — Lopez, 2000). En la tabla 3-1 podemos observar
una recopilacion de algunas de las diferencias existentes entre razas de aguacate
(Barrientos y Lopez — Lopez, 2000). Como resultado de la extensa distribucion del
germoplasma del aguacate hacia zonas bastantes alejadas de su sitio de origen, se ha
producido un considerable cruzamiento interracial, a tal grado que los actuales cultivares
de mayor importancia econdmica, tanto en areas subtropicales como tropicales, son el
resultado de la hibridacion entre varias razas (Kinght, 2007 reportado por Bernal et al.
2014).

Esta hibridacion libre entre las razas ha generado un aumento en la diversidad genética y
en la plasticidad medio ambiental de las especies (Whiley y Shaffer, 1994 reportado por
Bernal et al. 2014); por lo tanto en la mayoria de zonas productivas de varios paises, en
los que se incluye Colombia, existe una distribucion de poblaciones de aguacate
heterogénea o de gran diversidad en tamafrio, forma y color de frutos; esto debido ademas
a que su explotacién se ha realizado como cultivo asociado y propagado por semilla (Avilan
et al. 1980 reportado por Soto et al. 2007) lo que ha dado origen a una serie de arboles
nativos o criollos y cultivares selectos reproducidos asexualmente, en los cuales el sabor

y los valores nutritivos varian segun el tipo ecolégico (Mijares y Lopez, 1998).
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Una forma de conocer la diversidad genética existente en una especie vegetal, es mediante
su caracterizacion. Una caracteristica es un atributo de un organismo y es el producto
de la interaccion de uno o mas genes en el ambiente los cuales a su vez se dividen en
caracteristicas cualitativas y cuantitativas (Engels, 1979 reportado por Avalos et al. 2006).
Segun el IPGRI (1980), una caracterizaciéon es la descripcion de los atributos de un
genotipo considerados invariables y representan una actividad muy importante en la cual
se pueden extraer una serie de caracteristicas cualitativas como color de frutos, flor,
corteza, sabor de la pulpa y de caracteristicas cuantitativas como peso, altura, diametro,
entre otros. La caracterizacion es la descripcidn de una variacion que existe en una
coleccion de germoplasma, en términos de caracteristicas morfolégicas y fenoldgicas de
alta heredabilidad, es decir caracteristicas cuya expresién es poco influenciada por el
ambiente (Avalos et al. 2006). Al contrario de la caracterizacion morfolégica, la
caracterizacibn molecular a través del uso de marcadores moleculares como los
microsatélites (SSR) es ventajosa ya que permite identificar variedades y diferenciar entre
accesiones sin estar afectados por las condiciones ambientales (Morales - Palacio et al.
2016). Las técnicas de caracterizacion morfolégica y molecular se complementan entre si,
en la medida en que la diversidad molecular no considera las interacciones genotipo-
ambiente, por ello ambos métodos en conjunto pueden proveer un conocimiento amplio y

real de la diversidad de especies (Morales - Palacio et al. 2016).

Para el caso de germoplasma de aguacate se han estado desarrollando trabajos donde se
combina la caracterizacién morfolégica y molecular, en donde, ambas técnicas permiten
una descripcion mas completa, precisa y robusta de la informacién, generandose una

descripcion y distincion mas completa entre los individuos (Gutiérrez-Diez et al. 2009).

Para evaluar la interaccion de caracteristicas del paisaje y variables ambientales con
procesos microevolutivos como flujo génico deriva genética o seleccion, se hace uso del
area de estudio denominada “Genética del Paisaje” (Garrido-Garduio y Vazquez-
Dominguez, 2013). Esta area de estudio en particular considera atributos tales como
montafas, rios, carreteras, que funcionan como barreras, asi como otras que facilitan el
movimiento de individuos, como corredores. Asi mismo, evalla variables ambientales

como temperatura, humedad, altitud, etc., con el objetivo de determinar la relacion entre
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dichas variables y procesos micro y macroevolutivos como flujo génico, deriva genética,
seleccion o especiacion (Manel et al. 2003; Storfer et al. 2007, 2010; Sork y Waits, 2010

reportados por Garrido-Garduno y Vazquez-Dominguez, 2013).

Tabla 3 1. Diferencias entre las razas de aguacate (Persea americana Mill.).
(Barrientos y Lopez — Lopez, 2000).

perianto en el fruto

Caracter raza raza raza raza
Mexicana Guatemalteca |Costaricensis |Antillana
Clima “semitropical” a subtropical subtropical tropical
templado
Altitud sobre el nivel | Sobre 2000 m entre 1000 y 2000 m | entre 800 y 1500 m menos de 1000
del mar
Resistencia a Menor menor L? mayor
salinidad
Resistencia a frio Mayor intermedia menor menor
Hojas:
tamano Menor intermedio menor mayor
color Verse obscuro verde obscuro verde obscuro verde palido
olor olor a anis sin olor a anis sin olor a anis sin olor a anis
Flor:
pubescencia Mas menos e? | menos
Tallo:
brotes jovenes Verde palido rojizos verde palido verde palido
|__corteza del tronco no acanalada no acanalada no acanalada acanalada
Fruto:
Tamano Variable, tendiente a intermedios pequenos variable,
pequenos tendientes a
grandes
pedicelo Cilindricos y grosor conico y grosor cilindrico y grosor forma de cabeza
mediano voluminoso regular de clavo y poco
grosor, y también
existen tipos con
mayor grosor.
persistencia del Mayor menor menor menor

cascara Delgada, lisa y suave | gruesa, quebradiza y | grosor mediano, grosor mediano,
rugosa flexible y suave flexible y suave
semilla Adherida o suelta, adherida y adherida y cotiledones | suelta y
cotiledones lisos o cotiledones lisos lisos cotiledones
ligeramente rugosos rugosos

fruto

cubiertas de la Deigada delgada delgada mediana o gruesa
semilla y membranosa
aceite alto contenido mediano contenido $? bajo contenido
sabor a especia y por lo ligero, en ocasiones | ligero, sin sabor ligero y
general a anis nogado especifico frecuentemente

dulce, con un
ligero amargor al
final.

fibra en la pulpa Comun no comun no comun no comun

tiempo de flor a 6-9 meses 10-16 meses e? 5 a 9 meses

Tamano relativo del
arbol y habito de
crecimiento general:

Medianos abiertos

altos y erectos

medianos y abiertos

altos y medianos,
abiertos y erectos

La genética del paisaje puede considerarse un area de estudio relativamente reciente, es

apenas en 2003 que Stephanie Manel y colaboradores acunan el término “genética del
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paisaje”, cuya diferencia mas importante con la genética de poblaciones es que ésta no
considera a los atributos del paisaje para explicar la estructura genética (Holderegger y
Wagner, 2008 reportado por Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013) vy, con la
filogeografia, porque ésta estudia procesos historicos y no procesos recientes o
contemporaneos que afectan la variacion genética (Wang, 2010 reportado por Garrido-

Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013).

El presente capitulo esta orientado a estimar la variabilidad fenotipica del aguacate criollo
de Antioquia mediante su caracterizacién morfolégica a través del uso de descriptores
morfoldgicos del arbol, rama y hojas especificos para el cultivo de aguacate, correlacion
con su caracterizacion molecular y de esta con variables del paisaje como la altitud en la
que se encuentran los aguacates criollos, ya que este factor es determinante en la
identificacion de raza en relacion a su adaptabilidad; también la topografia, ya que el
aguacate se adapta a suelos con un maximo de 30% de pendiente (Anacafe, 2004). Esto
con el fin de poder determinar la identificacién racial de los aguacates criollos de Antioquia
y seleccionar cultivares con potencial como uso para portainjertos para las variedades

comerciales de interés en la region.
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3.3. Objetivos.

A. Estimar la diversidad fenotipica existente en aguacates criollos procedentes de
diferentes zonas productoras del departamento de Antioquia mediante el uso de

descriptores morfologicos del arbol, rama y hoja.

B. Establecer si existe correlacién entre la variabilidad genética, medida en términos
de heterocigosidad y caracteres morfoldgicos de arbol rama y hoja en los aguacates

criollos del departamento de Antioquia.

C. Determinar si existe correlacion entre la variabilidad genética, medida en términos
de heterocigosidad y caracteres del paisaje como la topografia y altitud del sitio de

ubicacién de los aguacates criollos del departamento de Antioquia.



Capitulo 4

173

3.4. Materiales y métodos.

3.4.1. Material vegetal.

Para la caracterizacién morfolégica, molecular y variables del paisaje (topografia y altitud)

se utilizaron los aguacates criollos de Antioquia colectados entre los afios 2009 a 2011.

Su caédigo asignado, su localidad de origen y altitud y topografia se pueden observar en

las tablas 3-2 a 3-4.

Tabla 3 2. Listado de aguacates criollos del Oriente antioqueino subregién paramo,

caracterizados morfolégica y molecularmente con su respectivo cédigo, altitud y

topografia.
Zona’ . Municipio Codl.go AS.N.M Topografia
agroecoldgica ecotipo
24 1949 Montafoso
25 1892 Fuerte socavado
27 1915 Fuerte socavado
33 1833 Montanoso
316 2205 Colinado
317 2207 Colinado
320 2130 Colinado
322 2200 Colinado
329 2152 Ondulado
Sonsén 330 2146 Ondulado
331 2136 Ondulado
354 2340 Fuerte socavado
355 2281 Fuerte socavado
356 2341 Fuerte socavado
359 2258 Fuerte socavado
360 2268 Colinado
Oriente 362 2273 Fuerte socavado
Antioquefio 374 2145 Poco ondulado
Subregion 388 1800 Montafioso
Paramo 390 1761 Montafioso
399 1636 Ondulado
400 1647 Ondulado
Abejorral 404 1650 Ondulado
411 1642 Poco ondulado
412 1644 Poco ondulado
413 1655 Poco ondulado
417 1658 Poco ondulado
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Tabla 3-3. Listado de aguacates criollos del Oriente antioquefo subregion Altiplano,

caracterizados morfoloégica y molecularmente con su respectivo coédigo, altitud y

topografia.
Zona’ . Municipio Codl.go AS.N.M Topografia
_agroecologica ecotipo
1 1975 Montafnoso
El Retiro 2 1920 Quebrado
179 2199 Colinado
193 2112 Ondulado
194 2110 Ondulado
44 2049 Montafnoso
Marinilla 45 2100 Montafioso
46 2124 Montafnoso
47 2183 Casi plano
48 2155 Poco ondulado
62 2185 Colinado
64 2181 Casi plano
170 2150 Poco ondulado
Oriente 171 2150 Poco ondulado
Antioqueio Rionegro 175 2168 Poco ondulado
Subregion 176 2172 Poco ondulado
Altiplano 201 2150 Casi plano
202 2150 Casi plano
203 2166 Casi plano
204 2158 Casi plano
145 2080 Quebrado
La Ceja 147 2066 Poco ondulado
150 2151 Quebrado
152 2137 Quebrado
156 2178 Quebrado
157 2164 Quebrado
35 2084 Quebrado
San 37 2173 Quebrado
Vicente
38 2175 Quebrado
39 2176 Quebrado
40 2197 Plano

41 2194 Plano
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Tabla 3 - 4. Listado de aguacates criollos del Suroeste antioquefo, caracterizados
morfolégica y molecularmente con su respectivo codigo, altitud y topografia.

Zona’ . Municipio Codl.go AS.N.M Topografia
_agroecoldgica ecotipo
Caramanta 107 2086 Montafoso
109 2089 Montafioso
117 1980 Montanoso
118 1994 Montafioso
119 1977 Montafoso
293 2050 Montafioso
294 2026 Montafoso
295 2020 Montafioso
297 2011 Montafioso
298 2005 Montafioso
312 2092 Colinado
314 2085 Colinado
315 2091 Colinado
Valparaiso 99 1894 Montafioso
100 1906 Montafioso
Suroeste 101 1907 Montanoso
Antioqueno  Montebello 256 1965 Colinado
257 1960 Colinado
258 1954 Colinado
259 1952 Colinado
263 1932 Colinado
264 1931 Colinado
265 1930 Colinado
266 1926 Colinado
273 1915 Colinado
276 1890 Colinado
277 1872 Colinado
279 1867 Colinado
280 1868 Colinado
Santa Barbara 4 894 Montafioso

Santa Barbara 5 864 Montanoso
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3.4.2. Descriptores morfoldgicos.

Para la caracterizacion fenotipica se seleccionaron descriptores morfolégicos especificos
para plantas de aguacate del International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI, 1995).

Los descriptores medidos fueron los siguientes:

3.4.2.1. Descriptores del arbol.

Se tuvieron en cuenta los siguientes descriptores

Altura del arbol: expresada en metros, tomada desde el nivel del suelo hasta la punta del
arbol

Ancho copa: expresada en metros, registrada como la media del didametro de dos
direcciones

Forma del arbol: 1 Columnar — 2 Piramidal — 3 Obovado — 4 Rectangular — 5 Circular 6

Semicircular — 7 semieliptico — 8 Irregular (Figura 3-1)

Figura 3- 1. Descriptores forma del arbol.

Superficie del tronco: 3 Lisa — 7 Rugosa — Muy rugosa
Circunferencia del tronco: expresada en centimetros, se registra a 30 cm sobre el nivel

del suelo.
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3.4.2.2. Descriptores de las ramas:

Se tuvieron en cuenta los siguientes descriptores

Patrén de ramificacion: 1 Extensivo — 2 Intensivo — 3 Ambos (Figura 3-2)

Figura 3- 2. Descriptores de las ramas.

Distribucion de las ramas: 1 ascendente — 2 Irregular — 3 Verticilada — 4 Axial -
5 Horizontal (Figura 3-3).

!
(/

Figura 3- 3. Descriptores distribucion de las ramas.

Angulo inserciéon ramas: 1 Agudo (90°) — 2 obtuso (> 90°) (Figura 3-4)
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Figura 3- 4. Descriptores angulo insercion ramas.

Color rama joven: 1 Amarillo — 2 Verde — 3 Rojo — 4 Otro

Longitud entrenudos vastagos: expresada en centimetros, Medida en la parte
intermedia del vastago, después de que el crecimiento de la temporada se detenga. Media
de 10 vastagos escogidos al azar

Diametro vastagos: expresada en centimetros, Tornado de vastagos en un entrenudo de
la parte intermedia, y medida después de que el crecimiento de la temporada se detenga.
Media de 10 vastagos escogidos al azar.

Superficie rama joven.

3.4.2.3. Descriptores de Hoja.

Se tuvieron en cuenta los siguientes descriptores
Forma hoja: 1 Ovada - 2 Obovada-angosta — 3 Obovada - 4 Oval - 5 Redondeada 6
Cordiforme 7 Lanceolada - 8 Oblonga - 9 Oblonga-lanceolada — 10 Otra (Figura 3-5)

] 7 8 9

Figura 3- 5. Descriptores forma hoja.
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Forma base hoja: 1 Aguda - 2 Obtusa - 3 Truncada (Figura 3-6)

1 2 3

Figura 3- 6. Descriptores forma base hoja.

Angulo insercién peciolo foliar: 1 Agudo (~90°) - 2 Obtuso (>90°) (Figura 3-7)

Figura 3- 7. Descriptores angulo insercion peciolo foliar.

Longitud hoja: expresada en centimetros, promedio de 10 hojas maduras.
Ancho hoja maximo: expresada en centimetros, promedio de 10 hojas maduras.

Margen hojas: 1 Entero — 2 Ondulado (Figura 3-8)

Figura 3- 8. Descriptores margen hojas.

Forma apice hoja: 1 Muy agudo - 3 Agudo - 5 Intermedio - 7 Obtuso - 9 Muy obtuso
(Figura 3-9)
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Figura 3- 9. Descriptores forma apice hoja.

Numero venas primarias: contadas en pares
Divergencia venas primarias con respecto a vena principal: expresada en grados y

medida en la parte media de la hoja (Figura 3-10).

Figura 3- 10. Descriptores divergencia venas primarias con respecto a vena
principal.

Relieve de la venacion en la superficie del haz: 3 Sumida - 5 Intermedia - 7 Alzada
Textura de la hoja: 3 Blanda — 5 Semidura - 7 Dura - 9 Muy dura

Pubescencia del haz: 3 Escasa — 5 Intermedia - 7 Densa

Pubescencia del envés: 3 Escasa — 5 Intermedia - 7 Densa

Color haz hojas maduras: Color seleccionado de acuerdo a tabla de colores Munsell
Plant Tissue

Color envés hojas maduras: Color seleccionado de acuerdo a tabla de colores Munsell

Plant Tissue

3.4.2.4. Ambiental.

Se tuvo en cuenta el siguiente descriptor

Altitud: Altura sobre el nivel del mar expresada en metros sobre el nivel del mar
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3.4.2.5. Paisaje.

Para este descriptor se tuvo en cuenta la topografia, la cual se refiere a los perfiles de
elevacion de la superficie del terreno a escala macro, siguiendo la clasificaciéon de la FAO
(1990) asi

Topografia: Plano: elevacion del 0 al 0.5% - 2 Casi plano: elevacion del 0.6 al 2.9% - 3
Poco ondulado: elevacién del 3 al 5.9% - 4 Ondulado: elevacion del 6 al 10.9% - 5
Quebrado: elevacion del 11 al 15.9% - 6 Colinado: elevacion del 16 al 30% - 7 Fuerte
socavado: >al 30%, moderada variaciéon de elevaciones - 8 Montafioso: >al 30%, grandes
variaciones de rango alto de elevacién (>300m) - 9 Otro: especificar

En el caso de los caracteres cualitativos, estos fueron categorizados para facilitar su

analisis.

3.4.3. Caracterizacion molecular.

Se utilizaron los datos obtenidos con los 14 marcadores microsatélites reportados en el

capitulo 1.

3.4.4. Analisis de datos.

Mediante el programa estadistico IBM® SPSS Statistics® ser realizo un analisis descriptivo
para los datos continuos y un andlisis de frecuencia para los datos categoricos obtenidos
de los 90 aguacates criollos de Antioquia. Se realiz6 ademas un analisis de componentes
principales (PCA) de los 28 descriptores morfoldégicos medidos en éste cultivo. Para la
realizacion de este andlisis se utilizd el software Past 3.22 (Hammer et al. 2001).
Adicionalmente, en el mismo programa, se realiz6é un analisis de cluster con el uso de una
distancia Euclidiana y el algoritmo de Ward la cual es apta para datos categéricos y
continuos para determinar si los agrupamientos generados por el analisis de PCA

coincidian con este otro tipo de evaluacion de datos.

El analisis de componentes principales (PCA) se ampli6 al concatenar los datos
morfolégicos de los 90 arboles con los datos moleculares de los 14 microsatélites por

separado y en conjunto con los microsatélites estandarizados para la especie y las
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altitudes en las que éstos fueron evaluados. En este caso también se utilizé software Past
1.2 (Hammer et al. 2001). Igualmente, con el mismo programa se realizd un analisis de
cluster con el algoritmo de Ward para evaluar la relacién existente entre los datos

morfoldgicos y moleculares de ésta especie.

Posteriormente, los analisis de componentes principales y de cluster fueron realizados
nuevamente teniendo en cuenta datos morfoldégicos y moleculares (Unicamente los
microsatélites) por separado y en conjunto pero en ausencia de los datos de las
elevaciones. Estos analisis se realizaron para determinar la relacién existente entre estos

dos tipos de variables sin tener en cuenta un efecto ambiental.

Finalmente, con el fin de correlacionar la variabilidad genética con algunas variables del
paisaje, se realizd una correlacion de Pearson entre la Heterocigosidad esperada
producida por los 14 microsatélites evaluados en los 90 arboles de aguacate criollo de los
municipios del departamento de Antioquia muestreados y la topografia del lugar donde
estaban ubicados los arboles, y otra correlacion de Pearson fue realizada entre la
heterocigosidad esperada producida por los 14 microsatélites y la altitud promedio de las
localidades donde los arboles de aguacate fueron colectados. Estos analisis se realizaron

en el software Past 1.2 (Hammer et al. 2001).
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3.5. Resultados.

Los datos obtenidos en la caracterizacion morfoldgica para los 90 aguacates criollos del
departamento de Antioquia se pueden observar en el anexo A, By C). En la figura 3-11
se presenta el registro fotografico de algunos de los -cultivares caracterizados

representativos de los municipios muestreados.

3.5.1. Caracterizacion morfoldgica y variables del paisaje.

Los resultados obtenidos en el analisis descriptivo de los caracteres continuos se puede

observar en la tabla 3-5.

Tabla 3-5. Analisis descriptivo de caracteres continuos correspondientes a los 90
aguacates criollos del departamento de Antioquia.

Variable Promedio Minimo Maximo Desv. Est. Coef. Var.
Altura sobre el nivel
dol mar 2015,11 864 2281 242.79 12,05
Altura del arbol 13,05 1.8 257 4,66 35,72
Ancho copa N-S 858 1,0 20,0 3.96 46,17
Ancho de copa,(m), g g 1,0 220 418 48.29
N,S,x,0r,Oc ’ ’ ’ ’ ’
Circunferencia del . 19,0 234.0 4545 38,59
tronco, ’ ’ ’ ’ ’
Longitud entrenudos ) o, 0.234 1,428 0.25 39,62
vastagos,(cm)
Diametro vastagos ) /g 0,29 1,04 0,10 21.01
(cm)
Longitud hoja (cm) 18,58 9.80 30,80 4,12 22.15
Ancho max (cm) 8,78 470 14,50 2,08 23,64
Numero venas
Pimarias (Parcs) 744 1,00 16,00 368 49,42
Divergencia venas o, 30,00 60,00 6,05 14,57

secundarias grados
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Figura 3- 11. A. Muestra de cultivares representativos del Oriente antioqueno

subregion Paramo.

5

]

3 Abejorral

Cultivar 300 Sonson Cultivar 41

Figura 3-11. B. Muestra de cultivares representativos del Oriente antioquefo
subregion Altiplano.

Cultivar 01 El Retiro £Z Cultivar 62 Marinilla
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Figura 3-12. B. Muestra de cultivares representativos del Oriente antioqueno
subregion Altiplano.
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Figura 3-11. C: Muestra de cultivares representativos del Suroeste antioqueno.

Cultivar 109 Caramanta

Cultivar 280 Montebello
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El analisis descriptivo mostro una variacién media alta en la mayoria de las caracteres
medidos en las poblaciones de aguacates criollos de Antioquia (Tabla 3-5). Las
caracteristicas que mostraron mayor coeficiente de variacion fueron: nimero de venas
primarias (49,42%) ancho de la copa (48,29%), longitud entrenudos vastagos (39,62%),
circunferencia del tronco (38,59%), altura del arbol (35,72). Las caracteristicas que
presentaron menor coeficiente de variacion fueron la altura sobre el nivel del mar (12,05%)

seguida de la divergencia de venas secundarias (14.57%).

Con relacion a los caracteres categoricos los que mas predominaron en los aguacates
criollos de Antioquia analizados fueron los siguientes: para la variable forma del arbol la
gue mas predomino en los 90 arboles fue la forma irregular, la cual estuvo presente en el
41,8% de los aguacates, seguida por la forma circular con el 26,4%, para la superficie del
tronco el 58,2% presentaron la superficie rugosa seguidos por la superficie muy rugosa
con el 25,3%, el patron de ramificacidén en la combinacion intensivo y extensivo fue el mas
comun, presente en un 62,6% de los arboles seguido del intensivo con el 25,3%, la
distribucion de ramas mas frecuente fue la irregular con el 85,7% seguida de la ascendente
con el 9,9%, para la insercion del angulo de la rama, el 97,8 de los arboles presentaron el
angulo agudo y el 2,2% el angulo obtuso, en cuento al color de la rama joven el que mas
predomino fue el verde con el 96,7% seguido del rojo con el 2,2%, para el margen de las
hojas el 64,8% de los arboles presentaron el margen entero y el 35,2% el margen
ondulado, la textura de la hoja semidura fue la mas presente en un 75,8% seguida de la
textura blanda con el 17,6%, la superficie de la rama joven fue pubescente para el 69,2 de
los arboles y glabra para el 30,8% restante, la forma de la hoja oval predomino con el
45,1% seguida por la forma obovada angosta, la pubescencia del haz fue escasa para el
97,8% de los arboles e intermedia para los 2,2% restantes, muy similar a la pubescencia
del envés, la cual fue escasa para el 92,3 % e intermedia para el 7,7%, el angulo de
insercion del peciolo foliar fue agudo para el 100% de los aguacates criollos analizados,
para la forma del apice de la hoja el 60,4 de los arboles presentaron la forma aguda y el
23,1 la forma intermedia y para la forma de la base de la hoja el 93,4% presento la forma
aguda y el 6,6% restante la forma obtusa. Para la variable del paisaje topografia las mas
frecuentes fueron colinado (del 16 al 30% de pendiente) y montanoso (> al 30% de
pendiente) con el 25,3% y 24,2 % respectivamente. Los resultados de los analisis de

frecuencia se pueden observar en el anexo D.
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3.5.2. Analisis de componentes principales (PCA) para
caracterizacién morfoldgica y variables del paisaje.

El andlisis de datos morfolégicos y del paisaje realizados en los 90 aguacates criollos del
departamento de Antioquia con el uso de un analisis de componentes principales (PCA)
produjo un porcentaje de variacion del componente principal 1 de 96%, siendo la variable
altura sobre el nivel del mar la de mayor peso sobre este eje y del componente principal 2
del 4%. Con éste analisis de PCA se produjeron tres agrupaciones: La primera agrupo
arboles encontrados en altitudes entre 800 a 1900 m. s. n. m e incluy6 a los municipios de
Abejorral, El Retiro, Sonsén, Santa Barbara y Valparaiso. La segunda agrupacion incluyé
arboles ubicados entre los 2000 a 2100 m. s. n. m por lo que éstos arboles se encontraron
en los municipios de Caramanta, La Ceja 'y Sonson y la tercera agrupacion tuvo en cuenta
arboles entre los 2300 a 2400 m. s. n. m muestreados en los municipios de La Ceja,
Marinilla, Sonsén, San Vicente y El Retiro (Figura 3-12). Algunos municipios se
encontraron en comun entre estas agrupaciones debido a que los muestreos se realizaron
en un rango de altitudes estrecho, sin embargo estos resultados demuestran que la altitud
influye de alguna manera en la adaptacion de los arboles en el departamento de Antioquia,
puesto que éste analisis tuvo adicionalmente en cuenta caracteres morfoloégicos entre
ellos: altura del arbol, ancho de la copa, forma del arbol, superficie del tronco, distribucién

de las ramas, color de las hojas (haz, envés), entre otros.

Por otro lado, el analisis de cluster producido con la distancia Euclidiana de los datos
morfologicos y de elevacion también produjo 3 agrupaciones. La primera agrupacion
incluyé arboles colectados entre los 800 a 1900 m. s. n. m, la segunda agrupacion, arboles
colectados entre los 2000 a 2200 m. s. n. m y la tercera arboles ubicados entre 2200 a
2300 m. s. n. m. Este analisis coincidié con los resultados arrojados por el PCA, sin
embargo hubo mas sobre-lapamiento entre los municipios muestreados, esto dado que

todos se encuentran cercanamente ubicados en Antioquia (Figura 3-13).
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Figura 3- 12. Anadlisis de componentes principales de los datos morfologicos
tomados en 90 arboles criollos y sus elevaciones.
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Figura 3- 13. Analisis de cluster con distancias Euclidianas de los datos
morfoldgicos tomados en 90 arboles criollos y sus elevaciones.
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3.5.3. Analisis conjunto caracterizacion morfolégica y molecular.

Cuando se unieron los datos morfologicos con los datos moleculares provenientes de los
marcadores microsatélites y elevaciones y se realizd un analisis de componente principal
(PCA), se encontré de nuevo la formacién de tres agrupaciones de arboles de aguacate.
La primera agrupacion estuvo compuesta por individuos muestreados en los municipios de
Abejorral, Montebello y Santa Barbara, los cuales se encuentran ubicados entre los 800 a
1900 m. s. n. m. La segunda agrupacién incorporé arboles de Caramanta, Sonsén, El
Retiro y Rionegro ubicados entre los 2000 a 2200 m. s. n. m. y la tercera incluyo arboles
de aguacate encontrados en Valparaiso, Caramanta, La Ceja y Sonson, con altitudes
desde los 2300 a 2400 m. s. n. m. (Figura 3-14).

Adicionalmente, el andlisis de cluster realizado con el algoritmo de Ward (Figura 3-15)
produjo un dendrograma que separo los individuos de aguacate genotipificados con 14
microsatélites y evaluados morfolégicamente con sus elevaciones en tres agrupaciones.
La primera agrupacion incluyé muestras tomadas en los municipios de Sonsén, San
Vicente y La Ceja en altitudes entre 2000 a 2300 m. s. n. m. La segunda, arboles evaluados
en los municipios de Caramanta, Marinilla y Valparaiso entre los 1900 a 2000 m.s.n. my
la tercera agrupacion incluy6 arboles colectados en Montebello y Abejorral entre los 800 a
1900 m. s. n. m.

Finalmente, un analisis de componente principal (PCA) y un analisis de cluster fueron
realizados en ausencia de los datos de las elevaciones para determinar la relacion directa
entre los datos morfolégicos y moleculares de los 90 arboles de aguacate evaluados
(Figuras 3-16 y 3-17). Ambos analisis coincidieron en producir dos clusters. El primero,
incluyé muestras de aguacate de los municipios de San Vicente, Marinilla, Valparaiso, La
Ceja, Rio Negro y Santa Barbara, los cuales se encuentran entre los 800 a 2200 m. s. n.
m. El segundo cluster incluyé muestras de Montebello, Caramanta, Sonsén y Abejorral,

ubicadas entre los 1600 a 2300 m. s. n. m.
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Figura 3- 14. Analisis de componentes principales de los datos morfolégicos y

moleculares tomados en 90 arboles criollos y sus elevaciones.
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Figura 3- 15. Analisis de cluster con el algoritmo de Ward de los datos morfolégicos

tomados en 90

r000s

aguacates criollos y sus elevaciones.
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Figura 3- 16. Anadlisis de componentes principales de los datos morfologicos
tomados en 90 aguacates criollos.
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Figura 3- 17. Analisis de cluster con el algoritmo de Ward de los datos morfologicos
tomados en 90 aguacates criollos.
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3.5.4. Correlacion entre variabilidad genética y variables del
paisaje (altitud y topografia).

Los resultados arrojados de la correlacion de Pearson realizada entre la Heterocigosidad
esperada por localidad de los 14 microsatélites vs la topografia promedio y la elevacién
promedio por cada municipio muestreado para los 90 arboles de aguacate criollo mostraron
valores contrastantes de correlacion y significancia puesto que no se encontré asociacién
significativa entre la heterocigosidad esperada y la topografia de cada localidad
(Figura 3-18), ya que r = -0.2893, p = 0.3886, mientras que si hubo una asociacién
significativa entre la heterocigosidad esperada y la elevacion de cada localidad puesto que
r=0.7112y p = 0.014029, indicando que a mayor altitud, mayor heterocigosidad esperada

en los aguacates criollos del departamento de Antioquia (Figura 3-19).

Figura 3- 18. Correlacion de Pearson entre la heterocigosidad esperada y el
promedio topografico de cada municipio muestreado del departamento de
Antioquia.
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Figura 3- 19. Correlacion de Pearson entre la heterocigosidad esperada y el
promedio de la elevaciéon de cada municipio muestreado del departamento de
Antioquia.
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3.6. Discusion.

Los arboles de aguacate criollo son producto de multiples hibridaciones entre las tres razas
de aguacate conocidas hoy en dia y por ello el uso de caracteres morfolégicos para su
clasificacion dificulta el establecimiento de diferencias marcadas entre sus individuos y
poblaciones (Alcaraz y Hormaza 2007). Por ello, el uso de marcadores moleculares se
hace indispensable ya que adicionan informacion que mejora la identificacion y

clasificaciéon de sus poblaciones (Alcaraz y Hormaza 2007, Gross German y Viruel 2013).

Con relacién a los caracteres morfolégicos de tipo continuo evaluados para los 90
aguacates criollos del departamento de Antioquia seleccionados para este estudio,
presentaron coeficientes de variacién en un rango del 12,05% a 49,42%, indicando que
existe una variaciéon de media a alta elevada de los arboles analizados para la gran mayoria
de las caracteristicas medidas; esto teniendo en cuenta el criterio de varios investigadores
que han considerado que los coeficientes de variaciéon superiores al 20% indican la
presencia de variacidon elevada dentro de las poblaciones vegetales (Montes-Hernandez
et al. 2017).

Uno de los principales caracteres que diferencian las razas botanicas del aguacate son el
clima y la altitud a las que se adaptan; sin embargo existen también algunos caracteres
morfoldgicos que las distinguen, principalmente del fruto. Durante la ejecucion de este
estudio no fue posible medir variables del fruto en los aguacates criollos antioquefios, lo
que posiblemente nos hubiera suministrado mas informacion para llegar a determina o
tener una aproximacion de la identificacidn racial de los aguacates estudiados, pero existen
otros caracteres morfologicos de tallo y hoja que estan asociados con las razas botanicas,
como por ejemplo el tamafo de las hojas. Segun Barrientos — Priego y Lopez —Lépez
(2000) la raza Mexicana presenta hojas de tamafo pequeno, la raza Guatemalteca hojas
de tamano intermedio y la raza Antillana hojas de tamano grande. EIl promedio en la
longitud de la hoja de los arboles analizados en el presente capitulo fue de 18,58 cm con
un valor minimo de 9,80 cm y maximo de 30,80 cm y de ancho de la hoja el promedio fue
de 8,78 cm con un valor minimo de 4,70 cm y maximo de 14, 50 cm. El arbol con el cédigo
176 ubicado en el municipio de Rionegro fue el que presento el mayor tamano de hoja de
todos los arboles evaluados con una longitud de 30,8 cm y ancho de 14,1 cm; lo que

indicaria que de acuerdo a esta caracteristica morfolégica se podria asociar con la raza
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Antillana; sin embargo este arbol se encontraba ubicado a una altitud de 2.179 m.s.n.m la

cual es caracteristica de adaptacion para aguacates de la raza Mexicana.

Otro de los caracteres morfologicos reportados por Barrientos — Priego y Lopez —Lopez
(2000) diferente al fruto para distinguir entre razas botanicas es la superficie del tronco; en
donde para las razas Mexicana y Guatemalteca esta es lisa y para la raza Antillana es
rugosa. El 58,2% de los aguacates criollos analizados presento la superficie del tronco
rugosa y el 25,3% muy rugosa, es decir, el 83,5% de los aguacates criollos analizados
presento la superficie del tronco rugosa como los aguacates de la raza Antillana; sin
embargo el rango de altitud de la ubicacion de los arboles que presentaron el tronco rugoso
estuvo entre los 864 m.s.n.m hasta 2.281 m.s.n.m, abarcando las altitudes de adaptacion

para las tres razas botanicas del aguacate.

Los resultados encontrados en los arboles de aguacate criollo de Antioquia con referencia
a los caracteres morfolégicos tamarfo de la hoja y superficie del tronco, corroboran lo dicho
por Alcaraz y Hormaza (2007) quienes afirman que los arboles de aguacate criollo son
producto de multiples hibridaciones entre las tres razas de aguacate conocidas hoy en dia
y por ello el uso de caracteres morfolégicos para su clasificacion dificulta el establecimiento

de diferencias marcadas entre sus individuos y poblaciones.

En el presente capitulo se realizaron analisis de componentes principales (PCA), de
clusters o dendrogramas con algoritmos de Ward o distancias euclideanas y correlaciones
vs (heterocigocidad esperada vs topografia o elevacion) con el fin de poder elucidar la raza
botanica a la cual pertenecen los aguacates criollos del departamento de Antioquia
candidatos para su uso como portainjertos, mediante las relaciones existentes entre las
variables del paisaje medidas (i. e. elevacidon, topografia) respecto a las variables
morfoldgicas (i.e altura del arbol, didmetro del tronco, color de las hojas en el haz y envés,

ancho de la copa, entre otras) y las variables moleculares (14 microsatélites).

Un primer analisis de componentes principales fue realizado teniendo en cuenta variables
morfoldgicas del paisaje como topografia y altitud, encontrandose que la variable altitud
fue la que dio mayor pesosa este analisis; por lo tanto esta variable fue determinante para
los posteriores analisis de componentes principales que comprendieron adicionalmente

variables moleculares.
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Los resultados generales obtenidos mostraron que al tener en cuenta las variables de
elevacion (altitud) junto con los datos morfolégicos y moleculares (microsatélites), se
produjeron tres agrupaciones las cuales estuvieron conformadas por arboles muestreados
en tres tipos de altitudes diferentes: 800 a 1900, 2000 a 2100 y 2200 a 2300 m. s. n. m.
Estas tres agrupaciones coinciden mas con las altitudes de adaptacion de aguacates de
las razas Guatemalteca y Mexicana (entre los 1000 a 2000 m. s. n. m para la raza
Guatemalteca y 2000 m.s.n.m en adelante para la raza Mexicana (Barrientos y Lopez-
Lopez 2002)); aunque algunos de los arboles de aguacate del grupo altitudinal de 800 a
1900 estuvieron localizados en la altitud de adaptacién de la raza Antillana (por debajo de
los 1000 m.s.n.m), lo que indica que posiblemente sean un hibrido entre la raza
Guatemalteca y Antillana. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Rodriguez
et al. (2000) y Rodriguez — Medina y colaboradores (2003) quienes realizaron la
caracterizacion morfolégica y bioquimica y morfolégica, bioquimica y molecular
respectivamente de cultivares de aguacate en Cuba, donde demostraron la efectividad de
la combinacién de estos marcadores para el agrupamiento de los cultivares de aguacate

estudiados de acuerdo a su grupo ecologico.

Adicionalmente, cuando los datos de las elevaciones fueron retirados de los datos
moleculares y morfoldgicos, se produjeron dos agrupaciones. Un primer grupo conformado
principalmente por arboles de aguacate colectados en los municipios de Santa Barbara,
Caramanta, San Vicente, Marinilla y La Ceja y con un rango de altitud entre los 864 a 2268
m.s.n.m. Cabe anotar, que el rango amplio de altitud esta dado por los cultivares de Santa
Barbara que fueron colectados entre los 864 y 894 m.s.n.m, el cual es caracteristico de la
raza Antillana; si no se tienen en cuenta estos dos arboles en este grupo el rango de altitud
estaria entre los 1.820 a 2.268 m.s.n.m. El segundo grupo estuvo conformado por arboles
de aguacate colectados principalmente de los municipios de Sonsén, Rionegro vy
Montebello y rangos de altitud entre 1.735 a 2.281 m.s.n.m. Estas agrupaciones hacen
asumir que los arboles del grupo 1 pueden ser resultado de la hibridacion entre las tres
razas botanicas, mientras que los arboles del grupo 2 pueden ser el resultado de

hibridaciones entre las razas Guatemalteca y Mexicana.
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Finalmente, los analisis de correlacion de Pearson fueron negativos y no significativos con
la variable de topografia de la zona de muestreos, pero fueron positivos y significativos
respecto a la elevacién, sugiriendo que la heterocigosidad de la especie aumenta en la
medida que aumenta la altitud. Esto indica que las poblaciones de aguacate antioquefio
que se encuentran a mayor altitud, presentan mas variabilidad genética. Estas poblaciones
pueden ser una buena fuente de portainjertos en especial para el cultivar Hass; ya que
fuera de su variabilidad genética se encuentran adaptados a condiciones de altitud y clima
similares a las Optimas para el cultivo de el cultivar Hass que es predominantemente
guatemalteco, pero con algunos genes mexicanos (Bernal et al. 2014). En Colombia su
rango altitudinal éptimo va desde los 1.800 hasta los 2.000 m.s.n.m, que corresponden al
clima frio moderado, y si las condiciones microclimaticas son buenas, se puede establecer
hasta los 2.500 msnm (ICA, 2012).

Los resultados encontrados en este trabajo corroboran lo encontrado para el departamento
de Antioquia en 111 arboles de aguacate genotipificados con 49 marcadores AFLP (Cafas-
Gutiérrez et al. 2015) y los 14 microsatélites usados en el capitulos | y Il de este estudio
dado que ambos estudios demostraron con una analisis de varianza molecular (AMOVA)
que las poblaciones de aguacate del departamento de Antioquia estaban genéticamente
diferenciadas y que esta estructuracion era significativa ya que a pesar de que los valores
de Fsr estimados eran bajos los valores de significancia altos. Los analisis de AMOVA
generaron tres agrupaciones genéticas que coinciden con las agrupaciones encontradas
en los analisis realizados en este capitulo ya que se encontraron 3 grupos que estuvieron
relacionados con diferentes zonas agro - climaticas de Antioquia dadas las diferencias en

su elevacion.
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3.7. Conclusiones.

e Los arboles criollos del departamento de Antioquia evaluados en este estudio
presentaron variacién elevada en cuanto a caracteres morfolégicos de arbol, rama
y hoja de acuerdo a los coeficientes de variacion de cada una de las variables

estudiadas.

e Caracteres morfoldgicos del arbol y la hoja que han sido establecidos para distinguir
entre razas botanicas, no fueron utiles en la identificacion racial de los aguacates

criollos de Antioquia.

o Apesarde lacercaniaenlas altitudes en que se encuentran los aguacates criollos
evaluados en el presente capitulo; tanto los caracteres morfolégicos como los

moleculares diferenciaron los 90 arboles criollos de aguacate en tres poblaciones.

e Las poblaciones de aguacate de Antioquia que se encuentran ubicadas en mayores
altitudes, presentaron mayor variabilidad genética; lo cual los hace candidatos a
portainjertos del aguacate Hass, ya que se encuentran adaptados a las condiciones

Optimas de clima y altitud de esta variedad.
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4.1. Resumen.

El éxito de un cultivo comercial de aguacate (Persea americana Mill.) radica en la
injertacion de variedades comerciales de aceptacion en el mercado, que sean
seleccionadas del mismo huerto, zona o regién, sobre portainjertos locales. Uno de los
aspectos mas importantes para formar una unién funcional entre la copa y el portainjerto,
es que ambos estén lo suficientemente relacionados taxondmicamente, es decir,
genéticamente. El aguacate exhibe tres razas horticolas adaptadas a diferentes
condiciones climaticas que han sido tradicionalmente reconocidas como P. americana "var.
Drymifolia" (Schlecht. Y Cham)], P. americana "var. Guatemalensis" L. Wms.), P.
americana "var. americana" Mill. Con el fin de determinar la diversidad genética presente
en los aguacates criollos de zonas productoras de Antioquia, estimar la similitud genética
existente con variedades comerciales de aguacate y tratar de identificar su origen; para
estimar su potencial uso como portainjertos, se realizé la secuenciacién directa de tres
genes nucleares (endo-1-4-D-glucanasa (Celulasa), Chalcona sintasa (CHS) y serina-
treonina-quinasa (STK) en aguacates criollos del departamento de Antioquia y su
comparacion con secuencias de estos mismos genes almacenadas en el GenBank de
variedades comerciales y cultivares silvestres de diferentes origenes en América. Las
secuencias fueron utilizadas para hacer analisis de haplotipos, analisis de asignacién
bayesiana con STRUCTURE vy filogenias con arboles de Maxima verosimilitud y
bayesianos. Los resultados de haplotipos y andlisis Bayesianos con STRUCTURE
mostraron que los aguacates de Antioquia son genéticamente similares a las razas
Guatemalteca y Mexicana, sugiriendo que se originaron a partir de estas razas. Los
valores K obtenidos fueron K= 6 para Celulasa y CHS y K= 2 para STK. Una filogenia
realizada con Mr. Bayes con 43 secuencias concatenadas, es decir, la unién de las
secuencias obtenidas para los tres locus, produjo dos grupos: el primero estaba compuesto
por haplotipos del GenBank y el segundo por haplotipos de cultivares de Antioquia. Los
resultados obtenidos en este capitulo demuestran que los aguacates criollos de Antioquia
presentan similitud genética con las razas botanicas Mexicana y Guatemalteca y su
adaptacion a altitudes entre los 1.700 a 2.200 m.s.n.m. los convierte en candidatos con

potencial para uso como portainjertos del cultivar Hass
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4.2. Introduccion.

El aguacate (Persea americana Mill.) es un importante cultivo subtropical originario de
América central y México (Ashworth and Clegg, 2003). Esta especie pertenece al sub-
genero Persea sp. la cual contiene otras dos especies, P. schiedeana (Nees) y P. parviflora
(Williams) (Bergh and Ellstrand, 1986). En México, los primeros movimientos del aguacate
nativo se produjeron desde Sierra Nevada en California (origen) hasta Mesoamérica por la
dispersion de grandes mamiferos (Galindo y Arzate, 2010). Cuando el aguacate llegé al
centro de México, se produjo una especie de radiacion desde que un primer grupo de
mamiferos migré a Guatemala, un segundo grupo al oeste de México, el cual llega al valle
de Tehuacan y un tercer grupo a América del Norte y del Sur (Corona-Jacome et al. 2016).
Esta radiacion origind las tres principales razas de aguacate a través de la intervencion
humana, que son tradicionalmente conocidas como: mexicana [P. americana "var.
drymifolia" (Schlecht. y Cham)], guatemalteca (P. americana "var. guatemalensis" L.
Wms.), y antillana (P. americana "var. americana" Mill.) donde, esta ultima se origind en
las Tierras Bajas Mayas cerca de Nuevo Leodn, Zaragoza, Chocola y Yucatan en México
(Corona-Jacome etal. 2016). En las razas botanicas de aguacate se distinguen diferentes
niveles como: morfoldgico, fisioldgico y en sus caracteristicas horticolas (Bergh y Lahav,
1996) y se han adaptado a diferentes condiciones ecoldgicas, donde las dos primeras
estan adaptadas a condiciones mas frias como climas mediterraneos y subtropicales,
mientras que la antillana requiere de climas mas calidos o tropicales para su optimo
desarrollo (Schaffer et al. 2013). La mayoria de cultivares de aguacate de importancia
econdémica son el resultado de la hibridacion entre varias razas (Kinght, 2007 reportado
por Bernal et al. 2014). Esta hibridacién libre entre las razas ha generado un aumento en
la diversidad genética en esta especie (Whiley y Shaffer, 1994 reportado por Bernal et al.
2014).

Las relaciones genéticas de los cultivares de aguacate han sido analizadas con diversos
marcadores moleculares que incluyen isoenzimas (Torres and Bergh, 1978), minisatélites
(Mhameed et al. 1997), ADN polimdrfico amplificado al azar (RAPD) (Fiedler et al. 1998),
Polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion (RFLP) (Davis et al. 1998),
secuencias simples repetidas (SSRs) (Schnell et al. 2003; Ashworth and Clegg, 2003;

Alcaraz and Hormaza, 2007; Gross-German and Viruel, 2013), polimorfismo de la longitud
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del fragmento amplificado (AFLP) (Douhan et al. 2011; Canas-Gutiérrez et al. 2015) y
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) (Chen et al. 2008, 2009). 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).

Una alternativa al uso de los marcadores moleculares tradicionales como los AFLP, RFLP,
microsatélites, es la secuenciacién de genes para realizar estudios de su diversidad
nucleotidica ya que pueden proporcionar mayor informacién de lo que lo hacen los otros
marcadores (Nei y Kummar, 2000); en el caso de las plantas, el marcador de elecciéon ha
sido el ADN del cloroplasto, ya que es haploide, se hereda por via materna en las
angiospermas y es estructuralmente estable (Freeland, 2005); sin embargo, en plantas, la
tasa de mutacién en el cloroplasto es baja comparada con el ADN nuclear, por lo cual los
genes de cloroplastos han sido usados principalmente para inferir filogenias (Freeland
2005). La secuenciacién del ADN nuclear es otra alternativa para analizar la diversidad
nucleotidica y el grado de similitud genética al interior de una especie, como es el caso del
aguacate (Chen et al. 2008, 2009). Los genes nucleares presentan ciertas ventajas
respecto a los marcadores de cloroplasto como es la elevada tasa relativa de evolucién en
su secuencia (Freeland 2005). Varios estudios han revelado que las tasas de sustitucién
sinbnimas de los genes nucleares son hasta cinco veces mayores que en los genes de
cloroplasto (Wolfe et al. 1987; Gaut, 1998); esta ventaja se hace particularmente aguda a
bajos niveles taxonémicos o entre linajes creados por eventos de rapida divergencia (Small
et al. 1998; Cronn et al. 2002; Malcomber, 2002). Otra caracteristica que presentan los
genes nucleares es su herencia Mendeliana explicitamente biparental; a diferencia del
genoma de cloroplasto el cual es usualmente de herencia uniparental, datos obtenidos de
ADN de cloroplasto pueden decir solo la mitad de la historia en casos de hibridacion puesto
que no se recombina, por lo tanto los genes nucleares son candidatos ideales para la
identificacion de donantes parentales de hibridos o poliploides sospechosos (Wendel,
2003).

Estudios genéticos con genes nucleares han sido realizados en varias especies vegetales,
como por ejemplo Arabidopsis thaliana (Aguade 2001; Nordborg et al. 2005 reportado por
Chen et al. 2008), camelia (Camellia flavida Therace) (Wei et al. 2017), especies de

manglar del género Rhizophora (Chen et al. 2015), en Lumnitzera racemosa y Lumnitzera
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littorea otras dos especies de manglar (Guo et al. 2011), cebada silvestre (Lin et al. 2002;
Morrell et al. 2003, 2005 reportado por Chen et al. 2008) y maiz (Gaut et al. 2000; Tiffin
and Gaut, 2001a, 2001b reportado por Chen et al. 2008). Para el caso especifico del
aguacate (P. americana Mill), Chen y et al. (2008), estudiaron la diversidad nucleotidica y
el desequilibrio de ligamiento en cultivares nativos de aguacate procedentes de México,
Costa Rica, Ecuador y Republica Dominicana mediante la secuenciacion de los genes
Chalcona sintasa (CHS), Flavanona -3-Hidrolasa (F3H), Celulasa (endo-1,4-D-Glucanasa)
y Serina-Treonona-Quinasa (STK). El gen CHS es uno de los genes regulatorios de la via
biosintética de los flavonoides y codifica para la enzima Chalcona sintasa, se cree que
comparte un origen comun con las sintasas de acidos grasos del metabolismo primario
(Verwoert et al. 1992); el gen F3Htambién pertenece a la familia de genes que intervienen
en la via biosintética de los flavonoides y su funciéon es convertir la flavonona (2S) a
dihidroflavonoles (2R, 3R), el cual es un intermediario directo en la biosintesis de
antocianidinas y flavonoles (Forkmann and Dangelmayr, 1980; Britsch et al. 1992,
reportados por Chen et al. 2008); el gen celulasa esta relacionado con la maduracion de
los frutos (Tucker et al. 1987) y el gen STK el cual esta relacionado con resistencia a
enfermedades en plantas (DiGaspero y Cipriani, 2003). Posteriormente en el 2009 Cheny
colaboradores utilizaron nuevamente la secuenciacion de estos cuatro genes con el fin de
inferir la historia genética de 21 cultivares nativos de aguacate, usando un modelo basado
en el programa STRUCTURE vy el polimorfismo de nucleétidos y la comparacion de las
secuencias con 33 cultivares de aguacate de origen conocido, observando una
diferenciacién genética de 3 grupos geograficos en los cultivares nativos, los cuales
correspondieron a las razas botanicas clasicas definidas para aguacate. Los estudios
realizados en aguacate por Chen y colaboradores (2008 y 2009) se llevaron a cabo
mediante la secuenciacién del ADN utilizando “cebadores” alelo especificos (AS) posterior
al hallazgo de alelos homocigotos y heterocigotos en cultivares de aguacate, donde los
individuos heterocigotos produjeron un alto nimero de haplotipos (Clark, 1990) mientras
que Wei et al. (2017), Chen et al. (2015) y Guo et al. (2011) realizaron secuenciacién y
detectaron heterocigosis en cromatogramas al observar picos dobles en sitios polimorficos
(Wei et al. 2017; Guo et al. 2011) o utilizaron programas para el analisis de hibridacién
(FASE en Dnasp) (Chen et al. 2015).
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Como ya se ha recalcado en los anteriores capitulos de este estudio, el éxito de un cultivo
comercial de aguacate radica en la injertacion de variedades comerciales de aceptaciéon
en el mercado, que sean seleccionadas del mismo huerto, zona o regién, sobre
portainjertos locales y que uno de los aspectos mas importantes para formar una union
funcional entre la copa y el portainjerto, es que ambos estén lo suficientemente
relacionados taxondmicamente, es decir, genéticamente. Por lo tanto el presente capitulo
tiene como objetivo determinar la diversidad genética presente en los aguacates criollos
de zonas productoras de Antioquia, estimar la similitud genética existente entre los
aguacates criollos y variedades comerciales de aguacate y tratar de identificar el origen
del aguacate criollo de Antioquia como aporte para el eventual mejoramiento genético de
la especie en el departamento de Antioquia; mediante la secuenciacion de tres genes
nucleares (Chalcona sintasa (CHS), Celulasa (endo-1,4-D- Glucanasa) y Serina — Treonina
— Kinasa (STK); como una alternativa a la caracterizacién realizada con marcadores

microsatélites.
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4.3. Objetivos.

A. Estimar el numero de subpoblaciones existentes de los aguacates criollos
procedentes del departamento de Antioquia, y los cultivares de aguacate de
diferentes variedades y origenes reportados en el GenBank mediante un analisis
bayesiano, basado en las secuencias nucléotidicas de los genes nucleares:
Chalcona sintasa (CHS), Celulasa (endo-1,4-D- Glucanasa) y Serina — Treonina —
Kinasa (STK).

B. Establecer las relaciones ancestro-descendientes entre aguacates criollos del
departamento de Antioquia y cultivares de aguacate de diferentes variedades y
origenes reportados en el GenBank, mediante la realizacion de filogenias de
maxima verosimilitud y Bayesianas de secuencias de los genes nucleares
Chalcona sintasa (CHS), Celulasa (endo-1,4-D- Glucanasa) y Serina — Treonina —
Kinasa (STK).

C. Evaluar la similitud genética existente entre aguacates criollos del departamento de
Antioquia y cultivares de aguacate de diferentes variedades y origenes reportados
en el GenBank, a través de la identificacion de haplotipos generados para cada uno
de los genes nucleares evaluados (Chalcona sintasa (CHS), Celulasa (endo-1,4-D-

Glucanasa) y Serina — Treonina — Kinasa (STK))
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4.4. Materiales y métodos.

4.4.1. Material vegetal y extraccion de ADN.

Para la secuenciacion de los tres genes nucleares se utilizaron los aguacates criollos de
Antioquia colectados entre los afios 2009 a 2011. La informacién de estos cultivares puede
observarse en la tabla 1-1 del capitulo I. El ADN gendmico total de cada uno de los arboles
de aguacate fue obtenido a partir de hojas jévenes con el método de extraccion

estandarizado por Cafias-Gutiérrez et al. (2015).

4.4.2. Amplificacion de ADN y secuenciacidon de genes nucleares.

Los cebadores para la amplificacion de los genes nucleares Celulasa, Chalcona Sintasa y
Serina —Treonina-kinasa fueron disefiados de acuerdo a regiones conservadas de las
secuencias de estos genes en aguacate publicadas en el GenBank; y con la ayuda del

programa Primer 3 Plus (http://primer3plus.com/). Las secuencias de cebadores para cada

uno de los genes nucleares se muestran en la tabla 4-1. Las reacciones de amplificacién
contenian buffer 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM 150 KCI), 1.5 mM de cloruro de
magnesio, 0.2 mM de cada dNTP (Thermo Scientific, Waltham, MA), 2 uM de cada primer,
1.5U de Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific), 50 ng del DNA blanco y la reaccion fue
completada con agua hasta un volumen de 25 pL. Lo ciclos de temperatura se realizaron
en un Termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA), con una temperatura
inicial de 95°C durante 3 min, seguido de 95°C durante 45 s, una temperatura de
anillamiento de 57°C para los cebadores que amplifican el gen de la Celulasa y 58°C para
los cebadores que amplifican Chalcona sintasa y Serina-Treonina-Kinasa durante 1 min,
una temperatura de extension de 72°C durante 5 min. La amplificacion incluyo 35 ciclos
con una extension final de 72°C por 10 min. Los productos de amplificacion (3pl) fueron
separados por electroforesis en un gel de agarosa del 1% tenido con GelRedTM y
visualizado en un transiluminador UV. Las amplificaciones fueron purificadas vy
secuenciadas en Macrogen Inc., (Corea del sur) con un secuenciador ABI 168 3730XL
(Perkin Elmer/Applied Biosystem, Foster City, CA) y usando los mismos cebadores que en

las reacciones de PCR.
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Tabla 4- 1. Secuencias de cebadores disefiados para la amplificacion de los genes
nucleares Celulasa, Chalcona Sintasa (CHS) y Serina —Treonina-kinasa (STK).

Gen nuclear Primer Secuencia
CHS1F 5TGTGAAAGCGAGATCATCCA3
CHS CHS1R 5 GTGCGCGATCCAAAACAAGS3’
CHS2F 5TGTGAAAGCGAGATCATCCA3
CHS2R 5TGCGCGATCCAAAACAAG3T
STK1F 5TAAAGGGGGAATTTTGATGC3
STK STK1R 5TCTTGTTGTTGCTGCTGGTC3’
STK2F 5TAAAGGGGGAATTTTGATGC3’
STK2R 5AAATTTGAATTAGAGCGACTGTCC3’
CELLULASE 1F 5TGAATTCAATCGGGACTCAGZ
Celulasa CELLULASE 1R 5TGTTCCGGTCATCTGAGAAA3
2CELLULASE F 5'GTGAATTCAATCAGGACTCAGAAA3’
2CELLULASE R 5TGTTCCGGTCATCTGAGAAA3

4.4.3. Edicion de las secuencias obtenidas.

Las secuencias obtenidas (forward y reverse) para cada uno de los aguacates criollos
antioquenos y los tres genes nucleares, fueron examinadas de forma visual con el fin de
detectar la presencia de dobles picos en el mismo sitio polimérfico de acuerdo a lo
reportado por Wei et al. (2017). Debido a que las secuencias analizadas son nucleares y
la especie de estudio es diploide, las secuencias obtenidas pueden generar variaciones
nucletoditicas de tal forma que producen genotipos homocigotos (nucleétido con un solo
pico en el cromatograma) y genotipos heterocigotos (nucleétido con mas de dos picos en
el cromoatograma) (Clark 1990, Chen et al. 2008, Wei et al. 2017). Por esta razon, estas
secuencias deben ser analizadas con cautela durante la realizacion del alineamiento (Wei
et al. 2017; Chen et al. 2015). Estos analisis pueden ser llevadas a cabo manualmente
como lo efectuaron Wei et al. (2017), Chen et al. (2015) en unas especies de manglar que
son diploides, o pueden ser llevados a cabo en el programa Poliphred (Chen et al. 2008).
En este trabajo, se evaluaron manualmente para poder dilucidar en qué lugar de la
secuencia (posicion del nucledtido) ocurria la heterocigosidad y si ésta se repetia entre
secuencias. Esta evaluacion fue preliminar a los estudios de polimorfismos de secuencias
que se realizaron con posterioridad. Adicionalmente, puesto que Chen et al. (2008, 2009)
solo reportan un solo haplotipo por secuencia de las variedades de aguacate que ellos

analizaron con los tres genes nucleares STK; Celulasa y CHS, en este trabajo se tuvo en
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cuenta un solo haplotipo por cada individuo (arbol de aguacate) analizado en Antioquia.
Estos haplotipos consistieron en secuencias individuales que poseian los picos mas altos
en las posiciones donde se encontraron genotipos heterocigotos (doble pico), ya que si un
individuo presenta heterocigosidad en varios nucleétidos, daria origen a varios haplotipos,
puesto que consistirian en combinaciones de heterocigotos por posicion como lo explica
Clark (1990) por ejemplo: AT®CGCTAC, este caso dado puesto que hay dos sitios
ambiguos, esta secuencia origina cuatro haplotipos. Posterior a esta observacion, las
secuencias fueron visualizadas y ajustadas manualmente usando el programa

bioinformatico Geneious 5.3.6 (Biomatters disponible en http://www.geneious.com).

El ajuste manual consisti6 en la eliminacion de los extremos de las secuencias
nucleotidicas y en la resolucion de posiciones ambiguas con base en los cromatogramas.
La integridad e identidad de las secuencias fue evaluada por individuo y por gen mediante
un Blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Una vez que ambas secuencias fueron ajustadas
por individuo, estas fueron alineadas mediante el algoritmo Clustal W (Larkin et al. 2007).
Las otras secuencias de P. americana que también fueron analizadas, fueron tomadas del
GenBank con el fin de comparar la composicion genética y variabilidad del aguacate
antioqueno con cultivares silvestres de paises como Costa Rica, Chile, Ecuador, Estados
Unidos (variedades comerciales originadas de México), Guatemala, México y Republica
Dominicana, los cuales fueron obtenidos por Chen et al. (2008) de colecciones de
germoplasma de aguacate ubicadas en el Centro de Investigaciones Cientificas y
Tecnoldgicas del Aguacate, en Coatepec de Harinas e Ixtapan de la Sal en el Estado de
México, México, y en el Instituto Nacional de Investigacion Forestal, Agricola y Ganadera
y algunos recolectados en el estado de Guanajuato, México. El material silvestre era
originario de varios estados dentro de México, desde los estados centrales montafiosos de
Guanajuato y Querétaro hasta el estado costero oriental de Veracruz, y desde los estados
del sur de Chiapas y Yucatan. También se obtuvieron accesiones de América Central
(Costa Rica), América del Sur (Ecuador) y la Republica Dominicana (RD) en la isla caribefia
de la Espafola (las muestras de RD fueron proporcionadas amablemente por J. NUfez).
También variedades comerciales de raza botanica conocida. Las accesiones del GenBank
de las secuencias correspondientes a los tres genes nucleares para los cultivares de
aguacate de diversos origenes y variedades comerciales utilizados en este estudio se

pueden observar en la tabla 4- 2.
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4.4.4. Analisis de secuencias.

La variacion en la secuencia de ADN (Polimorfismo en la secuencia de ADN) para cada
uno de los tres genes fue estimada con los siguientes parametros: polimorfismo
nucleotidico (B), el cual esta relacionado con la proporcion de nucleétidos que se espera
que sean polimoérficos en cualquier muestra tomada del genoma de un organismo. Siendo
0= S/a1; donde a1= S 1/i y de igual forma i es n-1, donde n es el tamafio de la muestra
(nimero de marcadores utilizados para el analisis y S es el numero de fragmentos
polimérficos generados por cada marcador (Hartl y Clark, 1997). También se calcul6 el
grado de divergencia nucleotidica (1), el cual determina el promedio de la proporcién de
diferencias nucleotidicas entre todos los pares de secuencias, definido como 1= N/(p =
N/(N-1)Zpipj pij, donde N es el numero de secuencias analizadas; pi es la frecuencia de la
secuencia “I”, pj es la frecuencia de la secuencia “j’y pij es la proporcién de nucleétidos
que difieren entre las secuencias de ADN comparadas ith y jth (Nei y Kumar, 2000; Hedrick,
2004). Adicional a estos parametros también se realizé el célculo de los sitios segregantes
(s), numero de haplotipos (H) y Diversidad haplotipica (Hd) (Nei and Kummar, 2000).
Todos los parametros fueron obtenidos usando el programa DNAsp V5 (Librado y Rozas,
2009).

El analisis basado en el test de asignamiento poblacional STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et
al. 2000) fue usado para evaluar la pertenencia mas probable del grupo para cada cultivar
de aguacate de todas las poblaciones para las secuencias concatenadas de los tres genes
nucleares. Este programa se ejecutd para 150.000 pasos de la cadena Markov Monte
Carlo con un periodo de burnin de 15.000 vy replicas desde K=1 hasta K=10 considerando
a) modelo de no mezcla, b) modelo de frecuencia alélica independiente; estos modelos
fueron escogidos con el fin de seguir el procedimiento dado por Chen et al. (2009). Cada
valor K fue calculado a partir de 10 corridas independientes. Cada nucledtido fue
numéricamente codificado de la siguiente forma: A=1, T =2, C =3 and G =4y los datos
perdidos como -9. Se aplico un filtro para la secuencia concatenadfa de los tres genes, de
manera que se consideraron como SNPs el numero total de sitios segregantes estimados
en el programa DNAsp para cada locus. Un filtro similar fue utilizado por Chen et al. (2009).
Esto se debid a que los SNPs unicos no fueron geograficamente informativos para estos

autores.
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Tabla 4- 2. Accesiones del GenBank correspondientes a cultivares de aguacate de
México, Ecuador, Costa Rica, Republica Dominicana y Variedades comerciales
utilizadas en este estudio y su asignacion de raza de acuerdo a Chen et al (2009).

Nombre L. . Numero de la accesion en el GenBank
del Raza botanica Procedencia
Cultivar Celulasa STK CHS
Anaheim G (99%) USA EU335565.1 EU335697.1 EU335611.1
Andes 4 G (95%) Chile EU335596.1 EU335738.1
Arue WI (99%) ISS‘I’:r']ZZ’ EU335567.1 EU335739.1 EU335613.1
Bacon G (94%) Usa EU335569.1 EU335699.1 EU335615.1
Daily 11 G (96%) Usa EU335597.1 EU335702.1 EU335617.1
Duke 6 M (100%) México EU335571.1 EU335740.1 EU335647.
Duke 7 M (99%) México EU335573.1 EU335704.1 EU335619.1
Esther G (99%) Guatemala EU335575.1 EU335741.1 EU335621.1
Fuerte M (99%) México EU335577.1 EU335705.1
Gwen G (99%) Mx G EU335579.1 EU335707.1 EU335648.1
H287 Mx G (57%, 43%) Mx G EU335598.1 EU335743.1 EU335649.1
H670 Mx G (50%, 50%) Mx G EU335599.1 EU335744.1 EU335623.1
Hass Mx G (42%, 58%) Usa EU335600.1 EU335745.1 EU335625.1
HX48 Mx G (53%, 47%) Mx G EU335601.1 EU335746.1 EU335628.1
Khan M (100%) México EU335602.1 EU335709.1 EU335650.1
Linda G (99%) Guatemala EU335604.1 EU335711.1 EU335630.1
Lyon M (99%) Usa EU335605.1 EU335713.1 EU335631.1
Mexicola M (99%) México EU335581.1 EU335716.1 EU335632.1
Nabal G (99%) Guatemala EU335606.1 EU335717.1 EU335651.1
Nimlioh G (100%) Guatemala EU335607.1 EU335748.1 EU335635.1
Noga Mx G (71%, 29%) Mx G EU335583.1 EU335720.1 EU335637.1
Pinkerton G (98%) Mx G EU335585.1 EU335722.1 EU335652.1
Puebla Mx G xWI (6%, 82%, 12%) México EU335587.1 EU335723.1
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Tabla 4-2: Continuacion.

Nombre Numero de la accesion en el GenBank
del Raza botanica Procedencia
. Celulasa STK CHS
Cultivar
Reed G (100%) Usa EU335608.1  EU335749.1 EU335653.1
Thille G (100%) Usa EU335589.1 EU335727.1 EU335639.1
Thomas M (100%) México  EU335591.1  EU335729.1 EU335654.1
TopaTopa  M(100%) Usa EU335609.1 EU335731.1 EU335642.1
Zutano  Mx G (43%, 56%) Usa EU335593.1 EU335736.1 EU335645.1
Ch3s G México  EU335462.1 EU335489.1
229 G México  EU335454.1  EU335539.1 EU335482.1
46 M México  EU335456.1 EU335556.1
63 M México  EU335458.1  EU335557.1 EU335486.1
65 M México  EU3354601 EU335539.1
139 M México  EU335470.1 EU335535.1 EU335506.1
244 M México  EU335471.1  EU335555.1 EU335507.1
QRO1 M México  EU3354781  EU335562.1 EU335510.1
VER3 M México  EU3354801 EU335563.1
VER16 M México  EU3354681 EU335551.1 EU335501.1
VER22 M México  EU335479.1  EU335554.1 EU335502.1
Yu60 G México  EU335481.1  EU335564.1 EU335504.1
Costa Rica WI CostaRica EU335474.1 EU335558.1 EU335491.1
Ecuador M Ecuador  EU3354751  EU335547.1 EU335492.1
41 M Ecuador  EU3354721  EU335541.1 EU335484.1
IM1 wi Republica ¢\ j3ae150 1 EU335559.1 EU335494.1
Dominicana
MB1 Wi Republica £\ 2304761 EU335550.1 EU335509.1
Dominicana
MC1 Wi Republica ¢\ 3aer56.1 EU335560.1 EU335496.1
Dominicana
Ch3B wi Repdblica ¢ 3354731 EU335545.1 EU335508.1
Dominicana
MG1 Wi Republica ¢\ 3350774 EU335561 .1 EU335498.1
Dominicana

M: Mexicana, G: Guatemalteca, WI: Antillana
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La probabilidad estimada de K (delta K) (Evanno et al. 2005) fue usada para estimar el
numero mas probable de poblaciones (K) basado en la tasa de cambio de la probabilidad
logaritmica de los datos [Ln Pr (X/K)]. Esta fue estimada con STRUCTURE HARVESTER
(Earl and vonHoldt 2012). La grafica fue obtenida con CLUMPP (Jakobsson and
Rosenberg 2007) and Distruct 1.1 (Rosenberg, 2004).

Finalmente, basados en las distancias de las secuencias concatenadas de los tres genes
nucleares de 43 aguacates criollos antioquenos y cultivares nativos de Costa Rica, Chile,
Ecuador, Estados Unidos (variedades comerciales originadas de México), Guatemala,
México y Republica Dominicana y variedades comerciales de raza botanica conocida se
construyé un dendograma de Maxima Verosimilitud (ML), con el programa Mega 7.0
(Kummar et al. 2016). Este arbol fue estimado después de obtener un modelo de
sustitucion nucleotidica (Nei and Kummar, 2000) con Jmodeltest (Posada, 2008) y
boostrapping (500 réplicas) los cuales también fueron estimados con Mega 7.0 (Kummar
et al. 2016) y también un arbol filogenético utilizando el progmama MrBayes v 3.2.0
(Ronquist et al. 2012) y técnica de la cadena de Markov Monte Carlo (MCMC). Los analisis
se realizaron con 10 millones de generaciones utilizando cuatro cadenas con muestreo
cada 1000 generaciones. EIl arbol generado a través de este proceso se visualizd
utilizando FigTree v1.4.0. Para la obtencién de estos dos ultimos arboles, no se pudo
colocar un outgroup ya que no existen secuencias para estos tres genes en otras especies

de plantas.

4.5. Resultados.

4.5.1. ADNs y secuencias de genes nucleares obtenidas.

Se obtuvo ADN de los 87 cultivares colectados en las subregiones Oriente antioquefo
subregion paramo y altiplano y Suroeste antioquefio. Dentro de los 87 cultivares también
se encontraban algunos cultivares de variedades comerciales como Hass, Reed y Fuerte.
No todos los 87 cultivares pudieron ser amplificados y secuenciados para los tres genes
nucleares (Celulasa, STKy CHS). El gen Celulasa fue amplificado y secuenciado en 50 de
los 87 cultivares seleccionados, para el gen CHS se lograron amplificar y secuenciar 72

cultivares de los 87 seleccionados y para el gen STK 57 cultivares. Enlatabla4-3 (a, by
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c) se relacionan los cultivares de aguacate criollos del departamento de Antioquia que

fueron obtenidos y analizados para cada gen.

La amplificacién y edicion final de las secuencias produjo para el gen Celulasa un
fragmento de 995 pb, para el gen CHS un fragmento de 830 pb y para el gen STK un
fragmento de 1115 pb. Los tamanos de los fragmentos obtenidos para cada gen y
analizados en este capitulo fue de menor tamafo a los obtenidos por Chen et al (2008,
2009) en donde para el gen Celulasa obtuvieron y analizaron un fragmento de 1540 pb,

para el gen CHS un fragmento de 1210 pb y para el gen STK un fragmento de 1398 pb.

4.5.2. Determinacion de genotipos homocigotos y heterocigotos.

Como se menciond con anterioridad, el analisis de secuencias en este capitulo se realizd
con una especie diploide y los genes nucleares pueden presentar dos alelos por locus
(Clark, 1990), se llevé a cabo la identificacién de genotipos homocigotos y heterocigotos,
para cada uno de los tres loci estudiados en los aguacates criollos provenientes del
departamento de Antioquia de forma visual, analizando con detenimiento los
cromatogramas resultantes de la secuenciacion de cada locus, identificando la presencia
de doble pico (heterocigoto) y los sitios variables que estos representan. En la figura 4-1

se muestra como ejemplo algunos heterocigotos encontrados en el gen STK.

De acuerdo al analisis visual realizado a los cromatogramas se encontrd que para el locus
STK, 28 de los 57 cultivares fueron heterocigotos, encontrandose variaciones en 12
posiciones de la secuencia (Tabla 4-4a y b); para el locus CHS, 31 de los 72 cultivares
fueron heterocigotos con variaciones en 14 posiciones de la secuencia (Tabla 4-5) y para
el locus Celulasa solo 10 de los 50 cultivares fueron heterocigotos con variaciones en 3
posiciones de la secuencia (Tabla 4-6), siendo este el que presentd el menor nimero de
heterocigotos; este resultado es concordante con lo reportado por Chen et al (2008)
quienes por la metodologia de PCR alelo-especifica (AS) amplificaron e identificaron
haplotipos para estos mismos loci en cultivares de México, Ecuador, Costa Rica y
Republica Dominicana, encontrando que las dos terceras partes de los cultivares

resultaron ser heterocigotos para estos mismos loci.
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Figura 4- 1. Ejemplos de visualizacion de heterocigotos en cromatogramas.La figura
A corresponde al locus STK del cultivar 446F-MARI vy la figura B al locus STK del
cultivar 176-RIO.
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Tabla 4- 3. (a). Aguacates criollos del departamento de Antioquia analizados para el

gen Celulasa.

Cadigo cultivar

Localidad Caédigo cultivar Cédigo cultivar

CE-17-SON
CE-24-SON
CE-25-SON
CE-33-SON
CE-317-SON
CE-322-SON
CE-330-SON
CE-360-SON
CE-362-SON
CE-19-R-SON
CE-21-H-SON
CE-29-H-SON
CE-388-ABE
CE-390-ABE
CE-400-ABE
CE-411-ABE
CE-412-ABE
CE-404-ABE
CE-145-CEJ
CE-147-CEJ
CE-152-CEJ
CE-157-CEJ
CE-12-RCEJ
CE-35-SV
CE-37-SV

Sonsén

Sonson
Sonsoén
Sonsoén
Sonsoén
Sonsoén
Sonsoén
Sonsoén
Sonsoén
Sonsoén
Sonsén
Sonsoén
Abejorral
Abejorral
Abejorral
Abejorral
Abejorral
Abejorral
La Ceja
La Ceja
La Ceja
La Ceja
La Ceja
San Vicente

San Vicente CE-307-H-CAR

CE-38-SV

CE-40-SV

CE-04-SB
CE-44-MAR
CE-46-MAR
CE-47-MAR

CE-445-R-MAR
CE-446-F-MAR

CE-170-RIO
CE-171-RIO
CE-175-RIO
CE-176-RIO
CE-428-H-RIO
CE-257-MON
CE-264-MON
CE-265-MON
CE-258-MON
CE-263-MON
CE-276-MON
CE-256-MON
CE-193-RET
CE-194-RET
CE-100-VAL
CE-118-CAR

San Vicente

San Vicente
Santa Barbara
Marinilla
Marinilla
Marinilla
Marinilla
Marinilla
Rionegro
Rionegro
Rionegro
Rionegro
Rionegro
Montebello
Montebello
Montebello
Montebello
Montebello
Montebello
Montebello
El Retiro
El Retiro
Valparaiso
Caramanta

Caramanta
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Tabla 4-3. (b): Aguacates criollos del departamento de Antioquia analizados para el
gen CHS.

Cadigo cultivar Localidad Cédigo cultivar Localidad

CH-19-R-SON Sonsoén CH-44-MAR Marinilla
CH-21-H-SON Sonsoén CH-45-MAR Marinilla
CH-29-H-SON Sonsoén CH-46-MAR Marinilla
CH-354-SON Sonsoén CH-47-MAR Marinilla
CH-354-SON Sonsoén CH-64-MAR Marinilla
CH-356-SON Sonsoén CH-445-R-MAR Marinilla
CH-331-SON Sonson CH-446-F-MAR Marinilla
CH-25-SON Sonsoén CH-170-RIO Rionegro
CH-27-SON Sonsoén CH-175-RIO Rionegro
CH-317-SON Sonsoén CH-176-RIO Rionegro
CH-322-SON Sonsoén CH-201-RIO Rionegro
CH-329-SON Sonsoén CH-202-RIO Rionegro
CH-330-SON Sonsoén CH-204-RIO Rionegro
CH-33-SON Sonsoén CH-256-MONT  Montebello
CH-359-SON Sonsoén CH-258-MONT Montebello
CH-360-SON Sonsoén CH-276-MONT  Montebello
CH-362-SON Sonsoén CH-262-MONT Montebello
CH-374-SON Sonsoén CH-280-MONT  Montebello
CH-388-ABEJ Abejorral CH-263-MONT  Montebello
CH-399-ABEJ Abejorral CH-279-MONT  Montebello
CH-412-ABEJ Abejorral CH-259-MONT  Montebello
CH-390-ABEJ Abejorral CH-264-MONT  Montebello
CH-400-ABEJ Abejorral CH-179-RET El Retiro
CH-404-ABEJ Abejorral CH-193-RET El Retiro
CH-11-R-CEJ La Ceja CH-194-RET El Retiro
CH-12-R-CEJ La Ceja CH-99-VAL Valparaiso
CH-145-CEJ La Ceja CH-100-VAL Valparaiso
CH-147-CEJ La Ceja CH-101-VAL Valparaiso
CH-150-CEJ La Ceja CH-109-CAR Caramanta
CH-152-CEJ La Ceja CH-117-CAR Caramanta
CH-156-CEJ La Ceja CH-118-CAR Caramanta
CH-157-CEJ La Ceja CH-119-CAR Caramanta
CH-35-SV San Vicente CH-293-CAR Caramanta
CH-37-SV San Vicente CH-307-H-CAR  Caramanta
CH-38-SV San Vicente CH-O4-SB  Santa Barbara
CH-40-SV San Vicente CH-05-SB  Santa Barbara
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Tabla 4-3. (c): Aguacates criollos del departamento de Antioquia analizados para el
gen STK.

Caédigo cultivar Localidad Caédigo cultivar Localidad
STK-19RSON Sonsoén STK-35-SV San Vicente
STK-21H-SON Sonsén STK-37-SV San Vicente

STK-24-SON Sonsoén STK-38-SV San Vicente
STK-25-SON Sonson STK-40-SV San Vicente
STK-27-SON Sonsoén STK-44-MARI Marinilla
STK-317-SON Sonsoén STK-445-R-MARI Marinilla
STK-322-SON Sonson STK-446F-MARI Marinilla
STK-329-SON Sonsoén STK-170-RIO Rionegro
STK-330-SON Sonsén STK-175-RIO Rionegro
STK-331-SON Sonson STK-176-RIO Rionegro
STK-33-SON Sonsoén STK-201-RIO Rionegro
STK-354-SON Sonsoén STK-202-RIO Rionegro
STK-356-SON Sonsén STK-204-RIO Rionegro
STK-359-SON Sonson STK-428H-RIO Rionegro
STK-360-SON Sonson STK-256-MONT Montebello
STK-362-SON Sonsoén STK-259-MONT Montebello
STK-388-ABE Abejorral STK-264-MONT Montebello
STK-390-ABE Abejorral STK-266-MONT Montebello
STK-399-ABE Abejorral STK-276-MONT Montebello
STK-400-ABE Abejorral STK-279-MONT Montebello
STK-404-ABE Abejorral STK-280-MONT Montebello
STK-411-ABE Abejorral STK-179-RET El Retiro
STK-412-ABE Abejorral STK-193-RET El Retiro
STK-11R-CEJ La Ceja STK-100-VAL Valparaiso
STK-12R-CEJ La Ceja STK-117-CARA Caramanta
STK-150-CEJ La Ceja STK-118-CARA Caramanta
STK-152-CEJ La Ceja STK-119-CARA Caramanta
STK-157-CEJ La Ceja STK-293-CARA Caramanta

STK-05-SB

Santa Barbara
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Tabla 4- 4. Descripcion de las posiciones de heterocigotos para el locus STK.

Posicion locus 17 47 88 89 104 193 194 209 215 229 297 307

Codigo cultivar

STK-05-SB C/A AIG G/A
STK-12R-CEJ
STK-19RSON C/A G/A
STK-24-SON G/A
STK-25-SON T/C C/T CIT G/A
STK-37-SV
STK-44-MARI G/A
STK-100-VAL G/A
STK-119-CARA
STK-157-CEJ AIG
STK-170-RIO C/A G/A
STK-176-RIO C/A T/C C/T CIT G/A
STK-201-RIO C/A
STK-202-RIO G/A
STK-204-RIO G/A
STK-256-MONT G/A
STK-259-MONT G/A
STK-266-MONT AIG G/A
STK-317-SON G/A
STK-329-SON G/A
STK-330-SON
STK-354-SON C/A T/A G/A
STK-362-SON G/A
STK-400-ABE G/A
STK-412-ABE C/A
STK-428H-RIO T/C T/C C/T CIT GIT
STK-445-R-MARI C/A

STK-446F-MARI C/A C/T _C/T_CT
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Tabla 4- 5. Descripcion de las posiciones de heterocigotos para el locus CHS.

Posicién locus 9 19 58 75 96 121 126 201 214 218 257 258 302 365

Cddigo cultivar
CH-05-SB TIC

CH-11-R-CEJ G/C
CH-12-R-CEJ TIG CIT

CH-19-R-SON TIG G/A

CH-21-H-SON G/A T/IC GIC TIC AIG
CH-25-SON AT

CH-27-SON G/A

CH-29-H-SON GI/A

CH-35-SV G/A AT

CH-38-SV T/IC
CH-40-SV AT

CH-44-MAR G/A AT

CH-46-MAR G/A AT

CH-47-MAR G/A AT

CH-118-CAR G/A AT

CH-145-CEJ GIC
CH-147-CEJ TIC GIC

CH-157-CEJ G/A AT

CH-175-RIO G/A

CH-204-RIO G/A AT

CH-256-MONT G/A

CH-258-MONT T/IC GIC G/C
CH-259-MONT G/A

CH-307-H-CAR GI/A TIC GIC

CH-329-SON TIC
CH-330-SON G/A

CH-331-SON G/A AT

CH-362-SON G/A AT

CH-399-ABEJ G/A AT

CH-445-R-MAR TIG G/A

CH-446-F-MAR G/C
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Tabla 4- 6. Descripcion de las posiciones de heterocigotos para el locus Celulasa.

Posicion locus 68 75 249
Cadigo cultivar

CE-25-SON CIT
CE-29-H-SON CIT
CE-37-SV CIT
CE-145-CEJ CIT
CE-152-CEJ CIT

CE-157-CEJ AT CIT C/G
CE-257-MON CIT
CE-258-MON CIT
CE-265-MON CIT

CE-404-ABE AT CIT CIG

4.5.3. Polimorfismo y diversidad nucleotidica.

Para el estudio de diversidad nucleotidica y posteriores analisis realizados con las
secuencias de los tres genes amplificados, se analizé un solo haplotipo por individuo (arbol
analizado), tomando como criterio de seleccion los haplotipos que presentaban el pico mas
alto. Estos haplotipos, fueron comparados con los haplotipos reportados en el GenBank
por Chen et al (2008) y Chen et al (2009), quienes solo almacenaron un haplotipo y en muy

pocos casos dos haplotipos por cultivar de aguacate.

El polimorfismo encontrado para cada uno de los tres genes nucleares se describe con los
estadisticos de diversidad genética. Estos estadisticos fueron estimados para los
aguacates criollos colectados en Antioquia y estos arboles en conjunto con los cultivares
silvestres y variedades comerciales reportadas en el GenBank por Chen et al (2008) y
Chen et al (2009). En la tabla 4-7 se resume los valores encontrados para los diferentes
estimadores de diversidad genética para los tres genes nucleares analizados. El analisis
relacionado con la presencia de sitios variables en la secuencia y diversidad nucleotidica
fue realizado para los aguacates criollos del departamento de Antioquia, con el fin de poder
compararlos con lo encontrado en aguacates silvestres de diversos paises de origen y

cultivares domesticados (variedades comerciales).

Para el locus Celulasa los estadisticos de diversidad genética fueron estimados a partir de

un fragmento de 995 pb en 50 aguacates criollos de Antioquia; el numero de sitios variables
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fue de 81, valor mucho mayor al reportado por Chen et al (2008, 2009) quienes encontraron
un numero de sitios variables de 33 en 51 cultivares de aguacate entre nativos y variedades
comerciales y a partir de un fragmento de 1.540 pb. En cuanto a la diversidad nucleotidica
1, los aguacates criollos de Antioquia presentaron un valor de 0.00517, el cual también fue
mayor al reportado por Chen et al (2008, 2009) el cual fue de 0.00293.

Tabla 4- 7. Resumen de estadisticos de diversidad genética obtenidos para los locus
Celulasa, CHS y STK en aguacates criollos de Antioquia y cultivares de diversos
origenes y cultivares comerciales de aguacate.

Gen Se_gmento Tipo de N Sitios H ©x10" wx10° p
alineado muestra segregantes 3 3
Cell 1540 Total 51 33 15 414 2.93 >0.10
Wild 20 30 12 4.6 3.46 >0.10
Cultivars 31 15 10 222 224 >0.10
997 Total 101 89 20 4.29 427 <0.001
Antioquia 49 80 11 5.89 543 <0.001
Genbank 52 21 10 2.8 2.79 >0.10
CHS 1210 Total 43 35 27 6.09 492 >0.10
Wild 16 27 15 5.66 4.36 >0.10
Cultivars 27 29 19 5.67 5.02 >0.10
827 Total 115 26 26 3.6 3.58 >0.10
Antioquia 80 9 13 1.52 1.52 >0.10
Genbank 35 25 15 547 543 >0.10
STK 1398 Total 53 48 22 6.56 551 <0.001
Wild 20 43 16 7.23 6.18  <0.001
Cultivars 33 27 11 4.06 4.98 >0.10
Total 113 41 33 7.09 6.42 >0.10
Antioquia 57 19 19 3.68 3.66 >0.10
Genbank 56 31 15 4.87 4.89 >0.10

En el caso del locus CHS, los estadisticos de diversidad genética fueron estimados a partir
de un fragmento de 842 pb y en 72 aguacates criollos de Antioquia; a pesar de que para
este locus fueron analizadas mas secuencias que para Celulasa, el nimero de sitios
variables fue mucho menor con un valor de 9, igualmente este valor también fue menor al
reportado por Chen et al (2008, 2009) en 43 cultivares entre nativos y variedades
comerciales, en donde a partir de un fragmento de 1.210 pb se obtuvo un nimero de sitios

variables de 35. En cuanto a la diversidad nucleotidica 1, los aguacates criollos de
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Antioquia presentaron un valor de 0.00152, el cual también fue menor al reportado por
Chen et al (2008, 2009) el cual fue de 0.00492.

Para el locus STK, los estadisticos de diversidad genética fueron estimados a partir de un
fragmento de 1.115 pb y en 57 aguacates criollos de Antioquia; para este caso el nimero
de sitios variables fue de 26, valor mucho menor al obtenido para Celulasa, a pesar de
que el fragmento analizado para este locus fue mayor, al igual que el niumero de
secuencias analizadas. Con relacién a los cultivares reportados por Chen et al (2008,
2009), el numero de sitios variables de los cultivares de Antioquia también fue menor, en
donde a partir de un fragmento de 1.398 pb y 53 cultivares analizados se obtuvieron 48
sitios variables. La diversidad nucleotidica 11 en los aguacates criollos antioquefos fue de
0.00443, menor al reportado por Chen et al (2008, 2009) el cual fue de 0.00551.

Para los tres loci analizados en los aguacates criollos colectados en Antioquia, Celulasa
fue el que mostré mayor niumero de sitios variables en las secuencias y por consiguiente
mayor diversidad nucleotidica, incluso mayor a lo encontrado por Chen et al (2008, 2009)
en donde el analizaron cultivares silvestres colectados en paises como México, Costa
Rica, Ecuador y Republica Dominicana y variedades comerciales de aguacate, muchas de
ellas producto de hibridacién entre varias razas. Por el contrario el locus CHS fue el que
mostro el menor numero de sitios variables y diversidad nucleotidica, tanto a nivel de los
tres loci analizados y en comparacién con los cultivares analizados por Chen et al (2008,
2009).

4.5.4. Haplotipos.

Con el fin de poder identificar o tener un acercamiento a la identidad racial de los aguacates
criollos con potencial como portainjertos y colectados en Antioquia se estimé la frecuencia
de los haplotipos de estos arboles, en conjunto con cultivares silvestres originarios de
Costa Rica, Chile, Ecuador, Estados Unidos (variedades comerciales originadas de
México), Guatemala, México y Republica Dominicana y cultivares domesticados,
comunmente utilizados como variedades comerciales; para estos cultivares se tomé como
referencia la asignacion racial realizada por Chen et al (2008, 2009) mediante el modelo

basado en agrupamiento a través del programa STRUCTURE y el polimorfismo
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nucleotidico a partir de una secuencia de 5.960 pb de los loci nucleares Celulasa, CHS,
STK y F3H.

El analisis del numero de haplotipos y diversidad haplotipica se realizé por separado para
tres de los cuatro loci nucleares secuenciados por Chen et al (2008, 2009), en conjunto
entre los aguacates criollos, cultivares silvestres nativos de México, Costa Rica, Ecuador,
Republica Dominicana y cultivares domesticados (variedades comerciales) de aguacate
de raza botanica conocida puesto que el resultado del analisis de desequilibrio de
ligamiento entre estos loci realizado por Chen et al (2009) demostré que estos loci no
estan asociados; por ello, en este capitulo los tres loci fueron analizados separadamente,
ademas cada locus tiene una actividad fisiolégica diferente en el aguacate asi que su papel

dentro de la especie difiere entre si.

Para el gen Celulasa (Tabla 4-8), el numero de haplotipos estimado para 107 cultivares de
aguacate (50 cultivares Antioquia, 57 entre cultivares silvestre y variedades comerciales)
fue de H=21 y una diversidad haplotipica Hd=0.813. La lista de haplotipos encontrados
para el gen Celulasa se observa en la tabla 4-8. El haplotipo H1 fue el que agrupd mas
cultivares y estuvo conformado por 31, todos colectados en el departamento de Antioquia,
distribuidos de la siguiente forma: Sonson (9), Abejorral (5), Montebello (5), Marinilla (3),
San Vicente (3), El Retiro (2), Rionegro (1), Santa Barbara (1) Caramanta (1) y Valparaiso
(1). El haplotipo H2, estuvo conformado por 30 cultivares, de los cuales 23 fueron nativos
y variedades comerciales y 7 colectados en el departamento de Antioquia; de los 23
cultivares, de acuerdo a los resultados reportados por Chen et al (2008, 2009), 12
pertenecen a la raza guatemalteca, 5 a la raza Mexicana, 5 son hibridos entre las razas
mexicana y guatemalteca y solo el cultivar nativo procedente de Costa rica pertenece a la

raza Antillana.

De los 9 cultivares de aguacate colectados en Antioquia, 3 de éstos son de la variedad
Reed (445R - 19R - 12R), 2 son de el cultivar Hass (21H — 307 H), y solo los cultivares 25-
SON y 145CEJ son criollos. El haplotipo H13 estuvo integrado por 13 cultivares, 7 nativos
de México, 2 de Ecuador y las variedades Topa — Topa, Khan, Mexicola y Puebla, de
acuerdo a los estudios reportados por Chen et al (2008, 2009), todos los cultivares de este

haplotipo pertenecen a la raza Mexicana; a excepcion de la variedad Puebla la cual segun
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Chen et al (2009) es un hibrido de las tres razas M x G x WI (6%, 82%, 12%)
respectivamente aunque siempre ha sido reconocida como de raza Mexicana. El haplotipo
H16, estuvo conformado por 5 cultivares, de los cuales 4 son originarios de Republica
Dominicana y la variedad Arue, de acuerdo a los resultados reportados por Chen et al

(2008, 2009), los 5 cultivares pertenecen a la raza Antillana.

Otros de los haplotipos que estuvieron conformados por varios cultivares fueron, el
haplotipo H15, el cual estuvo conformado por las variedades Thomas y Duke 6 y el cultivar
63 nativo de México, todas pertenecientes a la raza Mexicana, el haplotipo H14 estuvo
integrado por las variedades comerciales Zutano, Thille, Gwen, Esther, Bacon y Anaheim,
todas asignadas por Chen et al (2008, 2009) como de raza Guatemalteca, a excepcion de
la variedad zutano, la cual es un hibrido entre la raza Mexicana y Guatemalteca y el
haplotipo H17 el cual estuvo conformado por cultivares nativos de Republica Dominicana,
todos asignados a la raza Antillana. Los demas haplotipos estuvieron conformados por
uno 0 maximo dos cultivares en su mayoria mexicanos y del departamento de Antioquia.

Para el gen CHS, el numero de haplotipos estimado fue de 26 haplotipos para /115
secuencias y Hd = 0.79 (Tabla 4-9). El haplotipo 5 integré la mayoria de los aguacates
antioquefos ya que 48 arboles de 50 se incluyeron en este grupo. Ademas cultivares del
Ecuador también hicieron parte del haplotipo 5. Estos dos cultivares fueron asignadas

como de raza Mexicana por Chen et al (2008).

Los cultivares de aguacate que hicieron parte de este haplotipo fueron: Sonsén (9),
Marinilla (6), Montebello (8), Rionegro (5), Caramanta (4), La Ceja (4), El Retiro (4),
Valparaiso (3), Abejorral (2), San Vicente (2) y Santa Barbara (1). H8 (N = 13) también
estuvo compuesto por haplotipos de aguacate criollo de Antioquia y éstos se distribuyeron
de la siguiente manera: Abejorral (4), San Vicente (2), Santa Barbara (1), Marinilla (1),
Sonsoén (1), Rionegro (1), La Ceja (1), Caramanta (1) y Montebello (1). El haplotipo H16
estuvo compuesto de 8 haplotipos de Antioquia por los municipios: Sonsén (5), San Vicente
(1), Abejorral (1) y Montebello (1). El haplotipo 2 estuvo compuesto por 6 cultivares: Ver
16, Khan-CA, Lyon-CA, Bacon-CA, y dos razas Mexicanas, todas estas secuencias fueron
asignadas a la raza Mexicana por Chen et al. (2008). El haplotipo H7 integré 4 secuencias
de México, el individuo H27 y el cultivar Gwen que son hibridos entre las razas de
Guatemala y México, ademas incluyé un espécimen de La Ceja (Antioquia). El haplotipo

H8 estuvo compuesto por 4 haplotipos, uno de ellos es un cultivar Mexicano, los otros son
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variedades Mexicanas y fueron: Reed (California), Thille (California) y Duke 7 de acuerdo
a los estudios realizados por Chen et al. (2008, 2009). El haplotipo H3 estuvo compuesto
por 3 haplotipos: Noga una variedad Hass y un cultival llamado Pikerton que representa
un hibrido entre las razas de Guatemala y México. Finalmente, los otros haplotipos
encontrados para este locus estuvieron compuestos por una sola secuencia de las
variedades: Nabal de Guatemala, Duke 6 de México y TopaTopa (California) de México
segun Chen et al. (2008, 2009).

Tabla 4- 8. Lista de haplotipos generados para el gen Celulasa en 107 cultivares de

aguacate.
Haplotipo Cultivar Haplotipo Cultivar
47-MAR -46-MAR -44-MAR -412-ABE -411- Yu60 - Reed- Pinkerton_2- Noga_2 -
ABE -40-SV - 400-ABE -390-ABE -38-SV - Nimlioh- -Nabal- Lyon- Linda-
388-ABE - 362-SON -360-SON -35-SV -33- LeavenHass- -HX48 -Hass- -H670- -
1 SON- 330-SON -322-SON -317-SON -29-H- 2 H287- Fuerte_2- Duke7_2 - Daily11-
SON -265-MON -264-MON -263-MON -258- COSTRI-Ch35_2-65_2 19-R-SON -
MON -256-MON -24-SON -194-RET -193- 145-CEJ -12-R-CEJ21-H-SON -MEX -
RET -17-SON -170-RIO -118-CAR -100-VAL - 46_2-MEX - 445-R-MAR-307-H-CAR -
04-SB 25-SON -229 2-MEX -229_1- MEX-
3 37-SV - 257-MON 4 147-CEJ
5 152-CEJ 6 157-CEJ
7 175-RIO -171-RIO 8 176-RIO
9 276-MON 10 404-ABE
11 428-H-RIO 12 446-F-MAR
Ver3-MEX -Ver22-MEX -TopaTopa-QRO1-
13 MEX -Puebla_2--Mexicola_2- Khan--ECU - 14 Zutano_1 -Thille_1-Gwen_1- Esther_1-
65_1-MEX -63_1-MEX -46_1-MEX -41-ECU - Bacon_1- Anaheim_1
139-MEX
MG1-REPD - MC1_1-REPD - MB1-
15 Thomas_1 -Duke6_1-63_2 -MEX 16 REPD JM1_1-REPD Arue_1-S|
MC1_2-REPD -JM1_2_-REPD - Ch3B-
17 REPD 18 244-MEX
19 Ver16_2-MEX 20 Ch35_1-MEX

Los otros haplotipos que estuvieron conformados por mas de un cultivar fueron: el
haplotipo H14 estuvo compuesto por un cultivar de México de raza Guatemalteca, un

cultivar procedente del municipio de La Ceja de la variedad Reed, un cultivar de la variedad



236

Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de Aguacate

Gwen, ambos de raza Guatemalteca y la variedad H287 hibrido mexicano por

guatemalteco; el haplotipo H6 integrado por un cultivar mexicano, la variedad Thille y Reed

de raza Guatemalteca y la variedad Duke 7 de raza Mexicana; el haplotipo 1 conformado

por 2 cultivares mexicanos de la raza Mexicana y la variedad Zutano, hibrido entre las

razas Mexicana y Guatemalteca y el haplotipo H7 conformado por las variedades Noga y

Hass, hibridos entre las razas Mexicana y Guatemalteca y Pikerton de raza Guatemalteca.

Los demas haplotipos estuvieron conformados por uno o0 maximo dos cultivares en su

mayoria variedades comerciales y algunos aguacates del departamento de Antioquia.

Tabla 4- 9. Lista de haplotipos generados para el gen CHS en 115 cultivares de

ag uacate.
Haplotipo Cultivar Haplotipo Cultivar
1 CH-MB1-REPD CH-Ch3B-REPD CH-MG1_2- CH-244-MEX CH-139-MEX CH-Ver16_2-MEX CH-KHAN-MEX CH-LYON_1-
_REPD CH-JM1_2-REPD CA CH-BACON_2-CA
3 CH-Yu60_2-MEX 4 CH-Ver22_1-MEX CH-63-MEX CH-ZUTANO_1-CA
CH-1-ECU CH-41_1-ECU CH-262-MONT CH-
256-MONT CH-193-RET CH-176-RIO CH-170-
RIO CH-176-RIO(2) CH-179-RET CH-193-
RET(2) CH-194-RET CH-201-RIO CH-202-
RIO CH-259-MONT CH-276-MONT CH-279-
MONT CH-280-MONT CH-293-CARA CH-331-
SON CH-356-SON CH-359-SON CH-445-R-
MARI CH-446-F-MARI CH-38-SV CH-45-
5 MARI(2) CH-99-VAL CH-109-CARA CH-145- 6 CH-2-COSTRI CH-NIMLIOH-GUAT
CEJ CH-156-CEJ CH-263-MONT CH-322-
SON CH-362-SON CH-46-MARI CH-100-VAL
CH-117-CARA CH-329-SON CH-374-SON CH-
21-H-SON(2) CH-47-MARI CH-101-VAL CH-
118-CARA CH-150-CEJ CH-390-ABEJ CH-05-
SB CH-37-SV CH-44-MARI CH-64-MARI CH-
152-CEJ CH-317-SON CH-399-ABEJ(2)
CH-Ch35_1-MEX CH-H287-MEXXGUAT CH-
7 GWEN-MEXXGUAT CH-11-R-CEJ 8 CH-229_2-MEX CH-REED-CA CH-THILLE_1-CA CH-DUKE7-MEX
9 CH-THOMAS-MEX CH-ANHEIM_2-CA 10 CH-PIKERTON-MEXXGUAT CH-NOGA_2-MEXXGUAT CH-HASS_2-CA
11 CH-NABAL-GUAT 12 CH-DUKES-MEX
13 CH-TOPATOPA-CA 14 CH-MEXICOLA-MEX
' ' CH-354-SON CH-354-SON(2) CH-27-SON CH-33-SON CH-40-SV/(2) CH-256-
15 CHLINDA-GUAT 16 MONT(2) CH-360-SON CH-400-ABEJ
CH-119-CARA CH-45-MARI CH-40-SV CH-35-SV CH-04-SB CH-157-CEJ CH-
17 CH-147-CEJ 18 175-RI0 CH-388-ABEJ CH-399-ABEJ CH-404-ABEJ CH-412-ABEJ CH-264-
MONT CH-330-SON
19 CH-12-R-CEJ 20 CH-19-SON
21 CH-21-H-SON 22 CH-25-SON
23 CH-29-H-SON CH-147-CEJ(2) 24 CH-204-RIO
25 CH-307-H-CARA 26 CH-258-MONT
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De los tres genes analizados, el gen STK fue el que presentd el mayor numero de
haplotipos H=33 y diversidad haplotipica de Hd= 0.903, estimada en 113 cultivares de
aguacate (57 cultivares Antioquia y 56 entre cultivares nativos y variedades comerciales)
La lista de haplotipos encontrados para el gen STK se observa en la tabla 4-10. El
haplotipo H12, fue el que presento el mayor nimero de cultivares, con un total de 24 de
los cuales 12 fueron variedades comerciales de la raza Guatemalteca, 7 variedades
comerciales hibridas entre las razas mexicana x guatemalteca y una variedad de raza
Mexicana, dentro de este haplotipo también se encontré el cultivar 65 nativo de México y
asignado como de la raza Mexicana por Chen et al (2008) y los cultivares de Antioquia
19RSON - 12R-CEJ -11R-CEJ, los cuales pertenecen a la variedad Reed, la cual también

estuvo dentro de este haplotipo.

Con 17 cultivares, fue seguido por el haplotipo H3, el cual estuvo conformado por
aguacates criollos del departamento de Antioquia distribuidos de la siguiente forma:
Sonsoén (5), Abejorral (3), Montebello (3), Marinilla (1), San Vicente (1), El Retiro (1),
Rionegro (1), La Ceja (1) y Valparaiso (1); esta haplotipo estuvo seguido en nimero de
cultivares por el haplotipo H2, conformado por 16 cultivares igualmente del departamento
de Antioquia, distribuidos asi: Abejorral (4), Sonsén (3), Rionegro (3), Montebello (2), San
Vicente (1), Caramanta (1), El Retiro (1) y La Ceja (1).

Otros de los haplotipos que estuvieron conformados por varios cultivares fueron: El
haplotipo H24 integrado por 9 cultivares, 4 de variedades comerciales de raza Mexicana y
una variedad hibrida entre la raza Mexicana y guatemalteca y 4 cultivares nativos
mexicanos asignados como de raza Mexicana por Chen et al (2008), el haplotipo H22,
conformado por 8 cultivares, 2 nativos de México y 3 de Republica Dominicana asignados
por Chen et al (2008) como Mexicanos y Antillanos respectivamente y las variedades
Thomas y Khan de la raza Mexicana y la variedad Arue de raza Antillana, el haplotipo H33
conformado por las variedades Nabal, Bacon y Anaheim, todas asignadas como de raza
Guatemalteca por Chen et al (2009), el haplotipo H23 conformado por los cultivares
silvestres MG1y Ch3B_1 nativos de Republica Dominicana y el cultivar COSTRI, originario
de costa Rica, todos asignados a la raza Antillana, el haplotipo H27, conformados por dos
cultivares silvestres originarios del Ecuador y la variedad Duke 6, todos de raza Mexicana

y el haplotipo H4, integrado por 3 aguacates criollos de Antioquia, 2 de la localidad
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Caramanta y uno de Sonson. Los demas haplotipos estuvieron conformados por uno o
maximo dos cultivares en su mayoria cultivares del departamento de Antioquia, cultivares

silvestres originarios de México y algunas variedades comerciales.

Tabla 4- 10. Lista de haplotipos generados para el gen STK en 113 cultivares de

aguacate.
Haplotipo Cultivar Haplotipo Cultivar
-404-ABE -399-ABE -388-ABE -360-
SON -356-SON -331-SON -293-CARA -
1 33-SON 2 276-MONT -256-MONT -202-RIO -201-
RIO -193-RET -175-RIO -152-CEJ
44-MARI -412-ABE -400-ABE -390-
ABE -362-SON -35-SV -354-SON -
3 322-SON -280-MONT -27-SON -279- 4 359-SON - 118-CARA -117-CARA
MONT
329-SON - 259-MONT 6 445-R-MARI -21H-SON
05-SB 8 330-SON -119-CARA
9 37-SV 10 317-SON
Zutano_2- Whitsell_1- Thille_1 -
Teague_2-Reed -Pinkerton_2- Noga_2-
Nimlioh -Nabal_1- Linda_1 -LHass -
" 38-SV 12 HX48 - Hass-H670 - H287-Gwen_1- -
Esther- -Duke7_2 -Daily11_1- Andes3-
65 2 -19RSON —
13 25-SON 14 157-CEJ
15 176-RIO 16 204-RIO
17 266-MONT 18 428H-RIO 411-ABE -40-SV
19 446F-MARI 20 Yu60
Ver16_2--Thomas_2- QRO1- MC1-
21 ver3 22 MB1_2-Khan_2-JM1- Arue-SI
Noga_1- Mexicola_1-Lyon_1 - Ganter-
23 MG1 — COSTRI - Ch3B_1 24 Fuerte_1 - 63- 46-244 - 139_1
25 Ver22_2 26 Ver16_1
27 ECUA - Duke6 - 41_1 27 ECUA - Duke6 - 41_1
28 184_1 29 TopaTopa_2
30 Puebla_1 31 Ver22_ 1
32 229 2 33 Nabal_2 - Bacon_2 Anaheim_2

Para los tres loci nucleares analizados, se observa que la asociacion de los haplotipos se
da principalmente por razas botanicas, aunque hay algunas excepciones como el caso del
cultivar silvestre originario de Costa Rica, el cual fue asignado por Chen et al (2008) como

de raza Antillana, pero para el locus Celulasa tuvo el mismo haplotipo que cultivares de
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raza Mexicana, Guatemalteca e hibridos entre estas dos razas y para el locus CHS tuvo el
mismo haplotipo que la variedad Nimlioh de raza Guatemalteca; sin embargo para el locus
STK, tuvo el mismo haplotipo que dos cultivares silvestres procedentes de Republica
Dominicana, asignados como de raza Antillana por Chen et al (2008); posiblemente este
cultivar sea el producto de una hibridacion entre razas. Muchos de los aguacates criollos
del departamento de Antioquia tuvieron haplotipos comunes con cultivares del mismo
departamento, aunque de diferentes localidades y los cultivares restantes tuvieron
haplotipos Unicos; este comportamiento fue general para los tres loci analizados, sin
embargo hubo algunos cultivares que tuvieron haplotipos comunes con cultivares
diferentes a los colectados en Antioquia, como fue el caso de los cultivares 25 y 145 de
Sonson y la Ceja respectivamente, los cuales para el locus Celulasa tuvieron el mismo
haplotipo que cultivares de las razas Mexicana, Guatemalteca e hibridos entre estas dos
razas y 47 cultivares de Antioquia de diferentes localidades, los cuales para el locus CHS
compartieron haplotipo con los dos cultivares silvestres de origen ecuatoriano y asignados
con la raza Mexicana (Tabla 4-6). Este resultado indica que los aguacates criollos de
Antioquia analizados en este capitulo son posiblemente el resultado de hibridaciones entre
las razas guatemalteca y mexicana; otro indicativo de esta hipétesis son las zonas
agroecoldgicas de donde fueron colectados, ya que estuvieron en un rango altitudinal entre
1.375 y 2.475 m.s.n.m, coincidente con las zonas de adaptabilidad de las razas
Guatemalteca y Mexicana, que se encuentran entre los 1.000 a 2000 m.s.n.my por encima

de los 2000 m.s.n.m respectivamente (Bergh and Ellstrand 1986).

Dentro de los cultivares colectados en el departamento de Antioquia analizados en el
presente capitulo, también se tuvieron en cuenta algunas variedades comerciales como
Reed, Hass y Fuerte. Para el locus Celulasa se incluyeron dos cultivares de la variedad
Reed (19R -445R), cuatro cultivares de el cultivar Hass (21H — 29H — 307H — 428H) y un
cultivar de la variedad Fuerte (446F); los dos cultivares de la variedad Reed compartieron
el mismo haplotipo con el cultivar Reed analizado por Chen et al (2009); de los cuatro
cultivares de el cultivar Hass, el 21H y 307 H compartieron haplotipo con el cultivar Hass
analizada por Chen et al (2009); tanto cultivares Reed como Hass a la vez compartieron el
mismo haplotipo, el 428H tuvo un haplotipo Unico y el 29H compartié el haplotipo con
aguacates criollos de Antioquia, el cultivar de la variedad Fuerte, no compartié haplotipo

con la variedad Fuerte analizada Chen et al (2009) y tuvo un haplotipo unico.
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En el caso del locus CHS se incluyeron cuatro cultivares de la variedad Reed (11R - 12R
— 19R — 445R), tres cultivares de el cultivar Hass (21H — 29H- 307H) y un cultivar de la
variedad Fuerte (446F); ninguno de los cultivares de la variedad Reed compartié haplotipo
con esta variedad, igual ocurrié para los cultivares de el cultivar Hass y Fuerte, algunas de
ellas compartieron haplotipo con aguacates criollos de Antioquia y otras tuvieron un

haplotipo unico.

Para el locus STK se incluyeron cuatro cultivares de la variedad Reed (11R — 12R — 19R
— 445R), dos de el cultivar Hass (21H- 428H) y un cultivar de la variedad Fuerte (446F);
de los cuatro cultivares Reed, tres de ellos (11R - 12R — 19R ) compartieron haplotipo con
la variedad Reed analizada por Chen et al (2009), a diferencia el cultivar 445R el cual
compartié haplotipo con el cultivar Hass 21H, teniendo en cuenta que la variedad Reed es
de raza Guatemalteca y el cultivar Hass un hibrido entre raza Mexicana y Guatemalteca;
el cultivar Hass 428H tuvo un haplotipo unico al igual que el cultivar de la variedad Fuerte.
Lo hallado con estas variedades comerciales nos indica que no existe una similitud
genética total en cuento a los loci analizados, y este es un aspecto que se debe contemplar
si se piensa en ofertar material vegetal de aguacate certificado; no solo se debe garantizar

la calidad genética del patron, también se debe garantizar la calidad genética de la copa.

4.5.5. Analisis de agrupamiento bayesiano.

Usando el método de asignacion genética implementado en STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000), se estimo6 una probabilidad posterior (PP) que depende de una probabilidad anterior
(PA) designado y una probabilidad condicional (PC = A/D = asigna dado un genotipo/ PT
= probabilidad total) en la que se asigna un individuo genotipificado a una subpoblacion
dependiendo de su composicion genética por lo que asigna la pertenencia de cada uno de
los cultivares analizados en este capitulo (criollos Antioquia, silvestres de México, Ecuador,
Costa Rica y Republica dominicana y cultivares domesticados) a un grupo genético
determinado segun su similitud estimada con una probabilidad Bayesiana o posterior, esta

asignacion se realizo para los tres locus secuenciados en una secuencia concatenada.

Los resultados obtenidos con STRUCTURE HARVESTER produjeron K = 2 para los tres

loci concatenados de acuerdo con los valores: media Ln P (D) = -1445.81, stdev=18.08 y
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A K=7.79 estimados por el test de Evanno implementada en STRUCTURE HARVESTER
(Figura 4-2, Tabla 4-11). El primer grupo estuvo conformado por la mayoria de los
aguacates criollos Antioquefios de los que se obtuvo la secuencia concatenada para los
tres genes (30 aguacates criollos) y el segundo grupo conformado por cultivares cuyas
secuencias fueron obtenidas en el GenBank (31 cultivares) en los cuales se encontraban
cultivares pertenecientes a las tres razas botanicas. Sin embargo, la mayoria de aguacates
criollos analizados tuvieron un porcentaje de asignacién al grupo 2. A excepcién de los
cultivares 157 de La Ceja y 400 de Abejorral. Adicionalmente, las variedades Bacon y
Anaheim tuvieron algun porcentaje de asignacion al grupo 1. Estos cultivares fueron

asignados por Chen et al. (2009) como de raza Guatemalteca.

Figura 4- 2. Resultado del analisis de agrupamiento bayesiano con el software
STRUCTURE para las secuencias concatenadas de los tres loci nucleares: Celulasa,
CHS, STK.

A 250 XS A
0 f
S 252 § 8 8
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Tabla 4- 11. Test de Evano realizado para aguacates criollos de Antioquia, silvestres
diferentes origenes y variedades comerciales, con las secuencias concatenadas de
los tres loci nucleares: Celulasa, CHS, STK, para determinar el nimero de K grupos.

LnP = funcién de verosimilitud, Var = varianza; L'’k = L.

K Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn""(K)I Delta K
1 -1.624.950.000 0.108012 — — —

2 -1.445.810.000 18.088.760 179.140.000 140.980.000 7.793.790
3 -1.407.650.000 116.497.232 38.160.000 130.870.000 1.123.374
4 -1.500.360.000 152.297.824 -92.710.000 75.500.000  0.495739
5 -1.517.570.000 281.120.749 -17.210.000 166.610.000 0.592663
6 -1.368.170.000 67.878.160 149.400.000 177.560.000 2.615.863
7 -1.396.330.000 61.852.873 -28.160.000 42.990.000 0.695036
8 -1.467.480.000 209.558.588 -71.150.000 156.040.000 0.744613
9 -1.382.590.000  59.060.053 84.890.000 171.920.000 2.910.935
10 -1.469.620.000 152.487.827 -87.030.000 96.280.000 0.631395
11 -1.460.370.000 263.951.582 9.250.000  1.850.000 0.007009
12 -1.452.970.000 77.817.408  7.400.000 34.450.000 0.442703
13 -1.411.120.000 60.652.156 41.850.000 25.270.000 0.416638
14 -1.394.540.000 86.160.834 16.580.000 93.340.000 1.083.323
15 -1.471.300.000 221.056.101 -76.760.000 — —

4.5.6. Filogenias con arboles de maxima verosimilitud vy

bayesianos.

Basados en el analisis de desequilibrio de ligamiento para los locus Celulasa, CHSy STK
realizado por Chen et al (2008) quienes encontraron que los tres loci se encontraban en
equilibrio de ligamiento, se optdé por concatenar las secuencias de los tres loci nucleares
en 43 aguacates criollos de Antioquia, estas secuencias fueron comparadas con las
secuencias concatenadas de 32 cultivares entre silvestres y domesticados. Los resultados
obtenidos con los tres genes nucleares para el arbol de Maxima Verosimilitud (ML) y
distancia T92 (BIC = 12805.25, LnL =

probabilidades posteriores de 1 y 0.95, con una distancia GTR) se produjeron dos grupos

-5658.84), y en el arbol Bayesiano (con

principales (Figuras. 4-3,4-4). En ambos arboles, el primer grupo estuvo conformado por
cultivares domesticados (variedades comerciales) y cultivares silvestres originarios de

México, Ecuador y Republica Dominicana, el segundo grupo lo conformaron los aguacates
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criollos colectados en Antioquia. Las secuencias que estuvieron mas cercanas a las
secuencias de los aguacates criollos de Antioquia fueron en primer lugar las de las
variedades comerciales Anaheim y Bacon, ambas de raza Guatemalteca. En el arbol de
ML las secuencias siguientes fueron Lyon, Duke 6, Topa Topa, Mexicola, todas de raza
Mexicana y el cultivar silvestre Ver22. En el arbol bayesiano le siguen, las secuencias de
Ecuador, TopaTopa, Mexicola, Mex (Ver22), Duke 6 entre otros, todas éstas de origen
Mexicano e igualmente de raza Mexicana. Estos resultados indican la cercania de los
aguacates criollos antioquefios seleccionados en este estudio con las razas botanicas
Guatemalteca y Mexicana; este resultado se soporta ademas por las zonas agroecoldgicas
de donde fueron colectados estos cultivares, las cuales comprendieron un rango altitudinal
entre 1.375 y 2.475 m.s.n.m, coincidente con las zonas de adaptabilidad de las razas
guatemalteca y mexicana, que se encuentran entre los 1.000 a 2000 m.s.n.m y por encima
de los 2000 m.s.n.m respectivamente (Bergh y Ellstrand 1986).
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Figura 4- 3. Arbol ML basado en la distancia T92 construido a partir de secuencias
concatenadas de los genes nucleares Celulasa, CHS y STK, en cultivares de

aguacate criollos de Antioquia, cultivares silvestres de México, Ecuador, Republica

Dominicana y cultivares. Los valores Bootstrap se encuentran en negro.
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Figura 4- 4. Arbol Bayesiano basado en la distancia de evolucién General time
reversal construido a partir de secuencias concatenadas de los genes nucleares
Celulasa, CHS y STK, en aguacates criollos de Antioquia, cultivares silvestres de
México, Ecuador. Los valores de probabilidad bayesiana se encuentran en negro.
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4.6. Discusion.

En el presente capitulo, se realizé la caracterizaron molecular de aguacates criollos,
colectados en diferentes sub regiones de Antioquia con diversas altitudes y de los cuales
regularmente se obtiene semilla para la obtencion de portainjertos, especialmente para
copas de el cultivar Hass. El objetivo de la caracterizacién de estos cultivares fue tratar de
determinar su identidad racial buscar su origen, diversidad genética y similitud genética
con variedades comerciales de aguacate; para lo que se requeria realizar una comparacion
con cultivares de origen y raza botanica conocida, y para ello se seleccionaron tres genes
nucleares (Celulasa, Chalcona sintasa and Serina treonina kinasa) de los cuatro loci
(Celulasa, Chalcona sintasa and Serina treonina kinasa y Flavonona — 3- hidroxilasa), que
habian sido previamente secuenciados por Chen et al. (2008) en 21 cultivares silvestres
de aguacate con origen en México, Ecuador, Costa Rica y Republica Dominicana y por
Chen et al. (2009) en 33 cultivares domesticados en los cuales se infirié su origen racial a
través de un método basado en agrupamiento con el programa STRUCTURE,

relacionando los cultivares silvestres con los domesticados.

Persea americana Mill. es una especie diploide con 24 cromosomas (2n = 2x = 24) (Garcia
1975; Ibarra-Laclette et al. 2015 reportados por Boza et al 2018); por lo tanto sus genes
nucleares tienen la presencia de dos alelos por locus. Los estudios realizados por Chen
et al (2008,2009) mediante la resecuenciacion de 4 loci nucleares en cultivares silvestres
y domesticados fue realizado mediante la técnica de PCR alelo especifica, la cual permitid
obtener las secuencia de cada uno de los haplotipos existentes en cultivares heterocigotos.
En el caso de los aguacates criollos de Antioquia los tres loci nucleares fueron
secuenciados de forma directa obteniendo la secuencia de un solo haplotipo; no obstante,
mediante el analisis visual de los cromatogramas se lograron identificar aquellos cultivares
heterocigotos y su posicion en la secuencia, encontrando un 20% de heterocigotos para el
locus Celulasa, 43% para el locus CHS y 49% para el locus STK, porcentajes mas bajos a
los encontrados por Chen et al (2008) en donde para los loci Celulasa, CHS y STK la
heterocigosidad observada en cultivares silvestres fue de 40%, 70.6% y 50%
respectivamente, y en cultivares domesticados 48.4%, 69,2% y 68% (Chen et al. 2009).
Los analisis realizados en el presente estudio con las secuencias de los tres loci nucleares,
se llevaron a cabo con un solo haplotipo; estos haplotipos antioquefios fueron comparados

con los haplotipos de aguacate reportados en el GenBank por Chen et al 2008 y Chen et
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al., 2009, quienes a pesar de haber obtenido las secuencias de todos los haplotipos
encontrados en los cultivares heretocigotos, solo almacenaron en el GenBank la secuencia

de un haplotipo y en algunos cultivares dos haplotipos.

El uso de estas secuencias en el presente capitulo resulté de mayor utilidad al estudio
reportado en los anteriores capitulos con los marcadores microsatélites, ya que se
pudieron comparar los aguacates criollos antioquefios con cultivares de raza botanica
conocida y cultivares silvestres procedentes de Meso y América Central, zonas de origen
de los progenitores de los aguacates cultivados actualmente (Bergh and Ellstrand, 1986).
Una de las ventajas del andlisis de secuencias es que producen mas estimadores de
diversidad genética, como: diversidad nucleotidica, polimorfismo nucleotidico, sitios
segregantes, numero de haplotipos entre otros. Ademas permiten la realizacion de redes
haplotipicas o arboles multifurcados que pueden ser utilizados en casos de hibridacion, a
diferencia de un arbol bifurcado como los dendrogramas que no aceptan la reticulacién
(Freeland, 2005).

El analisis de desequilibrio de ligamiento de los tres loci analizados en el presente capitulo
(Celulasa, CHS y STK), fue realizado previamente por Chen et al (2009), en donde
demostraron que estos loci no estan asociados; motivo por el cual en el presente estudio
los tres loci fueron analizados de forma independiente, sin embargo para los estudios de
asignacion bayesiana y filogenias con arboles de maxima verosimilitud y bayesianos se
concatenaron las secuencias, con el fin de tener la informacion de los tres loci en este
estudio; lo que permitid comparar 43 aguacates criollos de Antioquia con 32 cultivares
entre silvestres y domesticados. La secuenciacion de los tres loci nucleares en los
aguacates criollos de aguacate provenientes del departamento de Antioquia, mostré en
general que estos cultivares son genéticamente similares a cultivares de aguacate de las
razas botanicas Mexicana, Guatemalteca e hibridos entre estas dos razas, lo cual es
congruente con las zonas agroecolégicas de donde fueron colectados los aguacates
criollos de Antioquia; ya que estos fueron colectados en un rango altitudinal entre 1.375 y
2475 m.s.n.m, lo que coinciden con las condiciones de adaptacién de las razas
Guatemalteca y Mexicana, las cuales presentan adaptacién a condiciones sub tropicales

con alturas sobre el nivel del mar entre 1.000 y 2000 m en condiciones semitropicales a
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templadas con alturas sobre el nivel del mar superiores a los 2.000 m respectivamente
(Berg y Elistrand, 1986). Sin embargo en algunos de los analisis realizados se presento
similitud genética entre algunos aguacates criollos de Antioquia y cultivares silvestres
provenientes de Republica Dominicana y Costa Rica, clasificados como de raza botanica

Antillana.

La identificacion de haplotipos realizada por el programa DNAsp en general agrupo a la
mayoria de las secuencias del aguacate criollo antioquefio dentro del mismo haplotipo para
cada uno de los loci estudiados en este capitulo. Ademas, estos haplotipos antioquefios
estuvieron compuestos por un gran numero de secuencias. Adicionalmente, los haplotipos
de Antioquia estuvieron casi siempre conectados a secuencias de aguacates silvestres o
domesticados de las razas Guatemalteca y Mexicana de esta especie, segun la
nomenclatura de asignacion proporcionada por Chen et al. (2008) y (2009). Por el
contrario, las secuencias de aguacate de Antioquia no se agruparon en su gran mayoria
con las secuencias de Costa Rica y Republica Dominicana, las cuales representan a la
raza Antillana segun Chen et al. (2008, 2009). Adicionalmente, en este analisis el cultivar
25 de Sonsén y el cultivar 145 de La Ceja no se agruparon a las otras secuencias del
departamento de Antioquia puesto que produjeron otros haplotipos que se asociaron a las
secuencias del aguacate silvestre y domesticado de las razas Guatemalteca y Mexicana
del aguacate y con secuencias del Ecuador que segun Chen et al. (2008, 2009) pertenecen
a razas Mexicanas (Chen et al., 2008, 2009).

Con relacion a los resultados obtenidos con STRUCTURE de los tres loci concatenados
mostraron la formacién de K=2 grupos en donde se separan los aguacates criollos de
Antioquia de los cultivares domesticados y silvestres de raza botanica identificada
estudiados por Chen et al (2008, 2009); sin embargo, los aguacates criollos de Antioquia
presentaron algun porcentaje de asignacion con respecto al grupo de los cultivares de raza
asignada; indicando que los aguactes criollos son el producto de la hibridacion entre las
tres Razas, con una mayor proximidad a las razas Mexicana y Guatemalteca, ya que ha
estas razas o hibridos entre ellas pertenecian la mayoria de los cultivares domesticados y
silvestres con las que fueron comparadas. Ademas las variedades comerciales que
tuvieron algun porcentaje de asignacion al grupo de los aguacates criollos fueron Bacon y

Anaheim que son de raza Guatemalteca.
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Las filogenias resultantes de arboles de maxima verosimilitud y bayesianos realizados con
las secuencias concatenadas de los tres loci nucleares arrojaron practicamente los mismos
resultados, indicando la formacion de dos grupos principales, uno conformado por los
cultivares silvestres y domesticados estudiados por Chen et al (2008 y 2009) y el otro por
los aguacates criollos de Antioquia. Para ambos arboles los cultivares que estuvieron mas
cercanos a los aguacates criollos de Antioquia fueron las variedades comerciales Bacon
y Anaheim ambas de raza Guatemalteca y seguidas por otras variedades de raza
Mexicana; el modelo evolutivo utilizado fue el General Reversal Model (GRM) mas gamma,
este fue el mejor modelo de evolucién, ya que es flexible y se acoplo muy bien a los datos,
ya que analizamos tres genes diferentes (Nei y Kumar, 2000), ademas la topologia del
arbol, nos da la seguridad que las variedades Bacon y Anaheim fueron las mas cercanas
a los aguacates criollos antioquefios. En estas filogenias no se pudieron colocar
secuencias de un grupo ajeno o outgroup pues no existen secuencias de especies

cercanas de plantas con estos mismos tres loci para realizarlas.

El aguacate denominado “criollo” en el departamento de Antioquia y en general en
Colombia, es el mas conocido y consumido en el pais; de acuerdo a las creencias
populares ha sido considerado tipico de la raza Antillana principalmente por las
caracteristicas morfoldgicas de sus frutos (Amortegui - Ferro, 2001); sin embargo los
resultados obtenidos en este capitulo indican que estos cultivares son mas cercanos a las
razas botanicas Mexicana y Guatemalteca que a la Antillana. Adicional a su uso como
consumo, otra de las utilidades de estos cultivares es como portainjertos en especial para
el cultivar Hass, ya sea como clones o donadores de semilla. El cultivar Hass se origino a
partir de una semilla de raza Guatemalteca en un huerto de Rudolph Hass en California en
el afio de 1926, pero de acuerdo al estudio realizado por Chet et al., 2009, esta variedad
es un hibrido entre las razas mexicana y guatemalteca en porcentajes de 42% y 58%
respectivamente, por lo tanto la posibilidad de compatibilidad entre estos cultivares

utilizandolos como portainjerto sobre copas Hass es muy probable.

Estudios previamente realizados sobre la caracterizacion genética de aguacates criollos
de aguacate de Antioquia por Canas — Gutiérrez et al. (2015), mostraron que estos

cultivares estan genéticamente diferenciados segun su ubicacion. Este estudio se baso en
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la genotipificacion de 111 cultivares de esta zona de Colombia con marcadores
moleculares AFLP. Este analisis también fue apoyado por un analisis de componentes
principales en rasgos morfolégicos en 90 arboles de aguacate, demostrando que la
diferenciacion genética se produjo en tres subregiones de Antioquia con diferentes
condiciones agroecolégicas (capitulo Ill). Estos mismos cultivares fueron los analizados
en el presente capitulo mediante la secuenciacion de tres loci nucleares. Adicionalmente,
estos mismos cultivares fueron caracterizados con 14 marcadores moleculares
microsatélites previamente estandarizados por Alcaraz y Hormaza (2007), los cuales
fueron comparados con una coleccion de germoplasma ex situ ubicada en la Estacion
Experimental La Mayora en Malaga Espafa (capitulo 1), encontrando estructuracion
genética entre los cultivares antioquefios, soportando los resultados previamente
observados por Cafias et al (2015) con 49 marcadores AFLP. En este estudio mediante el
analisis de varianza molecular AMOVA, distancias pareadas Fst, arboles UPGMA y analisis
bayesiano, se observé que los cultivares de Antioquia formaban un grupo separado a las
accesiones de la coleccion de La Mayora y eran genéticamente similares a las pocas

accesiones de la raza Mexicana y guatemalteca que formaban parte de esta coleccion.
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4.7. Conclusiones.

¢ El uso de las secuencias de los genes nucleares Celulasa, CHS y STK, fueron de
gran utilidad para estudiar la identidad racial de los aguacates criollos de Antioquia
y su similitud genetica con variadeades comerciales y cultivares silvestres de

diferentes origenes.

e Las frecuencias haplotipicas vy los resultados de aproximaciones bayesianas
sugieren que los aguacates criollos de Antioquia particularmente de las zonas de
donde fueron colectados son genéticamente similares a cultivares de las razas

botanicas Mexicana y Guatemalteca.

e La similitud genética de los aguacates criollos de Antioquia con las razas botanicas
Mexicana y Guatemalteca y su adaptacion a altitudes entre los 1.700 a 2.200
m.s.n.m. los convierte en candidatos con potencial para uso como portainjertos de

el cultivar Hass

e Los resultados obtenidos en el presente capitulo mediante la secuenciacion de tres
loci nucleares, en los aguacates criollos de Antioquia fue concordante con los
resultados obtenidos en la caracteriacibn molecular con 14 marcadores

microsatelites en los mismos individuos.

e La secuenciacion de los locus nucleares Celulasa, CHS y STK realizada en este
capitulo fue util para mejorar el conocimiento de la genética de este cultivo en

Colombia.



252 Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de Aguacate

4.8. Bibliografia.

Aguade, M. (2001). Nucleotide sequence variation at two genes of the phenylpropanoid
pathway, the FAH1 and F3H genes, in Arabidopsis thaliana. Molecular Biology and
Evolution. 18:1-9.

Alcaraz, M. L. Hormaza, J. I. (2007). Molecular Characterization and genetic diversity in an
avocado collection of cultivars and local Spanish genotypes using SSRs. Hereditas. 144:
244-253.

Alvarez, 1. Wendel, J.F. (2003). Ribosomal ITS sequences and plant phylogenetic
inference. Molecular Phylogenetics and Evolution. 29: 417-434.

Amortegui - Ferro, I. (2001). El cultivo del aguacate. Modulo educativo para el desarrollo
tecnoldgico de la comunidad rural. El poira impresiones y editores, S.A. Colombia: Ibagué.
49 pp.

Ashworth, V.E. Clegg, M.T. (2003). Microsatellite markers in avocado (Persea americana
Mill.): genealogical relationships among cultivated avocado genotypes. Journal Heredity.
94:407-415.

Bergh, B. Ellstrand, N. (1986). Taxonomy of the avocado. California Avocado Society
Yearbook. 70: 135 — 145.

Bergh, B.O. Lahav, E. (1996) Avocados. In: J. Janick and J.N. Moore (Eds.), Fruit Breeding,
Vol I: Tree and Tropical Fruits. John Wiley and Sons, Inc., West Lafayette. pp. 113—-166.

Bernal E., J.A. y Diaz D., C. 2014. Manejo del cultivo. En: Corporacién Colombiana de
Investigacion Agropecuaria — Corpoica; Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural de
Antioquia. Actualizaciéon Tecnoldgica y Buenas Practicas Agricolas (BPA) en el Cultivo de
Aguacate. 22. Ed. Medellin, Colombia. pp. 10-151.

Britsch, L. Ruhnau-Brich, B. Forkmann, G. (1992). Molecular cloning, sequence analysis,
and in vitro expression of flavanone 3 beta-hydroxylase from Petunia hybrida. Journal of
Biological Chemistry. 267: 5380-5387.

Boza, E.J. Tondo, C.L. Ledesma, N. Campbell, R.J. Bost, J. Schnell, R.J. A. Gutierrez,
O.A. (2018). Genetic differentiation, races and interracial admixture in avocado (Persea
americana Mill.), and Persea spp. evaluated using SSR markers. Genetic Resources and
Crop Evolution. 65: 195-1215.



Capitulo 4 253

Canas-Gutiérrez, G.P. Galindo-Lépez, L.F. Arango- Isaza, R.E. Saldamando-Benjumea,
C.I. (2015). Diversidad genética de aguacate (Persea americana Mill.) en Antioquia.

Colombia. Agronomia Mesoamericana 26: 129-143.

Chen, H. Morrell, P.L. De la Cruz, M. Clegg, M.T. (2008). Nucleotide Diversity and Linkage
Disequilibrium in Wild Avocado (Persea americana Mill.). Journal of Heredlity 99: 382-389.

Chen, H. Morrell, P.L. Ashworth, V.E., De la Cruz, M. Clegg, M.T. (2009). Tracing the
Geographic Origins of Major Avocado Cultivars. Journal of Heredity. 100: 56-65.

Chen Y, Hou Y, Guo Z, Wang W, Zhong C, Zhou R, et al. (2015) Applications of Multiple
Nuclear Genes to the Molecular Phylogeny, Population Genetics and Hybrid Identification
in the Mangrove Genus Rhizophora. PLoS ONE 10 (12): e0145058.
doi:10.1371/journal.pone.0145058

Clark, A.G. (1990). Inference of haplotypes from PCR-amplified samples of diploid
populations. Molecular Biology and Evolution 7: 111-122.

Clegg, M.T. Cummings, M.P. Durbin, M.L. (1997). The evolution of plant nuclear genes.
Proceedings of the National Academy of Sciences 94: 7791-7798.

Cronn, R.C. Small, R.L. Haselkorn, T. Wendel, J.F. (2002). Rapid diversification of the
cotton genus (Gossypium: Malvaceae) revealed by analysis of sixteen nuclear and

chloroplast genes. American Journal of Botany. 89: 707-725.

Corona-Jacome, E.C. Galindo-Tovar, M.E. Lee-Espinosa, H.E. Landero-Torres, |. (2016).
Diversidad genética del aguacate (Persea americana Mill.) en cuatro zonas de su area de
dispersion natural. Agroproductividad. 9: 80 -85

Douhan, G.W. Fuller, E. McKee, B. Pond, E. (2011). Genetic diversity analysis of avocado
(Persea americana Mill.) rootstocks selected under greenhouse conditions for tolerance to

phytophthora root rot caused by Phytophthora cinnamomi. Euphytica 182:209.

Earl, D.A. vonHoldt, B.M. (2012) STRUCTURE HARVESTER: a website and program for
visualizing STRUCTURE output and implementing the Evanno method. Conservation
Genetics Resources 4:359-361.



254  Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de Aguacate

Evanno, G. Regnaut, S. Goudet. J. (2005). Detecting the number of clusters of individuals
using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular Ecology 14: 2611-2620

Fiedler, J. Bufler, G. Bangerth, F. (1998). Genetic relationships of avocado (Persea
americana Mill.) using RAPD markers. Euphytica 101:249-255

Freeland, J. (2005). Molecular Ecology. Ed. John Wiley and Sons. West Sussex. England.

Forkmann, G. Dangelmayr, B. (1980). Genetic control of chalcone isomerase activity in

flowers of Dianthus caryophyllus. Biochemical Genetics. 18: 519-527.

Di Gaspero, G. Cipriani, G. (2003). Nucleotide binding site/leucine-rich repeats, Pto-like
and receptor-like kinases related to disease resistance in grapevine. Molecular Genetics
Genomics. 269: 612—623.

Galindo, M.E. Arzate, A.M. (2010). Consideraciones sobre el origen y primeras
dispersiones del aguacate (Persea americana Mill, Lauraceae). Cuadernos de
Biodiversidad 33: 11-15

Galindo, M. Milagro, P. (2011). Genetic relationships within avocado (Persea Americana
Mill.) in seven municipalities of central Veracruz characterized using microsatellites

markers. Tropical and subtropical agroecosystems. California. USA.

Garcia, A. (1975) Cytogenetic studies in the genus Persea (Lauraceae). |. Karyology of
seven species. Canadian Journal Genetic Cytology 17: 173-180

German, E. Viruel, M.A. (2013). Molecular characterization of avocado germplasm with a
new set of SSR and EST-SSR markers: genetic diversity, population structure, and
identification of race-specific markers in a group of cultivated genotypes. Tree Genetic and
Genomic. 9:539-555

Gaut, B.S. (1998). Molecular clocks and nucleotide substitution rates in higher plants.

Evolutionary Biology. 30: 93-120

Gaut, B. Tredway, L. Kubik, C. Gaut, R. Meyer. W. (2000). Phylogenetic relationships and
genetic diversity among members of theFestuca-Lolium complex (Poaceae) based on ITS

sequence data. Plant Systematics and Evolution. 224: 33-53.



Capitulo 4 255

Guo, M. Zhou, R. Huang, Y. Ouyang, J. Shi, S. (2011). Molecular confirmation of natural
hybridization between Lumnitzera racemosa and Lumnitzera littorea. Aquatic Botany. 95:
59-64.

Hartl, D.L. Clark, A.G. (1997). Principles of Population Genetics, 3rd. Ed., Sinauer

Associates, Sunderland, Massachusets.

Hedrick, P. W. (2004). Genetics of Populations. Jones and Barlett Publishers. Sudbury,

Massachusets.
Huttley, G. A. Durbin, M. L. Glover, D. E. Clegg, M. T. (1997). Molecular Ecology., in press.

Ibarra-laclette, E. Méndez-Bravo, A. Pérez-Torres, C.A. Albert, V.A. Mockaitis, K. Lopez-
Goémez, R. Cervantes-Luevano, J.I. Herrera-Estrella, L. (2015). Deep sequencing of the
Mexican avocado transcriptome, an ancient angiosperm with a high content of fatty acids.
BMC Genomics. 16: 599

Jakobsson, M. Rosenberg, N.A. (2007). CLUMPP: a cluster matching and permutation
program for dealing with label switching and multimodality in analysis of population
structure. Bioinformatics. 23: 1801-1806

Knight, R.J. (2007). Historia, distribucion y usos. En: Whinley, A.W. Shaffer, B.
Wolstenholme, B.N.(Eds.). El Palto. Botanica, Produccion y Usos. Ediciones Universitarias
Valparaiso. Chile. Pp. 13-24.

Kumar, S. Stecher, G. Tamura, K. (2016). MEGAY7: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. Molecular Biology and Evolution. 33: 1870-1874.

Larkin, M.A. Blackshields, G. Brown, N.P. Chenna, R. McGettigan, P.A. McWilliam, H.
Valentin, F. Wallace, I.M. Wilm, A. Lopez, R. Thompson, J.D. Gibson, T.J. Higgins, D.G.
(2007). Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics 23: 2947-2948.

Librado, P. Rozas, J. (2009). dnaSP v5: A software for comprehensive analysis of DNA
polymorphism data. Bioinformatics 25:1451-1452.

Lin, J.Z. Morrell, P.L. Clegg, M.T. (2002). The influence of linkage and inbreeding on
patterns of nucleotide sequence diversity at duplicate alcohol dehydrogenase loci in wild

barley (Hordeum vulgare ssp. spontaneum). Genetics. 162: 2007-2015



256 Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de Aguacate

Malcomber, S.T. (2002) Phylogeny of Gaertnera Lam. (Rubiaceae) based on multiple DNA
markers: evidence of a rapid radiation in a widespread, morphologically diverse genus.
Evolution 56: 42-57.

Mhameed, S. Sharon, D. Kaufman, D. Lahav, E. Hillel, J. Degani, C. Lavi, U. (1997) Genetic
relationships within avocado (Persea americana Mill.) cultivars and between Persea

species. Theoretical and Applied Genetics. 94:279-286.

Morrell, P.L. Lundy, KE. Clegg, M.T. (2003). Distinct geographic patterns of genetic
diversity are maintained in wild barley (Hordeum vulgare ssp. spontaneum) despite
migration. Proceedings of the National Academy of Sciences USA. 100: 10812-10817.

Morrell, P.L. et al. (2005). Low levels of linkage disequilibrium in wild barley (Hordeum
vulgare ssp spontaneum) despite high rates of self-fertilization. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA, 102: 2442-2447.

Nei, M. Kummar, S. (2000). Molecular evolution and phylogenetics. Oxford, Oxford
University Press, 333p.

Nordborg, M. Hu, T.T. Ishino, Y. Jhaveri, J, Toomajian, C. Zheng, H. Bakker, E. Calabrese,
P. Gladstone, J. Goyal, R. et al. (2005) The pattern of polymorphism in Arabidopsis
thaliana. PLoS Biology. 3:e196.

Posada. D. (2008). jModelTest: phylogenetic model averaging. Molecular biology and
evolution. 25:1253-1256.

Pritchard, J.K. Stephens, M. Donnelly, P. (2000). Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics 155: 945-959.

Rodriguez, M. Jaramillo, J. Orozco, J. (2009). Colecta de aguacates criollos colombianos
como base para iniciar programas de fitomejoramiento que contribuyan a su
competitividad. In: Il Congreso Latinoamericano de Aguacate. Medellin, Colombia, pp. 14-
27. Internet Resource:
http://corpoaguacate.com/pdf/conferencias/pdf/Colecta%20de%20aguacates%20criollos

%20colombianos.pdf (consultado enero 10 de 2017).

Ronquist, F. Teslenko, M. van der Mark, P. Ayres, D. L. Darling, A. Hbhna, S., ...
Huelsenbeck, J. P. (2012). MrBayes 3.2: Efficient Bayesian Phylogenetic Inference and
Model Choice Across a Large Model Space. Systematic Biology, 6: 539-542.



Capitulo 4 257

Rosenberg, N. A. (2004). Distruct: A program for the graphical display of population
structure. Molecular Ecology Notes. 4: 137-138.

Sanchez-Pérez, J. 1999. Recursos Genéticos de Aguacate (Persea americana Mill.) Y

Especies Afines en México 1999. Revista Chapingo Serie Horticultura 5: 7-18

Schaffer, B. Gil, P.M. Mickelbart, M.V. Whiley, A.W. (2013) Ecophysiology the Avocado:
Botany. Production and Uses. 2nd Edition (eds B. Schaffer et al.) CAB International pp.
168-199.

Schnell, R.J. Brown, J.S. Olano, C.T. Power, E.J. Krol, C.A. Kuhn, D.N. Motamayor, J.C.
(2003) Evaluation of avocado germplasm using microsatellite markers. Journal of the

American Society Horticultural Science. 128: 881-889.

Small, R. Ryburn, J. Cronn, R. Seelanan, T. Wendel, J. (1998). The Tortoise and the Hare:
Choosing between Noncoding Plastome and Nuclear Adh Sequences for Phylogeny
Reconstruction in a Recently Diverged Plant Group. American Journal of Botany, 85:1301-
1315.

Tiffin, P. Gaut, B.S. (2001a). Sequence diversity in the tetraploid Zea perennis and the
closely related diploid Z. diploperennis: insights from four nuclear loci. Genetics. 158:401—
412.

Tiffin, P. Gaut, B.S. (2001b). Molecular evolution of the wound-induced serine protease

inhibitor wip1 in Zea and related genera. Molecular Biology and Evolution. 18:2092—-2101

Torres, A.M. Bergh, B.O. (1978). Isozymes as indicators of out-crossing among ‘Pinkerton’

seedlings. California Avocado Society Yearbook 62: 103—-110.

Tucker, M.L. Durbin, M.L. Clegg, M.T. Lewis, L.N. (1987). Avocado cellulase: nucleotide
sequence of a putative full-length cDNA clone and evidence for a small gene family. Plant
Molecular Biology. 9: 197—-203.

Vemoert, G. Vebree, E.C. Van der Linden, K.H. Nijkamp, H.J.J., Stuitie, A.R. (1992).
Cloning, nucleotide sequence and expression of the Escherichia coli fabD gene, encoding
malonyl coenzyme A-acyl carrier protein transacylase. Jounal. Bacteriology. 174: 2851-
2857.



258  Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de Aguacate

Wei, S.J. Lu, Y.B. Ye, Q.Q. Tang, S.Q. (2017). Population Genetic Structure and
Phylogeography of Camellia flavida (Theaceae) Based on Chloroplast and Nuclear DNA
Sequences. Frontiers in Plant Science. 8: 718.

Wendel, J.F. Cronn, R.C. (2003). Polyploidy and the evolutionary history of
cotton. Advances in Agronomy. 78, 139-186.

Whiley, A.W. Schaffer, B. (1994). Avocado. In: Schaffer, B., Anderson, P. (eds.). Handbook
of Environmental Physiology of Fruit Crops, Vol 2. Subtropical and Tropical Crops. CRC
Press, Boca Raton, Florida. Pp. 3-35.

Wolfe, K.H. Li, W.H. Sharp, P.M. (1987). Rates of nucleotide substitution vary greatly
among plant mitochondrial, chloroplast and nuclear DNA. Proceedings of the National
Academy of Sciences 84: 9054-9058.



5. Recomendaciones.

Se recomienda ampliar el numero de muestras de aguacate del departamento de
Antioquia y de otros departamentos de Colombia teniéndose en cuenta aguacates
silvestres colectados en zonas con poca intervencién y a su vez aguacates
cultivados con el fin de tener un mejor entendimiento de la genética de poblaciones
de la especie en el pais y de la manera como se originaron los aguacates criollos
por el proceso de las hibridaciones ya que es posible que los aguacates silvestres
muestren una composicién genética de alelos o secuencias diferente a los

aguacates cultivados.

Se recomienda utilizar nuevos métodos moleculares y de secuenciacion para la
caracterizacion molecular del banco de germoplasma de aguacate de Colombia y
de las muestras de aguacates silvestres y cultivados de los departamentos de
Colombia en los que se cultive esta especie para tener una mayor cobertura del
genoma de la especie. Un ejemplo de ello puede ser la técnica Genotyping by
Sequencing que es muy parecida a los AFLP ya que se amplifican regiones
escogidas por unos adaptadores que se encuentran en todo el genoma de la
especie y posteriormente son pirosecuenciados generando informacion de SNP
(single nucletide polymorphisms) de miles de secuencias que podrian ser
evaluadas en cuanto a la variabilidad genética de la especie, genética de
poblaciones y efecto de la seleccidn natural sobre algunos genes que pueden ser

identificados con diferentes programas como Bayescan.

Se recomienda hacer evaluaciones a condiciones edaficas, climaticas y a
enfermedades limitantes como las pudriciones de raiz causadas por patdégenos
como P. cinnamomi y Verticillium sp. A aquellos aaguacates criollos que
presentaron similitud genetica con accesiones de la Coleccién Colombiana de
aguacate como el cultivar Tumaco y el portainjerto G-755, los cuales presentan
caracteristicas deseables como patrones de injertacion. En caso de que los
aguacates criollos seleccionados presenten caracteristicas deseables como
portainjertos, se recomienda evaluar su crecimiento y desarrollo a nivel de vivero;

para su posible uso como portainjertos. Tambien se recomienda tener en cuenta



260

Estudio de Diversidad Genética e Identificacion Racial de Ecotipos de Aguacate

para las evaluaciones mencionadaambien a aquellos cultivares que presentaron
similitud genetica con cultivares de aguacate de el cultivar Hass; ya que pueden

ser una buena opcion como portainjertos para esta variedad.

De igual forma se recomienda realizar evaluaciones de compatibilidad copa / patron
a aquellos aguacates criollos potenciales como portainjertos de acuerdo a su
similitud genetica con patrones de injertacién o con variedades comerciales como
por ejemplo el cultivar Hass; teneiendo en cuenta aspectos como efecto del
portainjerto sobre la reduccion de altura del arbol, efectos sobre la productividad,

sobre la calidad del fruto, incompatibilidad entre otros.

Con el fin de poder sugerir que material criollos de los analizaods en elpresente
estudio s epuede propagar, de acuerdo a sus atributos morfolégicos deseables de
alta heredabilidad, se recomienda incorporar indice de selecciéon acoplado a la

heredabilidad estimada para los distintos caracteres a partir de los datos de SSRs.
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A- Descriptores morfolégicos del arbol y paisaje

- Ancho Ancho de .. Circunfer
Cadigo I . Altura del Forma del Superficie .
ecotipo Municipio AS.N.M Topografia arbol copa N-S copa (m) N- arbol  del tronco encia del

(m) S x Or-Oc tronco cm
1 6 1975 8 14 75 6.7 5 7 200
2 6 1920 5 " 15 14 14 8 7 126
4 8 " 894 8 15.42 13.6 11.2 6 7 150
5 8 " 864 8 19.45 14.4 15.4 6 7 160

24 9 " 1949 7 18.65 16 22 8 7 53

25 9 " 1880 7 14.95 10 12 2 7 9

27 9 " 1918 7 17.15 16 18 2 7 60

33 9 " 1820 8 21.65 20 18 8 9 210

35 10 2084 5 9.63 6.7 7 3 9 90

37 10 2173 5 " 20 15.4 16.1 5 7 150

38 10 2175 5 17.23 13.3 13 3 7 180

39 10 2176 5 17.93 7.8 8.8 2 7 130

40 10 2197 1 19.93 17.7 16.7 3 7 200

a1 10 2194 1 18.33 12 1.7 3 3 148

a4 5 2049 8 13.19 14 13.4 6 7 170

45 5 7 2100 8 11.79 13.9 13.6 5 7 190

46 5 " 2124 8 14 8.90 6 3 3 94

a7 5 2183 2 10.26 11.6 10.3 8 7 170

48 5 2155 3 18.2 116 12.2 5 7 175

62 5 2177 6 14 10 10 5 7 175

64 5 2200 2 9 7 7 5 7 110

99 1 1920 8 14 6 6 8 7 89

100 1 1920 8 9 6 7 5 9 90

101 11 1920 8 13 7 6 5 3 90,5

107 2 1900 8 6 4 4 3 3 59

109 2 1900 8 7 3 3 8 7 150

117 2 " 2000 8 "7 6 6 5 9 109

118 2 " 2000 8 "7 6 5 5 9 93

119 2 " 2000 8 "9 9 8 5 9 209

145 3 " 2110 5 T 7 9 5 7 132

147 3 " 2065 3 12 8 8 6 9 125

150 3 " 2149 5 " 10 7 9 8 7 129

152 3 " 2162 5 " 10 8 9 8 7 157

156 3 " 2182 5 14 8 9 3 7 99

157 3 " 2182 5 "2 6 7 5 7 103

170 7 7 2172 3 12.65 6 7 5 7 80

171 7 2172 3 125 6 6 5 7 159

175 7 "2179 3 "7 5 4 8 7 110

176 7 " 2179 3 "8 4 4 6 7 69

179 6 7 2209 6 21.65 14 17 8 9 234

193 6 " 2150 4 13.85 6 4 8 7 124

194 6 " 2150 4 10.65 4 5 8 7 101

201 7 " 2149 2 "2 7 7 5 7 120

202 7 2149 2 9 2 2 8 7 9%

203 7 2180 2 14 12 10 8 9 198

204 7 2180 2 10 7 7 8 9 112
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A- Continuacion

Cadigo Altura del Ancho Ancho de Forma del Superficie Circunferencia

ecotipo Municipio  AS.N.M _Topografia arbol copaN-S - copa (m) N-S arbol  deltronco del tronco cm

(m) x Or-Oc
256 13 1965 6 13 9 10 8 9 9%
257 13 1960 6 " 6 5 4 8 7 78
258 13" 1970 6 7 14 3 3 1 9 103
259 13 1952 6 " 16 9 8 8 7 126
263 13 1932 6 17 8 8 8 7 60
264 13 1931 6 " 16 6 9 8 3 83
265 13 1930 6 " 16 9 9 5 7 99
266 13 1926 6 7 12 7 8 5 7 78
273 13 1915 6 7 14 8 8 8 9 111
276 13 1890 6 " 16 7 7 3 3 9”2
277 13 1872 6 " 13 10 8 2 7 109
279 13 1867 6 " 13 7 8 3 3 86
280 13 1868 6 7 12 8 8 2 3 104
293 2 7 2050 g 7 2 1 1 8 3 34
294 2 " 2050 I 1.8 1.8 8 3 19
295 2 " 2050 8 " 2 2 2 8 3 22
297 2 7 2050 8 " 3 2 1 8 3 21
298 2 2050 8 1.8 15 15 5 3 60
312 2 2060 6 13 7 7 3 7 114
314 2 2060 6 13 7 7 5 3 140
315 2 2100 6 7 5 5 3 3 88
316 9 2222 6 13.95 6 7 5 7 86
317 9 2223 6 14.65 8 8 8 9 132
320 9 2230 6 14 12 13 8 9 169
322 9 2224 6 16 14 14 5 7 156
329 9 2134 4 15.85 9 9 5 7 115
330 9 2130 4 16.65 9 9 8 7 132
331 9 2141 4 13.55 5 4 3 7 87
354 9 2267 7 2265 10 8 8 9 140
355 9 2281 7 9.95 4 4 3 7 55,4
356 9 2281 7 16.66 9 12 8 7 122
359 9 2280 7 12.65 8 8 3 7 70,7
360 9 2277 6 16.15 9 7 7 9 139
362 9 2271 7 18.45 14 12 8 7 106
374 9 2170 3 11.65 9 7 3 7 130
388 1 1735 8 14 12 12 8 7 126
390 1 1735 8 10 6 7 8 7 82
399 1 1626 4 10 8 8 3 7 78
400 1 1632 4 13 6 7 8 9 120
404 1 1662 4 14 9 10 2 7 773
411 1 1660 3 18.95 12 12 8 9 157
412 1 1666 3 15 12 12 5 9 138
413 1 1660 3 17 11 14 8 9 178
47 1 1666 3 13 14 12 8 9 113
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B- Descriptores morfolégicos de ramas

Angulo Longitud

Cédigo - Patréon de Distribuciéon ‘s Color rama Diametro
. Municipio e o insercion . entrenudos .
ecotipo ramificacion de las ramas joven f vastagos(cm)
ramas vastagos(cm)
1 6 1 2 1 2 0,434 0,628
2 6 2 2 1 2 0,668 0,462
4 8 2 2 1 2 0,534 0,342
5 8 2 2 1 2 0,494 0,384
24 9 1 2 1 2 0,518 0,542
25 9 2 2 1 2 0,918 0,608
27 9 2 2 1 2 0,556 0,51
33 9 2 2 1 2 0,786 0,372
35 10 2 2 1 2 0,286 0,326
37 10 2 1 1 2 0,788 0,306
38 10 2 1 1 2 0,4908 0,47
39 10 2 1 1 2 0,51 0,384
40 10 2 3 1 2 0,542 0,402
41 10 2 4 1 2 0,856 0,286
44 5 2 2 1 2 0,726 0,344
45 5 2 2 1 2 0,404 0,56
46 5 2 4 1 2 0,936 0,508
47 5 2 2 1 2 0,494 0,508
48 5 2 2 1 2 0,414 0,444
62 5 3 2 1 2 0,328 0,512
64 5 3 2 1 2 0,39 0,434
99 11 3 2 1 3 0,574 0,478
100 11 3 2 1 2 1,054 0,470
101 11 3 2 1 2 1,106 0,440
107 2 3 1 1 2 0,604 0,458
109 2 3 2 1 2 1,168 0,544
117 2 3 2 1 2 0,560 0,536
118 2 3 2 1 2 0,730 0,542
119 2 3 2 1 2 0,772 0,57
145 3 3 2 1 2 0,888 0,466
147 3 3 2 1 2 0,678 0,392
150 3 3 2 1 2 0,576 0,456
152 3 3 2 1 2 0,456 0,476
156 3 3 2 1 2 0,802 0,444
157 3 3 2 1 2 0,478 0,41
170 7 2 2 1 2 0,594 0,528
171 7 3 2 1 2 0,448 0,386
175 7 3 2 1 2 0,294 0,472
176 7 1 2 1 2 0,722 0,614
179 6 3 1 1 1 0,616 0,53
193 6 3 1 1 2 1,024 0,45
194 6 3 2 1 2 0,634 0,56
201 7 3 2 1 2 0,368 0,554
202 7 3 2 1 2 0,65 0,384
203 7 3 2 1 2 0,75 0,496
204 7 3 2 1 2 0,31 0,472
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B- Continuacion
Caodigo _— Patronde  Distribucién . Angu_l? Color rama Longitud Diametro
. Municipio L insercion . entrenudos .
ecotipo ramificacién de las ramas joven . vastagos(cm)
ramas vastagos(cm)

256 13 3 2 1 2 0,464 0,448
257 13 3 2 1 2 0,578 0,462
258 13 1 2 1 2 0,554 0,478
259 13 3 2 1 2 0,382 0,564
263 13 3 2 1 2 0,632 0,4

264 13 3 2 1 2 0,582 0,49
265 13 3 2 1 2 0,442 0,508
266 13 3 2 1 2 0,564 0,468
273 13 3 2 1 2 0,382 04

276 13 3 1 1 2 0,416 0,384
277 13 3 3 1 2 0,66 0,616
279 13 3 2 1 2 0,306 0,508
280 13 3 2 1 2 0,446 0,482
293 2 1 2 1 2 0,756 0,462
294 2 1 2 1 2 0,580 0,752
295 2 1 2 1 2 0,706 0,498
297 2 1 1 1 2 1,126 0,590
298 2 3 2 2 3 0,996 0,484
312 2 3 1 1 2 0,478 0,602
314 2 3 2 1 2 0,410 0,608
315 2 3 2 1 2 0,492 0,442
316 9 1 2 1 2 0,636 0,462
317 9 3 2 1 2 1,428 1,044
320 9 3 2 1 2 0,46 0,436
322 9 3 2 1 2 0,7 0,354
329 9 3 2 1 2 0,514 0,496
330 9 3 2 1 2 0,848 0,494
331 9 1 2 1 2 0,696 0,418
354 9 3 2 1 2 0,762 0,43
355 9 3 2 1 2 0,456 0,492
356 9 1 2 1 2 0,678 0,51

359 9 2 2 1 2 0,604 0,38
360 9 3 2 1 2 0,58 0,436
362 9 2 2 1 2 0,406 0,504
374 9 2 2 1 2 0,432 0,438
388 1 3 2 1 2 0,878 0,544
390 1 3 2 1 2 0,976 0,512
399 1 2 2 1 2 0,234 0,39
400 1 3 2 1 2 0,364 0,384
404 1 3 2 1 2 0,39 0,508
411 1 3 2 1 2 0,338 0,448
412 1 3 2 1 2 0,46 0,366
413 1 3 2 1 2 1,096 0,418
417 1 3 2 2 2 0,252 0,358
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C- Descriptores morfoldgicos de hoja

Cadigo _ Color haz Colorenvés  Margen Textura Superficie Forma Longitud Ancho
. Municipio | . . h . . . .
ecotipo hojas maduras hojas maduras hojas hojas rama joven hoja hojacm maxcm
1 6 12 18 2 5 2 2 16,9 9,6
2 6 12 18 1 5 2 4 23,1 91
4 8 25 26 2 5 1 4 19,7 11
5 8 10 17 2 5 1 3 26,6 11,8
24 9 1 23 1 3 1 8 19,8 10,3
25 9 10 18 1 5 1 2 17,8 9,8
27 9 11 18 1 5 1 2 18,6 9,5
33 9 11 18 1 5 1 2 20,8 10,8
35 10 1 8 2 5 2 4 12,1 6,8
37 10 4 6 1 3 1 5 18,6 10,6
38 10 2 6 1 5 2 4 14,6 7.2
39 10 3 5 1 7 2 4 15,3 6,4
40 10 2 5 1 5 2 4 17,9 8,6
4 10 11 13 1 5 2 4 18,7 8,2
44 5 3 7 1 3 2 4 17,8 8
45 5 3 6 1 5 2 4 14,3 7,16
46 5 9 5 1 7 2 4 21,7 9,6
47 5 27 5 2 5 2 4 17,4 74
48 5 28 5 1 5 2 9 19,1 8,3
62 5 11 18 2 5 1 4 17,1 7,6
64 5 11 18 2 5 1 4 20 10,2
99 1 1 23 1 5 2 3 22,2 13,2
100 11 14 23 1 5 2 9 18,7 6,7
101 1 11 23 1 5 1 9 23,1 9,9
107 2 12 20 2 5 2 4 20,3 8,7
109 2 10 18 1 5 2 9 21,3 97
117 2 10 18 1 5 2 2 13,9 8,1
118 2 10 13 1 5 2 2 22 10
119 2 10 18 1 3 2 9 23 10,3
145 3 10 13 2 5 2 4 25,6 9,5
147 3 10 18 2 5 2 9 18,9 74
150 3 1 17 2 5 2 4 16,8 6,9
152 3 14 20 2 5 2 3 16,5 9,5
156 3 12 23 1 3 2 3 18,8 9,3
157 3 11 17 1 5 2 4 16,5 78
170 7 12 23 1 3 2 4 294 13,7
17 7 10 17 1 3 2 9 24,1 13
175 7 14 23 1 5 2 4 10,1 47
176 7 11 17 2 5 1 3 30,8 14,1
179 6 10 18 1 5 2 4 16,8 8,3
193 6 12 20 1 3 2 3 27,6 14,5
194 6 11 18 1 5 2 2 18,2 9
201 7 12 18 1 5 2 8 15,3 6,6
202 7 1 18 1 5 2 4 16,7 8,5
203 7 12 20 1 5 1 4 17,1 83
204 7 11 18 1 5 1 4 14,9 7,2
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C- Continuacién
Cadigo I Color haz Colorenvés Margen Textura Superficie Forma Longitud Ancho
. Municipio | . . . . . . .

ecotipo hojas maduras hojas maduras  hojas hojas  ramajoven hoja hojacm maxcm
256 13 11 18 2 5 2 4 13,4 7,2
257 13 11 18 1 5 2 2 21,8 9,5
258 13 12 20 2 5 2 4 18,5 9,7
259 13 11 18 1 5 1 2 23,4 12,2
263 13 11 17 1 3 1 9 21,2 8,4
264 13 1 22 2 5 2 3 19,3 9,9
265 13 14 24 2 5 2 3 19,6 11,4
266 13 10 13 1 5 1 9 16,7 74
273 13 12 18 2 5 1 3 17,1 79
276 13 14 18 1 7 1 4 9,8 58
277 13 11 13 1 5 2 9 21,8 11,5
279 13 15 24 1 5 2 4 14,8 6
280 13 1 20 2 5 2 4 16,2 8,3
293 2 10 24 1 5 2 4 19 8,7
294 2 12 24 2 5 1 2 25 8,7
295 2 10 22 2 5 1 4 20,8 10,1
297 2 10 18 1 5 2 4 20,4 8,7
298 2 11 18 2 5 2 7 19,7 6,7
312 2 10 18 1 5 2 2 18,9 10,9
314 2 10 20 1 5 2 2 20,8 10
315 2 11 18 1 5 2 2 16,2 8,2
316 9 14 18 2 5 1 2 13 6,4
317 9 12 23 1 7 1 2 21,7 14,5
320 9 10 18 1 7 2 4 17,1 8,2
322 9 10 18 1 5 2 2 14,2 6
329 9 15 23 1 7 2 2 15,5 8,6
330 9 10 18 1 3 2 7 13,7 54
331 9 12 23 1 3 1 9 26,2 10,9
354 9 14 18 2 5 1 4 14,5 6,3
355 9 13 18 2 5 1 2 16,8 6,6
356 9 11 18 1 5 1 4 16,6 7
359 9 14 18 1 5 1 4 16,6 7,2
360 9 1 30 2 3 2 2 14,6 6,6
362 9 11 18 1 5 2 3 15 74
374 9 21 23 2 3 2 2 12,8 6,8
388 1 10 18 1 5 2 2 21,8 11
390 1 11 19 2 5 2 4 20,8 9
399 1 14 24 2 3 2 4 12,2 6,3
400 1 16 18 1 5 2 2 12,3 7
404 1 10 13 1 5 2 4 18,8 8,4
41 1 12 18 2 3 2 2 20,8 9
412 1 11 19 1 5 2 4 16,1 7,8
413 1 29 18 2 3 2 4 17 7.8
417 1 11 19 2 5 2 4 15,4 8,4
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D. Datos de frecuencias caracteres morfologicos

categorizados

Resultados arrojados por el programa IBM® SPSS Statistics® con relacion a las
frecuencias de las variables morfolégicas de los 90 aguacates criollos del
departamento de Antioquia categorizadas.

Forma.del.arbol

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 1 1 1,1 1,1 11
2 6 6,6 6,6 77
3 16 17,6 17,6 253
5 24 26,4 26,4 51,6
G 5 55 55 57,1
7 1 1,1 1,1 58,2
8 38 418 418 100,0
Total 91 100,0 100,0
Superficie.del.tronco
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 3 15 16,5 16,5 16,5
7 53 58,2 58,2 747
c 23 253 253 100,0
Total 91 100,0 100,0
Patron.de.ramificacion
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido " 11 12,1 12,1 12,1
2 23 253 253 374
3 57 62,6 62,6 100,0
Total 91 100,0 100,0
Distribucién.de.las.ramas
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido " 9 9,9 9,9 9,9
2 78 857 857 956
3 2 2.2 22 97,8
"4 2 22 22 100,0
Total 91 100,0 100,0
Angulo.insercién.ramas
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido " 89 97,8 97,8 97,8
2 2 2.2 22 100,0
Total 91 100,0 100,0
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Color.rama.joven
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido " 1 11 1,1 11
2 88 96,7 96,7 97,8
3 2 22 2,2 100,0
Total 91 100,0 100,0
Margen.hojas
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 1 59 64,8 64,8 64,8
2 32 352 352 100,0
Total 91 100,0 100,0
Textura.hojas
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 3 16 17,6 17,6 17,6
5 69 75,8 75,8 93,4
7 6 6,6 6,6 100,0
Total 91 100,0 100,0
Superficie.rama.joven
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido " 28 30,8 30,8 30,8
2 63 692 69,2 100,0
Total 91 100,0 100,0
Forma.hoja
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 2 23 253 253 253
K 10 11,0 11,0 36,3
/! 41 451 45,1 81,3
L4
5 1 11 1,1 82,4
L4
7 2 2,2 2,2 84,6
q
8 2 2,2 2,2 86,8
] 12 13,2 13,2 100,0
Total 91 100,0 100,0
Pubescencia.haz
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido " 89 97,8 97,8 97,8
2 2 22 22 100,0
Total 91 100,0 100,0
Pubescencia.envés
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 1 84 92,3 92,3 923
2 7 77 77 100,0
Total 91 100,0 100,0
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Angulo.insercién.peciolo.foliar
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 1 91 100,0 100,0 100,0
Relieve,nervadura,en,el,haz
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido 2 1 1,1 1,1 1,1
3 90 98,9 98,9 100,0
Total 91 100,0 100,0
Forma.apice.hoja
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido i 2 2,2 2,2 22
3 55 60,4 60,4 62,6
5 21 23,1 23,1 85,7
7 13 14,3 14,3 100,0
Total 91 100,0 100,0




