Agron. Mesoam. 26(1):129-143.2015
ISSN 2215-3608 doi 10.15517/am.v26i1.16936

DIVERSIDAD GENETICA DE CULTIVARES DE AGUACATE
(Persea americana) EN ANTIOQUIA, COLOMBIA!
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Clara I. Saldamando-Benjumea’

RESUMEN

Diversidad genética de cultivares de aguacate (Persea
americana Mill) en Antioquia, Colombia. El objetivo del
trabajo fue realizar la caracterizaciéon molecular y morfoldgica
de 111 cultivares criollos y comerciales de aguacate (Persea
americana Mill). El estudio se realizé entre los afos 2009
y 2011 en el departamento de Antioquia, Colombia, Sur
América. El andlisis molecular se realiz6 con 38 AFLP
(amplified fragment length polymorphism) obtenidos con los
cebadores E-ACT/M-CTC y E-AAC/M-CAA, con los cuales
se encontraron altos niveles de heterocigocidad esperada para
los municipios de Valparaiso, Santa Béarbara y la Ceja. Los
cultivares criollos de estas localidades compartieron un 100%
de bandas con la variedad Hass. Se encontraron 23 loci de
AFLP compartidos entre todos los cultivares criollos y las
variedades Hass, Fuerte y Reed de Antioquia. Un dendrograma
obtenido con los AFLP, el algoritmo UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) y la distancia
genética de Nei, produjo tres agrupaciones genéticas que
incluyeron individuos que se encontraban con gran cercania
geogréfica y similares condiciones climaticas. Un andlisis
de componentes principales (ACP) basado en los caracteres
morfoldgicos, produjo tres agrupaciones concordantes con
lo encontrado en el dengrograma. El Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA) estim6 un valor significativo pero bajo
de PhiPT (andlogo del Fst), por lo que existe diferenciacion
genética del aguacate en Antioquia. Los resultados obtenidos
identificaron las zonas de Antioquia con cultivares criollos
que pueden ser potencialmente utilizados como porta injertos
para la variedad Hass, como primer paso para la certificacion
de material vegetal de aguacate en Colombia.

Palabras clave: genética de poblaciones, identificacién
molecular, caracterizacién morfolégica.
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ABSTRACT

Genetic diversity of avocado (Persea americana
Mill) cultivars in Antioquia, Colombia. The aim of this
work was to characterize 111 native avocado (Persea
americana Mill) cultivars with molecular and morphological
markers. This study was carried out from 2009 to 2011
at Antioquia Department, Colombia, South America.
The molecular analysis was performed with 38 AFLP
(amplified fragment length polymorphism) and the primers
E-ACT/M-CTC and E-AAC/M-CAA, that produced high
levels of expected hetorozygocities for avocado from the
municipalities of Valparaiso, Santa Barbara and La Ceja.
The native cultivars obtained from these places showed
100% genetic similarity with Hass. Twenty three shared
AFLP loci where observed among all native genetic material
and Hass, Fuerte and Reed from Antioquia. A UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
dendrogram constructed with the AFLPs and Nei genetic
distance produced three clusters that grouped individuals
that are geographically close and in places climatically
similar. In addition, a principal components analysis (PCA)
based on morphological traits produced three groups that are
coincident with the dendrogram. The AMOVA (Analysis of
Molecular Variance) estimated a significant but low Phipt
(Fst analogous) value, indicating genetic differentiation
among the Antioquia avocados. The results obtained in this
work identified zones of Antioquia with native material that
could potentially be used as injertation for the Hass variety,
as a first step towards certification of avocado vegetative
material in Colombia.

Keywords: population  genetics, molecular
identification, morphological characterization.
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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
distribucién natural de este cultivo es desde México
hasta Chile, pasando por Centroamérica, Venezuela,
Colombia, Ecuador y Perd (Bernal y Diaz, 2005;
Gutiérrez-Diez et al., 2009). Muiltiples hibridaciones
ocurridas en diferentes ambientes ecoldgicos de
Meéxico 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 produccién proviene de fuentes
distintas de drboles nativos o criollos y cultivares
selectos reproducidos asexualmente, en los cuales
el sabor y los valores nutritivos varfan segun el tipo
ecoldgico (Mijares y Lopez-Loépez, 1998).

No se puede asegurar que las antiguas civilizaciones
o grupos étnicos que participaron en el proceso de
domesticacion del aguacate, hayan contribuido de alguna
maneraaladiferenciacionde P.americanaen 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 adaptacién climdtica
(Storey et al., 1986; Bergh, 1992). Estas variedades
son conocidas ampliamente a nivel mundial como
razas ecoldgicas 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 2200 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 agroclimadticas de las regiones productoras
son ideales para este cultivo (Rios-Castafio, 2003).
En el departamento de Antioquia, el aguacate se ha
identificado como un cultivo de grandes oportunidades
comerciales, ya que cuenta con adaptacién a diversidad
en suelos y climas, que sumada a la experiencia
demostrada en el cultivo, le proporciona ventajas,
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competitivas y comparativas frente a otras regiones
productivas del pafs. Sin embargo, y pese a estas
grandes ventajas el cultivo de aguacate en Antioquia,
y en general en Colombia, presenta varios problemas
entre los que se cuenta, la falta de certificacién en
cuanto a su identidad genética (Rios-Castafio, 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 produccién,
alargamiento de los periodos de cosecha, mayores
volimenes de produccion, disminucién en el riesgo
de problemas ocasionados por plagas y enfermedades,
mejor desarrollo del cultivo y mayor calidad de la
fruta (Rios-Castafio, 2003). La mejor alternativa para
el éxito de un cultivo comercial es la injertacién de
variedades comerciales de aceptacién 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 desempefio (desarrollo y productividad) en estos
ecosistemas, sino también en que constituyen una
fuente importante de variabilidad genética, cuya
composicién se hace necesaria conocer mediante su
caracterizacién molecular.

Hoy en dia los marcadores moleculares se han
convertido en una herramienta para la investigacion
agropecuaria en el mejoramiento genético de plantas,
debido a que permiten identificar, clasificar y analizar
la variabilidad genética de un material vegetal para asi
aprovechar la diversidad existente en los genomas de las
plantas (Gutiérrez-Diez et al., 2009). Segtin Gutiérrez-
Diez et al. (2009), la generaciéon de marcadores
moleculares en este cultivo ha sido lenta con respecto
a otras especies vegetales. En un principio, varios
estudios se enfocaron en desarrollar marcadores como
las isoenzimas (Torres y Bergh, 1980), los RFLP
(Davis et al., 1998), 1os SSR (Ashworth y Clegg, 2003;
Ashworth et al., 2004; Cuiris-Pérez et al., 2009), los
VNTR (Mhameed et al. 1997) y los RAPD (Fiedler et
al., 1998; Sharon et al., 1998; Kobayashi et al., 2000);
y algunos de estos trabajos se concentraron caracterizar
la diversidad genética de la especie (Davis et al., 1998;
Fiedler et al., 1998; Ashworth y Clegg, 2003; Schnell
et al., 2003) con el fin de determinar su potencial
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biolégico. Una de las investigaciones mds recientes
sobre la caracterizacion molecular de cultivares de
aguacate, fue realizada por Cuiris-Pérez et al. (2009)
en México con el uso de microsatélites. Estos autores
encontraron que estos marcadores permitieron separar
poblaciones de este cultivo en dos grupos principales,
uno compuesto por Atlixco, Puebla, y el otro por las
poblaciones de aguacate de Uruapan y Michoacén.

El objetivo de este trabajo fue realizar la
caracterizacion molecular y morfologica de 111
cultivares criollos y comerciales de aguacate (Persea
americana Mill). El estudio se realizd entre los
afios 2009 y 2011 en el departamento de Antioquia,
Colombia, Sur América.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de arboles y recoleccion de muestras

Se realiz6 una expediciéon por tres diferentes
zonas agroecolégicas del Departamento de Antioquia
en busqueda de materiales criollos de aguacate que
presentaran buenas caracteristicas de adaptacion a la
zona, dada la calidad de su follaje y buena produccion
de frutos y buen estado fitosanitario por la ausencia
de sintomas de enfermedades y dafios ocasionados
por plagas, haciendo una seleccién no aleatoria

de materiales criollos y variedades comerciales
predominantes en las zonas visitadas.

Las zonas agroecoldgicas fueron subdivididas en
tres localidades de acuerdo con la divisién de zonas
de Holdridge (1967) (Cuadro 1). Cada uno de los
arboles seleccionados fueron georeferenciados con la
ayuda de un GPS Global Positioning System (Garmin,
Olathe, Kansas, USA) (Figura 1). Para el caso de las
variedades comerciales se seleccionaron diez drboles
de la variedad Hass y cinco de la variedad Reed en
representacion de la raza Guatemalteca y tres de la
variedad Fuerte como hibrido entre las razas mexicana
y guatemalteca. Con el fin de ser utilizados como
punto de referencia para la caracterizacién molecular
de materiales criollos.

De cada uno de los materiales criollos y variedades
comerciales seleccionadas se tomaron cinco hojas
jovenes ubicadas en las puntas de las ramas, las cuales
fueron depositadas en bolsas pldsticas previamente
rotuladas con su respectivo cédigo y trasportadas en
frio hasta el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Corporacién para Investigaciones Biol6gicas, ubicado
en la Ciudad de Medellin, Colombia; posteriormente,
las muestras colectadas fueron conservadas a -70 °C,
hasta el momento de la extracciéon del ADN foliar.
Esta colecta se realiz6 en 452 arboles de aguacate asf:
396 materiales criollos y 56 variedades comerciales
(32 Hass, 7 Reed, 10 fuerte, 2 CV, 3 Gwen, 1 Boot

Cuadro 1. Zonas agroecoldgicas del Departamento de Antioquia visitadas para la recoleccion de materiales criollos de aguacate.

Colombia. 2009-2011.

Zonas agroecologicas Municipios Latitud Altitud Temperatura
promedio (°C)
Oriente antioquefio Sonsén 5°42°34” N, 75° 18’38 W 2475 17
subregion paramo Abejorral 5° 477267 N, 75°25 37" W 2275 16
Oriente antioquefio El Retiro 6° 3’357 N, 75°30° 14” W 2150 17
subregion altiplano Marinilla 6° 10 28” N, 75° 20° 20" W 2120 18
Rio Negro 6° 09’ 127 N, 75° 22’ 27"W 2080 18,5
La Ceja 6° 1740”7 N, 75° 25° 52” W 2200 17,5
San Vicente 6° 16’557 N, 75° 19°56” W 2150 17
Angeldpolis 6° 06”427 N, 75° 42’ 36”"W 1950 20,1
Carmen de Viboral 6° 04’ 557 N, 75° 20’ 3”W 2150 20,5
Suroeste antioquefo Caramanta 5° 32748 N, 75° 38’ 39”W 2050 17
Valparaiso 5°36°52” N, 75° 37° 32”W 1375 23
Santa Barbara 5°52729” N, 75° 33’ 58" W 1800 21
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Figura 1. Mapa del departamento de Antioquia (Colombia), periodo 2009 a 2011, con
los municipios en los que se muestrearon los cultivares de aguacate. 1 = Ange-
16polis, 2= Valparaiso, 3 = Caramanta, 4= San Vicente, 5= Marinilla, 6 = Rio
Negro, 7 = El Retiro, 8 = La Ceja, 9 = Carmen de Viboral, 10 = Santa Bérbara,

11 Abejorral, 12 = Sonso6n.

y 1 posible Lorena). Estas muestras se obtuvieron en
los siguientes municipios de Antioquia (Colombia): El
Retiro, Santa Barbara, La Ceja, Carmen del Viboral,
Sonsén, San Vicente, Marinilla, Rio Negro, Caramanta
y Angeldpolis. La distribucién de muestras colectadas
por municipios fue la siguiente: El Retiro (26), Santa
Bérbara (30), La Ceja (32), Carmen del Viboral (23),
Sonson (80), Marinilla (36), San Vicente (35), Rio
Negro (40), Caramanta-Valparaiso (53), Abejorral
(40), Montebello (50) y Angel6polis (7). El niimero de
muestras analizadas en este trabajo varié por localidad
y por el tipo de material, sea criollo o comercial dada
la disponibilidad del mismo en el campo, el permiso
obtenido por parte de los agricultores y la facilidad de
su acceso.
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Extracciones de ADN genémico y cuantificacion

Para la extraccién del ADN gendmico total a partir
de las hojas colectadas, se utilizé el método basado en
el buffer CTAB (cetyltrimethlyammonium bromide)
(Weising et al., 1991) con algunas modificaciones. Se
tomaron aproximadamente 0,5 g de tejido, se maceraron
y resuspendieron en 1 ml de buffer CTAB 2X (0.1M
Tris-HCI, 14 M NaCl, 0,02 M EDTA, 2% CTAB)
mds 10 pl de - mercaptoetanol en tubos Eppendorf
de 1,5 ml e incubados a 65 °C durante 45 minutos.
Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 12 000
rpm durante 30 min a 4 °C. Se tomo el sobrenadante y
se adicionaron 700 pl de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), se centrifugé a 12 000 rpm durante 20 min a 4
°C. Se tomé el sobrenadante y se adicionaron 700 pl
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de cloroformo, se centrifugd a 12 000 rpm durante 20
min a 4 °C. Nuevamente se tomd el sobrenadante y
se adicionaron 700 pl de cloroformo: octanol (24:1),
seguidamente se centrifugé a 12 000 rpm durante 20
min a 4 °C. Se tomd el sobrenadante y se adiciond un
volumen de isopropanol; los tubos fueron incubados a
-20 °C durante una hora para la precipitacion del ADN.
El pellet fue colectado por centrifugacién a 12 000 rpm
durante 30 min y lavado dos veces con etanol al 70%
y posteriormente al 90%, luego el pellet fue secado a
temperatura ambiente y resuspendido en 60 pl de buffer
TE (0,01 M Tris-HCI, 0.001M EDTA) y tratado con
RNAsa A (10 mg/ml) (Fermentas, Vilnius, Lithuania).
El ADN extraido de las muestras fue observado en geles
de agarosa (0,8%) tefiidos con bromuro de etidio (EtBr)
en un transiluminador de luz U.V. La cantidad y calidad
fue determinada mediante el uso de un nanodrop
(ThermoScientific, USA).

Caracterizacion molecular con marcadores AFLP
(polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados)

Los AFLP se realizaron con el kit de
reactivos AFLP Analysis system I y AFLP Starter
Primer Kit (Invitrogen, USA). Del ADN previamente
cuantificado, se tomaron aproximadamente 1ug. En
tubos de 0,2 ml se realiz6 la mezcla para la reaccion
de digestiéon simultdnea con las endonucleasas de
restriccion EcoRI y Msel: se incubaron por dos horas
a 37 °C y posteriormente se inactivaron las enzimas a
70 °C por 15 min, inmediatamente se llevé a cabo la
reaccion de ligacion. La ligacién de los adaptadores a
los fragmentos digeridos se hizo mediante la enzima
T4 ligasa siguiendo las indicaciones del kit, la mezcla
fue incubada a 20 °C por dos horas. Una vez terminada
la incubacién de la reaccién de ligacidn, esta fue
diluida en buffer TE, en una proporcién 2:10. La
amplificacién se efectué en dos pasos consecutivos,
uno de preamplificacién, donde el ADN gendmico es
amplificado por cebadores con un nucleétido selectivo,
y el segundo de amplificacién selectiva donde se usan
dos cebadores que contienen cada uno tres nucleétidos
selectivos. Se utilizaron las combinaciones E-ACT/M-
CTC y E-AAC/M-CAA.

La separacion de los productos de amplificacion
se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% en condiciones denaturalizantes
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a 90W constantes en buffer TBE 1X durante dos
horas a una temperatura de 55 °C en cdmara Sequi-
Gen GT (BioRad, USA). Como indicadores de peso
molecular se utilizaron los marcadores de 100 pb y
50 pb (Fermentas, Vilnius, Lithuania). Las bandas
fueron visualizadas mediante tincién con plata. Los
perfiles electroforéticos obtenidos para cada gel fueron
almacenados en una matriz binaria de presencia (1)/
ausencia (0) en el programa Excel. El andlisis de las
relaciones genéticas de las plantas estudiadas se realizé
mediante dendogramas con el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean, método no ponderado de apareamiento por
grupos con media aritmética) (Sneath y Sokal,
1973) teniendo en cuenta las distancias genéticas de
Dice (D, = 1- Sij) Sij= 2a/(2a+b+c); siendo Sij=
similitud entre los individuos i y j; a= nimero de loci
compartidos por i y j; b= nimero de loci presentes en
i pero ausentes en j, y c= nimero de loci presentes
en j pero ausentes en i (Dice, 1945). Estas distancias
se estimaron con el uso del paquete estadistico Past
1.34 (Hammer et al., 2001). La obtencion de este
algoritmo y la produccion del dendrograma UPGMA
se generaron con el programa Mega 4.0. (Tamura et
al., 2007). Posteriormente, un analisis de varianza
molecular (AMOVA) fue estimado con el programa
GenAIEx 6.4.1 (Peakall y Smouse, 2000) realizando
99 999 permutaciones para evaluar la variacién
genética existente entre individuos pertenecientes a
las localidades de Antioquia en las que se realizaron
las colectas.

Caracterizacion morfolégica

En cultivares criollos de aguacate seleccionados
de los diferentes municipios se evaluaron los siguientes
descriptores morfoldgicos para plantas de aguacate
del International Plant Genetic Resources Institute
(IPGRI, 1995): altura del arbol, ancho copa, forma
del 4arbol, superficie del tronco, circunferencia del
tronco (cm), patrén de ramificacién, distribucion
de las ramas, dngulo insercién ramas, color rama
joven, longitud entrenudos vdstagos (cm), didmetro
vdstagos (cm), color haz hojas maduras, color envés
hojas maduras, margen hojas, textura hojas, superficie
rama joven, forma hoja, longitud hoja (cm), ancho
hoja médximo (cm), pubescencia haz, pubescencia
envés, angulo insercién peciolo foliar, nimero venas
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primarias (pares), divergencia venas secundarias,
relieve nervadura en el haz, forma dpice hoja y forma
base hoja; en el caso de los caracteres cualitativos,
estos fueron categorizados para facilitar su andlisis.

Los datos morfolégicos fueron utilizados para
realizar un andlisis de componentes principales mediante
el uso del programa Past 1.34 (Hammer et al., 2001).
Este andlisis se utilizd para observar la dispersion, en
un espacio bi o tridimensional. Con este andlisis se
representd en forma gréfica la variacion existente entre
los diferentes individuos en X dimensiones (X=variables
evaluadas), reduciendo la dimensionalidad al agrupar
todas las variables en dos o tres combinaciones lineales
(componentes principales CP).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion molecular de cultivares criollos de
aguacate

En este trabajo se logrd la caracterizacion molecular
de 111 materiales de aguacate entre criollos y variedades
comerciales con la combinacién de cebadores E-ACT/
M-CTC; los productos de amplificaciéon seleccionados
para esta combinacién estuvieron en un rango entre
200 y 1000 pb (pares de bases), para un total de 29
AFLP estudiados; de los cuales solo 9 loci presentaron
frecuencias por encima del 50%, y los demds loci
restantes presentaron frecuencias por debajo del 40%.
Por otro lado, con la combinacion E-AAC/M-CAA
se logré la caracterizacién de 132 materiales y los
productos de amplificaciéon estuvieron en un rango
entre 400 a 700 pb (pares de bases), para un total
de 9 AFLP analizados, los cuales en su mayoria
presentaron frecuencias por encima del 50%. Estos
resultados muestran que los AFLP son unos marcadores
genéticos ideales para analizar el grado de variabilidad
y polimorfismo genético de los aguacates analizados.
Sin embargo, dado que su patrén de variacién es muy
alto, la identificacion de loci comunes entre diferentes
individuos es compleja, por ello el andlisis de las huellas
genéticas (fingerprinting) compartidas entre materiales
criollos y comerciales, se basé en un nimero bajo de
AFLP compartidos entre las variedades comerciales y
criollas de Antioquia, puesto que de 29 loci amplificados
con la primera combinacién de cebadores de AFLP
se encontraron 6 loci informativos para la variedad
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Hass, los cuales presentaron un porcentaje de bandas
compartidas de un 80% con los materiales criollos de
aguacate, ademds se encontraron 7 AFLP informativos
para la variedad Fuerte, con un porcentaje de bandas
compartidas de un 100% con los materiales criollos y
10 AFLP informativos para la variedad Reed con un
porcentaje de loci compartidos de un 100%. Por otro
lado, los marcadores AFLP corroboran el origen hibrido
de los materiales criollos de aguacate del departamento
de Antioquia, puesto que la gran mayoria de drboles
caracterizados genéticamente presentaron un 33% de
similitud genética con cada una de las tres variedades
y esta hibridacién ha ocurrido en todas las zonas
agroecoldgicas de este departamento colombiano. Por lo
anterior, el proceso de injertacion de cualquiera de estas
tres variedades presentaria una compatibilidad genética
muy similar, ya que todos los criollos presentan loci de
las tres variedades, con algunas excepciones de unos
arboles que presentaron un 100% de similitud genética
con alguna variedad comercial o un 50% de similaridad
con dos variedades comerciales.

La caracterizacién molecular del presente estudio
mostr6 que de los doce municipios de Antioquia,
cuyo material vegetal de aguacate fue caracterizado,
solo el material vegetal proveniente de Corpoica
y Carmen de Viboral, presenté valores bajos de
polimorfismos y de heterocigosidad esperada. Esto
significa que estas dos localidades presentan cultivares
con una baja variabilidad genética, probablemente
debido a que por un lado, Corpoica es un centro de
investigaciéon agricola que almacena mucho cultivar
de origen comercial y también debido a que solo se
analiz6 un drbol colectado en Carmen de Viboral, por
lo que el bajo niimero de muestras en este municipio
reflejé la baja variabilidad genética observada. Los
demds municipios evaluados presentaron altos valores
de heterocigosidad, especialmente los municipios de
Caramanta, La Ceja y Sonsén. Esto podria indicar
que en estas localidades, existe un alto porcentaje de
cultivares criollos de aguacate (Cuadro 2).

Adicionalmente, la identificacion de huella
genética existente entre los cultivares criollos y
comerciales fue evaluado como el porcentaje de
bandas electroforéticas de AFLP (loci) comunes entre
las variedades Hass, Fuerte y Reed con 88 drboles
de aguacates criollos del departamento de Antioquia,
teniendo en cuenta los loci de AFLP producidos por
la primera combinacién de cebadores E-ACT/M-

Agron. Mesoam. 26(1):129-143. 2015 ISSN 2215-3608
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Cuadro 2. Nimero de bandas polimérficas y hetetocigosidad esperada obtenida de los cultivares de aguacate colectados en los doce
municipios de Antioquia, Colombia (Ang = Angel6lopolis, Caram = Caramanta, Ceja = La Ceja, Corpo = Corpoica, Marin
= Marinilla, Ret = El Retiro, R. Negro = Rio Negro, S. Vic = San Vicente, S. Barb. = Santa Bérbara, Sonsén = Sonsén,
Valp = Valparaiso) durante el periodo 2009 a 2011.

Poblacion Ang Caram Car- Ceja Corpo Marin Ret R. S. Vic S. Son-  Valp.
men Negro Barb.  sén

No. bandas 17 27 25 29 14 25 25 26 25 27 29 20

No. bandas Freq. 17 27 25 29 14 25 25 26 25 27 29 20

>=5%

No. bandas privadas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

No.bandas comunes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(<=25%)

No.bandas comunes 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0

(<=50%)

Media He 0,189 0309 0,000 0353 0,100 0279 0255 0265 0230 0258 0345 0238

SE de laMediaHe 0,033 0,032 0000 0026 0033 0032 0038 0031 0038 0028 0025 0,035

Media UHe 0216 02327 0000 0369 0,133 0,288 0306 0283 0251 0263 0358 0254

SE delaMediaUHe 0,038 0,034 0000 0,028 0045 0033 0045 0033 0042 0028 0,026 0,037

Freq= frecuencia, He= heterocigosidad esperada, SE= error estdndar, UHE= heterocigosidad esperada insesgada.

CTC. Esto se realiz6 porque dicha combinacién
produjo el mayor nimero de loci polimérficos en la
especie. Ademds, se tomd en cuenta un nimero de
loci compartido entre los aguacates criollos y los
comerciales que varié entre el 80 y 100% de bandas
comunes entre ellos. Los resultados de la huella
genética mostraron que 6 AFLP se comparten entre
los aguacates criollos y la variedad Hass, estos son los
loci: 9, 11, 12, 23, 27 y 29, siendo los AFLP 9 y 23
exclusivos para esta variedad (Cuadro 3), siete AFLP
se comparten entre los aguacates criollos y la variedad
Fuerte, los cuales incluyen los AFLP 7, 11, 12, 22,
24,27y 29, dentro de los cuales los AFLP 7 y 22 son
exclusivos para esta variedad (Cuadro 4) y diez AFLP
se comparten entre la variedad Reed y los aguacates
criollos que son: 1,8,9,10, 11, 12, 18,24,27 y 29, de
los cuales los AFLP 1, 8 y 18 son exclusivos con esta
variedad (Cuadro 5).

Analisis de relaciones genéticas
En este analisis se tuvo en cuenta los veintinueve

loci polimérficos amplificados con la primera
combinacién de cebadores E-ACT/M-CTC, puesto que

Agron. Mesoam. 26(1):129-143.2015 ISSN 2215-3608

representa la combinacion con mayor nimero de loci
amplificados en esta especie. Con esta combinacion se
encontraron distancias de Nei con valores por debajo
de uno, indicando un alto grado de similitud entre los
cultivares analizados por localidades (municipios). La
mayor similitud genética se presentd para los cultivares
de los municipios de Valparaiso y Angeldpolis (DNei=
0,037), seguido de Santa Barbara y Sonsén (DNei=
0,043), Marinilla y Rio Negro (DNei= 0,047), Santa
Baérbara y Marinilla (DNei= 0,052) (Cuadro 6).

El dendograma obtenido por el algoritmo
UPGMA vy la distancia de Nei evidencian para la
combinacién E-ACT/M-CTC la formacién de tres
grupos genéticamente diferenciados (Figura 2), uno
conformado por los cultivares pertenecientes a los
municipios de Santa Bdrbara, Sonsén, La Ceja, El
Retiro, San Vicente y las muestras suministradas por
el Centro de Investigacién de Corpoica; el otro grupo
estd conformado por los cultivares de los municipios
de Caramanta, Angel6polis, Valparaiso, Marinilla y
Rio Negro, y como un grupo aparte se encuentra el
municipio de Carmen del Viboral, la formacién de este
grupo puede deberse a que solo se logrd caracterizar
un solo cultivar en esta localidad.
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Cuadro 3. Huella genética compartida entre cultivares criollos y la variedad Hass en el departamento de Antioquia, Colombia.
Periodo 2009 a 2011.

ID Localidad AFLPY9 AFLP11 AFLP12 AFLP23 AFLP27 AFLP29 Total
3,4,4,6,8 Santa Barbara 1 1 1 1 1 1 6
16 Carmen 1 1 1 1 1 1 6
17,18, 20,23,24,32,33  Sonsén 1 1 1 1 1 1 6
22 Sonsén 1 1 1 1 0 1 5
2526 Sonsén 1 1 1 1 0 0 4
37,4041 San Vicente 1 1 1 1 1 1 6
44545556 Marinilla 1 1 1 1 1 1 6
59 Marinilla 1 0 1 1 1 1 5
73,74,75,76,77,80,83,85,

86,88,91,92,94,95 Santa Barbara 0 1 1 1 1 1 5
90,93 Santa Barbara 1 1 0 1 1 0 4
87 Santa Barbara 0 1 1 1 0 0 3
97,99,100 Valparaiso 1 1 1 1 1 0 5
98 Valparaiso 1 1 0 1 1 0 4
107,108,120,134,135 Caramanta 1 1 1 1 1 1 6
119 Caramanta 1 1 1 1 1 0 5
113,314 Caramanta 1 0 1 1 1 0 4
136 San Vicente 0 1 1 1 0 1 4
159,164 Ceja 1 1 1 1 1 1 6
167 Ceja 1 1 1 1 1 0 5
433 Rio Negro 1 1 1 1 1 1 6
432 Rio Negro 1 1 1 0 1 1 5
174 Rio Negro 1 1 1 1 0 0 4
171 Rio Negro 1 0 1 0 0 0 2
182 El Retiro 1 1 1 1 1 0 5
Proporcién 0,81 0,95 097 0,95 0,87 0,68

Total individuos 62 50 59 60 59 54 42

AFLP 9= 780 bp, AFLP 11= 700 pb, AFLP 12 = 680 bp, AFLP 23 = 450 pb, AFLP 27 = 300 pb, AFLP 29 = 200 pb.

Diferenciacion genética de cultivares de aguacate
entre poblaciones

El analisis de varianza molecular (AMOVA)
mostré diferenciacion genética relativamente baja en
las poblaciones debido a que el valor PhiPT obtenido
fue de 0,040; sin embargo, dicha diferenciacién es
significativa ya que fue de P= 0,010 (Cuadro 7). El
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porcentaje de variacién dentro de las poblaciones fue
mayor (96%) que entre las poblaciones (4%).

Caracterizacion morfolégica de cultivares criollos
El andlisis de agrupamiento se efectué con

variables de tipo cuantitativo en 93 cultivares
criollos seleccionados de los diferentes municipios

Agron. Mesoam. 26(1):129-143.2015 ISSN 2215-3608
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Cuadro 4. Huella genética compartida entre cultivares criollos y la variedad Fuerte en el departamento de Antioquia, Colombia.
Periodo 2009 a 2011.

ID Localidad AFLP7 AFLP11 AFLP12 AFLP22 AFLP24 AFLP27 AFLP29  Total
1 El Retiro 1 1 1 1 1 0 0 5
345 Santa Barbara 1 1 1 1 1 1 1 7
6,8 Santa Barbara 0 1 1 0 0 1 1 4
16 Carmen 1 1 1 1 1 1 1 7
17,20 Sonsén 1 1 1 1 1 1 1 7
18,2324 Sonsén 1 1 1 0 1 1 1 6
22 Sonsén 1 1 1 0 1 0 1 5
32,33 Sonson 0 1 1 0 0 1 1 4
37 San Vicente 1 1 1 0 0 1 1 5
40,41, 44 San Vicente 0 1 1 0 0 1 1 4
55 Marinilla 1 1 1 1 0 1 1 6
54,56 Marinilla 1 1 1 0 0 1 1 5
66,67 Angelopolis 0 0 1 1 1 1 1 5
76,77 Santa Bérbara 1 1 1 0 0 1 1 5
91 Santa Bérbara 1 1 1 1 1 1 0 6
94,9597,99,100  Santa Barbara 1 1 1 0 1 1 0 5
72,73,74,75,79,

80, 83, 85,86.,88 Santa Barbara 1 0 0 0 1 1 1 4
107, 120 Caramanta 1 1 1 1 1 1 1 7
108,119 Caramanta 1 1 1 0 1 1 1 6
314 Caramanta 1 1 1 0 1 1 0 5
112,113 Caramanta 1 0 1 0 1 1 0 4
134 San Vicente 1 1 1 1 1 1 1 7
135 San Vicente 1 1 1 0 1 1 1 6
136 San Vicente 1 1 1 0 1 0 1 5
164 Ceja 1 1 1 1 1 1 1 7
167 Ceja 1 1 1 1 1 1 0 6
159 Ceja 0 1 1 0 1 1 1 5
182 El Retiro 0 1 1 0 1 1 0 4
432,433 Rio Negro 1 1 1 0 1 1 1 6
Proporcién 0,64 093 097 0,32 0,59 095 0,76

Total individuos 59 38 55 57 19 35 56 45

AFLP 7= 800 pb, AFLP 11= 700 pb, AFLP 12 = 680 bp, AFLP 22= 500 pb, AFLP 24= 400 pb, AFLP 27= 300 pb, AFLP 29= 200 pb.
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Cuadro 6. Distancias genéticas de Nei obtenidas para los cultivares de aguacate en el departamento de Antioquia, Colombia, con la
combinacién de cebadores de AFLP: E-ACT/M-CTC. Periodo 2009 a 2011.

Angel Caram Carmen Ceja Corpo Marin Retiro Rio Negro S.Vic S.Barb. Sonsén Valp
Angel6polis 0,000
Caramanta 0,131 0,000
Carmen 1,331 0,773 0,000
Ceja 0,204 0,119 0,440 0,000
Corpoica 0,209 0,236 0,746 0,127 0,000
Marinilla 0,063 0,080 0,861 0,107 0,096 0,000
El Retiro 0,254 0,164 0,603 0,121 0,125 0,162 0,000
Rio Negro 0,059 0,076 0910 0,096 0,135 0,047 0,153 0,000
San Vicente 0,270 0,134 0,612 0,115 0,171 0,141 0,145 0,170 0,000
Santa Barbara 0,090 0,103 0,776 0,116 0,089 0052 0,125 0,079 0,101 0,000
Sonsén 0,138 0,118 0,535 0,071 0,095 0,076 0,094 0,084 0,106 0,043 0,000
Valparaiso 0037 0064 1225 0206 0243 0078 0207 0,067 0242 0,097 0,134 0,000

Angel= Angel6lopolis; Caram = Caramanta; Ceja = La Ceja; Corpo = Corpoica; Marin = Marinilla; Retiro = El Retiro; S. Vic = San
Vicente; S. Barb. = Santa Barbara; Sonsén = Sonsén; Valp = Valparaiso.

Sonsén
Corpoica
LaCeja

El Reiro

San
Vicente

Caramanta

Angelopolis

Valparaiso

Marinila

Rio Negro

m Carmen

0.4 03 0.2 04 0,0

Figura 2. Dendrograma obtenido con el algoritmo UPGMA
y las distancias de Nei de los cultivares de agua-
cate estudiados en el departamento de Antioquia,
Colombia, con la combinacion de cebadores de

AFLP: E-ACT/ M-CTC. Periodo 2009 a 2011.

pertenecientes a las tres zonas agroecoldgicas
estudiadas, los cultivares seleccionados para esta
caracterizacion se observan en el Cuadro 8.

Agron. Mesoam. 26(1):129-143.2015 ISSN 2215-3608

El andlisis de componentes principales (CP)
(Figura 3) arroj6 un valor propio de 58951, 6 y el CP1
representd el 96% de la varianza absoluta: valores
mayores al rango de 60-70% explican un porcentaje
razonable de la variabilidad total de las muestras. Este
andlisis muestra ademds la formacién de tres grupos
morfolégicamente diferenciados. El primer grupo
estd compuesto por el menor nimero de individuos,
los cuales se ubican de una manera muy dispersa
entre si. Estos drboles pertenecen a los municipios: El
Retiro, Abejorral, Santa Bérbara, Sonsén, Caramanta
y Montebello. Localidades que se encuentran muy
lejanas geogrdficamente en el departamento de
Antioquia. Este grupo probablemente se conformé por
las similitudes fenotipicas compartidas entre los drboles
mds que por su ubicacién dentro de este departamento
de Colombia. El segundo grupo presenté un mayor
ndmero de individuos, los cuales se encontraron
en un nimero mds frecuente por municipio, por lo
que en este caso estos drboles muy probablemente
fueron agrupados en base a su origen geografico. Los
municipios que hacen parte de esta agrupacién son
Sonsoén, San Vicente, Marinilla y en un mayor nimero
La Ceja y Rio Negro. De la misma manera el tercer

139



CANAS et al.: DIVERSIDAD GENETICA DE AGUACATE

Cuadro 7. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) realizado con las combinaciones de cebadores de AFLP:
E-ACT/M-CTC en los cultivares de aguacate en el departamento de Antioquia, Colombia. Periodo

2009 a 2011.
Fuente df SS MS Est. Var. % Phi PT P
Entre poblaciones 10 120,356 12,036 0,772 14% 0,137 0,010
Dentro poblaciones 96 467,663 4871 4871 86%
Total 106 588,019 5,644 100%

df: grados de libertad, SS: fuente de variacién, MS: cuadrado medio, Est. Var.= variacion estandar, Phi PT: andlogo
al FST (estimador de la diferenciacién genética promedio), P: probabilidad..

Cuadro 8. Cultivares de aguacate del departamento de Antioquia, Colombia, seleccionados para el andlisis morfoldgico. Periodo

2009 a 2011.
Cultivar Municipio Nombre local
1,2 El Retiro Aguacate nativo
4.5 Santa Barbara Nativo Santa Barbara

17,24,25,27,33

35,37,38,39,40,41

44,45,46,47,48,62, 64

99, 100, 101

107,109, 117, 118, 119

145, 147, 150, 152, 156, 157

170,171, 175, 176. 179, 193, 194, 201, 202, 203, 204
256, 257, 258, 263, 265, 266, 273, 276, 277, 280
293,294, 295, 297, 298

312,314, 315

316,317, 320, 322

329, 330, 331

354,355, 356,360, 362, 374

388, 390, 399, 400, 404, 411, 412, 413,417

Sonsén Aguacate criollo

San Vicente Aguacate nativo

Marinilla Aguacate nativo
Valparaiso Aguacate criollo
Caramanta Aguacate criollo
La Ceja Aguacate nativo
Rio Negro Aguacate nativo
Montebello Aguacate criollo
Caramanta Aguacate criollo
Caramanta Aguacate criollo
Sonsén Aguacate criollo
Sonsén Aguacate campesino-criollo
Sonsén Aguacate criollo
Abejorral Aguacate criollo

grupo presentd el mayor nimero de drboles agrupados
y en este caso la mayoria de individuos se colectaron
en Rio Negro, Montebello y Abejorral, y en una
menoria individuos de Sonsén, Marinilla y Caramanta,
aqui de nuevo las agrupaciones pudieron deberse al
origen geografico de las muestras.

El andlisis de componentes principales corrobora
lo encontrado por el dendrograma y el andlisis de
varianza molecular, ya que establecen que existen tres
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agrupaciones de materiales en Antioquia, las cuales
estan compuestas por localidades que se encuentran
relativamente cercanas entre si, en las que se destaca
el grupo 3, en este se encuentran la mayor cantidad
de arboles analizados y agrupa varios individuos de
Rio Negro, Montebello y Abejorral, mientras que las
agrupaciones 1 y 2 poseen en su mayoria individuos
pertenecientes a Sonsén, San Vicente, Marinilla, La
Ceja y EI Retiro, generando agrupaciones similares

Agron. Mesoam. 26(1):129-143.2015 ISSN 2215-3608
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e
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Componente 2

Componente 1

Figura 3.

Andlisis de componentes principales para los caracteres cuantitativos evaluados en 93 arboles de agua-

cate del departamento de Antioquia, Colombia. Periodo 2009 a 2011.

a las encontradas por los dendrogramas obtenidos
con el algoritmo UPGMA. Estos resultados sugieren
que el material bioldgico que hace parte de estas
agrupaciones, tiene un mismo origen genético ya que
su material biolégico puede que haya sido trasladado
entre ellos.

Uno de los marcadores mds utilizados
recientemente son los AFLP dada su alta variabilidad
genética y su fécil estandarizacion en el sentido que
no requieren conocimiento previo de la genética del
organismo que se desea analizar para ser estandarizados
en este (Vos et al., 1995), por ello Gutiérrez-Diez et
al. (2009), utilizaron estos marcadores en la region
de Nuevo Ledn (México) con el fin de caracterizar
molecularmente sus poblaciones, puesto que este lugar
representa un centro de origen de esta especie y a su vez
realizaron una caracterizacién morfolégica de dichos
arboles para comparar sus resultados. Estos autores
analizaron 42 drboles de aguacate criollos con el uso
de quince combinaciones de cebadores, a diferencia de
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este trabajo en el que se analizaron 111 drboles con dos
combinaciones de cebadores. Ellos encontraron que un
dendrograma UPGMA separé las muestras en grupos
genéticamente diferenciados en las que las variedades
comerciales y silvestres se agruparon entre si, por lo
que estas tienen un origen genético comun. Por otro
lado, también encontraron que estos 42 drboles se
diferenciaron en once variedades genéticas dentro de
la misma raza mexicana de aguacate, demostrando que
a pesar de que es una raza mejorada, todavia presenta
alta variabilidad genética. Al igual que en el presente
estudio, el llevado a cabo por Gutiérrez-Diez et al.
(2009), se encontraron agrupamientos genéticos de
los cultivares un poco diferentes a los agrupamientos
obtenidos con un andlisis de componente principal de
datos morfolégicos. No obstante, tanto en este estudio
como en el de Gutiérrez-Diez et al. (2009), ambos
tipos de agrupamientos de los cultivares de aguacate,
se generaron por similitudes genéticas y fenotipicas
entre los darboles y por su ubicacidén geogréfica,
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demostrando el potencial que tienen los AFLP y
los datos morfolégicos en agrupar poblaciones de
aguacate dado su origen geogréfico.

Por otro lado, un trabajo sobre la caracterizacién
molecular de aguacate de California (Estados Unidos)
con el uso de RAPDs permitié determinar el grado
de entrecruzamiento genético entre los cultivares
Hass, Fuerte, Bacon y Zutano, demostrdndose que la
fertilizacién cruzada es muy comun en este cultivo
(Fiedler et al., 1998). Sin embargo, los procesos de
entrecruzamiento entre diferentes cultivares de aguacate
también ocurre en esta especie, ya que la polinizacién
entre distintos cultivares genera variabilidad genética
en ella. Estos autores determinaron que la polinizacién
del cultivar Fuerte hacia el cultivar Hass, fue la
mds frecuentemente encontrada, sugiriendo que ellos
presentan una buena compatibilidad genética. Este
trabajo al igual que el presente estudio, demostrd
mayor similitud genética entre las poblaciones mads
cercanas geogrificamente argumentando que la tasa
de entrecruzamiento entre plantas depende de la
posibilidad de eventos de polinizacién por insectos
y a su vez que la variabilidad genética encontrada
en cada localidad, puede ser debida a fenémenos de
adaptacidn al hdbitat en el que se encuentra el cultivar,
particularmente por el clima de cada uno de ellos.
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