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INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es el fruto de un arbol originario de México y
Centroamérica (Téliz, 2000). La produccion mundial del cultivo supera 5,000,000
toneladas y el 70.3% de esta produccion lo aporta el continente americano (FAOSTAT,
2016). La Republica Mexicana es la mas importante productora, consumidora y
exportadora de aguacate en el mundo, con una produccion de casi 2 millones de toneladas
anuales, de las cuales, el estado de Michoacan aporta 77% de la produccion nacional,
convirtiéndolo innegablemente en la capital mundial de este cultivo (SIAP, 2017). P.
americana pertenece a la familia Lauraceae, uno de los grupos de angiospermas mas
antiguos (Renner, 1999). Se caracteriza por su gran variabilidad y por ser una de las
familias del reino vegetal mas numerosas, que se distribuyen por todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Renner, 2004). La productividad del cultivo en esta
amplia gama de ambientes, depende de un conjunto de factores, algunos mas o menos
ligados con las caracteristicas agroambientales de los huertos. Sin embargo, factores
biodticos y abioticos son limitantes para obtener buenos rendimientos y calidad de fruto
esperado (Anguiano et al., 2003). Hasta hace algunos afos, las investigaciones se
orientaban al fitopatégeno Phytophthora cinnamomi, como el Gnico patdgeno responsable
de la enfermedad conocida como tristeza del aguacatero, no obstante, existen reportes
actuales de nuevas especies de fitopatdgenos causando marchitez en este cultivo tales
como: Cylindrocladium parasiticum, Cylindrocarpon liriodendri, Nectria liriodendri,
Ilyonectria macrodidyma (Dann et al., 2011; Vitale et al., 2012) y Phytopythium vexans
aislado de raices de aguacate en las Islas Canarias y mostrando una patogenicidad incluso

mas severa que P. cinnamomi (Rodriguez et al., 2018).

Como respuesta a esta problematica, se ha producido un creciente interés en la
investigacion de la utilizacion de aceites esenciales y extractos de plantas como fungicidas
naturales, que no sean perjudiciales para el medio ambiente (Benites et al., 2009; Bajpai
y Kang, 2010). Se ha demostrado que los aceites esenciales y sus compuestos tienen un
efecto fungicida (Wilson et al., 1997; Gogoi et al., 1997). Por lo cual, ha incrementado el
interés de aplicacion de este tipo de productos como agentes antimicrobianos naturales en

alimentos y cultivos agricolas (Celis et al., 2012). Otra alternativa viable para hacer frente



a la problematica de plagas y enfermedades, seria la generacion no sdlo de patrones o
portainjertos que presenten resistencia o tolerancia a fitopatdgenos, sino de variedades que
presenten caracteristicas organolépticas de exportacion. Sin embargo, las investigaciones
deben seguir la forma tradicional de seleccion, por medio de caracteres morfologicos
deseables y que conlleva periodos de hasta 45 afios (Rogel-Castellanos, 1999). Una
alternativa factible para fortalecer la caracterizacion morfoldgica y poder llegar a la
obtencion de registros de nuevas variedades podria ser la caracterizacion molecular, la
cual presenta la ventaja de trabajar directamente con la base genética de los individuos,
debido a esto, se caracteriza el germoplasma vegetal y permite realizar una identificacion
mas precisa a nivel de ADN (Gutiérrez Diez et al., 2009). En este sentido, el uso de
marcadores moleculares microsatélites (SSR), han demostrado ser eficientes para
caracterizar la variabilidad genética de aguacate, esto por la codominancia que presentan,
alto grado de polimorfismo, por ser adecuados para investigar la estructura de la
poblacion, la historia de las especies y debido al alto nivel de diversidad alélica, aunado a
una féacil deteccién por medio de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), alta
reproducibilidad y variabilidad; obteniendo como resultado identificar heterocigosidad,
distancias genéticas y relevantemente la identificacion de nuevas especies o cultivares
(Litt y Luty, 1989; Smeets et al., 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989 y Garris et al.,
2005).



Objetivos

» Identificar morfologica y molecularmente nuevos fitopatdgenos asociados al cultivo
del aguacate, en los principales municipios de la franja aguacatera del estado de
Michoacén.

» Evaluar el efecto inhibitorio in vitro de aceites esenciales de clavo (Syzygium
aromaticum) y pimienta negra (Piper nigrum) sobre nuevos fitopatogenos del cultivo
del aguacate (Phytophthora cinnamomi y Phytopythium vexans) y determinar su C150.

» Caracterizar mediante el uso de marcadores microsatélites, cuatro materiales
prominentes de aguacate, seleccionados por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Uruapan, con el uso
de marcadores moleculares microsatélites y comparar sus perfiles genéticos con la

variedad comercial “Hass”.

Hipotesis

» Existen nuevos fitopatogenos afectando al cultivo del aguacate en el estado de
Michoacén.

» Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper
nigrum) podran inhibir el crecimiento de Phytophthora cinnamomi y Phytopythium
vexans.

» Los materiales prominentes de aguacate con caracteristicas organolépticas para
exportacion, presentaran variabilidad genética y se podran identificar con marcadores

moleculares microsatélites.



REVISION DE LITERATURA

Reporte de recientes fitopatdgenos asociados al cultivo del aguacate

Phytopythium vexans Lévesque y Cock

El género Phytopythium fue descrito por Lévesque y Cock (2004), este nuevo género es
morfolégicamente intermedio entre el género Phytophthora y Pythium. De Cock et al.
(2015) observaron que las especies de Pythium pertenecientes al clade K eran
filogenéticamente distintas al resto de los Pythium spp. Cooke et al. (2000) demostraron
que Pythium vexans era claramente diferente de otras
Pythium spp. y Phytophthora usando la subunidad grande ribosomal (LSU) y el
espaciador interno transcrito (ITS). Villa et al. (2006) demostraron que las especies de
Pythium pertenecientes al clade K estaban estrechamente relacionados con Phytophthora.
La diferenciacion morfol6gica deriva en que es el Unico que presenta esporangios

papilados y anteridios cilindricos o lobulados.

P. vexans fue aislado junto a otros organismos patégenos considerandose un organismo
patdgeno secundario (Andrés, 2015). Sin embargo, fue aislado en plantas de Metrosideros
colinna junto a P. cinnamomi, agente patdgeno clave en este cultivo, asi como en otras
especies lefiosas de importancia ornamental; las inoculaciones de P. vexans sobre plantas
sanas de esta especie origin6 los sintomas de esta enfermedad, tratandose por tanto de un
patdgeno primario (Kliejunas y Ko, 1975; Van der Plaats-Niterink, 1981; Andrés, 2015).
Es importante mencionar que Rodriguez et al. (2018) reportan a P. vexans aislado de
raices de aguacate en las Islas Canarias, mostrando una patogenicidad incluso mas severa

que P. cinnamomi.
llyonectria (= Neonectria) macrodidyma

Neonectria macrodidyma Halleen, Schroers y Crous, su estado anamorfo es
Cylindrocarpon macrodidymum Schroers, Halleen y Crous (Booth, 1966; Mantiri et al.,
2001; Halleen et al., 2004); recientemente fue nombrado como Ilyonectria macrodidyma

(Halleen, Schroers y Crous) (Chaverri et al., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4510269/#R8

Esta enfermedad afecta a plantas jovenes de aguacate principalmente en vivero y se ha
reportado en Chile, causando la muerte de 22,000 plantas (Besoian y Piontelli, 1999). En
Israel se ha logrado aislar en la mayoria de los viveros productores de planta de aguacate
con una incidencia del 10 al 100% (Zilberstein et al., 2007) y en Italia ha causado la muerte
de més de 7,000 plantas de seis meses hasta cuatro afios de edad (Vitale et al., 2012). Las
lesiones se presentan principalmente en la raiz, seguido de dafios a hojas y al tallo (Vitale
et al., 2012). Sin embargo, en México no existen reportes causando dafios en viveros ni

en huertos de aguacate.
Aceites esenciales

Las plantas han sido capaces de protegerse del ataque de diversos microorganismos
patdgenos, produciendo grandes cantidades de metabolitos secundarios, antes que el
hombre jugara un papel activo en su proteccién, mediante sustancias quimicas con
actividad antimicrobiana (Wilson et al., 1999; Dixon, 2001). Entre los metabolitos
secundarios importantes relacionados con los mecanismos de defensa, destacan los
flavonoides, fenoles, terpenos, alcaloides, lectinas, polipéptidos y aceites esenciales
(Cowan, 1999). Los aceites esenciales son una mezcla de lipidos o grasas de bajo peso
molecular muy hidrofébicos, generalmente menos densos que el agua, aromaticos y
volatiles, producto del metabolismo secundario de las plantas (Stashenko, 2000; Batish et
al., 2008; Bosquez et al., 2009). De acuerdo a Tajkarimi et al. (2010) se han encontrado
alrededor de 1,340 plantas a las que se les han atribuido propiedades antimicrobianas y en

las cuales se han identificado alrededor de 30,000 componentes.

La aplicacion de aceites esenciales es un método muy atractivo para controlar
enfermedades tanto en cosecha como en post-cosecha, estos materiales son una mezcla
compleja de compuestos volatiles producidos en diferentes partes de las plantas, y han
sido reconocidos por poseer diversas funciones, incluyendo conferir la resistencia a plagas
y enfermedades (Oxenham, 2003); algunos aceites esenciales, asi como sus
constituyentes, han demostrado poseer propiedades antibacterianas y antifungicas (Ahmet
et al., 2005; Karmen et al., 2003). Existen numerosos estudios que revelan la actividad
antimicrobiana, aungue no todos presentan la misma actividad y ésta dependeria de sus

componentes (Fisher y Phillips, 2006).



Aungue el mecanismo por el cual actdan no esta totalmente entendido, puede involucrarse
en éste la destruccion de la membrana microbiana por los constituyentes lipofilicos que
poseen (Schelz et al., 2006; Keeler y Tu, 1991), en estudios recientes se reportan otros
efectos como cambios en la morfologia del hongo que incluyen dafios sobre estructuras
como conidias, macroconidias e hifas, asi como la disminucion en la produccion de

micotoxinas (Park et al., 2009).

Respecto a la composicion de los aceites esenciales, ésta varia en funcion de la zona de
cultivo, condiciones ambientales y de acuerdo con las diferentes partes de la planta de las
cuales se extrae (Burt, 2004). Dependiendo de la especie, se calcula que un aceite esencial
puede contener entre 50 a 300 compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los grupos
de hidrocarburos terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres, compuestos
fendlicos, fenilpropanoides, entre otros (Stashenko, 2000). Se ha reportado que los
componentes mayoritarios pueden alcanzar hasta un 85% de la composicion total del
aceite esencial, mientras que los demas pueden estar presentes s6lo como trazas (Kalemba
y Kunicka, 2003; Fisher y Phillips, 2008; Tajkarimi et al., 2010).

Marcadores moleculares microsatélites

El uso de marcadores moleculares permite estimar parametros basicos de diversidad
genética, cuya informacién puede ser utilizada con fines de conservacion, determinar el
tamafo efectivo de la poblacion, identificar cuellos de botella ocasionados por causas
naturales o antropogénicas, conocer el origen poblacional, nivel de endogamia y el flujo
génico (Hedrick, 2004). Las relaciones genéticas del aguacate han sido estudiadas con
diversos marcadores moleculares como: polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLPs) (Furnier, et al., 1990), minisatélites y microsatélites o secencias
simples repetidas (SSR) (Schnell et al., 2003; Ashworth y Clegg 2003; Ashworth et al.,
2004 y Alcaraz y Hormaza 2007), polimorfismo de nucleétido Gnico (SNP) (Chen et al.,
2008) y ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD) (Fielder et al., 1998). Estos
estudios han mostrado una complejidad genética, debido a que el aguacate, al ser una
especie con polinizacién abierta, facilita la segregacion genética y por ende una gran
variabilidad (Sanchez, 1999). Los SSR (Simple Sequence Repeats), por sus siglas en

inglés, también denominadas “microsatélites” (Litt & Luty, 1989), consisten en pequefias



secuencias de 1 a 7 nucleotidos adyacentes repetidos. En genomas eucariontes, estas
secuencias sencillas son frecuentes, arbitrariamente distribuidas y forman loci genéticos
altamente polimorficos distribuidos a lo largo de los cromosomas (Ferreira y Grattapaglia,
1998). ElI numero de unidades repetidas varian ampliamente entre los organismos,
hallandose hasta 50 copias 0 mas, los alelos de cada locus se diferencian en el nmero de
repeticiones (Hajeer, 2000).

El uso de microsatélites (SSR), han demostrado ser eficientes para caracterizar la
variabilidad genética de aguacate, esto por la codominancia que presentan, alto grado de
polimorfismo, por ser adecuados para investigar la estructura de la poblacion, la historia
de las especies y debido al alto nivel de diversidad alélica, aunado a una facil deteccidn
por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), alta reproducibilidad y
variabilidad; obteniendo como resultado identificar heterocigosidad y distancias genéticas
(Litt y Luty, 1989; Smeets et al., 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989; Garris et al.,
2005). Algunos autores (Lavi et al., 1994) estimaron en 45,000 el nimero de éstos,
presentes en el genoma de este cultivo (aguacate) y marcadores de este tipo se
desarrollaron para estudios de relaciones genéticas entre cultivares (Ashworth et al.,
2004).

Los marcadores moleculares microsatélites (SSR) se consideran con mayores ventajas que
otros marcadores genéticos como los AFLPs, RAPDs, RFLPs, lo anterior, por presentar
alto grado de polimorfismo, segregan de manera mendeliana y son codominantes; aunado
a la presencia de un s6lo locus genético por microsatélite hace que la lectura de las bandas
en geles de poliacrilamida sea clara y sencilla de interpretar; se consideran que son
especificos para ciertos grupos de especies y homélogos entre si, permitiendo hacer
investigaciones comparativas entre especies 0 géneros de un mismo grupo (Rentaria,
2005). En este orden de ideas, existen investigaciones que han realizado la comparativa
de 12 combinaciones de cebadores de AFLP y 16 de los SSR desarrollados para el cultivo
del aguacate, enfocados para determinar estimados de distancia genética e identificar
cultivares de interes comercial (Ramirez et al., 2005), mientras que, al utilizar AFLPs los
autores indican la necesidad de usar marcadores mas especificos como SSRs para

diferenciar cultivares de aguacate de raza mexicana (Gutiérrez-Diez et al., 2009).



ARTICULOS

Articulo 1.

OYTON

REVISTA INTERNACIONAL DE BOTANICA EXPERIMENTAL
INTERNATIONAL JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY

Tech Science Press

871 Coronado Center Drive, Suite 200,
Henderson, Nevada, 89052, USA
www.techscience.com

First report of Phytopythium vexans causing the “Avocado sadness” in

Michoacan, Mexico

Herndndez Pérez A', E Cerna Chavez’, JC Delgado Ortiz’, M Beltran Beache', LM Tapia

Vargas’, YM Ochoa Fuentes’

Abstract. Mexico is the main producer, consumer and exporter
of avocado in the world, being Michoacan the main producer state
contributing more than 80% of the national production. There
are phytopathogens that decimate the production causing the
death of the tree. Root samples were collected in avocado trees
that showed the characteristic symptomatology of the disease
known as avocado sadness, the sampling was carried out in four
of the main avocado producing towns, in the state of Michoacan,
Mexico. The isolation consisted in sowing root tissue in Petri
dishes with V8°-PARPH culture medium, subsequently they were
identified morphologically and for species level it was determined
by molecular biology, with the PCR-ITS technique. Pathogenicity
tests were performed in triplicate with avocado seedlings with more
than six leaves. After 24 hours, the inoculated plants expressed
decay in the apical part, after 120 hours the leaves showed yellowing
and after 15 days there was a generalized wilt on the stem and
leaves, re-isolating the phytopathogen Phytopythium vexans.

This study confirms the first report of the oomycete P. vexans
affecting avocado trees in the most important producing region of
the Mexican Republic.

Keywords: Molecular identification; Pathogenicity; Phytopythium
vexans; Avocado.

INTRODUCTION

The world production of avocado is of 4,700,000 tons,
of which the American continent contributes 70.3% of
the production (FAOSTAT, 2013). Mexico is considered
the center of origin of this crop, standing out as the main
producer, consumer and exporter of avocado in the world
with an established area of 203,732 ha and a production
that exceeds 1.8 million tons, of which, the 49% goes to the
international market (SIAP, 2016).

In this sense, Michoacan is the main producer,
contributing 8 out of every 10 tons produced by the
Mexican Republic (SAGARPA, 2017). However, there
are different phytosanitary limitations, highlighting the
oomycete Phytophthora cinnamomi as the most important
economically, this phytopathogen is the cause of the
rot of the root system and in the aerial part of the tree a
wilt known as avocado sadness (Zentmyer et al., 1994;
Pérez, 2008). Until a few years ago only P. cinnamomi
was mentioned as the only pathogen responsible for this
symptomatology, however, some authors report new
species causing wilt in this crop such as: Cylindrocladium
parasiticum, Cylindrocarpon liriodendri, Nectria liriodendri,
Ilyonectria macrodidyma (Dann et al., 2011; Vitale et al.,
2012) and Phytopythium vexans isolated from avocado
roots in the Canary Islands and showing a more severe
pathogenicity than P. cinnamomi (Rodriguez et al., 2014).
Therefore, the objective of the present investigation was to
identify and determine the pathogenicity of Phytopythium
vexans in avocado.

MATERIALS AND METHODS

Root samples were collected from avocado trees (Persea
americana Mill. Hass var.) from Auguste to September 2014
, they showed typical symptoms of avocado wilt disease
(“Avocado sadness”), the trees had necrotic roots and

brittle, yellowing in leaves and a descending death. They were
sampled 40 orchards from Peribdn, Uruapan, Tancitaro and
San Juan Nuevo Parangaricutiro, being the main producers
of avocado. The area per orchard was variable 3-15 ha and
was directed in trees with the characteristic symptomatology

! Estudiante del postgrado Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Departamento de Parasitologia, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México CP 25315.

? Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Departamento de Parasitologia, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México CP 25315,

? Catedritico CONACYT-UAAAN. Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Departamento de Parasitologia, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México CP 25315.
* CULTA S.A.de C.V,, Investigacion y Desarrollo, Altavista, El Mante, Tamaulipas, México CP 898800.

*INIFAP, Campo Experimental Uruapan. Av. Latinoamericana No. 1101, Col. Revolucién CP. 60500, Uruapan, Michoacan, México.
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of the disease “Avocado sadness” The isolation procedure
began by eliminating soil excess from the roots with water
and making longitudinal cuts measuring less than 0.5 cm,
only on dark brown brittle roots taken from the infection’s
leading edge. The root cuts were disinfected with sodium
hypochlorite at 3% during 3 min, followed by three sterile
distilled water washes, before being seeded in petri dishes
with selective medium (for oomycetes) PARPH (Pimaricin 10
pg/mL, Ampicillin 250 pg/mL, Rifampicin 10 pg/mL, PCNB
100 pg/mL and Hymexazol 50 ug/mL) proposed by Davison
& Ribeiro (1996). The plates were incubated at 28 °C for 4
days and a mycelia disc of 0.5 cm in diameter was transferred
to petri dishes with V8-Agar cultural media, where it grew
as pure isolate. These obtained colonies were identified up
to the gender level with taxonomic keys proposed by De
Cock & Lévesque (2004) and Bala ef al. (2010). Molecular
identification was done through PCR-ITS. DNA extraction
was performed using the method Doyle and Doyle (1990),
in which 0.2 g of mycelium was grinded with liquid nitrogen
and resuspended in 500 pL of extraction buffer (Tris-HCI
pH 8.0, 100 mM; EDTA pH 8.5, 50 mM; NaCl 50mM &
2% SDS) the DNA was visualized on a 2% agarose gel. PCR
was used to amplify internal transcript regions with ITS1
primers (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") and ITS4
(5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). The PCR reaction
conditions were: 1 cycle of initial denaturation at 94 °C for
5 min, 30 cycles of denaturation at 95 °C for 10 seconds,
30 cycles of alignment at 57 °C for 30 seconds, 30 cycles of
extension to 72 °C for 2 min and 1 cycle of final extension
at 72 °C for 5 min (Ochoa et al., 2012). Results from the
reaction were seen through electrophoresis in agarose gel
at 2% stained with GelRed (GenScript'). The PCR products
of the synthesized chain were sequenced in both directions
by Macrogen USA. The sequences were compared in NCBI
Gene Bank data base (National Center for Biotechnology
Information www.ncbi.nlm.nih.gov/). Pathogenicity tests
were replicated three times using avocado seedlings with
6 true leaves, 3 control plants were used, treated with
sterile distilled water, 3 positive control inoculated with
P. cinnamomi and the inoculation technique described by
Van den Berg et al. (2007) and Engelbrecht & Berg (2013).
500 mg of mycelia were weighted and fractioned by forced
stirring during 5 minutes in 150 mL of sterile distilled water.
Aliquotes of 50 mL were transferred to sterilized glass flasks
with 100 mL of sterile distilled water. The seedlings’ roots
were washed with sterile distilled water to eliminate substrate
residues. Once cleaned, the plants were introduced inside the
flasks containing the oomycetes solution, one plant per flask.
The flasks were kept at 23 °C inside a bio-climatic chamber
with 14/10 h of light and darkness periods, in order to
conduct daily observations. At the end of the pathogenicity
tests, the inoculated pathogens from necrotic roots were re-
isolated, using hereinabove described methodology and
replicates were made to confirm the isolates’ identity.

OYTON ISSN 0031 9457 (2019) 88: 11-13

RESULTS AND DISCUSSION

Derived from the purification of the strains, 40 isolates
were obtained, highlighting the presence of two oomycetes
(P. cinnamomi and a second oomycete). However, the
second had a higher incidence rate with 72.2% and the rest
(27.7%) for P. cinnamomi. Due to the above, the oomycete
with greater incidence was morphologically identified,
observing constrictive or lobulated elongated anteridia, and
papillary non-globular circular sporangia, coinciding broadly
(dimensions and structures) with that reported by de Cock et
al. (2015) for Phytopythium vexans. This result is similar with
that reported by Vawdrey et al. (2005) who used the selective
medium P10ARP, isolating P. vexans more frequently than
Phytophthora palmivora, noting that the latter was considered
the main pathogen causing durian (Durio zibethinus) death
in northern Queensland. The variant in our work was to
add the active ingredient Hymexazole (50 pug / mL) to the
selective medium. On the other hand, Kato et al. (1990) and
later Davison & Ribeiro (1996) report resistance of some
oomycetes (Pythium) to Hymexasol, without mentioning
the pathogenicity of these species. In the molecular
identification, similarity values of 99% were obtained with
the sequences HQ85346 and HQ853459 of Phytopythium spp.
already reported in the Mexican Republic; Phythium vexans
sequences showed a similarity of 99% with the sequence
LM651020, reclassified as Phytopythium vexans (Cock et
al., 2015). While the isolate S4-39 showed a similarity of
99% with LM651019 (Phytopythium vexans),phytopathogen
that causes the symptomatology of the avocado sadness
disease reported by Rodriguez et al. (2014) in the Canary
Islands, mentioning that some isolates were more aggressive
than P. cinnamomi. Since there is literature confirming
the pathogenicity of this oomycete, the pathogenicity test
was performed. Pass by 24 h after inoculation, the plants
showed apical decay; the leaves turned yellow after 120 h
(post inoculation), and after 15 days the leaves and stems
were dry and brittle. The isolate S4-39 caused the wilting of
the inoculated plants, in the radicular system a necrosis was
observed in some cases greater than the control inoculated
with P. cinnamomi; while the control inoculated with sterile
distilled water did not show any decay, yellowing or any other
symptom related to the disease known as “Avocado sadness”.
Fulfilling the postulates of Koch, it gives us the certainty that
P. vexans is the causal agent of the symptomatology of the
sadness of the avocado tree. This phytopathogen agrees with
the symptomatology described by Mora et al., (2007) for the
oomycete P. cinnamomi. It is important to note that P. vexans
has been reported since 2005, in where different authors
obtain similar results to the present investigation, reporting
its pathogenicity in vegetables and fruit trees, causing root rot
in kiwi, apple and grapevine (Vawdrey et al., 2005; Spies et al.,
2011; Polat et al., 2017).

Affectations have been reported in woody non-fruit
species (family: fabaceae) in association with Phytophthora
palmivora (Steinrucken et al., 2017). With the above, the first
report of the oomycete P. vexans affecting avocado trees in the
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most important producing region of the state of Michoacan
in the Mexican Republic is confirmed.
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Abstract

Yisa M. Ochoa Fuentes, A. Hernandez Pérez, J.C. Delgado Ortiz, M. Beltran Beache,
L.M. Tapia Vargas, O. Hernandez Bautista, and E. Cerna Chavez. 2018. First report of
avocado tree wilt by Pythium sp. amazonianum in Mexico. Cien. Inv. Agr. 45(3): 301-305.
In August and September 2014, different avocado orchards (Persea americana Mill. Var. Hass)
were sampled in four municipalities (Tancitaro, Uruapan, San Juan Nuevo Parangaricutiro and
Periban) of the “Franja aguacatera” in Michoacan State, Mexico. Samples were collected from
avocado trees showing symptoms of the “Tristeza del aguacate” disease. Strains of Pythium
sp. were obtained consistently from symptomatic tissue isolated in the selective medium V8®-
Agar-PARPH. Morphological identification was made through taxonomic keys, and molecular
identification was obtained by sequencing Internal Transcribed Spacer (ITS) gene. Koch’s
postulates were corroborated by pathogenicity tests carried out on P. americana seedlings with
six true leaves, identifying the strain of P. sp. amazonianum as the causal agent of the “Tristeza
del aguacate” disease. This is the first report that associates the “Tristeza del aguacate” with P.

sp. amazonianum in Michoacan, Mexico.

Key words: Avocado, Michoacan, oomycete, Pythium, pathogenicity.

Introduction

Global avocado production is approximately
4,700,000 tons, and Mexico is the largest pro-
ducer in the world, with more than 175,000 ha;
Michoacan State represents most of the planted
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surface area with more than 127,000 ha and
10 ton/ha yields. In the state of Michoacan,
the region known “Franja aguacatera” has an
area of 7,752 km? which represents 13% of the
total state territory. The “Franja aguacatera” is
located in the neovolcanic axis region, which has
a forest ecosystem characterized by moderate,
humid and subhumid weather, with temperatures
from 8 °C to 21 °C and annual rainfall between
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1,200 and 1,600 mm (SAGARPA, 2017). Avo-
cado production is affected by a wide range of
diseases that cause low yields, malformations
in the fruits and even the death of trees; such
diseases are caused by different phytopatho-
gens, such as Sphaceloma perseae (scabies),
Colletotrichum gloeosporioides (anthracnose)
and Phytophthora cinnamomi (“Tristeza del
aguacate™). Species of the genera Phytophthora
have the greatest economic impact on root rot,
leaf and branch wilt and tree death (Davison
and Ribeiro, 1996; Pérez, 2008). P. cinnamomi
has traditionally been considered the only
pathogen related to these symptoms; however,
some authors reported new species of pathogens
associated with this symptomatology, such as
Cylindrocladium parasiticum, Cylindrocarpon
liriodendri, Nectria liriodendra and Ilyonec-
tria macrodidyma (Dann et al., 2011; Vitale
et al., 2012), as well as Phytopythium vexans
isolated from the roots of avocado trees in the
Canary Islands, which showed more severe
pathogenicity than Phytophthora cinnamomi
(Rodriguez et al., 2014). Therefore, the objec-
tive of this research was to confirm the species
and pathogenicity of Pythium sp. involved as a
causative agent of wilt in the avocado orchards
of Michoacan, Mexico.

Materials and methods
Isolation

From August to September 2014, root samples
were collected from avocado trees (Persea
americana Mill. Hass var.) that showed typical
symptoms of avocado wilting disease (Tristeza
del aguacate); the sampled trees had necrotic
and brittle roots, yellow leaves and progressive
descending mortality. Root samples of infected
trees were collected from 40 avocado groves
located within the “Franja Aguacatera” area
in Uruapan, Periban, Tancitaro and San Juan
Nuevo Parangaricutiro, all belonging to the state
of Michoacan, Mexico. The isolation procedure
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began by eliminating excess soil from the roots
with water and making longitudinal cuts no
longer than 0.5 cm each; only dark brown brittle
roots were taken from the infection’s leading
edge. The root cuttings were disinfected with
3% sodium hypochlorite for 3 min, followed by
three washes with sterile distilled water, before
being seeded in Petri plates with PARPH selec-
tive medium (pimaricin 10 ng mL", ampicillin
250 pug mL", rifampicin 10 pg mL*, PCNB 100
png mL™ and hymexazol 50 ng mL™) according
to Davison and Ribeiro (1996). PARPH is the
standard selective medium for oomycetes. The
Petri plates were incubated during four days at
28 °C. Pure isolates were obtained by transfer-
ring 0.5-cm-diameter discs with mycelia to Petri
plates with V8®-Agar media.

Identification

Colonies of pure isolates were identified at the
genus level based on taxonomic keys proposed
by De Cock and Lévesque (2004) and Bala ef
al. (2010). Molecular identification was based
on ITS-PCR. DNA was extracted from pure
and identified isolates using 0.2 g of mycelia,
according to the method of Doyle and Doyle
(1990). PCR amplification of the ITS (internal
transcript region) was performed with the primers
ITSI (5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") and
ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). The
PCR amplification conditions were as follows:
1 cycle of initial denaturation at 94 °C for 5
min, 30 cycles of denaturation at 95 °C for 10
seconds, 30 cycles of alignment at 57 °C for
30 seconds, 30 cycles of extension at 72 °C
for 2 min and 1 cycle of final extension at 72
°C for 5 min (Ochoa-Fuentes ef al., 2012). The
PCR-amplified products were visualized through
electrophoresis in a 2% agarose gel stained with
GelRed (GenScript®). The PCR products were
sequenced in both directions. Sequences were
compared with the NCBI gene bank database
(National Center for Biotechnology Information)
(www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Pathogenicity tests

Pathogenicity tests using six-leaf-stage avocado
seedlings were based on the inoculation techniques
described by Van den Berg ef al. (2007) and Engel-
brecht and Berg (2013). Control plants were treated
with sterile distilled water, and a positive control
inoculated with P. cinnamomi was also included.
All inoculated treatments were replicated three
times. The inoculum was prepared with 500 mg
of mycelia fractioned by forced stirring for 5 min
in 150 mL of sterile distilled water. Aliquots of
50 mL were transferred to sterilized glass flasks
with 100 mL of sterile distilled water. These flasks
were used as inoculum. The avocado seedlings
for evaluation were obtained from a certified
vivarium of the National Institute of Agricultural
and Livestock Forestry Research (NIFAP-CEU).
Root seedlings were washed with sterile distilled
water to remove residues from the substrate.
Plant roots were placed in the flasks containing
the inoculum (mycelia solution), using one plant
per flask. All plants in flasks were kept at 23 °C
in a bioclimatic chamber with a 14/10 h light/
darkness period. Observations were recorded
daily for 30 days to detect symptoms that could
be expressed by the phytopathogen evaluated in
the avocado seedlings.
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Finally, the inoculated pathogens were reisolated
from necrotic roots using the previously described
methodology:; replicated tests were conducted to
confirm the isolates’ identity.

Results and discussion

From the purification of the strains, 20 isolates
were obtained that coincided with the morphol-
ogy of P. cinnamomi; however, 10 isolates
did not coincide with the characteristics of
P. cinnamomi. The isolates were identified
from the above colonies by locating hyaline
colonies with aerial, coenocytic mycelium,
oogonia with antheridia, and spherical and
globular sporangia, confirming the reports of
De Cock and Lévesque (2004) and Bala et al.
(2010) (Figure 1).

The resulting sequence exhibited 97% homology
with the strain of Pythium. sp. amazonianum (Gene
bank access number: EU003445). The isolated
strains were deposited in the microorganism
collection of the National Center for Genetic
Resources, which is part of the National Institute
of Forestry, Agriculture and Livestock, with
the registration number 1006 and in the world

Figure 1. Growth and structures of P. sp. amazonianum, A) sporangium, B) growth in

PDA culture medium and C) oogonium.
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Figure 2. Photographs of avocado plants inoculated with sterile distilled water (left) and plants inoculated with P. sp.
Amazonianum with symptoms of the disease “Tristeza del aguacate” (right).

federation of culture collections (CM-CNRG)
with registration number CM-CNRG 409. In
the pathogenicity tests, after the first 24 h from
artificial inoculation of the isolates, all the plants
showed apical decay (Figure 2). One repetition
showed declining and total defoliation in 48 h. At
the end of the test (six days), the defoliated stem
was turgid and had axillary buds. The root system
showed more necrosis, yellowing in the aerial
parts of the plant and more brittle roots than our
check test inoculated with P. cinnamomi, while
the check test inoculated with sterile water did
not show any decline or any other symptom of
the disease known as avocado wilt or “Tristeza
del aguacate”.

Symptoms from P. sp. amazonianum plant pathogens
are similar to the symptoms reported by Téliz and
Mora (2007) from P. cinnamomi oomycete and P.
vexans isolated from the roots of avocado trees in
the Canary Islands (Rodriguez ef al., 2014). P. sp.
amazonianum has been reported in isolates from
South African moderate-climate fruit (apple) and citrus
trees (Spies et al., 2011), and the same author suggests
that the tested pathogen (P. sp. amazonianum) should
be considered a new species of the genus Pythium,
within K-clade, B-group, SubcladeI1I, as indicated by
the morphological differences between the observed
structures and the phylogenetic analysis. This is the
first report of avocado wilt caused by P. sp. amazo-
nianum in avocado orchards of Michoacan, Mexico.

Resumen

Yisa M. Ochoa Fuentes, A. Hernandez Pérez, J.C. Delgado Ortiz, M. Beltran Beache,
L.M. Tapia Vargas, O. Hernandez Bautista, y E. Cerna Chavez. 2018. Primer reporte del
marchitamiento del aguacatero por Pythium sp. amazonianum en México. Cien. Inv. Agr.
45(3): 301-305. En los meses de agosto y septiembre del 2014 se muestrearon diferentes huertas
de aguacate (Persea americana Mill. Var. Hass) en cuatro municipios (Tancitaro, Uruapan, San
Juan Nuevo Parangaricutiro y Periban) de la “Franja aguacatera” en el estado de Michoacan,
Meéxico. Las muestras se recolectaron de arboles de aguacate que mostraban sintomas de la
enfermedad “Tristeza del aguacate”. Se obtuvieron cepas de Pythium sp. consistentemente
de tejido sintomatico, aisladas en medio selectivo V8®-Agar-PARPH. La identificacion
morfoldgica se realiz6 mediante claves taxondmicas y la identificaciéon molecular se obtuvo a
través de ITS-PCR. Los postulados de Koch se corroboraron mediante pruebas de patogenicidad
llevadas a cabo en plantulas de P americana con seis hojas verdaderas, identificando la cepa de
P. sp. amazonianum como agente causal de la “Tristeza del aguacate”. Este es el primer reporte
que asocia la “Tristeza del aguacate” con P. sp. amazonianum en Michoacan, México.

Palabras clave: Aguacate, Michoacan, oomiceto, patogenicidad, pythium.
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First report of Mortierella elongata as a pathogen of avocado crop
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RESUMEN

Antecedentes: Las especies del género Mortierella prosperan usualmente como saprdfitas en el suelo y materia orga-
nica de diversos ecosistemas forestales. Tradicionalmente, se han aislado de los sistemas radicales de diversas especies
vegetales. Adicionalmente, investigaciones realizadas en suelo de cultivo de aguacate para lograr la purificacién de
Pythophthora cinnamomi indican que Mortierella spp. son hongos contaminantes, sin mencionar su patogenicidad.

Objetivo: Esta investigacién tuvo como objetivo identificar la presencia de Mortierella sp. y evaluar su posible patoge-
nicidad en el cultivo del aguacate.

Métodos: Las cepas se aislaron de suelo de huertas ubicadas en los principales municipios productores de aguacate
en el estado de Michoacan. Las cepas fueron identificadas y se sometieron a pruebas de patogenicidad con plantas de
aguacate de tres meses de edad y con plantulas con seis hojas verdaderas.

Resultados y conclusién: Las cepas fueron identificadas morfoldgica y molecularmente como Mortierella elongata. El
fitopatdgeno causé sintomas de decaimiento en las partes aéreas de las plantulas de aguacate. Este trabajo entonces
demuestra por primera ocasion, que existen cepas del género Mortierella que son patégenas en plantulas de aguacate.

Palabras clave: patogenicidad, Persea americana, Zygomycota, Uruapan

ABSTRACT

Background: Mortierella species usually thrive as saprophytes in the soil and organic matter from diverse forest
ecosystems. Traditionally, they have been isolated from the root systems of various plant species. Additionally, research
carried out in avocado soil to achieve the purification of Pythophthora cinnamomi consider that Mortierella spp. are
microbial non-pathogenic contamination.

Objective: Therefore, this research aimed to identify the presence of Mortierella sp. and to evaluate its possible patho-
genicity in avocado crop.

Methods: Strains were isolated from orchard soils of the main avocado producing municipalities in the state of Michoa-
céan. The strains were identified and subjected to pathogenicity tests with three months old avocado plants and with
seedlings with six true leaves.

Results and conclusions: The strains were morphologically and molecularly identified as Mortierella elongate. The phyto-
pathogen caused symptoms of decay in the shoots of the avocado seedlings. This work then demonstrates for the first
time that there are strains of the genus Mortierella that are pathogenic to avocado seedlings.

Keywords: pathogenicity, Persea americana, Zygomycota, Uruapan
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La produccion mundial del cultivo del aguacate es
de 5 028756 toneladas, siendo el continente ameri-
cano el principal productor con 68.8 %, seguido del
continente Africano con 15.9 % (FAOSTAT, 2013).
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México, es el principal pais productor y consumidor
de aguacate en el mundo, con una superficie de 203
732 ha, 72.5 % de las cuales se encuentran en el es-
tado de Michoacan. La produccién nacional es de 1

95




878 599 toneladas, con rendimientos promedio de 10
ton/ha y un consumo per céapita de 7 Kg (SAGARPA,
2015; SIAP, 2014). Sin embargo, existen diferentes li-
mitantes fitosanitarias, las cuales, reducen significa-
tivamente el rendimiento, ocasionan malformaciones
del fruto e incluso originan la muerte de los arboles
de aguacate. El Oomyceto Phytophthora cinnamomi,
causante de la pudricién del sistema radical, es el fito-
patégeno de mayor importancia econémica (Ploetz et
al., 1994; Pérez, 2008). Hasta hace algunos afios solo
se mencionaba a P. cinnamomi como el Unico patége-
no responsable de esta sintomatologia. Sin embargo,
también existen reportes de fitopatégenos aislados
de tejido de raiz de aguacate como: Cylindrocladium
parasiticum, Cylindrocarpon liriodendri, Nectria li-
riodendri, llyonectria macrodidyma y Phytopythium
vexan; los cuales, logran causar una marchitez gene-
ralizada (Dann et al., 2011; Vitale et al., 2012; Rodri-
guez et al., 2014). El género Mortierella, cuenta con
mas de 100 especies reportadas (Nagy et al., 2011).
Tsao y Guy (1977), en una investigacion realizada con
suelo de cultivo de aguacate para lograr la purifica-
cién de P. cinnamomi indicaron que los hongos del
género Mortierella son contaminantes sin hacer men-
cién de su patogenicidad. Dichos autores propusie-
ron el uso del hymexasol para su inhibicién ya que sin
este ingrediente activo logran desarrollarse un gran
numero de colonias superando significativamente al
oomiceto P. cinnamomi. Por lo anterior, esta investi-
gacion tuvo como objetivo identificar la presencia del
género Mortierella y corroborar su posible patoge-
nicidad en el cultivo del aguacate (Persea americana
Mill., variedad “Hass”).

En los meses de agosto y septiembre de 2014, se
recolectaron muestras de raices en arboles de agua-
cate que presentaban la sintomatologia caracteristica
de muerte descendente conocida como tristeza del
aguacate. El muestreo se efectud en la zona de goteo
y se realizé en 40 huertos de los municipios de Urua-
pan, Periban, Tancitaro y San Juan Nuevo Parangari-
cutiro, en el estado de Michoacan, México. El aisla-
miento consistié en eliminar el exceso de suelo de las
raices con agua corriente, se realizaron cortes longi-
tudinales menores a 0.5 cm de la zona infectada. Solo
se seleccionaron raices que presentaban coloracién
café obscuro y consistencia quebradiza. Los fragmen-
tos fueron desinfectados con solucién de hipoclorito
de sodio a 3 % durante 3 minutos, seguido de 3 lava-
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dos de agua destilada estéril y sembrados en placas
de Petri con medio V8®-PARPH (Davison y Ribeiro,
1996). Las placas se incubaron a 28 °C por 3 dias. La
purificacién se realizé por la técnica de punta de hifa,
transfiriéndose a cajas Petri con medio de cultivo V8°®-
agar, donde crecieron como aislamiento puro, poste-
riormente la identificacién morfoldgica se efectud con
las claves de identificacion de Gams (1977). Para la
identificacion molecular, se utilizé la técnica PCR-ITS;
de las cepas aisladas se extrajo ADN, a partir de 0.2
g de micelio del cultivo puro, de acuerdo a la meto-
dologia de Doyle y Doyle (1990). Para la amplificacion
de la region ITS se emplearon los iniciadores ITS1 (5™
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5- TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’). Se visualizé el producto
de la reaccién por medio de electroforesis en gel de
agarosa a 2 %. Este se tifd con GelRed (GenScript®),
se visualizé en un transiluminador; y los productos de
PCR se secuenciaron. Las pruebas de patogenicidad
se realizaron mediante dos técnicas de inoculacién,
la primera con plantas de aguacate de 3 meses de
emergencia y la segunda con pléntulas que presen-
taban 6 hojas verdaderas. La técnica de inoculacién
para las plantas de 3 meses de emergencia consistid
en la maceracién del micelio extraido de 5 cajas Petri
de cada cepa (5). Posteriormente se realizé el con-
teo con apoyo de un hemacitémetro; se inocularon 3
plantas por tratamiento en la base del tallo, con 250
mL del macerado a una concentracién de 1 x 10° de
propagulos infectivos (Ochoa et al., 2015). Para las
plantulas de 6 hojas verdaderas se realizé una adap-
tacion de la técnica descrita por Engelbrecht y Berg
(2013) y Van den Berg et al. (2007), la cual consistié en
pesar 500 mg de micelio de las cepas en estudio, el
cual fue fraccionado mediante agitacion forzada du-
rante 5 minutos en 150 mL de agua destilada estéril,
de éste se tomaron alicuotas de 50 mL y se colocaron
en frascos de cristal previamente esterilizados que
contenian 100 mL de agua destilada estéril, las raices
de las plantulas fueron lavadas con agua destilada es-
téril para eliminar los residuos del sustrato. Una vez
limpias, fueron introducidas en frascos que contenia
la solucién de Mortierella sp., colocando una plan-
ta por frasco. Dichos unidades fueron mantenidas en
una camara bioclimatica a 23 °C. Adicionalmente,
se utilizaron 3 testigos tratados con agua destilada
estéril y al término de la evaluacién se recuperd el
patégeno en los medios descritos previamente.




Las cepas aisladas se identificaron hasta especie, ob-
servandose hifas hialinas y septadas, clamidosporas
de pared gruesa, esporangios terminales, crecimiento
rapido de 1.65 cm por dia y al llenar las cajas Petri
se observé una macromorfologia colonial en forma
arrosetada. Dichas caracteristicas coincidieron con las
reportadas por Gams (1977) y Tsuneo (2010) para Mor-
tierella. La secuencia obtenida se alineo con la base de
datos del Banco de Genes del National Center for Bio-
technology Information (NCBI) de EUA (www.ncbi.nIm.
nih.gov/), dando como resultado desde un 97 % hasta
un 99 % de similitud con Mortierella elongata (Tabla 1).

TaBLa 1. Caracterizacién molecular de los aislamientos de las se-
cuencias reportadas en el banco de genes con las secuencias inter-
génicas (ITS ) de los genes rDNA

Cepa EspeciE No. DE ACESsO Is
1 Mortierella elongata KU574262.1 99%
2 Mortierella elongata FJ161928.1 98%
3 Mortierella elongata FJ161928.1 97%
4 Mortierella elongata FJ161928.1 97%
5 Mortierella elongata FJ161921.1 97%

La prueba de patogenicidad de las plantas inoculadas
presentaron decaimiento en la parte apical, seguido
de una marchitez generalizada en hojas y tallo. Mien-
tras que las plantas no inoculadas no presentaron nin-
guna sintomatologia. Se tiene conocimiento que el gé-
nero Mortierella es un habitante endémico de bosque,
se encuentra presente como sapréfito en diferentes
ecosistemas y regiones del mundo. Diversos autores
han senalado que se ha logrado aislar del sistema ra-
dical de diversas especies de plantas pero no existe
informaciéon de su caracter patolégico (Lumley et al.,
2001; Yadav et al., 2014; Bonito et al., 2014 y Uehling
etal., 2017). Ala fecha este es el primer reporte de una
especie del género Mortierella como agente causal en
plantulas de aguacate. Sin embargo, es necesario con-
tinuar con la evaluacién de la patogenicidad de dife-
rentes cepas en plantas jévenes de aguacate y realizar
un estudio de la interaccién que presenta dicho hongo
con otros fitopatégenos de raiz.
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Resumen

Michoacan es el principal estado productor de aguacate en el mundo; sin embargo, las
enfermedades radiculares diezman y dafian los arboles ocasionando su muerte. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar el control organico del crecimiento in vitro de Phytophthora
cinnamomi con aceites esenciales de orégano (Lippia berlandieri) y clavo (Syzygium aromaticum).
En los meses de octubre y noviembre de 2016, se recolectaron muestras de raices en arboles con
sintomas de la enfermedad en aguacate (Persea americana Mill. var. Hass), en la huerta
experimental del INIFAP ubicada en San Juan Nuevo Parangaricutiro, Michoacan. Los aislados se
identificaron morfologica y molecularmente. Se evalud el control de P. cinnamomi con aceites
esenciales de orégano y clavo determinando la concentraciéon media inhibitoria y sus limites
fiduciales al 95% mediante una regresion Probit por el método de maximas verosimilitud. Los
analisis se realizaron utilizando el programa estadistico R 3.4. De acuerdo con los resultados
obtenidos, en relacion con la inhibicion del crecimiento hay una reduccion en el crecimiento de .
cinnamomi. Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y orégano (Lippia berlandieri)
son una alternativa natural para el control del oomiceto P. cinnamomi por su actividad fungicida a
bajas concentraciones y pueden incluirse en programas de manejo integrado de enfermedades.

Palabras clave: Persea americana Mill. var. Hass., aceite esencial, inhibicion, tasa de crecimiento.
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El aguacate (Persea americana Mill.) es el fruto de un arbol originario de México y Centroamérica
(Téliz, 2000). La produccion mundial del cultivo es de alrededor de 4 700 000 toneladas y 70.3%
de esta produccion lo aporta el continente americano (FAOSTAT, 2015). La Republica Mexicana
es la mas importante productora y exportadora de aguacate en el mundo, con una produccién de
casi 2 millones de toneladas, de las cuales el estado de Michoacéan aporta 77% de la produccion
nacional, convirtiéndolo en la capital mundial de este cultivo (SIAP 2017).

Sin embargo, existen diferentes limitantes fitosanitarias, las cuales, reducen significativamente el
rendimiento, ocasionando malformaciones del fruto, causan pérdidas considerables en postcosecha
e incluso la muerte del arbol. Se tiene conocimiento de diferentes patogenos causantes de las
enfermedades fungosas conocidas como rofia (Sphaceloma perseae), antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides) y el oomiceto cosmopolita Phytophthora cinnamomi, causante de la pudricion del
sistema radicular y en la parte aérea del arbol una marchitez conocida como tristeza del aguacatero,
P. cinnamomi es considerado de gran importancia econémica (Zentmyer e/ al., 1994; Pérez, 2008).

Este patdgeno, ataca a todas las variedades de aguacate en el mundo, dafiando las raices por efecto
de un taponamiento de los haces vasculares, traduciéndose en la muerte del arbol (Coffey, 1992;
Whiley et al., 2007). En México, se ha detectado la presencia de la enfermedad conocida como
tristeza del aguacatero en todas las zonas productoras; destacando por la severidad de los dafios,
como por ejemplo en la region de Atlixco, Puebla, donde ocasioné la casi desaparicion de este
cultivo Reyna (1983). En la region productora de Michoacan, se considera que alrededor de 4 000
ha estan afectadas por la enfermedad, presentando una tendencia exponencial (Téliz, 2000).

En este sentido, es necesario tener amplio conocimiento del comportamiento in vitro de P.
cinnamomi asi como de alternativas organicas para su control. Por consiguiente, se requiere partir
de medios de cultivos alternativos para acelerar su desarrollo y por ende poder efectuar
evaluaciones rapidas en cuanto a su crecimiento, ya que este fitopatégeno es afectado en su
desarrollo in vitro por diferentes factores como la temperatura. El control de las enfermedades
fungicas, ha dependido en gran medida de los tratamientos con agroquimicos; sin embargo, su uso
representa un severo riesgo para la salud humana y contribuye al aumento de la contaminacion al
medio ambiente (Abdel-Monahim ef al., 2011).

Para reducir este problema, existe la necesidad de investigar, generar, validar, transferir y adoptar
estrategias que sean accesibles, sencillas de aplicar y no tdxicas para seres humanos y animales
(Naeini ef al., 2010). En la actualidad, los productos naturales gozan de amplia aceptacion y
reemplazan cada vez mas a los productos de sintesis quimica.

Como respuesta a esta tendencia, se ha producido un creciente interés en la investigacion de la
posible utilizacion de aceites esenciales y extractos de plantas como fungicidas naturales, que no
sean perjudiciales para el medio ambiente (Benites ef al., 2009; Bajpai y Kang, 2010). Se ha
demostrado que los aceites esenciales y sus compuestos tienen un efecto fungicida (Wilson ef al.,
1997; Gogoi et al., 1997), por lo cual, ha incrementado el interés por la aplicacion de este tipo de
productos como agentes antimicrobianos naturales en alimentos y cultivos agricolas (Celis ef al.,
2012). Por ende, la agricultura del nuevo milenio debe establecer nuevas alternativas de control
que produzcan un menor impacto ambiental, ya que dia con dia va en aumento el porcentaje de
consumidores que demandan alimentos inocuos y libres de residuos de productos quimicos,
seguros para la salud humana (Ponce ef al., 2004).
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Por tanto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la dindmica del crecimiento in vitro
de P. cinnamomi en medios de cultivo alternativos y su control con aceites esenciales de orégano
(Lippia berlandieri) y clavo (Syzygium aromaticum).

Muestreo: en los meses de octubre y noviembre de 2016, se recolectaron muestras de raices en
arboles de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass) bajo presion de indculo que presentaban
sintomatologia caracteristica de muerte descendente conocida como tristeza del aguacate. El sitio
de recoleccion fue la huerta experimental del INIFAP ubicada en San Juan Nuevo Parangaricutiro,
Michoacén, cuyas condiciones climaticas semicalidas, subhumedas con lluvias en verano, oscilan
entre los 1200 a 1600 mm de precipitacion y temperaturas de 10 a 28 °C (Garcia, 1981).

Se realizé un muestreo dirigido cercano al area de goteo a una profundidad de 30 cm en cuatro
puntos equidistantes. Con ayuda de una pala recta se tomaron las muestras de raiz (2 a 6 mm de
diametro), con presencia de dafio (tejido necrosado color café obscuro) y se colocaron en bolsas de
polietileno previamente rotuladas con los datos de la huerta, municipio y georreferenciacion,
posteriormente se transportaron al laboratorio de fitopatologia del departamento de Parasitologia
Agricola en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN).

Aislamientos de los fitopatdgenos: se lavaron las raices con agua destilada estéril para
fragmentarlas en trozos no mayores a 0.5 cm, con un bisturi estéril se realiz6 un corte longitudinal
seleccionando los limites de tejido sano y enfermo, los cortes de raiz se lavaron en solucion de
hipoclorito de sodio al 1% durante 3 min, seguido de tres lavados con agua destilada estéril y se
colocaron en papel absorbente previamente esterilizado. Posteriormente, se sembraron en medio
selectivo V8™ -PARPH colocando cuatro trozos de raices en forma horizontal en cajas Petri de 8.5
cm de didmetro; tres cajas por muestra, dando un total de 12 raices por arbol muestreado y
finalmente los aislados se incubaron a 28 °C por tres dias en obscuridad total (Fierro, 2011).

Purificacion y multiplicacién: Se transfirieron a medio de cultivo V8® -Agar (Erwin y Ribeiro,
1996), cepas con crecimiento caracteristico de P. cinnamomi. La técnica de purificacion utilizada
fue por punta de hifa por triplicado, colocadas el centro de la caja Petri, fueron selladas con filme
plastico sellador (c/ing wrap) y se incubaron a 28 °C en camara bioclimatica durante 72 h en el
laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia Agricola.

Identificacion morfoldgica y molecular: la esporulacion del patdgeno se indujo con tiempo de
incubacion de 7 dias y temperatura controlada de 28 °C + 2, se identificaron morfologicamente
considerando micelio cenocitico, hialino, con presencia de oogonio y crecimiento coraloide,
coincidiendo con lo reportado por Erwin y Ribeiro (1996) y molecularmente mediante la técnica
PCR-ITS, extrayendo ADN de acuerdo con la metodologia de Doyle y Doyle (1990), a partir de
0.2 g de micelio del cultivo puro con buffer de lisis (EDTA 50 mM, pH 8.5; Tris HCI 100 mM, pH
8; NaCl 50 mM; SDS 2%).

La visualizacion del ADN se realizd en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed (GenScript®). La
amplificacion de la region ITS se llevd a cabo con los iniciadores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). De igual
manera se visualizo el producto de la reaccion por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiido con GelRed (GenScript®™) y el producto del PCR se mandd secuenciar al laboratorio de
diagnostico fitosanitario UA-LAB.
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Bioensayos: los aceites esenciales (AE) se obtuvieron de hojas de orégano (Lippia berlandieri)
(T1) y botones florales de clavo (Syzygium aromaticum) (T2), mediante a la técnica de arrastre de
vapor (Ortuilo, 2006). Se determind la efectividad biologica de los AE sobre P. cinnamomi con la
metodologia del medio de cultivo V8*-Agar envenenado con diferentes concentraciones 5, 45, 80,
200, 400 y 800 ppm con cuatro repeticiones cada una y un testigo absoluto, se agrego6 alcohol,
tween 80 y goma xantana como agentes emulsificantes.

La siembra se realizo transcurridas las 24 h colocando explantes de 5 mm de diametro en el centro
de las cajas Petri y se incubaron en oscuridad total a 28 +2 °C. Para registrar el crecimiento micelial,
se midi6 el crecimiento radial cada 24 h en los cuatro puntos cardinales de las cajas y finalizd
cuando los testigos absolutos (TA) del fitopatogeno llenaron la caja Petri. Se calculd el porcentaje
de inhibicién en P. cinnamomi empleando la férmula utilizada por Ochoa ef al. (2012) la cual
consiste en determinar el porcentaje mediante la razon de la diferencia de los tratamientos y el
testigo, respecto al crecimiento del testigo.

Analisis estadistico: en los bioensayos, se determin6 la concentracion media inhibitoria y sus
limites fiduciales al 95% mediante una regresion Probit por el método de maximas verosimilitud.
Los analisis se realizaron utilizando el programa estadistico R 3.4.

Derivado del aislamiento e identificaciéon morfoldgica y molecular de los fitopatogenos
obtenidos de los muestreos realizados en la huerta experimental bajo presion de indculo, se
lograron obtener diferentes cepas de la misma especie coincidiendo con las claves de
identificacion de Erwin y Ribeiro (1996) para P. cinnamomi, confirmando la identificacion
mediante comparar los productos de la secuenciacion con los registros de la base de datos del
GenBank (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracterizacion molecular de los aislamientos de las secuencias reportadas en el banco
de genes con las secuencias intergénicas (ITS) de los genes rDNA.

Cepa'! Num. de acceso’ Especie Similaridad® Origen*
Pc-33  LLN846114.1 Phytophthora cinnamomi 99% Islas Canarias
Pc-41 LN846114.1 Phytophthora cinnamomi 99% Islas Canarias
Pc-42 KP183223.1 Phytophthora cinnamomi 99% Australia B

!= nomenclatura para los diferentes aislamientos; >= niimero de acceso en la base de datos del NCBI (National Center
of Biotechnology Information); *= indice de similitud entre las secuencias de las especies aisladas y las especies
comparadas; = origen geografico de los aislados.

Referente a la inhibicion obtenida con los aceites esenciales, las regresiones son altamente
significativas en los tratamientos evaluados (o= 0.05) a que a mayor concentracion se observo una
reduccion en el crecimiento de P. cinnamomi (Figura 1). La concentraciéon media inhibitoria
estimada para el aceite esencial de orégano fue 59.36 ppm, obteniendo una inhibicion de 100%
contra el crecimiento micelial del Oomiceto a una concentracion de 800 ppm.
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Figura 1. Inhibicion de P. cinnamomi con aceite esencial de orégano y clavo a diferentes concentraciones.

En P. infestans, fitopatégeno perteneciente al mismo género, Soylu ef al. (2006) Report6 inhibicion
total con aceite esencial de orégano a una dosis de 0.3 pg ml!, investigaciones similares refieren
el uso de este aceite para el control del Deuteromicetos, Cueto ef al. (2010) presenta resultados de
la accidn fungicida del aceite y extracto etandlico de orégano sobre Fusarium oxysporum, sin
embargo la accion antifungica pueden variar segin la biologia del patégeno: por ejemplo, Garcia
etal. (2006) reportd una inhibicion de 100% a una concentracion de 100 ppm en Aspergillus flavus,
cuyo valor de Clso es mas bajo respecto a nuestra investigacion. Por otra parte, Carrillo ef al.
(2010) atribuye su efecto fungicida asociandolo con el contenido de timol y carvacrol.

Estos compuestos de unidades terpénicas presentes en los aceites esenciales de algunas especies de
la familia Lamiaceae, actian causando alteraciones en la morfologia y agregados hifales,
provocando una reduccion del crecimiento mediante la lisis entre la pared y la membrana celular
del agente patégeno (Kordal ef al., 2008).

El carvacrol aumenta la fluidez de la membrana causando fuga de protones e iones de potasio, lo
que resulta en un colapso del potencial de membrana y la inhibicion de la sintesis del ATP (Fisher
y Phillips, 2008). Respecto al aceite esencial AE clavo (T2), presenté una Clso mas alto que AE
orégano siendo 1.824x mayor (Cuadro 2); sin embargo, al observar su Clos, este valor es menor
respecto a T1 (AE orégano), considerando la Figura 1, esto se debe a la homogeneidad de la
susceptibilidad del patégeno al aceite esencial (T2), la cual se encuentra con menor cantidad de
aceite, diferente de T1, el cual requiere mayor concentracion para incrementar la inhibicion,
actualmente, este aceite esencial es utilizado en la agricultura para contrarrestar otros fitopatogenos
como Phytophthora nicotianae (Browers y Locke, 2004). S. aromaticum obtenidos por destilacion
tradicional y asistido por microondas, es eficiente para inhibir el desarrollo de Alternaria solani 'y
Colletotrichum gloesporioides en 30 y 10% aislados de tomate y papaya, respectivamente (Ramirez
et al.,2016). Por otra parte, Damian ef al. (2010) reportaron que el extracto de Artemisa sp., inhibe
100% del crecimiento micelial de Phytophthora cactorum, P. capsici, P. cinnamomi 'y P. mirabilis,
asi como 60% de P. infestans, a una dosis 100 ppm, esta informacién difiere a los resultados del
presente estudio se necesitan mayores concentraciones para el control de P. cinnamomi.
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Cuadro 2. Concentracion media inhibitoria de los aceites esenciales sobre P. cinnamomi.

: ppm
Tratamiento n gl Ec. Pred. P valor

Clso  LFI-LFS Clos Clos
Lippia berlandieri 24 5 59.36 26.84-114.09 1.437 2451.75 y=-1.8+1.01 6.5¢°
Syzygium aromaticum 24 5 1083 87.29-134.06 36.862 318208  y=-7.15+3.51 1.7l

N= namero de repeticiones; gl= grados de libertad; CI= concentracién inhibitoria, LFI y LFS limite fiducial superior
e inferior al 95%; Ec. pred.= ecuacion de prediccidn, P valor, valor de probabilidad (o= 0.05).

Raina (2001) por cromatografia de gases evalud la composicion del aceite de clavo, sefialando que
el alilbenceno eugenol es el principal compuesto con 94%, cuyo modo de accidén propicia la
disrupcion de la actividad citoplasmatica de la membrana aumentando su permeabilidad no
especifica, ademas sugiere que eugenol posee actividad inhibidora de la ATPasa (Gutiérrez et al.,
2017). Ambos tratamientos son agentes potenciales de control que pueden ser incluidos en
programas de manejo de la tristeza del aguacatero causada por P. cinnamomi, los compuestos y
metabolitos secundarios de las diferentes especies botanicas juegan un papel importante en su
resistencia contra plagas, por lo cual, las investigaciones sobre las propiedades antimicrobianas de
los aceites esenciales permiten descubrir nuevos agentes para el control de fitopatogenos de forma
organica (Kordali ef al., 2007; Lee, 2007).

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, el medio de cultivo Centeno-agar fue el mas eficiente
para el aislamiento y proliferacion de Phytophthora cinnamomi obteniendo un mayor crecimiento
de estructuras morfoldgicas. Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y orégano
(Lippia berlandieri) son una alternativa botanica para el control del oomiceto P. cinnamomi por su
actividad fungicida por lo que pueden incluirse en programas de manejo integrado de
enfermedades, a un costo mas bajo que agroquimicos convencionales.
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Resumen

México es considerado el centro de origen del cultivo del aguacate. Sin embargo, existe
un limitado nimero de variedades registradas alternativas al monocultivo “Hass”. Una
alternativa para llegar a la obtencion de registros de nuevas variedades, puede ser la

caracterizacion con marcadores moleculares. Por lo anterior, el objetivo de la presente
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investigacion fue caracterizar mediante el uso de marcadores microsatélites, cuatro
materiales prominentes de aguacate, seleccionados por el INIFAP, Campo Experimental
Uruapan con el uso de marcadores moleculares microsatélites y comparar sus perfiles
genéticos con la variedad comercial “Hass”. Se analizaron muestras foliares de 24 arboles
de aguacate ubicados en huertas experimentales del INIFAP; se realizo la extraccion de
ADN para su amplificacion con 10 marcadores microsatélites. Se determind los pesos
moleculares de los productos de PCR para la construccion de la matriz de datos
codominantes. El analisis de datos se realizO en el programa GenAlex v6.5 y la
construccion del dendrograma con el programa Mega 5.2. Se detectaron un total de 90
alelos. Las poblaciones en estudio resultaron polimdrficas, permitiendo su diferenciacion.
Los resultados promedio para la heterocigosidad esperada fue de 0.574. Los diez
marcadores detectaron alelos exclusivos para el total de poblaciones, destacando la
poblacion Gotcha que se identifica con el 80% de los marcadores. El anélisis de
agrupamiento por el método “Neighbor-Joining”, identific6 dos grupos principales,
destacando el Grupo Il por la separacion de las poblaciones Gotcha y Jicalan, poblaciones
diferentes al material de referencia (“Hass”) y que pueden ser sujetas a registro como

nuevas variedades de aguacate para la Republica Mexicana.
Abstract

Mexico is considered the center of origin of avocado cultivation. However, there is a
limited number of alternative varieties to the "Hass" monoculture. An alternative to obtain
the registration of new varieties, can be the characterization with molecular markers.
Therefore, the objective of this research was to characterize, through the use of
microsatellite markers, four prominent avocado materials, selected by the INIFAP,
Experimental Field Uruapan with the use of microsatellite molecular markers and to
compare their genetic profiles with the commercial variety "Hass ". Foliar samples of 24
avocado trees located in experimental gardens of INIFAP were analyzed; DNA extraction
was performed for its amplification with 10 microsatellite markers. The molecular weights
of the PCR products were determined for the construction of the codominant data matrix.
The data analysis was performed in the Gen Alex v6.5 program and the construction of

the dendrograms with the Mega 5.2 program. A total of 90 alleles were detected. The
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populations under study were polymorphic, allowing their differentiation. The average
results for the expected heterozygosity was 0.574. The ten markers detected exclusive
alleles for the total populations, highlighting the Gotcha population that is identified with
80% of the markers. The grouping analysis by the method "Neighbor-Joining", identified
two main groups, highlighting the Group Il by the separation of the populations Gotcha
and Jicalén, populations different from the reference material ("Hass") and that can be

subject to registration as new avocado varieties for the Mexican Republic.
Palabras clave: Aguacate, microsatélites, distancias genéticas, caracterizacion varietal.

Key words: Avocado, microsatellites, genetic distances, varietal characterization.

INTRODUCCION

La Republica Mexicana es la mas importante productora, exportadora y consumidora de
aguacate (Persea americana Mill) en el mundo, con una produccién de casi 2 millones de
toneladas anuales, de las cuales el estado de Michoacan aporta el 77% de la produccion
nacional (SIAP 2017). El aguacate es el fruto de un arbol originario de México y
Centroamérica (Téliz, 2000). Se tiene conocimiento que en México existen al menos 20
diferentes especies, de las cuales el 66 % son endémicas y se distribuyen principalmente
en los estados de Puebla, Michoacan, Estado de México, Veracruz, Morelos, Tabasco,
Chiapas, Oaxaca, Yucatan y la region de las Huastecas Potosina e Hidalguense (Cadena
et al., 2016). No obstante, y a pesar de la gran diversidad que existe entre especies, razas
y tipos criollos, existe un limitado numero de variedades registradas alternativas al
monocultivo “Hass”, por lo anterior es necesario hacer frente a la demanda de los
productores, exportadores y consumidores a fin de contar con nuevas variedades que
presenten caracteristicas organolépticas de acuerdo con las necesidades del mercado
nacional e internacional. Uno de los factores a esta problematica se atribuye a los
esquemas clasicos de mejoramiento genético en frutales, que requieren largos periodos de
tiempo para la hibridacién, seleccion y caracterizacion morfoldgica. En algunos casos,
estos esquemas pueden llevar hasta 45 afios, como sucedio en el desarrollo de algunas

variedades generadas por el Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas del
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Aguacate del Estado de México (CICTAMEX). Este tiempo se explica debido a la
problemética que presenta el mejoramiento genético del cultivo del aguacate por las
caracteristicas propias de la especie, la condicion altamente heterocigdtica y un periodo
de juvenilidad extendido (Rogel-Castellanos, 1999). Ante esta problematica, las
investigaciones enfocadas en el mejoramiento genético del aguacate podrian generar
variedades alternativas siguiendo metodologias que engloben la seleccion de materiales
tipos criollos, variantes de cultivares, evaluacion de segregantes, promocion de
poliinjertos y generacion de hibridos por cruzas controladas, con la finalidad de obtener
registro de nuevos materiales alternativos al cultivar ‘Hass’ (Rogel-Castellanos, 1999;
Cadena et al., 2016). Una alternativa para fortalecer el proceso de seleccidn de materiales
sobresalientes de aguacate, asi como para realizar la caracterizacion (y eventualmente
poder llegar a la obtencion de registros de nuevas variedades), puede ser la caracterizacion
molecular. Esta metodologia permite trabajar en cualquier etapa fenoldgica del cultivo,
generalmente no es afectada por el ambiente, es de rapida implementacion y actualmente,

los costos de ejecucidn se han reducido considerablemente (Gutiérrez Diez et al., 2009).

El conocimiento de la diversidad genética es fundamental para el desarrollo de cualquier
estrategia significativa para la recoleccién, manejo y conservacion del germoplasma, la
domesticacion y el mejoramiento de los recursos genéticos de las especies (Chiveu et al.,
2009). Estudiar la biologia molecular de las plantas permite conocer la estructura,
propiedades y funciones de los componentes moleculares béasicos de las células
individuales y cémo acttan en la conduccion y regulaciéon de procesos, como lo es la
transmision de informacién genética (Vitale, 2017). EIl uso de marcadores moleculares
permite estimar pardmetros basicos de diversidad genética, cuya informacion puede ser
utilizada con fines de conservacion, determinar el tamafio efectivo de la poblacion,
identificar cuellos de botella ocasionados por causas naturales o antropogeénicas, conocer
el origen poblacional, nivel de endogamiay el flujo génico (Hedrick, 2004). Las relaciones
genéticas del aguacate han sido estudiadas con diversos marcadores moleculares como:
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs) (Furier, et al.,
1990), minisatelites y microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) (Schnell et al.,
2003; Ashworth y Clegg 2003; Ashworth et al., 2004; Alcaraz y Hormaza 2007),
polimorfismo de nucleétido unico (SNP) (Chen et al., 2008) y ADN polimoérfico


http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=genetic+diversity
https://scialert.net/fulltextmobile/?doi=ijpbg.2013.76.91#638436_ja
https://scialert.net/fulltextmobile/?doi=ijpbg.2013.76.91#638436_ja
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amplificado al azar (RAPD) (Fielder et al., 1998). 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).

El uso de microsatélites (SSR), han demostrado ser eficientes para caracterizar la
variabilidad genética de aguacate. Las caracteristicas que presentan estos marcadores
como codominancia y alto grado de polimorfismo son adecuadas para investigar la
estructura de la poblacion, la historia de las especies y la diversidad alélica.
Adicionalmente, su deteccion por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), alta reproducibilidad y variabilidad, favorecen su implementacién y andlisis para
la identificacion de pardmetros genéticos como la heterocigosidad, estructura y distancias
genéticas entre poblaciones (Litt y Luty, 1989; Smeets et al., 1989; Tautz, 1989; Weber y
May, 1989 y Garris et al., 2005). Estas ventajas de los marcadores SSR, evidencia que la
caracterizacion molecular puede ser el inicio y una alternativa fiable para la identificacion
de nuevas especies o cultivares, inclusive cuando genéticamente sean muy similares. Por
lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar mediante el uso de
marcadores microsatélites, cuatro materiales prominentes de aguacate, seleccionados por
el INIFAP, Campo Experimental Uruapan con el uso de marcadores moleculares

microsatélites y comparar sus perfiles genéticos con la variedad comercial “Hass”.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de material vegetal

En el mes de septiembre del 2018, se recolectaron muestras de tejido foliar de arboles de
aguacate en huertas experimentales del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicadas en el municipio de Tacambaro (poblacién 1),
en el Campo Experimental Uruapan (poblaciones 2, 3y 4) y en la localidad de Jicalan
(poblacion 5), todas pertenecientes al estado de Michoacan, México. Las condiciones
climaticas que presentan cada sitio de muestreo son semicalidas, subhimedas con lluvias

en verano, oscilan entre los 1200 a 1600 mm y temperaturas de 10 a 28 °C (Garcia, 1981).
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El muestreo fue dirigido en cuatro puntos cardinales de la copa de los arboles en estudio;
se muestrearon cinco arboles de cada poblacion y cinco hojas jovenes por cada arbol
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos georreferenciales de las selecciones de aguacate en estudio.

NuUmero ) ) )
y Nombre de Altitud  Latitud Longitud
Poblacion _ de
la poblacion (*msnm) N w
individuos
1 Gotcha 5 1640  19°13'40" 101°28'19"
2 Hass 4 1621  19°24'27" 102°03'06"
3 Ceu-Biotec 5 1621  19°24'27" 102°03'06"
4 Ceu-Cocher 5 1621  19°24'27" 102°03'06"
5 Jicalén 5 1653  19°24'13" 102°04'47"

*msnm: metros sobre el nivel del mar.

Posteriormente, cada muestra fue identificada y conservada en fresco (16 °C) para su
posterior traslado al Laboratorio de ADN y Gendmicas, del Centro Nacional de Recursos
Genéticos del INIFAP. Al momento de la recepcion en el laboratorio, las muestras fueron
almacenadas a -80 °C por al menos 48 h. Posteriormente, las muestras fueron liofilizadas
durante 5 dias, a una presion de 0.035 Bar en el equipo FreeZone Plus 12 (LABCONCO,
Kansas City, MO, EE. UU.). Transcurrido este periodo de tiempo, las muestras se
inspeccionaron  visualmente, para asegurarse que estuvieran completamente
deshidratadas. Las muestras liofilizadas fueron pulverizadas con el equipo Tissue Lyser
I1 (QIAGEN, Hilden, Germany), a una velocidad de 30 Hz (30 oscilaciones por segundo)
durante 90 segundos o hasta que estuvieran completamente pulverizadas. Finalmente, las
muestras pulverizadas fueron almacenadas a -80°C, hasta el momento de realizar la

extraccion de ADN.
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Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizé con el protocolo especifico para plantas
tropicales (Huang et al., 2013) con modificaciones propias del laboratorio. Para iniciar
este proceso, de cada muestra se colocaron aproximadamente 50 mg de tejido pulverizado
en tubos eppendorf de 2 mL. En campana de flujo laminar, bajo condiciones asépticas y
con apoyo de micropipeta, a cada tubo se le adicion6 1 mL de solucién amortiguadora
CTAB a 65°C (200 mM de Tris-HCI, 2 M NaCl, 25 mM de EDTA, 20 mM de Borax, 140
mM de 2-mercapto-etanol, 2% CTAB, 2 % PVP y 1% LSS). Se aseguro la
homogeneizacion de la mezcla con apoyo de un palillo de madera previamente esterilizado
y posteriormente se incubaron durante 45 min a 65 °C en agitacién constante. Transcurrido
el tiempo, se retiraron las muestras de la incubadora y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente por 10 min aproximadamente. Posteriormente se agregaron 700 ul de
diclorometano, se mezclaron con apoyo de vortex hasta formar una solucion homogénea,
seguido de un paso de centrifugacion a 14 000 rpm por 15 min a temperatura ambiente.
Del resultado anterior, la fase superior acuosa fue transferida a tubos eppendorf nuevos de
2 mL a los cuales se les dispensé previamente 700 ul de diclorometano, repitiendo el paso
de lavado y centrifugado descrito previamente. Seguido de este paso, se transfirié de cada
muestra la fase superior acuosa a tubos eppendorf de 2 mL que contenian 30 ul de RNasa
(10 mg/mL), mezclando con inversiones suaves e incubando las muestras a 37 °C durante
30 min. El ADN fue precipitado agregando 800 pl de etanol absoluto frio, mezclando
suavemente, para posteriormente incubar a -20 °C por 20 min. Después de este tiempo,
las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 5 000 rpm para concentrar en el fondo
del tubo la pastilla de ADN. La solucién fue decantada cuidadosamente, evitando que la
pastilla de ADN se desprendiera del fondo. El siguiente paso fue realizar dos lavados de
etanol, el primero, a una concentracién del 75% vy el segundo al 95%; la cantidad
adicionada a cada muestra fue de 1 mL, mezclando por inversion durante 5 min, seguido
de un paso de centrifugacion despues de cada lavado a 7 000 rpm durante 5 min. El alcohol
se decanté y la muestra de ADN se dejo secar a temperatura ambiente toda la noche.
Finalmente, las pastillas de ADN se disolvieron en 200 pl de amortiguador TE [10 mM
Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)] y se almacenaron a 4 °C hasta el momento de

su cuantificacion.
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Cuantificacion de ADN

La concentracion, pureza e integridad del ADN obtenido de cada extraccion realizada se
determind mediante espectrofotometria en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EE. UU.) La concentracion de la muestra de ADN se calcul6 teniendo
en cuenta el valor de absorbancia obtenido por la longitud de onda de los valores 260 y
280 nm. La relacion de absorbancia A260/280 se utilizé para evaluar la pureza de las
muestras. Posteriormente se corrobord la integridad del ADN en geles de agarosa al 1% a
los cuales se adiciond GelRed (GenScript®) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. En cada pocillo se cargaron 100 ng de ADN gendémico, empleando como
marcador de referencia el fago Lambda sin cortar (100 ng) (PROMEGA, Madison, W],
EE. UU.). Las condiciones de electroforesis fueron de 45 min a 80 voltios, con solucion
amortiguadora 1X TBE. Después de este tiempo, las muestras de ADN fueron visualizadas
en un transluminador de luz ultra violeta (UV) y se capturaron las imégenes para la
evaluacion de la calidad del ADN con el sistema de fotodocumentacion KODAK Gel
Logic 100 (Kodak, Rochester, NY, EE. UU.).

Andlisis moleculares

Para la realizacion de los andlisis moleculares, se emplearon inicialmente 49 pares de
microsatélites, de los cuales se seleccionaron diez con base en su polimorfismo,
reproducibilidad y nimero de alelos identificados (Cuadro 2). Todas las reacciones de
PCR se realizaron a un volumen final de 7 puL. Cada reaccion de PCR fue realizada con
30 ng de ADN, 0.8 X de RedTag® ReadyMix™ (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, EE.
UU.), 1 uM de cada primer (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, EE. UU.), 2.5 uM de
MgCl2 y agua bidestilada estéril (ddH20). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos
con un paso de desnaturalizacion a 95 °C durante 40 s, un paso de alineamiento a 55 °C
durante 40 s y un paso de extension de 72 °C durante 90 s. Finalmente, un paso de

extension final de 72 °C durante 10 min, para después mantener las muestras a 10 °C.

La amplificacion de los marcadores microsatélites se realizo en un termociclador Veriti
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Los productos

amplificados por PCR fueron separados en camaras verticales (C.B S. Scientific SG-160,
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Del Mar, CA, EE. UU.) en geles de poliacrilamida sin urea 8% con dimensiones de 14 x
14.5 cm. Se colocaron 3.5 ul del producto de PCR en cada carril y marcador de peso
molecular de 100 pb (PROMEGA, Madison, WI, EE. UU.) en cada extremo del gel. El
ADN migré a traves del gel, de acuerdo con su tamafio y carga eléctrica (del polo negativo
hacia el polo positivo), utilizando amortiguador de corrimientolX TBE por 1.5 h, a una
alimentacion de energia eléctrica constante de 250 Volts. Los fragmentos de PCR fueron
visualizados mediante tincion de plata, de acuerdo con la metodologia descrita por
Sanguinetti et al. (1994). De cada gel, se capturaron imagenes con el sistema KODAK
Gel Logic 100 (Kodak, Rochester, NY, EE. UU.) para determinar los pesos moleculares
de los productos de PCR de manera visual, considerando los fragmentos conocidos del

marcador molecular de 100 pb y se construyo la matriz de datos codominantes.

Analisis de datos

Para los analisis de datos, se empleo el software GenAlex v6.5 (Peakall y Smouse, 2012)
para calcular los parametros de diversidad genética a nivel poblacional: porcentaje de loci
polimorficos (% P), nimero promedio de alelos por locus (Na), numero efectivo de alelos
(Ne), heterocigosidad observada (Ho) y la heterocigosidad esperada (He). El analisis de
coordenadas principales (PCoA) se realizd a nivel de la poblacion para mostrar
graficamente su dispersion, utilizando la matriz de distancias genéticas entre pares de
accesiones en el software GenAlex v6.5. Se realiz6 un dendrograma entre las poblaciones

mediante el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) con el programa MEGAS.2.
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Cuadro 2. Marcadores utilizados para el analisis molecular de las diferentes poblaciones.

Tamano
LOCUS SECUENCIA 3' - 5" Tm (°C)
esperado (pb)
F: GAGCGTTCCTTTTCATTCTA
ESTAVGA 01 55 143
~  R:ATCCTTGTCGAACAAGCTAA
F: TCGTAAGGTTGAGTAGTTTTGA
ESTAVTC_03 55 184
R: TTCAGCAAGCAATAGTGAGA
F: GCCGAATCGACTCTCTCT
ESTAVTC_13 55 124
R: CCTTGTTGTGATTGTGTTTG
F. CAGAGAATACGGATTTGC
LMAV _03 55 156
R: GTTCGAAGAAGCCTCAGTTA
F: TGAAAGGCATGTGTGTGTAT
LMAV_05 55 239
R: AGTAAGTCGTACGTGGAGGA
F: TTACCAGTGCTCCTGCTAAT
LMAV 15 55 247
R: TGCTCTCAAACCACTTCTCT
F: ATTTTGGTGTGGGGGTAAT
LMAV_22 55 241
R: GCACTTTCTTCCCTCTAAGC
F: CCCTTTCCAAGTTTCCTAAC
LMAV 24 55 195
B R: CTGCAGAGGTAAGTCACCAT
F: TCCAATTTGTGAGGAAATGT
LMAV_27 55 152
R: CCTTTGCATCTGCTTCTACT
F: GAAAGTTCATCTGCTTCTGG
LMAV_29 55 145

R: CTCCAAGGACCGTACATATT
(Gross-German y Viruel, 2013).

Para el analisis de alelos que pudieran ser Gtiles para la identificacion de las diferentes
poblaciones de aguacate bajo estudio, se elaboré una matriz de datos que incluyera los
marcadores y los pesos moleculares de los alelos identificados para cada poblacién.
Posteriormente, se identificaron aquellos alelos que estuvieran presentes exclusivamente

en cada una de las poblaciones.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5323459/#B26
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RESULTADOS

Calidad de ADN

La integridad de las muestras de ADN extraidas de las cinco poblaciones élite de aguacate
(24 individuos) se determind mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% (figura
1).

Figura 1. Verificacion de la integridad del ADN extraido en gel de agarosa al 1% de 24

individuos de cinco poblaciones élite de aguacate.

Esta imagen nos muestra que el protocolo de extraccion de ADN utilizado en la presente
investigacion (Huang et al., 2013 con modificaciones) fue eficiente para obtener una alta
calidad e integridad del ADN de tejido de aguacate (Persea americana sp.) desde el punto
de vista cualitativo. Todas las bandas de ADN presentan un peso molecular similar al

marcador de referencia (ADN de alto peso molecular) y una banda sélida, sin barrido.

Diversidad Genética

De los diez microsatélites polimérficos empleados en la presente investigacion, se
lograron detectar un total de 90 alelos (Na), en las cinco poblaciones analizadas. Los
marcadores con mayor Na fueron LMAV 24 y LMAV 27 con 16 y 15 alelos,
respectivamente. Contrastado con los marcadores ESTAVTC_03y LMAV_22, los cuales
presentaron cuatro alelos y superados por LMAV_15, ESTAVGA 01, LMAV 05,
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LMAV_03 con 5, 7,8y 9, respectivamente. Los marcadores LMAV_29y ESTAVTC 13
presentaron un namero similar de alelos (11) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de alelos por locus basados en diez marcadores polimorficos de cinco

poblaciones de aguacate élite.

Marcador Na
LMAV_24 16
LMAV_27 15
ESTAVTC 13 11
LMAV_29 11
LMAV _03 9
LMAV_05 8
ESTAVGA 01 7
LMAV_15 5
ESTAVTC 03 4
LMAV 22 4
PROMEDIO 9

Diversidad genética

El valor promedio de polimorfismo (%P) en las cinco poblaciones de estudio, fue del
100%. EI menor valor de polimorfismo fue del 80% para las poblaciones 1 (Gotcha) y 2
(Hass) mientras que las poblaciones 3 (Ceu-Biotec), 4 (Ceu-Cocher) y 5 (Jicalan)
presentaron un valor de 90%. EIl nimero promedio de alelos por locus (Na) a través de
todas las poblaciones fue de 3.06. Los valores oscilaron de 2.4 para la poblacion 1(Gotcha)

a 3.6 para la poblacion 4 (Ceu-Cocher) (cuadro 4).

Respecto al nimero de alelos efectivos (Ne) se obtuvo un promedio de 2.736 para las
cinco poblaciones y los valores fluctuaron de 2.239 (poblacion 1) a 3.064 (poblacién 3).
La heterocigosidad observada (Ho) en la poblacién 1 fue de 0.800 (valor mas alto) y de
0.660 (valor mas bajo) en las poblaciones 3y 4, registrando una media de 0.705.
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Los resultados obtenidos de heterocigosidad esperada (He) oscilaron de 0.458 a 0.592 para
la poblacion 1y 4, respectivamente y una media de 0.534 (cuadro 4).

Cuadro 4. Parametros de diversidad genética en cinco poblaciones élite de aguacate.

Nombre Poblacion N %P Na Ne Ho He

Gotcha 1 5 80.00 2400 2239 0.800 0.458
Hass 2 4 80.00 2800 2522 0.700 0.472
Ceu-Biotec 3 5 90.00 3.500 3.064 0.660 0.584
Ceu-Cocher 4 5 90.00 3.600 3.034 0.660 0.592
Jicalan 5 5 90.00 3.000 2821 0.700 0.566
Promedio 86.00 3.060 2.736 0.704 0.534

*Acervo 100 9.00 4.000 0.704 0.766

N = Numero de individuos, %P = Porcentaje de polimorfismo, Na = nimero promedio de alelos por
locus, Ne = nimero efectivo de alelos, Ho = heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada.
*Para calcular los valores del acervo, asumimos que no habia una estructura poblacional y que habia una
sola poblacion panmictica.

Alelos exclusivos

La identificacion de los alelos exclusivos por cada marcador para las diferentes
poblaciones analizadas se muestra en el cuadro 5. De los 10 marcadores empleados
en el presente estudio, solo dos marcadores no detectaron alelos exclusivos para la
poblacién 1(ESTAVTC_13 y LMAV_24) y no fueron considerados en al analisis. Los
marcadores LMAV_24, LAMV_29, LMAV_27 y LMAV_03 detectaron alelos
exclusivos para la poblacién 2. Para la poblacién 3, los marcadores que presentaron
alelos exclusivos fueron ESTAVTC 13, LMAV_24, LMAV_27 y LMAV _03. Tres
marcadores (LMAV_27, LMAV_03 y LMAV_05) detectaron alelos exclusivos en la
poblacion 4 y los marcadores ESTAVGA 01, ESTAVTC 13, LMAV_24, LMAV _29y

LMAV _22 detectaron alelos exclusivos para la poblacion 5.
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Anélisis de Coordenadas Principales (PCoA)

De manera general las poblaciones 2 (Hass), 3 (Ceu-Biotec) y 4 (Ceu-Cocher) se

agrupan en un mismo cuadrante, en contraste con las poblaciones 5y 1 (Figura 2).

A nivel individual, las poblaciones 2, 3 y 4 muestran una mayor dispersion de sus
individuos dentro de la poblacion. En contraste, la poblacion 1 muestra la menor
dispersion de los individuos y en menor proporcidn, la misma tendencia se observa

en la poblacion 5.



Cuadro 5. Alelos exclusivos para las diferentes selecciones élite de aguacate.

Nombre de

Marcador Pab. la Poblacion

Alelo identificado (pb)

ESTAVTC 03
LMAV_15

ESTAVGA 01

Gotcha 440

Gotcha 880

Gotcha 280 -

Jicalan - 302
Ceu-Cocher 178 182 188 - 198 204
Jicalan - - - 194 - -
Gotcha 716 - 800

Jicalan - 780 -

Gotcha 808 -
Ceu-Cocher - 810 -
Hass - 544 - - - 620 - - 626 - - 640
Ceu-Biotec 532 - - - - - 610 - - - - -
Jicalan - - 546 552 562 - - 622 - 628 636 -
Gotcha - 362 366 368 388 392 - - -

Hass - - - - - - 39% - -

Jicalan 336 - - - - - - 400 404

Gotcha - - - - - 418

Hass - 388 - - - -
Ceu-Biotec 386 - - -
Ceu-Cocher - - 396 406 - -

Gotcha - - - - 368 - 383 - - 398 - 402
Hass - - 362 - - - - - - - 400 -
Ceu-Biotec - 356 - 366 - - - 386 394 - - -
Ceu-Cocher 352 - - - - 380 - - - - - -

ESTAVTC 13
LMAV_22

LMAV_05

LMAV_24

LMAV_29

LMAV_03

LMAV 27
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Figura 2. Dispersion grafica de 5 poblaciones mediante el anélisis de coordenadas
principales (PCoA). Pob 1: Gotcha, Pob 2: Hass, Pob 3: Ceu-Biotec, Pob 4: Ceu-Cocher
y Pob 5: Jicalan.

Anélisis de Agrupamiento por el Método Neighbor-Joining
Los valores de la distancia genética sirvieron de base para la construccion del
dendrograma con el método Neighbor-Joining establecido sobre las poblaciones élite de

aguacate (Figura 3).

En el dendrograma se observa claramente la separacion de dos grupos principales. En
primera instancia se agrupan las poblaciones Hass (poblacion 2), Ceu-Biotec (poblacién
3) y Ceu-Cocher pertenecientes al Grupo | y en el Grupo Il las poblaciones 1 (Gotcha) y
5 (Jicalan), las cuales se separan del resto de las poblaciones y principalmente de la
poblacion 2 (Hass), que fue el material de referencia.
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Figura 3. Dendrograma con el método Neighbor-Joining de cinco poblaciones élite de

aguacate.

DISCUSION

Las cinco poblaciones (Gotcha, Hass, Ceu-Biotec, Ceu-Cocher y Jicalan) de aguacate
objeto de estudio, surgen de una seleccion por mas de 40 afios del programa de
mejoramiento genético del cultivo del aguacate del INIFAP, Campo Experimental
Uruapan. Estas selecciones presentan caracteristicas organolepticas propicias para la

exportacion (Tapia et al., 2017), las cuales, podrian ser una alternativa al cultivar “Hass”.
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En nuestro pais, se tiene conocimiento de que la mayoria de las variedades comerciales
de aguacate se derivan de hibridaciones interraciales, generadas a partir del intercambio
de materiales entre las diferentes razas existentes de arboles nativos criollos y de cultivares
seleccionados reproducidos de manera asexual. Generalmente se considera que las
variaciones organolépticas presentes en este tipo de materiales, son el resultado de las
interacciones con el ambiente (Mijares y Lopez, 1998; Bergh, 1995). La identificacion de
las plantas realizada por caracterizacion fenotipica es un procedimiento lento y limitado,
debido a que la expresion de los caracteres cuantitativos esta sujeta a factores ambientales
y fenoldgicos. Una alternativa a estos factores limitantes, puede ser el uso de marcadores
moleculares, los cuales pueden ser utiles para la identificacion, clasificacion y

aprovechamiento sustentable de la diversidad genética (Gutiérrez et al., 2009).

Niveles de Diversidad Genetica

Existen diferentes investigaciones que mencionan el desarrollo o la evaluacion de un gran
namero de marcadores moleculares, lo anterior, con la finalidad de evaluar la diversidad
genética de plantas, incluyendo especies silvestres y plantas cultivadas (Bensch y
Akesson, 2005; Tatikonda et al., 2009). En este trabajo se utilizaron marcadores tipo SSR
para evaluar la diversidad genética de cuatro selecciones de aguacate generados por el
INIFAP, Campo Experimental Uruapan, en el estado de Michoacan, México, incluyendo
el cultivar Hass como testigo. De los 49 pares de microsatélites inicialmente evaluados,
se seleccionaron diez con base en su polimorfismo, reproducibilidad y nimero de alelos
detectados. El empleo de los diez marcadores, permitié la identificacion de un total de 90
alelos variando de 4 a 16 alelos, con un nimero promedio de alelos por locus de 9. Este
valor promedio es superior al reportado por Borrone et al. (2007), quien empled 70

marcadores microsatélites en 24 materiales de aguacate (Persea americana Mill).

Respecto al total de alelos (90) en los diez marcadores, el valor es superior a lo reportado
por Galindo et al. (2011), quienes analizaron 44 muestras (7 poblaciones) de P. americana
con cuatro marcadores microsatélites. Contrastamos de lo reportado por Galindo et al.
(2011), quienes evaluaron mayor numero de poblaciones (7) y 44 muestras P. americana
en diferentes municipios del estado de Veracruz obteniendo un total de 43 alelos y un

promedio de 10.75 alelos por locus.
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Por su parte, Alcaraz y Hormaza (2007) trabajaron con 75 accesiones (224 muestras) de
aguacate en las cuales se incluyeron ecotipos locales de Espafia, asi como de diferentes
paises. Las accesiones fueron caracterizadas con 16 microsatélites de aguacate diferentes
a los utilizados en este estudio, detectando un total de 156 alelos diferentes, con un
promedio de 9.75 alelos/locus. Aunque el valor promedio del presente estudio es cercano
al reportado por Alcaraz y Hormaza (2007) (9 vs 9.75), el numero total de alelos
identificados es 0.75 mayor. Esto puede deberse a varios factores, primeramente, a la
diversidad de muestras empleadas en el estudio de Alcaraz y Hormaza, mientras que las
muestras del presente estudio son seleccion de un material comun (“Hass”). Otro factor
para considerar es el nimero de marcadores polimérficos empleados (10 vs 16). El uso de
un mayor numero de marcadores y el empleo de muestras genéticamente contrastantes

conlleva a la deteccidén de un mayor nimero de variantes alélicas.

Diversidad genética

Respecto al polimorfismo obtenido, los 10 pares de marcadores (SSR) revelaron perfiles
robustos de amplificacién y fueron 100% polimorficos a través de todas las poblaciones,
lo que permitio la diferenciacion entre las cinco poblaciones evaluadas. A nivel de
poblaciones, el polimorfismo oscilé de 80% en dos poblaciones (Gotcha y Hass) y 90%
para el resto (Ceu-Biotec, Ceu-Cocher y Jicalan). Estos resultados son similares a lo
reportado por Galindo et al., (2011), quienes en su estudio reportan dos poblaciones con
un valor de polimorfismo del 75%, contrastando con Ashworth y Clegg (2003) quienes
obtienen resultados de polimorfismo del 60.7% al analizar 35 cultivares de aguacate con
marcadores microsatélites. Nuestros resultados coinciden ampliamente con lo obtenido
por Mhameed et al. (1997), quienes reportaron mayor variabilidad para la raza fisioldgica

mexicana (83%) de aguacate.

La heterocigosidad esperada fue menor que la heterocigosidad observada con promedios
de 0.574 y 0.704, respectivamente; sugiriendo una deficiencia de heterocigotos en todas
las poblaciones. Sin embargo, estos valores deben tomarse con reserva, debido al nimero
pequeiio de muestras analizadas en cada poblacion en el presente estudio y que la
estimacion de la diversidad no fue el objetivo principal de este estudio. Diferentes estudios

realizados respecto a diversidad genética (He) difieren de nuestros resultados obtenidos.
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Tal es el caso de Guzmén et al. (2017) quienes reportan un promedio de 0.78 para la He
con 28 marcadores, (siete de estos marcadores fueron empleados en esta investigacion).
No obstante, estos autores en su investigacion analizaron mayor numero de genotipos
morfolégicamente diferentes (318 accesiones con 28 marcadores microsatélites), por lo
anterior es de esperarse que la He serd mayor que en estudios donde los materiales estén
relacionados, como en el presente trabajo. Por su parte Gross-German y Viruel (2003)
reportan resultados de heterocigosidad esperada promedio de 0.831, contrastando con el
resultado promedio obtenido (0.574). Como lo sefialan diferentes investigaciones, la
discrepancia obtenida en nuestros resultados se puede atribuir al bajo nimero de
individuos analizados (24), al corto rango geografico que existe entre las poblaciones
evaluadas (todas en el Estado de Michoacan, México) (Gross-German y Viruel, 2003;
Guzman et al., 2017).

Andlisis de alelos exclusivos

Los resultados obtenidos que se aprecian en el cuadro 5, indican que para la
identificacion molecular de la poblacion 1 (Gotcha), se pueden emplear los
marcadores ESTAVTC 03, LMAV_15, ESTAVGA 01, LMAV_22, LMAV_05,
LMAV_29, LMAV_03 y LMAV_27. Para identificar la poblacion 5 (Jicalan) los
marcadores ESTAVGA_01, ESTAVTC_13, LMAV_22, LMAV_24yLMAV_29 se
pueden usar para su identificacion. Para la identificacién molecular del material de
referencia usado en este estudio (poblacion 2) se pueden utilizar los marcadores
LMAV_24, LMAV_29, LMAV_03y LMAV_27.

Los microsatélites evaluados demuestran que pueden ser una herramienta
molecular para identificar nuestras diferentes poblaciones. Es relevante mencionar
que la poblacién 1 (Gotcha) es la que se puede identificar con el 80% de los
marcadores (ESTAVTC_03, LMAV_15, ESTAVGA 01, LMAV_22, LMAV_05,
LMAV_ 29, LMAV 03 y LMAV_27), y dos de estos marcadores amplifican
exclusivamente en esta poblacion (ESTAVTC_03 y LMAV_15). Por su parte, la
poblacion 5 (Jicalan) se puede identificar con el 50% de los marcadores (ESTAVGA 01,
ESTAVTC 13, LMAV_22, LMAV_24 y LMAV_29), seguida de la poblacion 2
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(Hass) que se puede identificar con el 40% de los marcadores moleculares

analizados.

Derivado del analisis de alelos exclusivos, los resultados obtenidos sugieren la factibilidad
de la utilizacién de marcadores moleculares para la caracterizacion de materiales de
aguacate genéticamente cercanos. Se observd que algunos marcadores presentan mayor o
menor facultad discriminativa en las diferentes selecciones de aguacate élite, e incluso
para la variedad “Hass”, incluida en este trabajo de investigacion como material de

referencia.

Es importante sefialar que existe limitada informacion respecto a la utilizacion de
marcadores moleculares para la caracterizacion de materiales de aguacate. Esto puede
explicarse que la mayoria de las investigaciones que emplean marcadores moleculares, se
centran en la asignacion de razas botanicas, estudios de diversidad genética, estudios
evolutivos, etc. Adicionalmente, de acuerdo con la normativa vigente para el registro de
materiales vegetales en nuestro pais (UPOV), se emplean Unicamente descriptores
morfolégicos y datos de pedigri. Sin embargo, los datos moleculares pueden ser
informacion adicional de soporte para la identificacion y caracterizacion rapida y precisa

de nuevos materiales, respecto a los ya existentes.

La estrategia del empleo de marcadores moleculares para la identificacién de materiales
nuevos desarrollados en aguacate implicaria la utilizacion de materiales de referencia para
la evaluacion y estandarizacién de marcadores microsatélites para este propdsito. El
empleo de marcadores moleculares para la identificacion de materiales vegetales no es
nuevo. Xiong et al. (2011) emplearon marcadores ISSR para la caracterizacion de la
huella genética de diferentes variedades de mango (Mangifera indica), platano (Musa
paradisiaca) y longan (Dimocarpus longan); teniendo resultados positivos. En
secuencia a este enfoque, los microsatélites que se evaluaron también podrian ser
utilizados en futuros trabajos con fines de corroborar o identificar materiales de
aguacate. Pese a que México es el principal pais productor de aguacate en el mundo, las
entidades regulatorias no han establecido normatividad respecto al control o verificacion
de la multiplicacién de cultivares de aguacate. Las herramientas moleculares ofrecen

este tipo de ventajas al ser posible la identificacion de los materiales propagados con



49

respecto al material registrado (fidelidad genética). Sin embargo, dentro de un contexto
general, el presente estudio es pequefio, por lo que es necesario verificar la
reproducibilidad del empleo de marcadores moleculares en un mayor namero de

individuos, poblaciones y marcadores.

El andlisis de agrupamiento por el método “Neighbor-Joining”, identifico dos grupos
principales. Esta division también fue observada en los resultados del PCoA. En el Grupo
I se ubican las poblaciones 2 (Hass), 3 (Ceu-Biotec) y 4 (Ceu-Cocher), mientras que las
poblaciones 1 (Gotcha) y 5 (Jicalan) se encuentran en el Grupo Il. Este dltimo grupo
resulta de interés, al estar completamente separado del Grupo I, donde se encuentra la
variedad “Hass”. Estos resultados sugieren que las poblaciones 1 y 5 son materiales
diferentes a “Hass” y que pueden ser susceptibles de registro para titulo de obtentor ante
el Sistema Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS), autoridad
competente en México para la asignacion de titulo de obtentor.

Adicionalmente, también se puede observar que la dispersion de los individuos de cada
poblacion del Grupo I, en los cuadrantes del PCoA y en las subramas del dendrograma,
es minima en comparacion con los materiales de las poblaciones de Hass, Ceu-Biotec y
Ceu-Cocher (Grupo I). Este patron de agrupamiento también sugiere la homogeneidad

que existe en los individuos que conforman las poblaciones 1y 5.

Para la caracterizacion molecular de la Poblacion 1 (Gotcha) con respecto a la Poblacion
2 (Hass) se pueden emplear los marcadores LMAV_29, LAMV_03y LMAV_27 (cuadro
5). Para la caracterizacion molecular de la Poblacion 5 (Jicalan) con respecto a la
Poblacién 2 (Hass) se pueden emplear los marcadores LMAV_24 (cuadro 5). Para la
caracterizacion molecular de la Poblacion 1 (Gotcha) con respecto a la Poblacion 5
(Jicalan) se pueden emplear los marcadores LMAV_29, LAMV_22 y ESTAVGA 01
(cuadro 5). Los marcadores ESTAVTC_03 y LMAV _15 amplificaron exclusivamente en
materiales de la poblacion 1 (Gotcha). Finalmente, el marcador LMAV_29 presenta alelos
de diferentes pesos moleculares que permiten la identificacion de materiales Gotcha,

Jicalan y Hass.
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Perspectivas del trabajo

Para asegurar la reproducibilidad de los resultados presentados, es necesario que
en futuros trabajos se incluyan un mayor niumero de materiales de aguacate, asi
como se evaltuen un mayor nimero de marcadores. La armonizacion de protocolos
(reactivos, plataformas de deteccion, software para la determinacion de los tamafios
de los alelos) debe considerarse como una actividad primordial en el campo de la
caracterizacién varietal. Este trabajo fue wun primer acercamiento a la
caracterizacion varietal de un pequefio numero de muestras de genotipos de

aguacate y el uso de marcadores microsatélites.

La monitorizacion subsecuente de los materiales caracterizados molecularmente y
que han sido propagados de manera asexual (como en el caso del aguacate),

permitird mantener la integridad genética de los materiales en el campo.

Conclusiones

Con la presente investigacion se logra proponer diferentes marcadores moleculares
microsatélites (SSR), para la caracterizacion de los materiales Gotcha y Jicalan
empleando como referencia el cultivar “Hass”. Pese a que la forma tradicional de
identificar diferentes variedades de aguacate se realiza por medio de caracteristicas
morfoldgicas (UPOV), se evidencia que es inminente permitir la inclusién de
nuevos métodos para su caracterizacion y una alternativa puede ser a través de

marcadores moleculares como los microsatélites.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se comprueba que existe un complejo de fitopatdgenos asociados a la enfermedad
conocida como la tristeza del aguacatero: Phytopythium vexans, Pythium sp.

amazonianum, Phytophthora cinnamomi y Mortierella elongata.

Se obtienen tres primeros reportes: Phytopythium vexans y Pythium sp. amazonianum y
Mortierella elongata para los municipios productores de aguacate en el estado de
Michoacan, comprobando su patogenicidad en plantulas de aguacate con seis hojas

verdaderas.

Los aceites esenciales de clavo (Syzygium aromaticum) y pimienta negra (Piper nigrum)
son una alternativa botanica para el control de los oomicetos P. cinnamomi y P. vexans,
comprobando en esta investigacion su actividad fungicida. Es relevante mencionar que P.
cinnamomi es un fitopatdgeno que presenta mayor tolerancia, ya que P. vexans se logra

inhibir a concentraciones inferiores.

Es importante mencionar que el aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) podria
ser una alternativa novedosa para la purificacion de P. cinnamomi, ya que algunos medios
selectivos existentes permiten el crecimiento de otros oomicetos. No obstante, se necesita

continuar con esta linea de investigacion.

Con la presente investigacion se logra proponer diferentes marcadores moleculares
microsatélites (SSR), para la seleccion de los materiales Gotcha y Jicalan e incluso al
monovarietal “Hass”. Pese a que la forma tradicional de identificar diferentes variedades
de aguacate se realiza por medio de caracteristicas morfologicas (UPOV) se evidencia que
es inminente permitir la inclusién de nuevos métodos para su caracterizacion y una
alternativa altamente viable es a través de marcadores moleculares como los

microsatélites.
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