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RESUMEN

El género Persea (Lauraceac) tiene cerca de 90 especies, la delimitacién dentro del mismo siempre ha sido controversial. Estudios han confirmado
que el grupo Persea es monofilético; sin embargo el reconocimiento de dos clados a través del andlisis filogenético de caracteristicas morfoldgicas,
sugiere que el género no es un grupo monofilético y que los subgéneros Persea'y Eriodaphne pueden ser reconocidos como géneros independientes.
El andlisis de regiones ITS indic6 que el origen del subgénero Persea no es monofilético, los resultados agruparon las especies analizadas en
clados diferentes correspondientes a los subgéneros Persea y Eriodaphne, apoyando la hipdtesis del origen no monofilético del género. Con el
fin de ayudar a resolver las controversias del origen no monofilético del género Persea, se analizaron 107 genotipos de Persea con 15 SSR. Trece
de los quince SSR probados amplificaron alelos dentro de los intervalos de tamano indicados en estudios previos, sin embargo en dos de los
genotipos estudiados no se produjeron fragmentos de amplificacidn. Se analizaron un total de 206 alelos, los pardmetros de variabilidad genética
demostraron que los SSR presentan un alto nivel de polimorfismo y son altamente informativos (heterocigosidad esperada mayor a 0.5). El indice
de fijacién de Wright indic6 deficiencia de alelos heterocigotos. El andlisis de agrupamiento UPGMA mostré un valor de 0.937 de correlacién
cofenética, sin embargo no se definié un patrén de agrupamiento de los genotipos con base a su origen racial o subgénero (Persea y Eriodaphne).
Se recomienda incrementar el nimero de SSR para estudios de caracterizacién de diversidad genética considerando las razas y especies.
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INTRODUCCION

El género Persea (Lauraceac) fue descrito por Miller en 1754 (van der Werff, 2002); consiste de aproximadamente 85 especies distribuidas en
América, desde el sur de Estados Unidos hasta Chile, con una especie en Islas Canarias y probablemente algunos representantes en el sur de Asia
(Barrientos-Priego & Lépez-Ldpez, 2002; Ferrer-Pereira, 2012). Las especies americanas fueron revisadas por Kopp en 1966, reconociendo dos
subgéneros Persea y Eriodaphne (Campos-Rojas et al., 2007). El subgénero Persea se reconoce por tener tépalos iguales a subiguales, reflexos en la
antesis y caducos durante la fructificacion, glindulas estipitadas en la base del tercer verticilo estaminal y pistilo pubescente; este subgénero incluye
la especie Persea americana Mill. y otras especies centroamericanas (Campos-Rojas ez al., 2007; Ferrer-Pereira, 2012). El subgénero Eridaphne se
caracteriza por tener tépalos fuertemente desiguales y persistentes en la fructificacion, tépalos externos glabros en la cara adaxial, glandulas sésiles
en la base de los filamentos del tercer verticilo y ovario glabro o pubescente; comprende ms de 70 especies neotropicales (Campos-Rojas ez 4.,
2007; Ferrer-Pereira, 2012). En lo que se refiere a los frutos, Persea se caracteriza por tener frutos grandes con un intervalo de tamafio entre 7 y
20 cm, sus frutos son conocidos como aguacates verdaderos; Eriodaphne se caracteriza por tener frutos pequefios con capuchon, su tamao es

menora2cm Yy s¢ conocen como aguacatillos.

Dentro del subgénero Persea, la mayoria de sus miembros reconocidos crecen desde la parte central de México y Guatemala hasta Centroamérica,
lo que sustenta la teorfa del género Persea y probablemente de todo el subgénero Persea (Campos-Rojas ez al., 2007). Persea americana Mill., es
la especie de mayor importancia econdmica, se utiliza principalmente en la alimentacién siendo una fuente rica de aceites, proteinas y minerales
que permiten su utilizacion en la industria farmacettica y cosmética. La importancia del subgénero Eriodaphne es que algunas de sus especies son
inmunes a la pudricién de la raiz causada por Phyrophthora cinnamomi Rands., sin embargo sus genes no son compatibles con los de P, americana
Mill. (Campos-Rojas et al., 2007, Litz, 2001; Zentmyer & Schieber, 1992), por lo que los intentos de hidridacién o injertacién de P americana
Mill. sobre especies de Eriodaphne han fracasado (Sdnchez-Pérez, 1999). Genes candidatos de resistencia a 2 cinnamomi podrian ser aislados y
clonados de especies del subgénero Eriodaphne (Litz et al., 2009).

La delimitacién dentro del género Persea siempre ha sido controversial (Rohwer e al., 2009), el hallazgo de la compatibilidad entre algunas
especies del subgénero Persea y lo antes mencionado han generado la controversia con respecto al origen monofilético del género sugiriendo
que los subgéneros Persea y Eriodaphne, pueden ser reconocidos como géneros independientes. El andlisis filogenético a través de caracteres
morfoldgicos sugiere que el género Persea no es un grupo monofilético al reconocer dos clados, este andlisis debe ser complementado por un
andlisis de caracteres moleculares, por ejemplo ITS (Campos-Rojas ez al., 2007). El estudio de regiones I'TS realizado por Rohwer ez 4/. (2009),
indic6 que el origen del género Persea no es monofilético. Los resultados de sus estudios agruparon las especies analizadas en clados diferentes
correspondientes a los subgéneros Persea y Eriodaphne, apoyando la hipdtesis del origen no monofilético del género y proporcionando una
explicacién a la incompatibilidad entre ambos subgéneros.

En los estudios moleculares relacionados con el origen del género Persea deben analizarse un nimero mayor de fragmentos de ADN asi como de
especies que representen a ambos subgéneros. Las secuencias flanqueadoras de los microsatélites o SSR (simple sequence repeat) son generalmente
conservadas dentro de los individuos de la misma especie y permiten la seleccién de iniciadores que los amplifican. Los polimorfismos de los
loci, resultan de la variacién en el nimero de repeticiones tdindem entre los individuos. De manera similar que en otras especies, en aguacate se
encuentran SSR en forma abundante y polimérfica a pesar de ser locus simple. La frecuencia de repeticiones AG/TC es més alta que la encontrada
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en otras especies, tienen herencia mendeliana aunque en algunas ocasiones han demostrado tener comportamiento complejo (Lavi ez al., 1994);
por sus caracteristicas los SSR se han utilizado en mapeo genético, genotipificacién y agrupamiento genético de accesiones dentro de razas (Lavi
et al., 1994; Mahmeed ez al., 1996; Sharon ez al., 1997; Schnell ez al., 2003; Alcaraz & Hormaza, 2007; Acheampong ez al., 2008; Abraham &
Takrama, 2014). En su estudio de caracterizacién molecular y diversidad genética en aguacate, Alcaraz & Hormaza (2007) trabajaron con 16
SSR desarrollados por Sharon ez al. (1997) y Ashworth ez al. (2004), los genotipos estudiados se agruparon en 3 clados diferenciados por su
origen racial sin embargo los valores de remuestreo (bootstrap) fueron bajos; los SSR utilizados fueron altamente informativos y mostraron una
heterocigosidad més alta que 0.5 y una probabilidad de identificacidn debajo de 0.36, por lo que pueden utilizarse en colecciones de germoplasma

para su caracterizacion y manejo.

La utilizacion de marcadores moleculares de cloroplastos para estudios de filogenia en plantas se basa en el principio de que los genes de cloroplastos
tienen intervalos relativamente bajos de evoluciodn, sus secuencias contienen regiones altamente variables que son la primera consideracion cuando
se buscan loci disponibles para resolver especies estrechamente relacionadas o géneros en andlisis filogenético y cédigos de ADN; las regiones
codificantes, intrones y espaciadores se han utilizado para reconstrucciones filogenéticas a varios niveles taxonémicos (Dong ez al., 2012). Con
el fin de enriquecer los resultados obtenidos con los SSR se estan generando regiones espaciadoras para el andlisis de los genotipos. El objetivo
de este estudio fue analizar 107 genotipos de Persea del Banco de Germoplasma de la Fundacién Salvador Sénchez Colin-CICTAMEX, S.C.y
Universidad Auténoma Chapingo con 16 SSR con ¢l fin de ayudar a dilucidar la teorfa del origen no monofilético del género Persea.

MATERIALES Y METODOS

El listado de genotipos analizados se encuentra en la Tabla 1. Para la extracciéon de ADN se colectaron hojas jévenes y sanas. La extraccion se
realizé de acuerdo al protocolo modificado de Hormaza (2002), la cuantificacién de las muestras se realizé por espectrofotometria y la calidad se
verific6 en geles de agarosa al 0.8%. Para la generacién de los SSR se mandaron sintetizar los iniciadores correspondientes a los 16 microsatélites
reportados por Alcaraz & Hormaza (2007) de acuerdo con la informacién de Sharon ez al. (1997) y Ashworth ez al. (2004). Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un volumen de 15 pl, la mezcla de reaccion consistié de Buffer Taq 1X, MgCl2 2 mM, dNTPs 0.4 mM, iniciador
“forward” y “reverse” 0.4 uM de cada uno, Taqg DNA polimerasa 0.5 Uy ADN 25 ng. El programa térmico consistié de 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, temperatura de alineacién de acuerdo a cada SSR por 30 segundos y 72°C por 60 segundos, se dieron un ciclo inicial de 94°C por 60
segundos y uno final de 72°C por 5 minutos. Las temperaturas de alineacién utilizadas fueron las indicadas por Sharon e /. (1997) y Ashworth
et al. (2004). El andlisis de los productos de amplificacién se realizé con el 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies®). Para cada locus (SSR) se
calculé el porcentaje de loci polimérficos, niimero de alelos, nimero de alelos efectivos, heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada y
frecuencias alélicas relativas, estas determinaciones se realizaron por medio del programa InfoGen 2013 (Balzarini & Di Renzio, 2013) y fueron
corroboradas a través del programa POGENE 1.31; este mismo programa se utilizé para la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg y ¢l indice de
fijacién de Wright. Se obtuvieron estimadores puntuales por Bootstrap con 2000 repeticiones para los pardmetros de variabilidad genética.

Tabla 1. Identificacion de los genotipos analizados con SSR, 101 del subgénero Perseay 6 del
subgénero Eriodaphne (subrayados)

Id. Genotipo Raza o especie Id. Genotipo Raza o especie

1 P floccosa s e 59 Aquila S1 Mexicana

2 Freddy 4 Posible raza antillana 60 Motozintla Chis 15 Guatemalteca

3 P, chamissonis 61 ComCar 1 Guatemalteca
Persea chamissonis

5 Las Nubes 6 Costaricensis 62 Baltazar Mexicana

6 P steyermarkii . 63 Aspiroz Mexicana
Persea steyermarkii

8 Tochimilco 152 Mexicana 64 La Mesita Mexicana

9 Tetiz 1 Antillana 65 Negrito Mexicana

10 Ixtapan del Oro Mexicana 66 Veloz 3 Mexicana

12 Persea meyeniana Persea meyeniana 67 Zar 1 Mexicana

14 P, parvifolia 68 Yucatan 1 Antillana
Persea parvifolia

15 Hass Guatemalteca x Mexicana 69 Yucatan 10 Antillana

17 Nocham 3 Guatemalteca 71 Quintana Roo 1 Antillana

18 Hunuema 1 Antillana 72 Quintana Roo 16 Antillana

20 Chinini de Altura Persea shiedeana 73 Quintana Roo 86 Antillana

22 Derrumbe Mexicana 74 Quintana Roo 83 Antillana

23 P, cinerascens Dersea cinerascens 75 Ecatlan 1 Mexicana

24 Tepetl Mexicana 76 Lechero Mexicana

25 Marichal 1 Antillana 77 Libres 1 Mexicana
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Id. Genotipo
26 Palestre
27 Tantima 3

28 Persea
29 Antigua

30 Persea hintonii

31 Yaruche 4
32 Martin Grande

34 Olanca
35 San Cristobal
36 Lino Ixtapan

37 Aguacate de Montafia
39 Rodeo 2

41 P, tolimanensis
42 P, cinerascens

43 Accitoso Villa Guerrero
44 Guerrero 6

45 Chiapas 13

46 Oaxaca 1

47 Oaxaca 32

48 Oaxaca 14

49 Belem

50 Tototla 1

51 Triste

52 Mixtla 108
53 Juanita M39
54 Tototla 4

55 Pucbla 1

56 Pucbla 2

57 Puebla 3

58 Aquila 3
108 Huevo de Paloma
109 Leonor
110 Hule

111 Amarillo

112 Mantequilla
113 Cuerno

Raza o especie

Guatemalteca
Persea longipes

Persea sp.

Antillana

Persea hintonii

Persea schiedeana

P, schiedeana x P. americana var.

guatemalensis
Guatemalteca

Guatemalteca

Persea schiedeana

Desconocida

Persea nubigena
Persea tolimanensis

Pf}"SEﬂ cinerascens
Mexicana

Hibrido o guatemalteca
Antillana

Mexicana

Mexicana

Mexicana

Mexicana

Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana

Mexicana
Mexicana

Mexicana

Mexicana

Id. Genotipo
78 Libres S
79 Libres 10

80 Texacapan 2

81 Pital 4
82 Luna?2

83 Oloroso Palma Rafael
84 Guamuchil

85 Guatemalteco Tenajapa
86 P, donell-smithii
87 Tlacolula

88 Gro-10
89 AG4

90 Chiapas 16
91 Ciriollo 11 Nay

92 Criollo 24 Nay

93 Criollo 3 Nay

94 Especial Doble Cosecha
95 S-Aquila

96 Tenejapa Mex

97 Zongo 8

98 Velvick

99 ASM

100 Antigua 12

101 Antigua 2

102 Payasito

103 Nayarit 8

104 Platano Temprano
105 Campeodn

106 Plétano Delgado
107 Maria Elena

114 Salvador

115 Pagua

116 Silvestre

117 P, steyermarkii

118 Rio Negro
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Raza o especie
Mexicana

Mexicano

Mexicana

Antillana

Mexicana

Mexicana
Antillana

Guatemalteco
P, donell-smithii

Mexicana

Hibrido o guatemalteca

Hibrido o guatemalteca

Antillana
Antillana

Antillana
Antillana
Antillana
Mexicana
Mexicana

Mexicana

Persea americana
Mexicana
Antillano
Antillano

Persea steyermar/eii
Antillano
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana
Mexicana

Mexicana

Persea steyermarkii

Mexicana
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se encuentra la identificacion de los SSR analizados asi como su referencia bibliografica, a la fecha se han analizado 15 de los 16 SSR
seleccionados. EI SSR AVDO013 no amplificé fragmentos mientras que AVDO018 amplificé fragmentos de 65 pb en 14 genotipos y fragmentos
de 229, 242 y 261 pb en un genotipo; el intervalo de amplificacién de acuerdo con Ashworth ez al. (2004) y Alcaraz & Hormaza (2007) para
AVDO18 debe ser de 189-235 pb, por lo que estos SSR no se consideraron para el andlisis de diversidad. Para la estimacion vy seleccién del
tamafio de alelos se consideré el intervalo publicado por Alcaraz & Hormaza (2007), alelos fuera de este intervalo no se consideraron para el
estudio. Se produjeron 219 fragmentos amplificados considerando ¢l total de alelos en toda la poblacién, todos los SSR amplificaron mas de dos
fragmentos con algunos de los genotipos. Considerando a los microsatélites como locus simple (uno o dos fragmentos amplificados por genotipo)
se produjeron 209 alelos. La descripcién del tamafio en pb (pares de bases) y los pardmetros de variabilidad genética (nimero de alelos, porcentaje
deloci polimdrficos, heterocigosidad esperada, heterocigosidad observada, nimero de alelos efectivos, indice de fijacion de Wright y significancia
de la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg), se encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2. Identificacién y referencia de los SSR, nimero de alelos (A), loci polimérficos (%), heterocigosidad esperada y observada (He,
Ho), indice de fijacién de Wright (F), nimero de alelos efectivos (Ne), significancia
del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE).

Locus y referencia A Tamaiio (pb) = Loci polimérficos (%) He Ho F Ne HWE

19 145-190 93.1 0.94 0.77 0.17 14.52 *
AVMIXO03 (Sharon et 4l., 1997)

15 160-196 91.5 0.92 0.71 0.22 11.70 *
AVMIX04 (Sharon ez al., 1997)

18 172-225 91.3 0.93 0.67 0.27 11.52 **
AVAG21 (Sharon et al., 1997)

18 102-140 90.7 0.91 0.81 0.10 10.77 =
AVAG22 (Sharon et al., 1997)

10 122-144 85.5 0.86 0.64 0.25 6.91 **
AVA12 (Sharon et al., 1997)

17 271-334 86.5 0.87 0.30 0.65 7.39 *
AV'T226 (Ashworth ez al., 2004)

10 163-185 81.9 0.82 0.57 0.31 5.53 =
AV'T372 (Ashworth et al.,, 2004)

12 215-247 82.2 0.83 0.32 0.62 5.62 =
AV'T386 (Ashworth et al., 2004)

22 152-204 92.6 0.93 0.81 0.12 13.52 **
AVO102 (Ashworth ez al.,, 2004)

21 208-265 92.6 0.93 0.88 0.05 13.53 =
AVDO001 (Ashworth ez al., 2004)

15 183-219 90.3 0.91 0.86 0.04 10.27 **
AVDO003 (Ashworth ez al., 2004)

17 300-360 912 0.92 0.69 0.21 11.36 *
AVDO006 (Ashworth ez al., 2004)

15 173-233 81.4 0.82 0.19 0.79 5.38 **
AVDO17 (Ashworth ez al., 2004)
Promedio 16.07 88.5 0.89 0.63 0.29 9.85

El nimero de alelos por locus fue de 10 (AVA12 y AVT372) a 22 (AVO102) con un promedio de 16.07, este valor es superior a 11.5, 9.75 y
10.4, valores indicados por Abraham & Takrana (2014), Alcaraz & Hormaza (2004), y Ashworth & Clegg (2003) quienes analizaron 71, 75
y 37 genotipos con 10, 16y 25 SSR, respectivamente. El valor obtenido fue aproximado al valor de 18.8 indicado por Schnell ez 2/ (2003) en
su andlisis de 224 genotipos con 14 SSR, estos valores superiores al igual a los que se obtuvicron en este estudio, son debido probablemente al
ntimero alto de genotipos analizados y a la diversidad de los genotipos estudiados (Alcaraz & Hormaza, 2007). AVDO017 presentd el niimero mds
bajo de alelos efectivos mientras que el nimero mas alto correspondié a AVMIXO03 con 14.52, el valor promedio fue de 9.85, valor superior al
4.55 reportado por Alcaraz & Hormaza (2007).

El intervalo del tamafio de alelos para cada SSR fue igual o cercano a los publicados por Sharon ez 4. (1997), Ashworth & Clegg (2003), Schnell
et al. (2003), Ashworth ez al. (2004), Alcaraz & Hormaza (2007) y Abraham & Takrana (2014). El porcentaje de loci polimérficos mas bajo
lo presenté AVDO17 con 81.4% mientras que el porcentaje mds alto lo presenté AVMIXO03 con 93.1%. Los porcentajes de loci polimérficos
obtenidos para AVMIX04 (91.5%) y AVAG21 (91.3%) son cercanos a los reportados por Abraham & Takrata (2014) de 88.4% y 89.07%,
respectivamente. El porcentaje de loci polimérficos promedio fue de 88.5%, Schnell ez 4l. (2003) reportaron un porcentaje de 83%. Elintervalo de
frecuencia de alelos fue de 0.005 a 0.34. El nivel de polimorfismo obtenido con los SSR seleccionados fue alto ya que todos los locus tuvieron més
de 10 alelos amplificados con los genotipos estudiados, los 13 SSR tuvieron una heterocigosidad esperada mayor de 0.5 por lo que se consideran
altamente informativos (Alcaraz & Hormaza, 2007; Abraham & Takrata, 2014).
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El intervalo de heterocigosidad observada fue de 0.19 (AVDO017) a 0.88 (AVDO001), la media fue de 0.63 coincidiendo con lo reportado por
Alcaraz & Hormaza (2007). El rango de heterocigosidad esperada fue de 0.82 (AVT372, AVDO017) a 0.94 (AVMIXO03) con una media de
0.89, todos los valores fueron superiores a 0.7 por lo que los SSR utilizados son marcadores altamente polimérficos (Ote, 1992). Los indices
de fijacion de Wright fueron positivos para todos los SSR, ¢l valor més alto lo presenté AVDO017 con 0.79 que presenté el valor més bajo
de heterocigosidad observada (0.19), el indice mas bajo correspondié a AVD001 con 0.04, el indice de fijacién promedio fue de 0.29; la
comparacién entre heterocigosidad esperada y heterocigosidad observada a través del indice de fijacion de Wright indicé un efecto moderado de
apareamiento no aleatorio de los genotipos estudiados (deficiencia de alelos heterocigotos). Resultados parecidos fueron indicados por Borrone
et al. (2007) y Alcaraz & Hormaza (2007). En este estudio los genotipos analizados corresponden a muestras foliares de ejemplares injertados
(muestras clonales) con varetas colectadas en diferentes partes de México y Sudamérica por lo que la deficiencia de alelos heterocigotos debido a
la endogamia, no aplica para los genotipos aqui evaluados.

La prucba de equilibrio Hardy-Weinberg fue significativa para los SSR (P<0.01), sin embargo debido a la naturaleza de los genotipos que son
colecta de varias zonas del México en su mayorfa, estos resultados no son los esperados. La frecuencia relativa mas baja de alelos se present6 en
AVMIX04 (160 pb), AVAG22 (104 pb), AVT226 (303 y 334 pb), AVT386 215 pb), AVO102 (181, 183 y 190 pb) y AVD006 (300 pb), la
frecuencia relativa més alta fue de 0.333 para el alelo de 175 pb de AVDO17. El nimero de genotipos amplificados por cada SSR fue de 92 para
AVMIXO3y AVMIX04, 33 para AVAG21, 96 para AVAG22, 91 para AVA12 y AVD006, 99 para AVT226, 86 para AVT372, 97 para AVT386,
102 para AVO102, 88 para AVDO001, 94 para AVD003 y 78 para AVDO017. Los SSR utilizados no produjeron fragmentos amplificados con los
genotipos 44 Guerrero 6 (hibrido o raza guatemalteca) y 60 Motozintla Chis 15 (raza guatemalteca).

En la Figura 1 se encuentra el dendrograma generado por el método UPGMA con el indice de similaridad de Neiy Liy correlacién cofenética de
0.937, lo que significa que las distancias del dendrograma reflejan la distancia entre los genotipos analizados. Los genotipos mds distantes fueron
60 Motozintla Chis 15 y 44 Guerrero 6, lo cual era de esperarse ya que no presentaron fragmentos amplificados. A una distancia de 0.55 se definen
7 agrupamientos, sin embargo no se define separacion entre razas. Los grupos 1y 3 quedaron conformados por genotipos en su mayoria de la
raza mexicana, el grupo 2 quedd conformado por genotipos de la raza mexicana del estado de Nuevo Ledn, 2 Freddy 4 (posible Antillano) y el
genotipo 15 Hass. De los 6 genotipos del subgénero Eriodaphne, slo 23 P. cinerascens 'y 86 P. donell-smithii se agruparon en clados diferentes con
53 Juanita M39 (raza mexicana) (grupo 4) y Persea parvifolia (grupo 5), respectivamente. En el primer caso el origen de ambos genotipos es el
estado de Michoacdn (México), en el segundo caso el origen de los genotipos son los estados de Chiapas y Veracruz (México). El grupo 6 quedé
conformado por 43 Aceitoso Villa Guerrero. 52 Mixtla 108, 77 Libres 1y 78 Libres 8; en el grupo 7 se integraron los genotipos 73 Quintana
Roo 86y 79 Libres 10. Catorce de los genotipos no quedaron agrupados. Al igual que en este estudio Alcaraz & Hormaza (2007) utilizando los
mismos SSR, no pudicron diferenciar de manera contundente los genotipos (cultivares) con base a su origen racial y en nuestro caso ademds no
fue posible agrupar o separar a los genotipos de Eriodaphne.

No se descartan errores durante la generacion de los alelos, sin embargo las amplificaciones se realizaron por triplicado con genotipos seleccionados al azar
con todos los SSR. El andlisis de los fragmentos a través de un sistema automatizado mostré diferencias de 2-4 pb entre bandas del mismo tamafio atin y
cuando los genotipos se analizaron en la misma corrida, fue necesario corroborar de manera manual los pesos de los fragmentos en las imdgenes obtenidas,

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Para fines de caracterizacién de diversidad genética de Persea considerando las razas y especies, es necesario incrementar el nimero de SSR a
utilizar. El uso de los 16 SSR propuestos por Alcaraz & Hormaza (2007) no definid la agrupacién de los genotipos estudiados en clados de
acuerdo a su raza y subgénero, los resultados obtenidos no respaldan la teorfa de especiacion del subgénero Persea. De acuerdo con Ashworth ez
al. (2004) la utilizacién de un solo cultivar como fuente de ADN genémico para el desarrollo de genotecas de SSR, reduce el margen para generar
una gran cantidad de SSR (si se considera la amplia diversidad genética presente en el aguacate), por lo que la utilizacién de mayor cantidad de
cllos para estos fines se justifica. Es necesario asumir con cuidado la asignacion de las razas y origen geogréfico de los genotipos de Persea dado que
las descripciones no son claras, estudios de Ashworth & Clegg (2003) no han sugerido que se pueda asumir una diferenciacién botdnica como tal.
La utilizacién de caracteres morfoldgicos combinados con marcadores moleculares ha favorecido la agrupacion de materiales de aguacate en base
asu raza (Fiedler ez al, 1998; Mhameed ez al., 1997) por lo que su integracién en futuros estudios ayudaria a la clasificacién de los materiales de
Persea con base a su raza y subgénero.

Es necesario reforzar los esfuerzos para la publicacion de datos generados por SSR en Persea, algunos de los resultados obtenidos en este estudio
son parecidos a los publicados por Abraham & Takrama (2014). Las diferencias mostradas con los resultados de Alcaraz & Hormaza (2007) se
debe entre otras cosas a la estructura de la poblacién y al nimero de genotipos analizados. El hecho de que dos de los SSR no hayan amplificado
con los genotipos estudiados y de que en dos genotipos no hubo amplificacién con los SSR, refuerza la necesidad de probar mayor cantidad de
SSR. Debido a la diferencia de pb en bandas del mismo peso molecular del sistema automatizado de andlisis de los fragmentos amplificados
se recomienda estandarizar una técnica o procedimiento para la separacion y andlisis de los productos de amplificacién. Actualmente se estd
trabajando con el andlisis de los alelos del tiltimo SSR (AVD022) y la generacién de regiones espaciadoras para la determinacién de las relaciones
filogenéticas (Dong ez al., 2012) entre los 107 genotipos y determinar si Persea y Eriodpahne son subgéneros de Persea o géneros separados.
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