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RESUMEN

Persea americana var. drymifolia (aguacate criollo) en forma sil-
vestre se encuentra en bosques con un precario estado de conserva-
cion. Se estudié la quimica foliar de poblaciones de este aguacate
ubicadas en el Banco de Germoplasma del Instituto Nacional de In-
vestigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias en Celaya, Guanajua-
to, uno de los bancos mas representativos para esta variedad en
Meéxico. Se tomaron hojas maduras de 291 arboles correspondientes
a 35 accesiones de siete estados del pais. Se determind el perfil qui-
mico foliar por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Se cuantificé la concentracion de 33 compuestos, de los cua-
les se identificaron 28. Los mas abundantes fueron estragol y cariofi-
leno; cada uno representé mas de 10 % de la concentracion total de
la muestra. La variacion quimica de los arboles clasificada con ana-
lisis de conglomerados, mostré grupos y subgrupos con 40 a 60 % de
similitud. Los subgrupos quimicos que contienen a la mayoria de los
arboles a 40 % de similitud se diferenciaron entre si principalmente
por estragol, sabineno y f-cubebeno. Estragol, cariofileno, p-
cimeno, B-felandreno y chavicol-metil-éter fueron los componentes
caracteristicos en otros subgrupos a una escala de similitud de 60 %.
Ningiin subgrupo se asocié con una distribucion geografica particu-
lar. Se encontré mayor variacion entre estados que dentro de ellos,
para la mayoria de los compuestos quimicos.

Palabras clave: Persea americana var. drymifolia, cariofileno, es-
tragol, variacion fitoquimica.

SUMMARY

Wild Persea americana var. drymifolia (creole avocado) is found
in forests with a precarious conservation state. The foliar chemistry
of creole avocados from the Germoplasm Bank of the Instituto Na-
cional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias in Celaya,
Guanajuato, one of the most representative banks for this avocado
variety in México, was estudied. We sampled 291 trees belonging to
35 accessions from seven Mexican states. The foliar chemical profile
was determined by gas chromatography coupled to a mass spec-
trometer. We found and quantified the concentration of 33 com-
pounds, out of which 28 were identified. The most abundant com-
pounds were estragole and caryophyllene, each representing over 10
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% of the total concentration in the sample. The chemical variation of
the trees was classified by a cluster analysis in which groups and
sub-groups with 40 to 60 % of similarity were formed. The chemical
subgroups containing most of the trees at 40 % of similarity were
differentiated mainly by estragole, sabinene and f-cubebene. Es-
tragole, caryophyllene, p-cimene f-phellandrene and chavicol-
methyl-ether were the characteristic components in other sub-groups
with 60 % of similarity. A greater variation was found between the
states of México than within them, for most chemical compounds.

Index words: Persea americana var. drymifolia, caryophyllene, es-
tragole, phytochemical variation.

INTRODUCCION

El aguacate es originario de las areas montafiosas del
centro y este de México, y de partes altas de Guatemala
(Williams, 1977), de donde se ha llevado al resto del
mundo (Barrientos-Priego y Ldopez-Lopez, 1998). Se re-
conocen tres razas: Mexicana (Persea americana var.
drymifolia), Guatemalteca (P. americana var. guatema-
lensis) y Antillana (P. americana var. americana). La va-
riedad drymifolia produce frutos que se consumen y co-
mercializan localmente y se usa como pie de injerto para
el cultivar ‘Hass’. Esta variedad también es importante,
pues junto con P. americana var. guatemalensis son los
progenitores del cultivar ‘Hass’, el més distribuido en el
mundo (Fielder et al., 1998).

Persea americana var. drymifolia (aguacate criollo) en
forma silvestre se encuentra en bosques mesoéfilos de
montafia y de Lauraceas (Challenger, 1998; Lorea-
Hernandez, 2002) cuyo estado de conservacion es muy
precario, y cuya superficie original ha disminuido por la
apertura de nuevas areas a la agricultura y la ganaderia,
sobrepastoreo, incendios forestales, avance de las areas
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urbanas y la explotacion maderera (Challenger, 1998; Lo-
rea-Hernandez, 2002; Sanchez-Pérez, 1999). Asi, una
parte considerable de la enorme riqueza fitogenética de
Persea spp. estd amenazada por la destruccién de estos
ecosistemas y por la sustitucién de cultivares tradicionales
por cultivares mejorados.

Una manera de rescatar esta riqueza es a través del es-
tablecimiento de bancos de germoplasma; varias institu-
ciones mexicanas se han dado a la tarea de conservar,
evaluar y documentar los recursos genéticos del aguacate
en estos bancos; entre éstos se encuentra el del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pe-
cuarias (INIFAP) en Celaya, México, que contiene
aproximadamente 38.5 % del total de las accesiones regis-
tradas de diferentes instituciones mexicanas (Barrientos-
Priego y Lopez-Lépez, 1998). Sin embargo, el estudio y
la caracterizacion de la variacién quimica del aguacate
criollo y del cv. ‘Hass’ (en bancos de germoplasma o en
forma silvestre) han tenido poca atencién (Bergh et al.,
1973; Espinosa-Garcia et al., 2001; Rincén-Hernandez et
al., 2005), a pesar de que poseen metabolitos secundarios
asociados con la resistencia de las plantas contra plagas y
enfermedades (Edwards ef al., 1993; Espinosa-Garcia,
2001; Langenheim, 2003). Muchos de estos compuestos
(p. e., terpenoides) estan bajo un fuerte control genético,
y pueden ser usados como marcadores para la resistencia
contra plagas y patégenos (Lavi et al., 1993a, b; Mha-
meed et al., 1995). La variabilidad quimica en plantas
frecuentemente estd asociada con la distribucién geografi-
ca (Azevedo et al., 2001; Dodd y Rafii, 1994; Goralka y
Langenheim, 1995), por lo que es posible que esta asocia-
cién también se encuentre en P. americana var. drymifo-
lia.

La var. drymifolia es rica en metabolitos secundarios
antagénicos contra herbivoros y patdgenos, particular-
mente en terpenoides y fenilpropanoides de los aceites
esenciales foliares (Rincén-Hernindez et al., 2005; Sa-
grero-Nieves y Bartley, 1995), aunque otros compuestos
activos también se han encontrado en otros tejidos de la
planta (Prabha et al., 1980).

El banco de germoplasma de P. americana var. drymi-
folia del INIFAP en Celaya, Gto., es uno de los bancos
con mejor representacion de Persea americana var. dry-
mifolia con cerca de 35 accesiones provenientes de nueve
estados de México (Barrientos-Priego y Lopez-Lopez,
1998), y su variabilidad genética o quimica no ha sido es-
tudiada.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) Describir la
variacion de terpenoides y fenilpropanoides volatiles fo-
liares en las accesiones de P. americana var. drymifolia
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del banco de germoplasma del INIFAP-Celaya; y b) De-
tectar si la distribucién geogréfica del aguacatero criollo
estd asociada con su composicién quimica foliar.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron hojas de las accesiones del banco de Ger-
moplasma del Campo Experimental Bajio, del INIFAP,
en Celaya, Gto. (20° 26" LN y 103° 19 LO, a 1750
msnm). En este banco se encuentran entre 1 y 55 arboles
de cada una de las accesiones (mediana = 4) de P. ameri-
cana var. drymifolia, de entre 30 y 33 afios de edad. El
sitio tiene clima semicalido subhiimedo, con precipitacién
media de 600 a 800 mm, y temperatura media entre 18 y
20 °C (Garcia, 1988). En el suelo predominan vertisoles
pélicos de alta fertilidad (FAO-UNESCO, 1970).

El material analizado procede de accesiones de: Cela-
ya, Comonfort, y San Miguel de Allende, en el Edo. de
Guanajuato; Tenancingo, Edo. de México; Uruapan y Pe-
riban de Ramos, del Edo. de Michoacén; Tetela del Vol-
can, del Edo. de Morelos; General Teran, del Edo. de
Nuevo Ledn; Villa Corregidora, del Edo. de Querétaro;
Coscomatepec y Calcahualco, del Edo. de Veracruz.

Toma de muestras

Se tomaron hojas de 291 arboles provenientes de 35
accesiones de aguacate criollo. Se colectaron dos hojas
maduras de cada arbol para determinar su perfil quimico.
Las colectas se realizaron entre el 11 de junio y el 14 de
julio del 2003. Las hojas se colocaron en una bolsa de
plastico y transportadas en hielo seco de inmediato al la-
boratorio para el analisis quimico.

Procedimiento de extraccion y cuantificacién de los
metabolitos secundarios

Las hojas se dividieron a lo largo de la vena central;
una parte se deshidrat6 en estufa a 80 °C por 24 h para
determinar su peso seco, y la otra mitad se pes6 y se ma-
ceré en un frasco &mbar de 75 mL con hexano durante
una semana. Después, la hoja macerada en hexano se tri-
turé con nitrégeno liquido, se afiadié hexano y un 1 mg
de tetradecano disuelto en hexano como estdndar interno.
Después de triturar de nuevo, el extracto se filtré y secd
con sulfato de sodio anhidro. Se adicioné pirogalol como
antioxidante (Sigma-Aldrich®). El extracto se concentrd
con una corriente suave de N2 hasta 1 mL, y permanecio
a -20 °C hasta su anélisis.

Las muestras se inyectaron (1 a 2 pL) con inyeccién
dividida 60:1 en un cromatbgrafo de gases (Agilent
HP6890®), provisto con detector de ionizacién de flama
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(FID) y una columna capilar HP 5 (fenil metil-siloxano)
de 30 m, con un didmetro interno de 0.25 mm y 0.25 pm
de recubrimiento. Se us6 helio como gas acarreador; in-
yector a 250 °C; presién en el inyector, 86.9 kPa; flujo
en el inyector, 67.2 mL min’; flujo de helio en la colum-
na, 1.0 mL min"; presién de helio en la columna, 86.7
kPa, con una velocidad promedio de 26 ¢cm s™. El pro-
grama de temperatura para el horno fue: temperatura ini-
cial 50 °C, incremento de 20 °C min hasta llegar a 200
°C; aumento de 15 °C min" hasta llegar a 280 °C y au-
mento de 20 °C min™ hasta llegar a 300 °C.

Algunas muestras fueron analizadas en un cromatégra-
fo de gases (Agilent HP6890) acoplado a espectrémetro
de masas (Agilent 6890®), equipado con la misma co-
lumna usada en FID para determinar la composicion qui-
mica de los picos cromatograficos. Se usé helio como gas
acarreador y las siguientes condiciones: inyector a 250
°C; presion en el inyector, 8.5 kPa; flujo en el inyector,
63.3 mL min; flujo de helio en la columna, 0.5 mL min’
!. presién de helio en la columna, 8.5 kPa, con una velo-
cidad promedio de 26 cm s'. El programa de temperatura
para el horno fue el mismo que se us6 para las corridas
con FID.

Identificacion y cuantificacién de los compuestos
quimicos

Los compuestos quimicos se identificaron con la bi-
blioteca de espectros de masas NIST 98. Para confirmar
las identificaciones se usaron tiempos de retencidon y es-
pectros de masas de compuestos puros (Sigma-Aldrich®):
linalol, a-cubebeno, o-pineno, B-pineno, B-mirceno, ane-
tol, camfeno, nerolidol, p-cariofileno, limoneno, o-
humuleno, y y-terpineol (Rincén-Hernandez y Espinosa-
Garcia, 2008). Se verifico la pureza de cada pico median-
te el programa MSD ChemStation (Agilent Technolo-
gies®) y se nombraron sélo los compuestos quimicos cu-
yo espectro registré como minimo 90% de concordancia
con el espectro de la biblioteca NIST 98. Para la cuantifi-
cacién de los compuestos quimicos se hizo una compara-
cion entre la altura del pico del analito y el estandar inter-
no. Se hizo una matriz de concentracién de los compues-
tos quimicos identificados (mg g de hoja seca).

Analisis estadistico

Se efectuaron dos matrices; una de concentracién (mg
¢! de hoja seca del compuesto) y otra de proporciones;
esta dltima expresa la concentraciéon de cada compuesto
quimico en relacion con la concentracién total de todos
los compuestos presentes en la muestra. En el anilisis de
agrupamiento se generd un dendrograma con el algoritmo
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del método de pares de grupos no ponderados con prome-
dio aritmético (UPGMA) y distancias de Manhattan. Para
la caracterizacion quimica de los arboles se hizo una des-
cripcion jerarquica de las diferencias quimicas entre los
grupos obtenidos; se tomaron en cuenta sélo los compues-
tos con representaciéon mayor a 1 % + error estandar.

La composiciéon de la muestra se compard con canti-
dades relativas de los compuestos en lugar de sus cantida-
des absolutas, para evitar confundir factores ambientales y
genéticos que pueden influir en la produccién de los com-
puestos quimicos (White y Nilsson, 1984). Se agruparon a
los individuos de las localidades por estado en “poblacio-
nes” con los datos de latitud, longitud y altitud; las “po-
blaciones” se encuentran separadas por al menos 3700 m
o por 100 m de altitud. Algunas “poblaciones” son homo-
nimas, por lo que se asignaron nimeros progresivos de
acuerdo con sus coordenadas geograficas. Se usaron los
datos de la matriz de proporciones en el andlisis de va-
rianza anidado, andlisis discriminantes y regresion multi-

ple.

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se estudiaron 18 localidades definidas de
acuerdo con sus coordenadas geograficas y el nimero de
individuos de cada poblacion (Cuadro 1). Se encontraron
33 compuestos quimicos en la fraccion volatil de las hojas
de P. americana var. drymifolia; 28 de ellos fueron iden-
tificados (Cuadro 2): 10 monoterpenoides (1S-o.-pineno,
L-B-pineno, sabineno, B-pineno, a-felandreno, p-cimeno,
1R-a-pineno, eucaliptol, cis-B-terpineol y B-linalol); siete
sesquiterpenoides (f-cubebeno, o-humuleno, cariofileno,
oxido de cariofileno, germacreno D, nerolidol y germa-
creno D-4-0l); seis fenilpropanoides (eugenol, eugenol-
metil-éter, estragol, anetol, chavicol y chavicol-metil-
éter); un acetato (fenol-4-(2-propenil)-acetato) y cuatro
alcanos (5-metil-tridecano, octadecano, hexadecano y hep-
tadecano).

La cantidad relativa promedio de la mayoria de los
compuestos fue igual o menor a 2 % (Cuadro 2). Estragol
fue el compuesto predominante con 38 % seguido por ca-
riofileno con 11 %; p-cimeno, sabineno, B-pineno, anetol,
eugenol-metil-éter, germacreno D, hexadecano y 6xido de
cariofileno se encontraron entre 2 % y 4 %. 1R-a-pineno,
eucaliptol, B-linalol, chavicol, 5-metil-tridecano, fenol-4-
(2-propenil)-acetato, 1c.n.i..14 (1 compuesto no identifi-
CadO(tiempo de retencién pmmedio)); 2C.Il.i.(749) y 2C.1’1.i.(8411), son
compuestos que Se encontraron en proporciones menores
de 1 % por lo que Gnicamente se tomaron en cuenta para
el andlisis de agrupamiento.
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Cuadro 1. Ubicacion de las localidades y niimero de muestras en cada poblacién de los arboles de P. americana var. drymifolia del Banco de

Germoplasma del INIFAP en Celaya, Guanajuato.

Numero de poblacién Localidad y estado 1‘3?%?12: Latitud N Longitud O Altitud (m)
1 Tetela del Volcan, Mor. 6 18 © 48' 99 © 44' 2200
2 Tenancingo, Edo. de Mex. 3 18 ©55' 99 © 35' 2700
3 Coscomatepec 41 19 ° 05’ 97 ° 05’ 1500
4 Calcahualcol, Ver. 3 19 © 05' 97 ° 10’ 1900
5 Calcahualco2, Ver. 19 ° 05' 97 °15' 2300
6 Calcahualco3, Ver. 3 19 ° 10’ 97 ©05' 2050
7 Uruapan, Mich. 11 19 ©23' 102 © 04" 1600
8 Periban de Ramos, Mich. 13 19 ° 31" 102 © 25' 1600
9 Villa Corregidora, Qro. 20 20 °32' 100 © 28' 1850
10 Celayal, Gto. 55 20 © 35' 100 © 47" 1700
11 Celaya2, Gto. 11 20 © 40' 100 © 48' 1800
12 Comonfortl, Gto. 33 20 ° 40' 100 © 45’ 1700
13 Comonfort2, Gto. 12 20 © 42 100 © 46' 1800
14 Comonfort3, Gto. 17 20 © 44 100 © 45' 1800
15 Comonfort4, Gto. 10 20 © 42 100 © 45" 1850
16 Comonfort5, Gto. 29 20 © 45' 100 © 46' 1700
17 Sn M. de Allende, Gto. 5 20 © 55' 100 © 45' 2000
18 General Teran, N.L. 25 °20' 99 °© 20 700

Grupos y subgrupos del banco de germoplasma

En el dendrograma se formaron dos grupos principales
que no se parecen entre si (Figura 1). El Grupo I solo
contiene 1 % de los arboles y el Grupo II al resto, y éste
esta integrado por dos subgrupos: el IIA con 1 %, y el IIB
con 98 %, y éste estd integrado a su vez por dos sub-
subgrupos: IIB.1 que representa 49 %, y 1IB.2 con 49 %;
estos fueron los sub-subgrupos principales, con diferen-
cias entre si de 60 %.

El sub-subgrupo IIB1 esta integrado por varios conjun-
tos que corresponden a 2 % de los arboles, ademés de dos
grandes sub-conjuntos (IIB1b2.1 y IIB1b2.2, cada uno
representa 23 %), que son diferentes entre si en 40 %. Al
sub-subgrupo IIB2 lo integran los conjuntos IIB2.a y
IIB2.b que tienen 1 % y 48 %, respectivamente, los cua-
les difieren en 50 %; el conjunto IIB2.b estd integrado
por los subconjuntos 1IB2b.1 y IIB2b.2 que tienen 18 % y
31 %, los cuales son diferentes entre si en 20 %. A una
escala de diferencia de 10 % se obtuvieron 47 grupos de
fenotipos quimicos entre todas las muestras.

Grupos generados por caracteristicas quimicas. En
el analisis discriminante (Cuadro 3), los compuestos que
caracterizan a los sub-subgrupos 1IB.1 y IIB.2 son: estra-
gol; 3c.n.i. ¢.77; B-cubebeno y sabineno. Estragol es el
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compuesto mdas caracteristico, pues el primer sub-
subgrupo contiene la cuarta parte de lo que tiene el se-
gundo sub-subgrupo. En los subconjuntos IIB2b.1 y
IIB2b.2, estragol es el compuesto que los diferencia; en el
segundo subconjunto su proporcion es 22 % mayor que la
del primero. En los subconjuntos 1IB1b2.1 y 1IB1b2.2, el
compuesto que los diferencia también es estragol, que es
nueve veces mayor en el primer subconjunto que en el
segundo; cariofileno y p-cimeno estdn a la mitad en el
primer subconjunto que en el segundo.

Distribucion geografica del origen de las accesiones
seglin su grupo quimico

Seguin su grupo quimico, las accesiones tienen una dis-
tribucién geografica muy similar (subgrupos IIB.1 y
IIB.2), (Figura 2). Para los subconjuntos (IIB1b2.1,
1IB1b2.2) que incluyen 49 % de los arboles en la escala
de disimilitud de 40 %, tampoco hubo distribucién geo-
gréfica diferencial, excepto para las accesiones de Nuevo
Ledn que pertenecen al subconjunto [IB1b2.1 (Figura 3).
Con la escala de disimilitud de 20 %, en los subconjuntos
[IB2b.1 y IIB2b.2 nuevamente se encontrd una distribu-
cion similar, excepto para Nuevo Le6n donde sélo el ul-
timo subconjunto tiene representantes (Figura 4). En ge-
neral, la distribucion geografica de las accesiones fue muy
similar en escalas de disimilitud mayores a 20 %.
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Cuadro 2. Compuestos volatiles foliares mas abundantes en los arboles de P. americana var. drymifolia ubicados en el Banco de Germoplasma INI-
FAP en Celaya, Guanajuato. Anilisis de varianza anidado de compuestos entre y dentro de los estados. Los valores entre paréntesis representan el

porcentaje de la varianza explicada.

Mediana del

Porcentaje medio
del compuesto

Media de suma de cuadrados

Compuesto :;I(I:Iirz,)?l fifnfﬁ) (por g de hoja Entre estados Dentro de Error estindar (y
seca) estados porcentaje de varianza)
1S-a-pineno 3.3 1.1 +£0.2 0.2 (13) 0.2 (17) 0.9 (71)
L-B-pineno 3.6 2.04+0.2 6.6 (42) 4.0 (26) 5.0 (32)
sabineno 3.8 24 +0.2 1.2 (19) 2.3 (38) 2.7 (43)
B-pineno 3.8 3.5+ 0.3 19.1 (71)%*** 5.4 (20)*** 2.2 (08)
a-felandreno 3.9 0.4 £ 0.1 1.1 (47) 0.6 27) 0.6 (26)
p-cimeno 4.0 6.8 +0.3 12.6 (39) 12.0 37)* 7.7 (23)
1R-a-pineno 4.0 0.7+02 e s
eucaliptol 4.1 05+01 e e e
cis-B-terpineol 4.3 1.2 +£ 0.1 1.6 (66)*** 0.5 (23)** 0.3 (12)
B-linalool 4.7 0.4 +0.1 e s
1 c.n.i.co 5.0 0.9 +£0.2 10.7 (54)* 5.7 (28)* 3.6 (18)
estragol 5.4 383 £ 1.3 3255.7 (64)** 1130.3 (22)* 725.9 (14)
chavicol 5.8 0.1 £+ <01 e e
chavicol-metil-éter 6.1 0.1 £ <0.1 < 0.1 (10) < 0.1 (27) < 0.1 (60)
5-metil-tridecano 6.3 08+0.1 e s
anetol 6.6 23+02 1.7 (33) 1.1 21 2.3 (46)
eugenol-metil-éter 6.7 34+04 10.3 (11) 26.4 (27) 59.8 (62)
fenol-4-(2-propenyl)- acetato 7.0 08+0.1 e e e
B-cubebeno 7.0 1.0 £+ 0.4 42.0 (32) 31.8 (24) 57.2 (44)
cariofileno 7.1 11.2 £ 0.3 6.7 (11) 34.5 (54)* 22.5 (35)
octadecano 7.1 1.7 £ 0.2 2.0 (66)*** 0.8 (27)*** 0.2 (7)
1cnicu 7.1 05+0.1 e s
eugenol 7.2 0.3+0.2 < 0.1(0.4) 1.5 21 5.6 (78)
o-humuleno 7.3 1.7 £ 0.1 0.2 (38) < 0.1(27) 0.2 (35)
germacreno D 7.4 3.1+0.2 1.0 (48) 0.6 (28) 0.5 (24)
3 c.ni.am 7.8 1.2 £ 0.1 0.1 (28) 0.1 (26) 0.2 47)
nerolidol 7.8 1.3 +£02 1.9 (30) 3.1 (49)* 1.3 21)
hexadecano 7.9 3.84+0.3 1.8 (10) 10.6 (56)*** 6.7 (35)
2 c.n.i.9) 7.9 07+£01 e s
2 c.n.i.@1n 8.1 0.8+0.1 e
oxido de cariofileno 8.4 2.4 +£0.2 0.7 (36) 0.5 (24) 0.8 (40)
heptadecano 8.5 1.2 +£0.3 2.3 (6) 14.5 (40) 9.6 (54)
germacreno D-4-ol 8.7 1.0 £ 0.1 0.2 (22) 0.3 (33) 0.4 (46)
Composicion cuantitativa (% de total de compuestos); n = 291; (c.n.i.r.rp)) = compuesto no identificadoiempo de retencion promedio); ----- = compuestos que no

se consideraron en el andlisis; * ** ***; Sjgnificativo a P < 0.05, P <0.01, y P <0.001.

Cuadro 3. Resultado del analisis de discriminantes que se hizo en cada grupo de arboles de P. americana var. drymifolia del Banco de Germoplasma
INIFAP en Celaya, Guanajuato. Solamente se registraron los compuestos que diferenciaron a cada grupo.

Compuestos Media Media Error estindar F Significancia
Grupo IIB.1 Grupo IIB.2

estragol 18.5 69.2 sk 1.2 620.1 otk

3c.n.i.am 0.2 0.1 #** < 0.1 11.7 ok

B-cubebeno <0.1 0.5 * 0.3 5.6 *

sabineno 0.9 0.5* 0.1 4.0 *
Grupo IIB2b.1 Grupo IIB2b.2

estragol 59.1 75.6 0.8; 0.6 259.9 ok
Grupo 1IB1b2.1 Grupo 1IB1b2.2

estragol 34.9 3.6 1.0 562.3 o

cariofileno 4.0 6.6 0.5 6.9 ok

p-cimeno 1.7 33 0.4 5.6 *

a-felandreno 0.1 0.3 0.1 4.1 *

1 c.n.i.so2 0.4 0.4 0.1 6.4 *

chavicol-metil-éter < 0.1 < 0.1 < 0.1 4.1 *

(c.n.i.) = Compuesto no identificado, * ** ***; Sjgnificativo a P < 0.05, P <0.01, y P <0.001.
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Figura 1. Dendrograma de disimilitudes de 219 arboles de Persea americana var. drymifolia del banco de germoplasma del INIFAP en Celaya, Gto.
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Figura 2. Mapa que presenta la distribucion de los grupos de individuos IIB.1 y IIB.2, de Persea americana var. drymifolia relacionado con el dia-
grama de conglomerados.
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Figura 3. Mapa que presenta la distribucion de los grupos de individuos IIB1b2.1 y IIB1b2.2 de Persea americana var. drymifolia, relacionado con

el diagrama de conglomerados.
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Figura 4. Mapa que presenta la distribucién de los grupos de individuos IIB2b.1 y IIB2b.2 de Persea americana var. drymifolia, relacionado con el

diagrama de conglomerados.
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Variacion quimica dentro y entre estados

Tres a 19 localidades se anidaron dentro de cinco es-
tados (Cuadro 2); el porcentaje de variacién explicada fue
mayor entre estados que dentro de cada estado (64 a 72 %
y 20 a 56 %, respectivamente). De estos resultados,
B-pineno, cis-B-terpineol, 1lc.n.i.s.02), estragol, octadeca-
no presentaron diferencias (P < 0.05) entre estados y de-
ntro de ellos; p-cimeno, cariofileno, hexadecano y neroli-
dol s6lo presentaron diferencias dentro de estados. En el
resto de los compuestos no hubo diferencias ni entre ni
dentro de estados.

Proporcion de compuestos mas abundantes
en las localidades

En los compuestos mas abundantes (Figura 5) se en-
contr6 que PB-pineno fue mayor en General Teran, N. L.
(13 %), y no se encontré en Calcahualco3, Ver. (Figura
5a); p-cimeno en Uruapan, Mich. tuvo el porcentaje mas
alto (13 %) y el més bajo en Calcahualcol, Ver. 2 %)
(Figura 5b); estragol fue el mas abundante de todos los
compuestos presentes, y su porcentaje mas alto lo tuvie-
ron Tetela del Volcan, Mor. (55 %) y Tenancingo, Edo.
de México (55 %), mientras que el menor porcentaje fue
en Coscomatepec, Ver. (23 %) (Figura 5c). El mayor
porcentaje de eugenol-metil-éter lo presentdé Calcahual-
co3, Ver. (8 %) y el menor Villa Corregidora, Qro. (1
%) (Figura 5d); cariofileno presenté un patron muy esta-
ble entre 9 y 12 %, excepto en San Miguel de Allende,
Gto. (16 %) (Figura Se); germacreno D observé el mayor
porcentaje en Periban de Ramos, Mich. (6 %) y el mas
bajo en Comonfort2, Gto. (1 %) (Figura 5f); finalmente,
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hexadecano manifestd el valor mas alto en Periban de
Ramos, Mich. (8 %) y el mas bajo en Calcahualcol, Ver.
(1 %) (Figura 5g)

Correlacion entre la localizacion geografica y la
incidencia de los compuestos volatiles

En tres de los andlisis de regresiéon multiple cuyas va-
riables independientes fueron altitud, latitud y longitud
(Cuadro 4), se produjeron modelos estadisticamente signi-
ficativos para explicar la concentraciéon de B-pineno, p-
cimeno, estragol, eugenol-metil-éter y hexadecano, des-
pués de aplicar la correccion de Bonferroni. Sin embargo,
las R? de los modelos son muy bajas, por lo que posible-
mente no sean de relevancia bioldgica.

No se encontrd relacion entre el aumento de la latitud
y la concentracion de los compuestos mas abundantes de
las localidades muestreadas en el banco de germoplasma
(Figura 6). B-pineno fue en aumento hasta llegar a 19°23’
LN en Uruapan, Mich. (4 %), y luego disminuyé y volvid
a aumentar hasta los 25°20° LN en General Teran, N.L.
(6 %). Cariofileno aument6 y disminuyd constantemente a
lo largo del gradiente, con un valor maximo en General
Teran (13 %); p-cimeno tuvo el mismo patrén que el an-
terior, con su valor mas alto a 19°23° LN en Uruapan
(5 %), después disminuyd y se estabilizd en General Te-
ran (3 %). Hexadecano presentd el mismo patrén ante-
rior, con el valor mas alto a 19°31° LN en Periban de
Ramos, Mich. (3 %). Eugenol-metil-éter, estragol y ger-
macreno D no mostraron patrén alguno, aunque se obser-
v6 variacién a lo largo del gradiente latitudinal (Figura 6).

Cuadro 4. Resumen del analisis de regresion linear miiltiple para los compuestos foliares mas abundantes encontrados en los arboles de P. america-

na var. drymifolia del Banco de Germoplasma INIFAP en Celaya, Guanajuato.

Factor de

Compuestos L . Beta t(287)
ubicacion geogréfica
B-pineno: R = 0.2, F(2,288) = 7.1, Error estindar del estimado= 4.3 Longitud 0.2 + 0.1 2.9%x*

Altitud -0.1 £ 0.1 -2.5%
p-cimeno: R = 0.2, F(1,289) = 12.2, Error estandar del estimado=
5.0 Longitud 0.2 + 0.1 3, 5k

Longitud 02 +0.1 2.3%
Estragol: R = 0.3, F(3,287) = 13.1, Error estindar del estimado= ]

Latitud 0.2 £0.1 3.1%*
Eugenol-metil-éter: R = 0.2, F(2,288) = 7.9, Error estindar del esti- Longitud 02 +0.1 3 Gkt
mado= 6.6 ]

Altitud 0.1 £0.1 -1.9 ns
germacreno D: R = 0.1, F(2,288) = 1.4, Error estindar del estima- Longitud 0.1+ 0.1 1.2 ns
do= 2.9

Altitud -0.1 £ 0.1 -1.2 ns
hexadecano: R = 0.2, F(1,289) = 10.3, Error estandar del estimado=
4.3 Longitud 0.2 + 0.1 3 Q%%

La regresion tiene como variables independientes: latitud, altitud y longitud. Se aplicé la correccion de Bonferroni, por lo que la significancia equivalente a
P < 0.05 qued6 en P < 0.007; ns = No significativo, ***; Significativoa P <0.001.
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El banco de germoplasma mostrd alta variacién en los
perfiles quimicos de P. americana var. drymifolia, mani-
festada en arboles que crecieron en el ambiente del banco
de germoplasma; esto sugiere que los perfiles estin de-
terminados genéticamente. La presencia y concentracion
de estragol, compuesto mayoritario en aguacate criollo,
tiene base genética. Los terpenos estan bajo un fuerte con-
trol genético en otras especies arboreas ( Gershenzon et
al., 2000; Langenheim y Stubblebine, 1983; McConkey
et al., 2000), y es posible que también lo estén en el
aguacate criollo, de acuerdo con la variacién manifestada
en un ambiente comun representado por el banco de ger-
moplasma. M4s atin, muchas especies muestran diferen-
cias genéticas en la formacion de terpenoides (Mihaliak e?
al., 1989; Mithen et al., 1995; Shonle y Bergelson,
2000). Por ello aqui se postula que las diferencias quimi-
cas encontradas en el aguacate criollo son una buena re-
presentacion de la variacién genética de esta variedad de
aguacate.

La mayor parte de los arboles de aguacate quedaron
agrupados en conjuntos de fenotipos quimicos con 40 a 80
% de similitud, sin diferencias significativas en la distri-
bucién geografica de las accesiones (Figuras 2 a 4). Esto
indica que dentro de las localidades de origen y entre los
estados hay variaciéon alta que posiblemente se origind
tempranamente en la historia de la diseminacién del agua-
cate criollo. No obstante, también se encontrd amplia va-
riacién y diferenciacion entre las localidades de origen del
aguacate criollo y los estados donde se ubican (Cuadro 2;
Figura 6). La mayor variacion entre estados que dentro de
ellos sugiere diferenciacion genética, que coincide con lo
encontrado en P. americana donde la razas antillana, gua-
temalteca y mexicana difieren quimica y genéticamente
entre si (Bergh et al., 1973); también es similar a lo en-
contrado en muchas coniferas (Dodd y Rafii, 1994; Na-
va-Cruz et al., 2006; Naydenov et al., 2005). Pero es
contrario a lo encontrado en otras coniferas ( Rafii et al.,
1992; Rudloff y Lapp, 1989; Zavarin et al., 1976), y en
la laurdcea Umbellularia californica (Goralka y
Langenheim, 1995) donde la variacién mayor dentro de
las poblaciones se atribuye a un alto flujo génico entre
ellas.

La variacion en los perfiles quimicos promedio de las
localidades estudiadas (Figura 6), sugiere diferenciacion
posiblemente reciente que podria estar relacionada con el
conjunto de herbivoros y patdgenos propios de cada loca-
lidad. Una diferenciacién de este tipo se ha encontrado en
los terpenos de Pinus ponderosa, donde los herbivoros
determinan perfiles quimicos de las poblaciones
(Sturgeon, 1979). En cada poblacién de aguacate se ob-
servo un fenotipo quimico promedio diferente (Figura 6),
en donde los compuestos més concentrados difieren entre
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poblaciones (Figura 5). Estas diferencias quimicas pueden
ser determinantes en interacciones bidticas; por ejemplo,
los pinos con mayor concentracién de -pineno son menos
atacados que los que contienen menor cantidad de este
compuesto (Snyder, 1992), al igual que ocurre en otras
especies de pinos (Zavarin et al., 1990 , 1993). El fenoti-
po quimico promedio de cada poblacién probablemente
estd determinado por su ambiente bidtico particular y re-
fleja un perfil quimico adaptado a este ambiente. Los re-
sultados muestran mosaicos geograficos de interacciones
bidticas, las que a su vez pueden estar determinadas por
metabolitos secundarios (Thompson, 2005), lo que expli-
caria la variacioén en los fenotipos quimicos promedio de
las localidades.

A escala individual, el fenotipo quimico determina en
muchas ocasiones la susceptibilidad del individuo a herbi-
voros y patdgenos ( Edwards er al., 1993; Espinosa-
Garcia et al., 2001; Langenheim, 2003); en la interacciéon
aguacate criollo-Trioza los 4rboles con mas concentracion
de estragol tienen menos agallas foliares (Rincon-
Hernandez y Espinosa-Garcia, 2008).

En el presente estudio el estragol es el Gnico compues-
to que presentd relacion significativa positiva con la alti-
tud, latitud y longitud geograficas, mientras que el -
pineno, p-cimeno, estragol, hexadecano y eugenol-metil-
éter se relacionaron solamente con la longitud; los prime-
ros cuatro se relacionan de forma positiva y el ltimo en
forma negativa (Cuadro 4). Esto no es sorpresivo pues la
incidencia de varios terpenoides estd relacionada con la
altitud, latitud y longitud en algunas especies de pinaceas
(Hengxiao et al., 1999; Lockhart, 1990), lamiaceas
(Azevedo et al., 2001) y asteraceas (Zidorn y Stuppner,
2001). También se ha encontrado que la incidencia de al-
caloides se relaciona con la altitud y latitud (Levin, 1976;
Moody, 1978). Estos gradientes geograficos en la abun-
dancia de los metabolitos secundarios se han interpretado
en funcién de la intensidad del gradiente de presion de
seleccion ejercido por herbivoros y patégenos (Levin y
York, 1978; Salmore y Hunter, 2001). Para los compues-
tos del aguacate criollo que variaron en gradientes, es po-
sible que la presién de herbivoros y patdgenos estén co-
rrelacionadas con estos compuestos, aunque ain no hay
evidencia contundente de ello (Rincon-Hernandez y Espi-
nosa-Garcia, 2008).

Puesto que el estado de conservacion de bosques de P.
americana var. drymifolia es muy precario (Challenger,
1998; Lorea-Hernandez, 2002), la conservacion de la va-
riacion genética de esta especie al menos en bancos de
germoplasma resulta crucial. El banco de germoplasma
estudiado concentra genotipos de diferentes lugares en
donde probablemente ya no existan individuos de estas
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poblaciones. Mas atin, también conserva una amplia va-
riaciéon quimica que representa a los estados del centro del
pais, incluido el eje neovolcinico donde se cree que se
originé esta variedad de aguacate (Barrientos-Priego y
Lépez-Lopez, 1998). El Banco de Germoplasma del INI-
FAP- Celaya deberia de seguir siendo conservado y pro-
tegido. Estos resultados también muestran que hay dife-
renciacién significativa entre aguacates criollos de dife-
rentes estados, por lo que seria importante que si no se
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pueden conservar las poblaciones en estado silvestre, de-
beria de haber un programa efectivo para rescatar el ger-
moplasma de las poblaciones que no estin representadas
en los bancos de México. La conservacion de este banco
de germoplasma permitiria en un futuro regenerar las
areas que han sido perturbadas, recuperar los bosques
perdidos y servir como fuente de genes de resistencia para
las variedades comerciales de aguacate.
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Figura 5. Porcentajes promedio de los compuestos mas abundantes en hojas de 286 arboles de Persea americana var. drymifolia, con su respectivo
error estandar. Los niimeros en el eje de las X representan: 1, Tetela del Volcan, Mor.; 2, Tenancingo, Edo. de México; 3, Calcahualcol, Ver.; 4,
Calcahualco2, Ver.; 5, Calcahualco3, Ver.; 6, Uruapan, Mich.; 7, Periban de Ramos, Mich.; 8, Villa Corregidora, Qro.; 9, Celayal, Gto.; 10, Ce-
laya2, Gto.; 11, Comonfortl, Gto.; 12, Comonfort2, Gto.; 13, Comonfort3, Gto., 14, Comonfort4, Gto.; 15, ComonfortS, Gto.; 16 San Miguel de
Allende, Gto.; 17, General Teran, N.L. y 18 Coscomatepec, Ver. (a) f-pineno, (b) p-cimeno, (c) estragol, (d) eugenol metil éter, (e) cariofileno, (f)

germacreno D y (g) hexadecano.
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Figura 6. Porcentaje de compuestos en hojas de Persea americana var. drymifolia provenientes de 18 localidades con un gradiente latitudinal de
18°48’ LN en la localidad 1 hasta 25°20’ LN en la localidad 18. Los niimeros en el eje de las X representan con: 1, Tetela del Volcan, Mor. 2, Te-
nancingo, Edo. de Méx. 3, Coscomatepec, Ver. 4, Calcahualcol, Ver. 5, Calcahualco2, Ver. 6, Calcahualco3, Ver. 7, Uruapan, Mich. 8, Periban
de Ramos, Mich. 9, Villa Corregidora, Qro. 10, Celayal, Gto. 11, Celaya2, Gto. 12, Comonfortl, Gto. 13, Comonfort2, Gto. 14, Comonfort3, Gto.
15, Comonfort4, Gto. 16, Comonfort5, Gto. 17 San Miguel de Allende, Gto. y 18, General Teran, N.L.

Estos resultados sugieren que las dreas de distribucién
natural del aguacate criollo en México, que no estin re-
presentadas en el banco de germoplasma de INIFAP, po-
seen fenotipos quimicos Unicos que deberian de conser-
varse en éste u otros bancos de germoplasma.

CONCLUSIONES

El aguacate criollo es un taxén muy variable quimica-
mente, posiblemente debido a su variacién genética. Esta
variacion quimica podria ser importante para identificar
arboles con fenotipos quimicos relevantes y como fuente
de genes de resistencia contra plagas y enfermedades de
variedades comerciales de aguacate.

Los compuestos predominantes en Persea americana
var. drymifolia fueron estragol (22 a 72 %) y cariofileno
(9 a 16 %), pero la abundancia de éstos y los otros com-
puestos en los arboles varfan de acuerdo con su localidad
de origen.
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