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RESUMEN

En la presente investigacion, se planted la caracterizacion quimica de genotipos de Persea
americana Mill var., drymifolia colectados en la franja aguacatera de Michoacan, México
como parte integral de la estrategia para evaluar su potencial como portainjertos con
atributos de resistencia a plagas y enfermedades ya que se conoce de compuestos quimicos
que actian como defensas en las plantas. Los resultados obtenidos se relacionan con el
perfil quimico de 216 individuos, identificAndose 47 metabolitos secundarios de los cuales
18 no habian sido reportados en tejido foliar de especies de Persea; el metabolito
secundario predominante fue el estragol con una concentracion de 26.53 % respecto al total
de los metabolitos secundarios identificados. En el andlisis de varianza practicado en una
via para contenido de metabolitos secundarios, se indicaron diferencias estadisticas
significativas para 12 metabolitos secundarios, en contraste, en el analisis multivariado no
se encontrd relacion entre la concentracion de los metabolitos secundarios y el origen de las
colectas.

Palabras clave: aguacate criollo, distribucion geografica, volatiles foliares, defensa de las

plantas.



ABSTRACT

In this research, the chemistry characterization of Persea americana Mill var. drymifolia
genotypes collected in the avocado-producing area of Michoacan, Mexico was raised as an
integral part of the strategy to assess their potential as rootstocks with resistance attributes
to pests and diseases as it is known about chemical compounds that act as defenses in
plants. The results obtained are related to the chemical profile of 216 individuals,
identifying 47 secondary metabolites, of which 18 had not been reported in foliar tissue of
Persea species; the predominant secondary metabolite was estragole with a concentration
of 26.53% compared to the total of identified secondary metabolites. In the analysis of
variance practiced on a track for content of secondary metabolites, significant statistical
differences for 12 secondary metabolites were indicated, in contrast to the multivariate
analysis were no relationship was found between the concentration of secondary

metabolites and the origin of the collections.

Keywords: creole avocado, geographical distribution, volatiles foliares, plant defense.



l. INTRODUCCION
México se ubica como el principal productor de aguacate a nivel mundial; lugar que obtiene
por las 168,114 ha plantadas y una produccion total de 1, 467,837 t, el estado de Michoacén
se coloca como el principal productor de este frutal con una participacion del 81.32 % de la
produccion nacional y una derrama econémica de alrededor de 15.509 millardos (SIAP,
2014). En Michoacén el cultivo del aguacate se encuentra establecido en una region
conocida como la franja aguacatera del estado de Michoacan (Gutiérrez-Contreras et al.,
2010), ésta se encuentra localizada en la provincia fisiografica del sistema volcanico
transversal entre los paralelos 18° 45° y 20° 6’ latitud norte y los meridianos 101° 47’ y
103° 13’ de longitud oeste (Guillén-Andrade et al., 2007). En esta region existe una amplia
diversidad genética de P. americana Mill var., drymifolia que se ha utilizado como
portainjertos de la variedad Hass (Cuiris-Pérez et al., 2009) por ser fuente de genes de
resistencia a factores fisicos, plagas y patégenos (Rincén-Hernandez et al., 2011); sin
embargo, la enorme riqueza fitogenética estd amenazada por la destruccion de estos
ecosistemas y por la sustitucion de cultivares tradicionales por cultivares mejorados (Lorea-
Hernandez, 2002). En los altimos afios, se han sumado esfuerzos para la conservacién y
caracterizacion de recursos genéticos del aguacatero; en algunas regiones de México se han
hecho trabajos para conocer la variabilidad fenotipica del germoplasma de aguacate
(Gutiérrez-Diez et al., 2009; Lépez-Guzman et al., 2012). En el estado de Michoacan se ha
trabajado en la caracterizacion del germoplasma de aguacate criollo; estos trabajos incluyen
informacidn genotipica (Cuiris-Pérez et al., 2009; Gutiérrez-Diez et al., 2009) y fenotipica
(Lépez-Guzman et al., 2012; Guillen-Andrade et al., 2013). Sin embargo, es importante
estudiar la quimica de las plantas, ya que éstas han desarrollado diversas estrategias de

defensa a condiciones de estrés bidtico y abidtico; por ejemplo, la planta sintetiza
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metabolitos secundarios (MS) que provocan que las plantas sean desagradables o toxicas
para algunos herbivoros (Anaya-Lang y Espinosa-Garcia, 2006), ademas de su importancia
ecoldgica al participar en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, atraccion
de insectos polinizadores y dispersores de semillas (Sepllveda-Jiménez et al., 2003);
asimismo, hay MS que tienen actividad bioldgica bactericida y fungicida
(Hanamanthagouda et al., 2010; Khokra et al., 2008; Moreno et al., 2009), otros se han
reportado con méas de dos funciones: por ejemplo, el estragol, que se ha documentado con
actividad bioldgica antifungica (Fontenelle et al., 2008), larvicida (Senthilkumar et al.,
2008), insecticida (Lopez et al., 2008) y genotodxica (Zani et al., 1991); este MS se ha
identificado como principal componente en tejido foliar de especies de Persea (Torres-
Gurrola et al., 2009; Torres-Gurrola et al., 2011; Rincén-Hernandez et al., 2011). La
variacion quimica del aguacatero, ha sido estudiada en especies de Persea, donde se han
identificado alrededor de 72 MS (Quing-Yi et al., 2009; Torres-Gurrola et al., 2009;
Torres-Gurrola et al., 2011; Rincon-Hernandez et al., 2011). Dada la importancia de la
caracterizacion de los recursos genéticos del aguacate, en el presente trabajo se planteé el
objetivo de conocer la variabilidad quimica foliar de los genotipos establecidos en el Banco
de Germoplasma de Persea americana Mill var., drymifolia de la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez”, como parte integral de la estrategia para evaluar su potencial como
portainjertos; que presenten valor agregado como lo son caracteristicas de resistencia a
plagas y enfermedades y, adicionalmente, determinar la relacion de metabolitos secundarios

presentes en el germoplasma analizado con su origen geogréafico.



Hipotesis:

o Los genotipos criollos de aguacate varian en el contenido de metabolitos
secundarios presentes en hojas.

o El origen geogréafico de los genotipos criollos tiene relacion directa con su

composicion quimica.

Objetivo General:
o Generar informacion sobre la composicion de metabolitos secundarios en hojas de

Persea americana Mill var., drymifolia y su relacion con la distribucion geografica.

Objetivos Especificos:

o Determinar el tipo y concentracion de metabolitos secundarios en hojas de Persea
americana Mill var., drymifolia de la franja aguacatera de Michoacén.

o Determinar si la composicion de metabolitos secundarios presente en el aguacate

criollo se relaciona con su distribucién geogréfica.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del cultivo del aguacatero

El proceso de la cadena productiva del cultivo del aguacate es una de las actividades
econdmicamente mas importantes de México, genera 47 mil empleos directos y 70 mil
empleos estacionales, equivalente a 10.5 millones de jornales anuales, ademas de 187 mil
empleos indirectos permanentes (Téliz y Marroquin, 2007). México se ubica como
principal productor y consumidor de la fruta a partir de la década de 1990, ademaés de ser el
maximo exportador, como resultado de la apertura del mercado de los Estados Unidos de
Norteamérica (Macias-Macias, 2011). En el estado de Michoacén se cultivan alrededor de
122 251.89 ha de secano y de riego con una produccion de 1 193 751.21 t; por lo anterior se
considera al estado de Michoacan como la principal regién productora de aguacate; cultivo
que se considera de los mas rentables y generadores de empleos en esta region del pais,
manejandose un precio medio regional (PMR) aproximado a $13 mil por tonelada y un
valor de produccion de alrededor de 15.500 miles de peso (SIAP, 2014). Adicionalmente, el
aguacate es un alimento que garantiza la ingesta total de sus nutrientes al ser consumido en
fresco (Ortega-Tovar, 2003), ya que posee valiosas propiedades alimenticias por su alto
contenido de aceite (12 a 30 %), proteina (3 a 4 %), hidratos de carbono, vitaminas y
minerales (L6pez-Gomez et al., 2007). Dentro de los principales factores que limitan la
productividad del aguacatero esta la ubicacion de las parcelas en condiciones desfavorables
de clima y suelo asi como la falta de portainjertos adecuados, ademas de la mala calidad de
la planta, para el establecimiento de los huertos comerciales (Ayala-Arreola et al., 2010),
siendo necesario el planteamiento de una estrategia, para alcanzar el maximo potencial
productivo del material vegetal, que sea de buena calidad genética, quimica y fitosanitaria

que garantice altos rendimientos por unidad de superficie.



2.2. Recursos genéticos del aguacatero

El aguacate es una especie albgama, con alta variabilidad genética (Cabezas et al., 2003),
existen diversos grupos morfolégicos y razas adaptadas a distintos ambientes como
producto de la evolucion (Lopez-Lépez et al., 1999). Los recursos genéticos del aguacate
son una fuente Unica de genes que pueden utilizarse para el mejoramiento genético de
cultivares, portainjertos e interinjertos (Ayala-Arreola et al., 2010), P. americana var.,
drymifolia se emplea como portainjertos en huertos de aguacate hass por ser fuente de
genes de resistencia a algunas plagas y patdgenos; sin embargo, esta variabilidad genética
se pierde debido a que el aguacate criollo se sustituye actualmente por variedades
comerciales y por la destruccién de ecosistemas (Espinosa-Garcia et al., 2001). En el
aguacatero, se espera que un buen portainjerto produzca un arbol longevo, de alto
rendimiento y buena calidad de frutos; que confiera principalmente una buena adaptacion
del arbol y que resulte finalmente en una unidad productiva (Campos-Rojas et al., 2011).
En las plantaciones comerciales de México, se utilizan principalmente portainjertos de la
raza mexicana, sin control alguno sobre la fuente de semilla a utilizar (L6pez-Jiménez et
al., 2010), esto Gltimo tiene consecuencias negativas en la producciéon de patrones con
caracteristicas como la estandarizacion del tamafio (Pimentel-Bribiesca, 2009), alto
porcentaje de germinacion, uniformidad, sanidad y vigor que deben poseer las semillas
(Lopez-Jiménez et al., 2010). De esta manera, la utilizacion de la diversidad genética
existente ya sea como variedades y/o portainjertos, es invaluable para el mejoramiento de la

especie (Ben-Ya’acob et al., 1992).



2.3. Estudios de variabilidad de germoplasma criollo del aguacatero

La disponibilidad de recursos genéticos de Persea spp., podria solucionar varios problemas
y restricciones en la produccion de aguacate, tales como sensibilidad a factores climaticos y
edéficos, baja productividad, enfermedades, excesivo vigor en las plantas, baja precocidad
y madurez (Bowman y Scora, 1992). Sin embargo, estos recursos se pierden debido a
factores como el cambio en uso de suelo, utilizacion de la madera, enfermedades del suelo,
sequias e incendios; factores que han traido una gran devastacion en México (Ben-Ya’acob

etal., 1992).

La conservacion in situ de materiales criollos de aguacate es de gran importancia en los
programas de mejoramiento genético debido a que buscan, ademéas de mejorar la
productividad y adaptacion, incorporar alta calidad nutrimental y resistencia a patégenos
(Campos-Rojas et al., 2011); no obstante, esto implica una adecuada proteccion y gestion
de sus ecosistemas y, aunque existe un gran numero de figuras de protecciéon de espacios
naturales, no resulta suficiente para asegurar la supervivencia de las especies a conservar;
una estrategia que complementa la conservacion de los recursos fitogenéticos es la
conservacion ex situ (Iriondo-Alegria, 2001), con el establecimiento de bancos de
germoplasma que estimulan el avance del conocimiento botanico y agronémico en el
desarrollo de nuevos cultivares, ademas de que se guarda gran fuente de genes de
resistencia contra plagas y enfermedades (Espinosa-Garcia et al., 2001). En México, la
variabilidad genética existe principalmente en traspatios caseros, lo que ofrece una
oportunidad para seleccionar genotipos que tengan mejor comportamiento en condiciones
de estrés biotico y abiotico, que los materiales vegetales utilizados actualmente como pie de

injerto (Medina-Torres et al., 2010) y al ser México parte del centro de origen y dispersion



del aguacatero, se puede decir que se cuenta con gran diversidad de genotipos criollos, la
cual se ha extendido a través del tiempo; de esta manera, la caracterizacion y evaluacion de
dichos recursos fitogenéticos permiten determinar su utilidad potencial (Campos-Rojas et
al., 2011). En este sentido, en algunas regiones de México se han establecido trabajos para
conocer la variabilidad fenotipica del germoplasma de aguacate como es el caso de los
hechos en el estado de Nuevo Leon (Gutiérrez-Diez et al., 2009) y Nayarit (Lopez-Guzman
et al., 2012). En el estado de Michoacan se ha trabajado en la caracterizacion del
germoplasma de aguacate criollo; estos trabajos incluyen informacion genotipica (Cuiris-

Pérez et al., 2009) y fenotipica (Guillén-Andrade et al., 2013).

2.4. Metabolismo en plantas

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte de carbono, nitrégeno y energia termina en moléculas
comunes necesarias para el funcionamiento de las células. Los aminodcidos, nucleotidos,
azucares y lipidos, presentes en todas las plantas desempefian las mismas funciones y son
denominados metabolitos primarios. A diferencia de otros organismos, las plantas destinan
una cantidad significativa del carbono asimilado y energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas llamadas metabolitos secundarios (MS); éstas parecen no
tener una funcidn directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009). El término secundario implicO que estas sustancias tenian una menor
importancia y muchas veces se les atribuyé la propiedad de productos de desecho del
metabolismo primario. Sin embargo, esta idea ha cambiado ya que los MS estan

estrechamente relacionados con una o varias funciones especificas en la planta (Garcia,



2004); por ejemplo, tienen gran importancia ecoldgica al participar en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, establecimiento de simbiosis con otros organismos,
atraccion de insectos polinizadores, dispersores de semillas y frutos (Sepulveda-Jiménez et
al., 2003). No obstante, algunos metabolitos presentan propiedades farmacoldgicas y otros
provocan que las plantas sean desagradables o toxicas para algunos herbivoros (Anaya-
Lang y Espinosa-Garcia, 2006). Adicionalmente, la sintesis de MS puede ser inducida por
consumo de herbivoros, ataque de microorganismos, exposicion a la luz solar, competencia
de espacio de suelo, luz y nutrientes entre las diferentes especies; el contenido de MS
depende de la etapa de desarrollo de la planta y sus niveles constitutivos solo se
incrementan como parte de la respuesta al estrés bidtico o abidtico (Sepulveda-Jiménez et
al., 2003). En la actualidad el metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis,
transformacion y degradacion de los compuestos endégenos mediante proteinas de
especializacion, las cuales se han formado como resultado de los procesos de diferenciacion

(Garcia, 2004).

2.5. Meétodos de cuantificacion y clasificacion de los metabolitos secundarios en
plantas
Para cuantificar el contenido de MS existen numerosos metodos, no obstante cada técnica
analitica presenta limitaciones intrinsecas, por lo que no son aplicables de manera general
en todos los casos (Garcia, 2004), estos métodos se pueden clasificar en: colorimétricos,
gravimétricos, de inhibicidén enzimatica, por precipitacion, toxicologicos y cromatograficos
(Scochfield et al., 2001; Harborne, 1998; Krueger et al., 2000; Singleton et al., 1999). Las
estructuras quimicas que se conocen se clasifican en dos grupos principales: nitrogenados y

no nitrogenados, los MS que contienen nitrégeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no



proteicos, aminas, glucdsidos cianogénicos y glucosinolatos. Los no nitrogenados se
dividen en terpenoides, poliacetilenos, policetidos y fenilpropanoides (Sepulveda-Jiménez
et al., 2003). De manera similar se pueden agrupar en cuatro clases principales: La primer
clase comprende compuestos fenolicos, polifenoles o fenilpropanoides como cumarinas,
flavonoides, lignina y taninos, estas sustancias derivan del fenol, un anillo aromético con un
grupo hidroxilo. La segunda clase abarca los glucésidos, su nombre hace referencia al
enlace glucosidico que se forma cuando una molécula de azucar se condensa con otra que
contiene un grupo hidroxilo; existen tres grupos de glicésidos de particular interés:
saponinas, glucosidos cardiacos y glucésidos cianogénicos. En la tercera clase encontramos
los alcaloides que tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al
menos un atomo de nitrogeno en la molécula y exhiben actividad bioldgica; se sintetizan
normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como la nicotina y
compuestos relacionados derivan de la ornitina. La cuarta clase incluye a los terpenos, entre
los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales, estos constituyen el grupo
mas numeroso de MS (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009). En las plantas, los terpenos se
localizan sobre todo en las hojas, flores y frutos, en menor medida tallos, tronco y raices
(Ormefio y Fernanadez, 2012), la ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como a metabolitos secundarios de gran importancia para el
crecimiento y supervivencia de las plantas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Las hojas del aguacatero criollo son ricas en terpenoides y fenilpropanoides los cuales
protegen a las plantas contra herbivoros y patdgenos; estos compuestos también son
indicadores de variacion genética 0 marcadores asociados a la resistencia a plagas y
patogenos (Torres-Gurrola et al., 2009), por lo que el estudio de estos compuestos en

individuos de P. americana Mill var., drymifolia permitird describir la variacion quimica y
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genética de esta variedad de aguacate. Los terpenos volatiles son hidrocarburos constituidos
por unidades bésicas de cinco atomos de carbono (Ormefio y Fernandez, 2012) Ilamados
isopreno (c5) y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades que los forman (Sepulveda-
Jiménez et al., 2003), por ejemplo: hemiterpeno, monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno,
sesterpenos, triterpenos y tetraterpenos para 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 unidades de isopreno
respectivamente, se nombran politerpenos a los compuestos que presenten mas de 8

unidades de isopreno (Anaya-Lang, 2003).

2.6. Funcidn de los metabolitos secundarios en plantas

El metabolismo secundario constituye una de las adaptaciones mas sorprendentes en el
reino vegetal, para su diferenciacion las especies de plantas superiores han necesitado miles
de afios de evolucién continua y perfeccionamiento a través de la interaccion con el medio
ambiente circundante y las relaciones interespecificas (Garcia, 2004); sin embargo, la
enorme diversidad fitoquimica y el largo tiempo de evolucion de este metabolismo han
resultado en interacciones de complejidad creciente. Por ejemplo, ciertos compuestos con
estructuras muy similares pueden ejercer actividades muy disimiles, desde insecticidas
hasta repelentes o incluso atrayentes (Vivanco et al., 2005). A lo largo de la evolucion, la
especializacion del metabolismo secundario ha constituido una de las adaptaciones mas
sorprendentes en las plantas superiores, con el objetivo de lograr mantener el equilibrio
interespecifico en la naturaleza (Garcia, 2004). La presion de seleccion ejercida por los
herbivoros determiné la aparicion de muchos mecanismos de defensa en las plantas. A su
vez, los herbivoros coevolucionaron de manera que adquirieron caracteres adaptativos,
contra defensas que les permitieron seguir consumiendo las plantas (Anaya-Lang y

Espinosa-Garcia, 2006). En esta carrera evolutiva los MS tienen un papel importante;
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algunos parecen ser comunes a muchas especies, otros tienden a ser especificos de cada

especie (Vivanco et al., 2005).

Las plantas producen decenas de miles de MS, algunos se consideran productos naturales o
drogas y representan alrededor de 25 % de los productos con uso medicinal. Entre los
ejemplos sobresalientes de plantas Utiles por los metabolitos que producen se encuentra
Raulvolfia serpentina, esta planta es usada como antidoto contra la mordedura de serpientes
venenosas como la cobra, también se utiliza para la ansiedad, insomnio y demencia, es un
sedante natural que causa somnolencia (Anaya-Lang y Espinosa-Garcia, 2006), la aspirina
consumida como analgésico, para prevenir trombos e infartos, es un derivado simple de
acido salicilico que se encuentra naturalmente en las especies de sauce (Theis y Lerdau,

2003).

Las defensas de las plantas tienen propiedades muy particulares que pueden dividirse en
dos tipos basicos: las constitutivas y las inducidas, la primera se refiere al desarrollo de
numerosas estructuras fisicas como tricomas, fibras, espinas y corteza gruesa que pueden
contener compuestos quimicos como resinas, fenoles, lignina, terpenoides, alcaloides y
otros MS que funcionan como defensas en los tejidos de las plantas. Las inducidas son
defensas activadas en un organismo después de un encuentro con un herbivoro, patdgeno o
parasito (Anaya-Lang y Espinosa-Garcia, 2006), algunos inhiben la germinacién de esporas
(Vivanco et al., 2005), otros tienen funciones ecoldgicas especificas como atrayentes o
repelentes de animales; muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y frutos,
juegan un papel esencial en la reproduccion atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo
a animales que van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta

forma a la dispersion de semillas. Otros compuestos tienen funcién protectora frente a
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depredadores, actGan como repelentes, proporcionan a la planta sabores amargos
haciéndolas indigestas o venenosas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009); algunos
alcaloides son neurotdxicos a insectos y vertebrados herbivoros (Sepulveda-Jiménez et al.,
2003) o se utilizan para atraer depredadores y parasitoides que destruyan a los herbivoros
agresores; en otras palabras, ciertas especies vegetales reclaman la ayuda de otros
artrépodos y son atraidos por alcaloides (Vivanco et al., 2005). Algunos metabolitos se han
reportado con actividad bactericida y fungicida como el alcanfor (Hanamanthagouda et al.,

2010), p-cimeno (Khokra et al., 2008) 1-8 cineol y linalol (Moreno et al., 2009) entre otros.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en las instalaciones de la Unidad de
Investigaciones Avanzadas en Agrobiotecnologia (UIAA) de la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez”, de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada en
la ciudad de Uruapan Michoacéan, México, en las coordenadas 19° 25” 10’ latitud norte y
102° 03’ 30’ longitud oeste a 1620 msnm. El material de estudio, establecido en el banco
de germoplasma de aguacate proviene de municipios ubicados en la franja aguacatera de
Michoacdn (Figura 1). El proceso de extraccion, identificacion y cuantificacion de
metabolitos secundarios (MS) se llevo a cabo en el Laboratorio de Ecologia Quimica y
Agroecologia del Centro de Investigaciones en Ecosistemas (CIEco) de la Universidad

Nacional Autdnoma de México-Campus Morelia.
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Figura 1. Ubicacion geogréafica de los municipios de origen de las colectas de Persea
americana Mill var., drymifolia en la franja aguacatera del estado de
Michoacan, México.
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3.2. Material genético

El material genético incluido en el presente estudio consistio de 54 accesiones de P.

americana Mill var., drymifolia, con cuatro individuos por accesién, sumando un total de

216 individuos; las accesiones provienen de localidades pertenecientes a siete municipios

del estado de Michoacén, México (Cuadro 1).

Cuadro 1. Relacion de 54 colectas de P. americana Mill var., drymifolia, informacién
sobre su origen, localizacién geogréfica y altura sobre el nivel del mar.

N.C.!  Municipio L.N.2 L.O2 msnm*| | N.C! Municipio L.N.2 L.O3 m.s.n.m¢
1 Uruapan 19°2535"  102°04'27.8" 1537 28 Uruapan 19°25205"  102°04'18.5" 1648
2 Uruapan 19°25'13.8" 102°04'12.8" 1651 29 Uruapan 19°2520.5"  102°04'18.5" 1646
3 Uruapan 19°24'49.8" 102°02'20.7" 1938 30  Tacémbaro  19°17'19.4"  101°22'05.1" 1657
4 Tingambato  19°2902.4" 101°52'155" 1813 31  Tacdmbaro  19°14'38.4" 101°25'32.3" 1609
5 Uruapan 19°2313.8" 102°04'12.8" 1613 32 Tacdmbaro  19°14'38.4" 101°25'32.3" 1661
6  Tingambato  19°30'02.9" 101°51'07.2" 1976 33 TacAmbaro  19°1543.4" 101°27'575" 1655
7 Ao 19°17'09.2" 101°44'19.8" 1870 34 Uruapan 19°2545.76" 102°04'30.13" 1612
8  Aro 19°17'09.5" 101°44'19.4" 1874 35  Uruapan 19°25'40.5"  102°0423.6" 1607
9 Aro 19°17'07.4" 101°44'18.1" 1858 36 Uruapan 19°2348.2"  102°04'10.5" 1544
10 Ario 19°1233.7" 101°42'155" 1913 37 Uruapan 19°2348.2"  102°04'10.5" 1544
11 Tacémbaro  19°14'28.5" 101°2549.4" 1656 38 Uruapan 19°2227"  102°03'16" 1566
12 Tacdmbaro  19°14'28.5" 101°2549.1" 1687 39 Tingambato  19°2827.9" 101°53'15.6" 1858
13 Tacdmbaro  19°14'28.5" 101°2549.1" 1686 40 Tingambato  19°29'49.5"  101°5121" 1792
14  Tacémbaro  19°14'28.5" 101°2549.1" 1686 41 Tingambato  19°28'351"  101°5321.3" 1810
15  Tacémbaro  19°15%35.1" 101°23'50" 1638 42 Tingambato  19°28'34.3" 101°53'18.9" 1832
16  Tacambaro  19°15'35.1" 101°23'50" 1710 43 Tingambato  19°28'34.3"  101°53'18.9" 1792
17 Tacambaro 19°15'27.8" 101°23'53.7" 1723 44 Ziracuaretiro  19°28'04.9"  101°56'38.1" 1646
18  TacAmbaro  19°1529.7" 101°23469" 1723 45  Ziracuaretito  19°27'54.6"  101°5507" 1714
19 Tacambaro 19°15'40.2" 101°23'43.7" 1752 46 Ziracuaretiro  19°26'52.8"  101°53'42.3" 1612
20  Tachmbaro  19°15'33.7" 101°23'57.8" 1719 47 Ziracuaretito  19°26'52.8"  101°53'42.2" 1612
21 Tachmbaro  19°15'15.3" 101°2408" 1718 48 Ziracuaretito  19°26'52.9"  101°53'42.3" 1613
22 Tachmbaro  19°19.03" 101°28'25" 2233 49 Ario 19°15%52.7"  101°43'.04" 2082
23 Tachmbaro  19°20'37.8" 101°28'52.7" 2293 50  Ario 19°1537.7"  101°43'35.6" 2039
o4  Salvador 19°27'13.7" 101°4349.7" 2140 51 Ario 19°1536"  101°43'35.5" 2038

Escalante
25 Uruapan 19°2330"  102°0426.6" 1521 52 gi'c‘;?gr?{e 19°25'459"  101°43'34.1" 1992
26 Uruapan 19°23'30"  102°04'26.6" 1542 53 gi'c‘;?gr?{e 19°27'12.43" 101°44'6.21" 1987
27 Uruapan 19°25205" 102°04'18.5" 1650 54  LosReyes  19°34%6.84" 102°17'47.94" 2269

INUmero de colecta, 2latitud norte, *longitud oeste, “metros sobre el nivel del mar.
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3.3. Procesamiento del tejido foliar

De cada uno de los individuos se utilizaron hojas maduras a las que se extrajeron y
cuantificaron los metabolitos secundarios (MS) para determinar el perfil quimico; para ello,
las hojas colectadas fueron divididas a lo largo de la vena central; la mitad se deshidrat6 en
una estufa a 80 °C por 24 h para determinar su peso seco, la otra mitad se pesé y depositd
en un frasco color ambar de 75 mL de capacidad, se agregd hexano para macerar y se
almacend durante 168 h.; transcurrido el tiempo, se agrego nitrégeno liquido a las muestras
para molerlas. Posteriormente, se afiadié hexano (hasta que se observé que ya no se obtenia
mas extracto) y un 1 mL? de tetradecano disuelto en hexano como estandar interno, el
extracto se filtro, se seco con sulfato de sodio anhidro (Na2 SOs) y se adiciond pirogalol
(Sigma-Aldrich®) como antioxidante. El extracto se concentrd con una corriente suave de
N2 a 1 mL y se almacené a -20 °C hasta su andlisis. Las muestras fueron inyectadas (1 pL)
en un cromatografo de gases (Agilent HP6890®) provisto con un detector de masas, esto
fue hecho de acuerdo con el procedimiento descrito por Torres-Gurrola et al., (2009)

(Figura 2A, 2B, 2C y 2D).

3.4. ldentificacion y cuantificacion de metabolitos secundarios

Los compuestos quimicos fueron identificados con base en la informacion contenida en la
biblioteca de espectro de masas NIST 05. Para confirmar la identidad de los MS
determinados, se usaron tiempos de retencion y espectros de masas de compuestos puros
(Sigma-Aldrich®): linalol, a-cubebeno, a-pineno, B-pineno, B-mirceno, anetol, camfeno,
nerolidol, [B-cariofileno, limoneno, a-humuleno, y vy-terpineol (Rincdn-Hernandez y
Espinosa-Garcia, 2008). La pureza de cada pico fue verificada con el programa MSD

ChemsStation (Agilent Technologies®) y se identificaron como confiables so6lo los
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compuestos quimicos cuyo espectro registré como minimo 90 % de concordancia con el
espectro de la biblioteca NIST 05. Para la cuantificacion de los compuestos quimicos se
hizo una comparacion entre la altura del pico del MS y el estandar interno (tetradecano)

(Figura 2E y 2F).

Figura 2. Procedimiento utilizado para la obtencion de metabolitos secundarios de 216
individuos de P. americana Mill var., drymifolia. Colecta de tejido foliar (A),
congelacion con nitrégeno liquido y pulverizacion (B), obtencion de extracto
(©), inyeccion en cromatografo de gases (D), identificacion y cuantificacion de
volatiles (E, F).

3.5. Calculo de indices Kovats

Se emplearon dos series de alcanos puros (Sigma-Aldrich®) C8-C20 y C21-C40, se inyectd

1 uL de la solucién estandar en las condiciones indicadas. El calculo se hizo mediante la

siguiente formula:
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(TRcompuesto — TRn)
(TRN — TRn)

[ndice Kovats = * [(100 *n) + (100 * z)]

Donde: TRcompuesto= tiempo de retencion del compuesto en estudio; TRn= tiempo de
retencion del hidrocarburo eluido antes del compuesto en estudio; TRN= tiempo de
retencion del compuesto eluido después del compuesto en estudio; n= nimero de carbonos
del compuesto eluido antes del compuesto en estudio; z= diferencia del nimero de atomos
de carbono del hidrocarburo eluido después del compuesto desconocido, menos el

hidrocarburo eluido antes del compuesto desconocido.

3.6. Andlisis de la informacion

Se construyeron dos matrices de datos: una de concentracion de MS (mg g* de hoja seca) y
otra de proporciones; esta Ultima expresa la concentracion de cada MS en relacion con la
concentracion total de todos los compuestos identificados. La composicion de la muestra se
comparo con cantidades relativas de los compuestos. La informacion de la concentracion de
cada metabolito secundario determinada en los 216 individuos se sometio al analisis de
varianza en una via, este analisis se llevo a cabo sobre la base de un disefio experimental
completamente al azar, con cuatro repeticiones, se consider6 a cada accesion como un
tratamiento. Cada observacién estuvo representada en el modelo estadistico
correspondiente al disefio experimental completamente al azar, mediante la siguiente
expresion: Yij = M + Ci + eij

Donde:

Yij= concentracion del metabolito secundario en la colecta i y repeticion j

M= media general del experimento

Ci= efecto de la colecta i
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Eij= error experimental en la colecta i y repeticion j

i=1,2,3,...,54yj=1,2,3, 4.

Este analisis se hizo mediante el procedimiento PROC ANOVA del paquete estadistico
SAS® version 9.4 (SAS Institute Inc., 2012), con base en el analisis de varianza se
seleccionaron aquellos MS para los cuales hubo diferencias estadisticamente significativas
(p < 0.05), sobre el listado de esos compuestos seleccionados, se realizd un analisis
discriminante de stepwise (Romano y Wolf, 2005) para depurar y mantener Gnicamente a
los compuestos que aportaban mayor informacion a la variacion total; en esta etapa, solo se
elimino el decano; variable que aportd menor informacion. Adicionalmente, se practico un
analisis de correlacion de Pearson y Filon (1898) para eliminar aquellas variables altamente
correlacionadas y evitar problemas de colinealidad en las matrices. Posteriormente, se
obtuvo una matriz de promedios para llevar a cabo un anélisis de Componentes Principales
(ACP), se utilizé la matriz de correlaciones; se calcul6 la matriz de distancias euclidianas
(DE) entre accesiones y con ella se hizo el Andlisis de Conglomerados (AC). Finalmente,
se construyo el dendrograma correspondiente con el método de agrupamiento de Ward.
Todos los analisis fueron realizados con el paquete estadistico SAS® version 9.4 (SAS
Institute Inc., 2012). Las coordenadas geograficas del sitio donde se colectd el material
original se convirtieron a decimales con el programa de la Federal Communications
Comission  (http;//transition.fcc.gov/mb/audio/bickel/ DDDMMSS-decimal. HTML)  con
estos datos se construyo una matriz de distancias geograficas (DG) la cual se compar6 con
una matriz de distancias euclidianas, mediante la prueba de Mantel para determinar la
correlacion entre ambas matrices. La prueba de Mantel fue ejecutada mediante el paquete

estadistico GenAlex (Peakall y Smouse, 2006).
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V. RESULTADOS
Se logro determinar el perfil quimico foliar de cada individuo perteneciente al banco de
germoplasma de la Facultad de Agrobiologia por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Figura 3), con este método se detectaron 47 metabolitos

secundarios en 216 individuos correspondientes a 54 colectas de aguacate criollo var.,
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Figura 3. Cromatograma representativo de los tiempos de retencion del tetradecano
(estandar interno) y 37 metabolitos secundarios identificados en colectas de
Persea americana Mill var., drymifolia.

Los metabolitos secundarios (MS) que se lograron identificar en el area foliar de los
individuos analizados, se ordenaron de acuerdo a la clasificacion biosintética de los MS
(Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009). Los resultados obtenidos indican que dentro de los

MS identificados se encuentran 20 terpenos: siete monoterpenos (a-pineno, sabineno, f3-
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pineno, mirceno, limoneno, eucalipto, 3-Cis-ocimeno), diez sesquiterpenos (t-elemeno, a-
cubebeno, copaeno, B-cubebeno, caryofileno, a-humuleno, cubenol, nerolidol (E),
germacreno D-4-ol, 6xido de cariofileno), un diterpeno (fitol), un triterpeno (escualeno) y
un politerpeno (a-tocoferol). Asimismo, se identificaron cuatro &cidos: 4&cido
tetradecanoico, &cido hexadecanoico, acido oleico y 8-11-14-acido eicosatrienoico (z,z,2);
seis ésteres: acetato de eugenol, hexadecanoato de metilo, linolenato de etilo, metil
araquidonato, a-gliceril linolenato y cicloartenol acetato; una acetona: palmitona; un éter:
2H-pyran, 2-(7-heptadeciniloxi) tetrahidro; dos compuestos aromaticos: fenil etil alcohol y
estragol; tres compuestos fendlicos: chavicol, metil eugenol y elemicin; tres aldehidos:
tetradecanal, cis,cis-7,10- hexadecadienal y cis,cis,cis-7,10,13-hexadecatrienal; dos
alcoholes: 4,8,13-duvatriene-1,3-diol y 2-metilecholestan-3-ol y cinco alcanos: undecano,
decano, undecano 4-metil, tridecano y heptacosano. En los Cuadros 2 y 3, se presentan
todos los MS identificados en tejido foliar de P. americana Mill var., drymifolia.

De los 47 MS identificados se calcularon los indices Kovats, el porcentaje que representa
cada MS en cuanto a la concentracion total y la frecuencia a la que se identificaron en las
54 colectas, estos datos se observan en el Cuadro 4. Los MS menos frecuentes fueron el
chavicol y el acetato de eugenol al identificarse en solo cinco colectas, En contraste, el -
pineno, estragol, cariofileno, acido hexadecanoico, heptacosano y a-tocoferol, se
identificaron en las 54 colectas. Sin embargo, se observé una gran variabilidad en la
concentracion de MS; el 70.21% de los 47 MS identificados presentaron concentraciones

que oscilaron entre cero y 2.5 mg g* de hoja seca.
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Cuadro 2. Estructura quimica de terpenos identificados en 216 individuos de P. americana
Mill var., drymifolia procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de

Agrobiologia.
a-Pineno? Eucalipto! Copaeno® Nerolidol (E)-5
§) | .
Sabineno? B-cis-Ocimenot B-Cubebeno® v- elemeno®
b - | oon
B-Pinenot! Fitol® Cariofileno® Germacreno D-4-ol°
':\_r\"\/\/\/‘ A
Y
Mirceno? Escualeno® a-Humuleno® Oxido de cariofileno®
Limoneno? a-Tocoferol* Cubenol® a-Cubebeno®
] | !
T e, L. B
% - |

*Monoterpeno. 2Diterpeno. 3Triterpeno. *Politerpeno. *Sesquiterpeno.

Cuadro 3. Estructura quimica de éteres, compuestos aromaticos, compuestos fendlicos,
acetonas, ésteres, alcanos, aldehidos y acidos identificados en 216 individuos de
P. americana Mill var., drymifolia procedentes del banco de germoplasma de la
Facultad de Agrobiologia

2H-Pyran, 2-(7- Linolenato de etilo® Undecano® 2-Methylenecholestan
heptadeciniloxi) p -3-0l® -
tetrahidro?! \\\J/W\\/\/\/\/\/C\/ PAVAVAVEAVAN M"'\"{/
o P
Estragol? Acetato de eugenol® Undecano 4-metil® 4,8,13-Duvatriene-1,3-diol®
RN b o
AT = AVAVAVEv Ay +{
= 2 o
Fenil etil alcohol? Cicloartenol acetato® Tridecano® Acido hexadecanoico®
i £ — ) .
© EReocaly IV o
Metil eugenol® a-Gliceril linolenato® Heptacosano® Acido oleico®
WV VAAARAARAAANAAS \"—\1\ = B
Elemicin® Hexadecanoato de metilo® Cis,cis-7,10- Acido tetradecanoico®
hexadecadienal” .
=3 bY\/\/\/\/\/\/
" A Ok
Chavicol® Metil araquidonato® Cis,cis,cis-7,10,13- 8,11,14-Acido
/@)/\/ s hexadecatrienal” eicosatrienoico
HO . (lelz)'g
© /\:/\:/\:/\/\/\H )
Palmitona* Decano® Tetradecanal”
s N e AV AT A VALV AT,

! Eter. 2Compuestos arométicos. > Compuestos fenélicos. *Acetona. *Esteres. ®Alcanos. “Aldehidos. 8Alcoholes. *Acidos.
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Cuadro 4. Tiempo de retencion, indice Kovats, concentracion (%) total y frecuencia de los
metabolitos secundarios identificados en las colectas de P. americana Mill var.,
drymifolia procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de

Agrobiologia.
MSt TR IK3 % P MSt TR IK3 %* F°
a-Pineno 279 942 0.98 12 |Nerolidol (E) 7.2 1577 0.65 49
Sabineno 311 986 0.02 7 |Germacreno D-4-ol 7.37 1606 0.04 17
B-Pineno 3.15 993 4.75 54 |Oxido de cariofileno 7.44 1618 0.59 46
Mirceno 3.20 1000 0.58 49 |Tetradecanal 8.10 1732 1.73 49
Decano 3.26 1007 0.09 28 |Acido tetradecanoico 8.30 1766 0.05 26
Cis,cis, 7,10-
Limoneno 3.5 1038 0.02 8 |hexadecadienal 9.09 1903 0.19 41
Cis,cis,cis-7,10,13-
Eucalipto 3.54 1043 0.73 53 |Hexadecatrienal 9.12 1909 441 52
B-cis-Ocimeno 3.63 1056 0.38 39 |Hexadecanoatode metilo 9.28 1936 1.74 40
Undecano 401 1107 056 44 |Acido hexadecanoico 9.46 1967 4.66 54
Fenil etil alcohol 421 1134 0.01 9 |Fitol 10.37 2125 4.76 53
Undecano 4-metil 475 1206 2.77 43 |Acido oleico 10.43 2137 3.62 50
Estragol 483 1217 26.53 54 |Acido linoleico 10.72 2189 0.89 23
Chavicol 514 1262 0.07 5 |Metil araquidonato 11.16 2268 3.32 48
8,11,14-Acido
Tridecano 545 1306 0.09 28 |eicosatrienoico (z,z,2)- 11.86 2398 0.69 21
1-Elemeno 581 1359 0.07 10 |4,8,13-Duvatriene-1,3-diol 11.91 2406 1.19 28
2H-Pyran, 2-(7-
heptadeciniloxi)
a-Cubebeno 589 1370 0.03 15 |tetrahydro- 12.49 2519 2.18 46
Copaeno 6.09 1400 0.39 44 |2-Metilenecholestan-3-0l 13.02 2626 1.58 34
B-Cubebeno 6.17 1414 0.25 20 |Heptacosano 13.40 2705 3.94 54
Metileugenol 6.20 1418 3.52 49 |a-Gliceril linolenato 13.65 2763 291 45
Cariofileno 6.41 1451 5.85 54 |Cicloartenol acetato 13.84 2805 0.86 30
a-Humuleno 6.62 1484 0.61 49 |Escualeno 14.03 2848 351 52
Acetato de eugenol 6.98 1541 0.05 5 |o-Tocoferol 15.76 3170 5.68 54
Cubenol 6.99 1543 0.61 48 |Palmitona 16.72 3301 157 34
Elemicin 7.14 1568 0.07 17

!Metabolitos secundarios. *Tiempo de retencion. *indice Kovats. “Porcentaje de concentracion. SFrecuencia.

El fenil etil alcohol se detecté en menor contenido (0.0164 mg gb), el 27.66 % (13 MS: B-

pineno, undecano 4-metil, metileugenol, cariofileno, hexadecatrienal, acido hexadecanoico,

fitol, acido oleico, metil araquidonato, heptacosano, a-gliceril linolenato, escualeno y a-

tocoferol) oscilaron entre 2.5 a 6 mg g™. Es de resaltar el estragol, ya que present6 la mayor

concentracion (26.53 mg g ). En la Figura 4A, al analizar el contenido de este metabolito,
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se aprecia la variacion que existe entre las colectas; el contenido oscila entre 0.03 y 4.1 mg
g de hoja seca. En la Figura 4B, se observan cinco colectas con concentraciones menores
a 0.5 mg g de hoja seca; en contraste, solo tres presentaron concentraciones de 3.5 a 4.5

mg g de hoja seca.
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Figura 4. Histogramas de frecuencias para contenido de 47 metabolitos secundarios (A) y
para contenido de estragol (B) en las 54 colectas analizadas de P. americana Mill
var., drymifolia procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de
Agrobiologia.

Los resultados obtenidos del analisis de varianza en una via, practicados para contenido de

MS indicaron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) para diez de ellos (decano,

undecano 4-metil, tridecano, B-cubebeno, acetato de eugenol, éxido de cariofileno, Cis,cis-

7,10-hexadecadienal, Cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatrienal, 4,8,13-duvatriene 1,3-diol y 2-

metilenecholestan-3-ol) y diferencias altamente significativas (p < 0.01) para fenil-etil-

alcohol y el 8,11,14, acido eicosatrienoico (z,z,z)-. Los cuadros de varianza se presentan en

el apartado del apéndice (Cuadro 1A a 12A) Los coeficientes de variacion (CV) de los 12

MS con diferencias estadisticas oscilaron entre 98.13 y 896.43 correspondiendo el mayor
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valor de CV al acetato de eugenol en contraste con el cis, cis, cis 7,10,13-hexadecatrienal.

En el Cuadro 5, se presentan los estadisticos simples y cuadrados medios del error

obtenidos.

Cuadro 5. Estadisticos simples, cuadrados medios del error y probabilidad obtenidos del
analisis de varianza practicado para 47 metabolitos secundarios identificados en

216 individuos de 54 colectas de P. americana Mill var., drymifolia
procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de Agrobiologia.

Metabolitos Secundarios R2 CV.! DE.? Media CME® Pr>F
Decano 0.34 19654 0.01286 0.00610 0.00014 0.0131
Feni etil alcohol 0.46  473.28 0.00603 0.00108 0.00003 0.0001
Undecano 4-metil 041  128.08 0.26189 0.18162 0.05411 0.0002
Tridecano 0.38  198.86 0.01341 0.00613 0.00015 0.0019
p-cubebeno 0.41  341.69 0.06339 0.01640 0.00314 0.0002
Acetato de eugenol 0.40  896.43 0.03403 0.00339 0.00092 0.0004
Oxido de cariofileno 0.33  170.22 0.06984 0.03870 0.00434 0.0280
Cis,cis-7,10-hexadecadienal 0.33 271.52 0.03574 0.01246 0.00114 0.0341
Cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatrienal 0.34  98.13 0.30215 0.28877 0.08030 0.0190
8,11,14-4cido eicosatrienoico (z,z,z)-  0.43  299.19 0.15613 0.04544 0.01848 0.0001
4,8,13-duvatriene 1,3-diol 0.34 222.07 0.18471 0.07797 0.02998 0.0184
2-metilenecholestan-3-ol 0.39 175.88 0.20156 0.10333 0.03303 0.0009

Coeficiente de variacion, 2Desviacion estandar, *Cuadrado medio del error.

En el analisis discriminante stepwise, se identifico el tridecano como uno de los MS que no
aport6 informacion a la variacion de MS; al revisar los valores de correlacion de Pearson, el
decano (< .0001) se percibi6 altamente correlacionado con el tridecano asi que se tomo la
decision de eliminar estos dos MS para hacer un andlisis multivariado solo con los MS que
aportan mayor informacién para interpretar la variacion de MS entre las colectas. En el
Cuadro 6, se observa la matriz de promedios que se obtuvo para llevar a cabo el analisis
multivariado, se aplicé la técnica de analisis de componentes principales (ACP), en el cual
se mostré que con los dos primeros componentes principales se explica un 32 % de la

varianza que existe entre las accesiones (Cuadro 7). En la Figura 5, se muestra la
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distribucion geogréfica de 54 colectas de P. americana Mill var., drymifolia procedentes de
la franja aguacatera del estado de Michoacan, México, en funcién de dos componentes
principales: el cis, cis, 7,10, hexadecadienal y cis, cis, cis, 7,10,13, Hexadecatrienal
respectivamente, donde se observa que la mayoria de las colectas se acumulan en los
valores centrales de ambos componentes, aunque hay algunas accesiones que destacan por
la ausencia de cis, cis, 7,10, hexadecadienal por ejemplo: Tacambaro 14, Tacambaro 31,
Ario 50, Ario 49, Salvador Escalante 53, Tacambaro 11 y Uruapan 38.

Cuadro 6. Estadisticos simples de diez metabolitos secundarios seleccionados mediante el
andlisis de varianza, correlacion de Pearson y analisis discriminante stepwise.

Metabolitos Secundarios Media D.E!
Fenil-etil-alcohol 0.00107 0.00412
Undecano 4-metil 0.18162 0.16794
[-cubebeno 0.01640 0.04093
Acetato de eugenol 0.00338 0.02165
Oxido de cariofileno 0.03870 0.04037
Cis, cis, 7,10, hexadecadienal 0.01245 0.02053
Cis, cis, cis, 7,10,13, hexadecatrienal 0.28877 0.17669
8,11,14-acido eicosatrienoico 0.04543 0.10293
4,8,13-duvatriene 1,3-diol 0.07797 0.10811
2-methylenecholestan-3-ol 0.10332 0.12633

'Desviacion estandar.

Cuadro 7. Varianza explicada en el andlisis de componentes principales para 216
individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Autovalor Diferencia ~ Proporcién Acumulada

1 1813758 0.333975 0.1814 0.1814
2 1479783 0.154755 0.148 0.3294
3 1325028 0.251448 0.1325 0.4619
4  1.073579 0.114726 0.1074 0.5692
5  0.958853 0.026977 0.0959 0.6651
6  0.931875 0.178574 0.0932 0.7583
7 0.753300 0.112022 0.0753 0.8336
8  0.641278 0.019189 0.0641 0.8977
9  0.622089 0.221636 0.0622 0.96
10  0.400452 0.04 1
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Figura 5. Distribucidon geogréfica de 54 colectas de P. americana Mill var., drymifolia
procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de Agrobiologia, en
funcién de los primeros dos componentes principales que explican el 32% de la
varianza acumulada.

El dendrograma (Figura 6) generado del analisis cllster hecho con base en el método de

agrupamiento de Ward, indicé que las accesiones no se agrupan de manera ldgica en

relacion a su origen geogréfico; para corroborar esta informacion se hizo la prueba de

Mantel (Figura 7) con la cual se concluyé que efectivamente no existe correlacion entre la

distribucion geografica y la distribucién de MS con una significancia de 0.069.

26



Analisis Cluster

0.04 0.06 0.08

Figura 6. Dendrograma de disimilitud de 54 colectas de P. americana Mill var., drymifolia
procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de Agrobiologia, con base
en la presencia y concentracion de diez metabolitos secundarios en 216

individuos.
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Figura 7. Prueba de Mantel; Correlacion lineal entre distribucion de metabolitos
secundarios y distribucion geogréfica de 54 colectas de P. americana Mill

var., drymifolia procedentes del banco de germoplasma de la Facultad de
Agrobiologia.

28




V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion fueron identificados 47 metabolitos secundarios
(MS); del total, existe un grupo de 29 MS que ya han sido reportados en P. americana Mill
y especies afines: a-pineno, sabineno, B-pineno, eucalipto, B-cis-ocimeno, estragol, 6xido
de cariofileno, limoneno, a-cubebeno, fitol, heptacosano, escualeno, chavicol, B-cubebeno,
cariofileno, a-humuleno, germacreno D-4-ol, acido tetradecanoico, copaeno, cubenol,
decano, fenil etil alcohol, metileugenol, nerolidol (E), tetradecanal, y-elemeno, &cido
linoleico, acido hexadecanoico y acido oleico (Quing-Yi et al., 2009; Torres-Gurrola et al.,
2009; Torres-Gurrola et al., 2011; Rincon-Hernandez et al., 2011). El segundo grupo,
constituido por 13 MS, no han sido reportados para P. americana y especies afines; sin
embargo, existen reportes de su presencia en otras especies vegetales. El 4,8,13-duvatriene-
1,3-diol se ha identificado en tabaco como inhibidor de crecimiento (Gluter et al., 1976); el
8,11,14 acido eicosatrienoico (z,z,z)- en Melittis melissophyllum (Velasco-Negueruela et
al., 2004), el acetato de eugenol, se ha reportado como componente principal en el aceite
esencial de Syzigium aromaticum (Rosilene et al., 2008) y con actividad antioxidante
(Kwan-Geun y Takayuki, 2001); el cis,cis,7,10-hexadecadienal en Euphorbia heterophylla
con actividad citotdxica, antioxidante y antimicrobial (Adedoyin et al., 2013); el cis,cis,cis-
7,10,13-hexadecatrienal en Azadirachta indica y Allamanda cathartica con actividad
larvicida (Maragathavalli et al., 2012); el elemicin en Myristica fragrans y Daucus carota
con actividad toxica y antibacterial (Jochen et al., 2006; Paul-Georges et al., 2007); el
hexadecanoato de metilo se ha identificado en Helicteres guazumifolia, Solanum subinerme
(Ordaz et al., 2011) e Ibervillea sonorae (Morales y Siles, 2013); el mirceno se identifico

en Chrisocoma ciliata con actividad antimicrobial (Afolayan y Ashafa, 2009) y en
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Syzigium aromaticum con actividad antioxidante (Rosilene et al., 2008); la palmitona en
Annona diversifolia actia como anticonvulsivo (Cano-Europa et al., 2010); el a-tocoferol
en Elaeis oleifera y Vaccinium meridionale con actividad antioxidante (Rocha et al., 2006;
Gaviria-Montoya et al., 2009); el cicloartenol acetato en propo6leo con actividad
antimicrobial (Palomino et al., 2010); el 2H,pyran2-(7-heptadeciniloxi) tetrahydro- se
identifico en la planta medicinal Andrographis paniculata (Kalaiselvan et al., 2012); el 2-
metilenecholestan-3-ol, se reportdé como componente del aceite esencial de las flores de
Artemisia austro-yunnanensis con actividad antioxidante (Chen-Xing et al., 2014) y en
Alstonia scholaris: planta utilizada en la medicina herbaria por sus propiedades medicinales
(Islam et al., 2013). Finalmente, se identifico un tercer grupo de 5 MS para los cuales no
existen reportes de su presencia en especies vegetales: el undecano y el tridecano han sido
reportados como compuestos defensivos en Loxa deducta y Pellaea stictica (Favaro y
Zarbin, 2012); el metil araquidonato como factor de crecimiento en animales (Seyhan et al.,
1961); el a-gliceril linolenato, es utilizado como solvente industrial (Floyd, 1941); el
undecano 4-metil se ha identificado en aguas residuales (Gulyas y Reich, 1995) y en
petrleo crudo (Auria et al., 2009). Los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion muestran la gran variabilidad en MS presentes en P. americana Mill var.,

drymifolia, incluyendo aquellos que no habian sido reportados en especies vegetales.

Por otra parte, el estragol fue el compuesto predominante, al igual que en reportes de
caracterizacion quimica de individuos de distintas especies de Persea colectados en
diferentes regiones de México (Torres-Gurrola et al., 2009; Rincdn-Hernandez et al.,
2011). La evaluaciéon del contenido de este MS en cada una de las colectas resulta

interesante; por ejemplo, al evaluar la interaccion aguacate criollo-Trioza anceps los
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arboles con mayor concentracion de estragol presentaron menor presencia de agallas
foliares (Torres-Gurrola et al., 2011). Se ha identificado al estragol como principal
componente en otras especies y, con actividades bioldgicas de defensa importantes, por
ejemplo, como insecticida (Lopez et al, 2008) el aceite esencial de Ocimum basilicum que
indujo mortalidad por contacto al gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae) (Pascual-Villalobos
et al., 2004), se detecto en aceite esencial de Agastache foeniculum (Mazza y Kiehn 1992),
se ha utilizado contra el escarabajo rojo de la harina (Tribolium castaneum Herbst) y el
barrenador de grano (Rhyzopertha dominica) (Ebadollahi, 2011); en Pimpinella anisum se
reportd con efecto bactericida (Oriela et al., 2012); también se le ha relacionado con
actividad antifingica (Fontenelle et al., 2008), larvicida (Senthilkumar et al., 2008) y
genotdxica (Zani et al., 1991). En este estudio, las colectas 43, 4 y 39 con origen en el
municipio de Tingambato, Michoacan, México fueron las que presentaron mayor
concentracion de estragol, respectivamente, por lo que se esperaria que estos genotipos
podrian presentar mejores atributos de defensa para ser utilizados como portainjertos
selectos. En contraste, el fenil etil alcohol se presentd en menor concentracion, este MS se
ha identificado como volatil que determina el sabor y aroma en mezcal de Agave
angustifolia Haw. (Vera-Guzman et al., 2012), ademas se report6 en Murraya paniculata

con actividad farmacoldgica (Casado et al., 2011).

La diversidad quimica de los metabolitos secundarios, es resultado de su funcién en las
interacciones entre la planta, factores bidticos y abiéticos (Garcia-Rodriguez et al., 2012);
ya que pueden darse efectos sinérgicos y aditivos que funcionan contra un espectro muy
amplio de consumidores (Berenbaum, 1985; Isman et al., 1996). Las colectas que

presentaron mayor nimero de MS fueron Tacdmbaro-15, Tacambaro-23 y Zirauaretiro-47.
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Todas las colectas provienen del banco de germoplasma de la Facultad de Agrobiologia que
es una coleccion de individuos provenientes de la Franja Aguacatera de Michoacén,
México y de acuerdo a su origen, presentan diferencias en cuanto a ubicacion geogréfica,
tipo de suelo, climas, precipitacion pluvial etc. (Guillén-Andrade et al., 2007). Por lo
anterior, se esperaba que en el andlisis de conglomerados, la variaciéon de MS y la
asociacion de las colectas fueran determinadas por su origen. Sin embargo, solo se
detectaron diferencias estadisticas significativas en doce MS, esto puede verse afectado por
las condiciones agrocliméticas debido a que los genotipos tienen tres afios de establecidos
en el banco de germoplasma de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”, asimismo,
puede estar asociado a que los genotipos presentan diferencias en su expresion genética y el
perfil quimico esté sujeto a un fuerte control genético, asi como lo estd en otras especies
arbéreas (Langenheim y Stubblebine 1983; Gershenzon et al., 2000; McConkey et al.,

2000).
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VI. CONCLUSIONES
Con base a las hipdtesis, objetivos planteados y, de acuerdo a las condiciones
experimentales en las que se desarroll6 el presente trabajo de investigacion, se concluyd lo

siguiente:

El germoplasma de Persea americana Mill var., drymifolia analizado presento
diferencias en el tipo y concentracion de metabolitos secundarios presentes en el

tejido foliar.

Se identificaron 47 metabolitos secundarios de los cuales 18 no han sido reportados

en hojas de especies de Persea americana Mill var., drymifolia.

En todas las colectas analizadas se determind la presencia de seis metabolitos
secundarios: a-Pineno, estragol, cariofileno, acido hexadecanoico, heptacosano y a-

tocoferol.

No se determiné relacion alguna entre la presencia y concentracién de metabolitos

secundarios con el origen geogréafico de las colectas analizadas.
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VIII. APENDICE

Cuadro 1A. Analisis de varianza en una via para decano evaluado en una poblacion de 216
individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
cuadrados de la media
Modelo 53 0.01222829 0.00023072 1.60 0.0131
Error 162 0.02330571 0.00014386

Total corregido 215 0.03553401
R?%0.344129, C.V.= 196.5401

Cuadro 2A. Anélisis de varianza en una via para fenil etil alcohol evaluado en una
poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 0.00361112 0.00006813 2.63 <.0001
Error 162 0.00419824  0.00002592

Total corregido 215 0.00780936
R 0.462409, C.V.= 473.2753

Cuadro 3A. Anélisis de varianza en una via para undecano 4-metil evaluado en una
poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media
Modelo 53 5.97973817 0.11282525 2.08 0.0002
Error 162 8.76651693  0.05411430

Total corregido 215 14.74625510
R?" 0.405509, C.V.= 128.0823
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Cuadro 4A. Andlisis de varianza en una via para tridecano evaluado en una poblacion de
216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 0.01455112  0.00027455 1.84 0.0019
Error 162 0.02410745 0.00014881

Total corregido 215 0.03865856
R?70.376401, C.V.= 198.8581

Cuadro 5A. Analisis de varianza en una via para p-cubebeno evaluado en una poblacion de
216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media
Modelo 53 0.35516750 0.00670127 2.13 0.0002
Error 162 0.50888827 0.00314129

Total corregido 215 0.86405576
R?70.411047, C.V.= 341.6885

Cuadro 6A. Analisis de varianza en una via para acetato de eugenol evaluado en una
poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media
Modelo 53 0.09940179 0.00187551 2.03 0.0004
Error 162 0.14958191 0.00092335

Total corregido 215 0.24898370
R?%0.399230, C.V.= 896.4339
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Cuadro 7A. Analisis de varianza en una via para oxido de cariofileno evaluado en una
poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 0.34560918  0.00652093 1.50 0.0280
Error 162 0.70308044  0.00434000

Total corregido 215 1.04868962
R% 0.329563, C.V.=170.2192

Cuadro 8A. Anadlisis de varianza en una via para cis,cis-7,10-hexadecadienal evaluado en
una poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 0.08939710 0.00168674 1.47 0.0341
Error 162 0.18528162  0.00114371

Total corregido 215 0.27467872
R% 0.325461, C.V.= 271.5215

Cuadro 9A. Andlisis de varianza en una via para cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatrienal
evaluado en una poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var.,

drymifolia.
Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media
Modelo 53 6.61877765 0.12488260 1.56 0.0190
Error 162 13.00898493  0.08030238

Total corregido 215 19.62776257
R?0.337215, C.V.=98.13209
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Cuadro 10A. Andlisis de varianza en una via para 8,11,14-4cido eicosatrienoico (z,z,z)-

evaluado en una poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var.,
drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 2.24647870  0.04238639 2.29 <.0001
Error 162 2.99423647  0.01848294

Total corregido 215 5.24071517
R?% 0.428659, C.V.= 299.1946

Cuadro 11A. Andlisis de varianza en una via para 4,8,13-duvatriene 1,3-diol evaluado en
una poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Suma de Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 2.47800849 0.04675488 1.56 0.0184

Error 162 4.85699874  0.02998147

Total corregido 215 7.33500723
R?0.337833, C.V.=222.0674

Cuadro 12A. Andlisis de varianza en una via para 2-metilenecholestan-3-ol evaluado en
una poblacion de 216 individuos de P. americana Mill var., drymifolia.

Fuente DF Sumade Cuadradode F-Valor Pr>F
cuadrados la media

Modelo 53 3.38374556  0.06384426 1.93 0.0009
Error 162 5.35070347  0.03302903

Total corregido 215 8.73444902
R?0.387402, C.V.= 175.8834
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Alcaloides

Alelopética

Aminoacidos

Andlisis de

conglomerados

Andlisis multivariado

Antifungico

Bactericida

Banco de germoplasma

Centro de origen

Conservacion ex situ

Conservacion in situ

Cromatografia

Cromatografia de gases

IX. GLOSARIO DE TERMINOS

Compuestos organicos de origen natural, nitrogenados,
derivados generalmente de aminoacidos, con propiedades
farmacoldgicas.

Sustancia quimica liberada por una planta que provoca un efecto
perjudicial sobre la germinacion o desarrollo de otras.

Acidos esenciales constituidos por un grupo amino y un grupo
carboxilo.

Método destinado a formar agrupamientos de objetos o
individuos, descritos por un cierto nimero de variables.

Métodos estadisticos utilizados en el andlisis de mas de dos
variables.

Sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de
algunos tipos de hongos.

Sustancia de origen natural o sintetizada quimicamente que es
capaz de causar la muerte bacterias.

Depdsito de recursos fitogenéticos que proporcionan la materia
prima para el mejoramiento de los cultivos.

Region en donde se inicid su proceso de domesticacion,
seleccion y mejoramiento.

Proteccion de muestras representativas de la variabilidad
genética de una especie y su mantenimiento fuera de las
condiciones naturales en las que la especie ha evolucionado.

Se refiere al cuidado de la biodiversidad en su entorno natural o
sitio de origen.

Es una técnica que permite separar, cuantificar, aislar e
identificar los componentes de una mezcla.

En esta técnica los compuestos se distribuyen en una fase movil
gaseosa, interaccionan con la fase estacionaria por cambios de
temperatura y los compuestos son separados en base a su
volatilidad.
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Diversidad genética

Especie alogama

Espectrometria de masas

Fenilpropanoides

Fitoquimica

Fungicida

Genotoxico

Germoplasma

indices Kovats

Insecticida
Larvicida

Material genético

Metabolito

Es el numero de individuos con diferencias genéticas, dentro de
una poblacion.

Es aquella cuya reproduccion consiste en la polinizacion
cruzada.

Es una técnica de andlisis cualitativo basada en la obtencién de
iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa, los iones
se separan de acuerdo con su masa y carga.

Son una familia diversa de compuestos organicos que son
sintetizados por las plantas desde el aminoacido fenilalanina.
Sirven como componentes esenciales de una serie de polimeros
estructurales, proporcionan proteccién contra los rayos
ultravioleta, defenderse de los herbivoros y patdgenos, y mediar
en las interacciones planta-polinizador como pigmentos florales
y compuestos de aroma.

Ciencia que estudia las estructuras, propiedades y sintesis de los
componentes quimicos de los vegetales.

Son sustancias toxicas que se emplean para impedir el
crecimiento de los hongos.

Sustancia quimica capaz de alterar la informacion genética
celular.

Material genético, conjunto de genes que se transmiten a traves
de procesos reproductivos de una generacion a otra. Usualmente
el término germoplasma se utiliza para designar el genoma de
las especies vegetales silvestres y no genéticamente modificadas
de interés para la agricultura y para la conservacion de la
diversidad bioldgica del planeta.

Concepto utilizado en la cromatografia de gases para convertir
los tiempos de retencion en constantes independientes del
sistema.

Sustancia guimica utilizada para matar insectos.
Sustancia utilizada en el control de larvas.

Cualquier elemento de origen vegetal, animal, microbiano u otro
que contenga ADN.

Cualquier molécula producida durante el metabolismo.
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Metabolitos secundarios

(MS)

Prueba de Mantel

Recursos fitogenéticos

Terpenos

Tiempo de retencion

Variabilidad genética

Moléculas organicas que tienen diversas funciones para la
supervivencia en la naturaleza, por ejemplo, tienen gran
importancia ecoldgica al participar en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, establecimiento de
simbiosis con otros organismos, atraccion de insectos
polinizadores, entre otros.

Teécnica estadistica utilizada para calcular la correlacién lineal
entre dos matrices.

Cualquier material de origen vegetal que contiene unidades
funcionales de la herencia, es la materia prima que los
agricultores y fitomejoradores utilizan para mejorar la calidad y
la productividad de especies.

Son compuestos organicos abundantes en los vegetales y su
clasificacion se determina por el numero de isoprenos que
contienen.

Es el tiempo que transcurre después de la inyeccion de una
muestra para que el pico del compuesto alcance el detector.

Las variaciones heredables que ocurren en cada organismo,

entre los individuos de una poblacién y entre las poblaciones
dentro de una especie.
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