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Resumen

En este estudio se abord¢ el problema critico de la autenticidad varietal del aguacate ‘Hass’
comercializado en Guatemala, donde la ausencia de sistemas de certificacion genética ha
generado heterogeneidad del material de propagacion, comprometiendo la productividad
y la competitividad del sector. La justificacion de la investigacion se basé en la necesidad
urgente de desarrollar herramientas moleculares que garanticen la calidad genética del
material vegetal en un contexto en el que Guatemala es el centro de origen de Persea
americana y tiene una diversidad genética excepcional. El objetivo general fue proponer
un sistema de certificacion genética basado en marcadores moleculares SSR. Se
caracterizaron 400 muestras de 10 viveros comerciales y 10 plantaciones con
investigacion aplicada, un enfoque cuantitativo, y un disefio no experimental, transversal.
La extraccion de ADN se realiz6 con el método CTAB modificado, la amplificacion con
12 marcadores de microsatélites, electroforesis capilar, y el andlisis estadistico de los
datos con el software R. Los resultados revelaron alta diversidad genética con 396
genotipos unicos, ya que el 10.22% de las muestras Gnicamente presentaron similitud >80%
con el ‘Hass’ auténtico. Se determin6 un panel 6ptimo de 9 marcadores SSR con el mismo
poder discriminatorio a la del panel completo, lo que permitié ahorrar el 25% en los costos.
La presente investigacion se realiz6 en colaboracion con productores de aguacate Hass
en distintos departamentos de Guatemala. La informacion generada puede ser utilizada
por productores de aguacate Hass que exportan dicha fruta. Asimismo, se desarroll6 un
protocolo de Certificacion Genética estandar con criterios objetivos y un manual técnico
operativo.

Palabras clave: Persea americana, marcadores moleculares, diversidad genética,
certificacion, microsatélites
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Abstract

This study addressed the critical problem of varietal authenticity in 'Hass' avocado
marketed in Guatemala, where the absence of genetic certification systems has generated
heterogeneity in propagation material, compromising the productivity and
competitiveness of the sector. The research justification was based on the urgent need to
develop molecular tools that ensure the genetic quality of plant material in a context
where Guatemala is the center of origin of Persea americana and has exceptional genetic
diversity. The general objective was to propose a genetic certification system based on
SSR molecular markers. Four hundred samples from 10 commercial nurseries and 10
plantations were characterized through applied research with a quantitative approach and
a non-experimental, cross-sectional design. DNA extraction was performed using the
modified CTAB method, amplification with 12 microsatellite markers, capillary
electrophoresis, and statistical data analysis with R software. The results revealed high
genetic diversity with 396 unique genotypes, as only 10.22% of samples showed >80%
similarity with authentic 'Hass'. An optimal panel of 9 SSR markers was determined with
the same discriminatory power as the complete panel, allowing 25% cost savings.
Likewise, a standardized genetic certification protocol was developed with objective
criteria and an operational technical manual.

Keyword: Persea americana, molecular markers, genetic diversity, certification,
microsatellite
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1 Introduccion

El aguacate Persea americana Mill. continda siendo un cultivo de creciente importancia
econdmica en todo el mundo, con Guatemala emergiendo como un importante proveedor
en el mercado internacional. La produccion de la variedad Hass es la que mas destaca
debido a la importancia por su calidad, sabor y largo tiempo de vida postcosecha (Boza
et al., 2018). Sin embargo, la rapida expansion del cultivo ha traido desafios para los
productores guatemaltecos con relacion a la calidad y la uniformidad genética del material
vegetal implantado problemas comerciales.

El problema central abordado en este proyecto es la falta de un sistema de certificacion
genética para el Hass en Guatemala. Esta deficiencia llevo a la propagacion de plantas
con material vegetal que no se identifica conforme a los recursos de la variedad, lo que
significa una alta variabilidad en la calidad del fruto, bajos rendimientos, produciendo
potenciales pérdidas econémicas para los productores (Ramirez-Gil et al., 2020). Ademas,
la existencia de material genético de plantas certificadas debe ser rigurosamente
verificado para evitar la propagacion de enfermedades, reduciendo asi el riesgo para la
futura sostenibilidad de la industria. Investigaciones previas han probado la eficacia de
marcadores moleculares, especialmente microsatélites SSR, en la conservacidn genética
del aguacate Hass, ademas de la caracterizacion genética. Trabajos como Alcaraz y
Hormaza 2007 y Gross-German y Viruel 2013 aperturaron la base para el empleo de los
marcadores en la identificacion varietal y conservacion genética.

En el caso de Guatemala, la diversidad genética del aguacate nativo ha sido ya
caracterizada, lo que proporciona una base importante (Ruiz-Chutan et al., 2021). Se
busca proponer un sistema de certificacién genética para el Hass guatemalteco en base a
marcadores moleculares, con el fin de mejorar la calidad y la uniformidad en la
produccion. Los resultados potenciales incluyen un perfil detallado de la diversidad
genética, un panel de marcadores SSR optimizado, un protocolo estandarizado y validado,
propenso a seres aplicado y una base genética de referencia. Ademas de proporcionar una
solucidn critica a la necesidad de la industria del aguacate guatemalteco, estos productos
cientificos estableceran un precedente en la aplicacion de tecnologias avanzadas. El
sistema de certificacion tendria el potencial de mejorar significativamente la
competitividad de Guatemala en el mercado internacional del aguacate.

2 Contexto de la investigacién

La presente investigacion se realizO en Guatemala, un pais conocido por su
megadiversidad, ya que es el hogar del 40% de las especies conocidas de Mesoameérica.
Entre las especies mencionadas anteriormente se encuentra el aguacate Persea americana
Mill, un cultivo mundialmente y nacionalmente significativo que contribuye cada vez
mas a la economia nacional (Liu et al 2020). El estudio se realiz6 en 2025, en las areas
principales productoras de aguacate Hass en Guatemala: Chimaltenango, Sacatepéquez,
Guatemala, Solola y Quiché. Estas areas se caracterizan por una topografia variada de
1500 a 2500 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura promedio de 15 a 25°C
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y precipitacion anual de 1000 a 1500 mm, que se considera la més adecuada para el
cultivo del aguacate del tipo Hass (Wolstenholme y Whiley, 1999).

La variedad guatemalteca de aguacate, que ha evolucionado y adaptado a lo largo de los
afios para soportar condiciones ligeramente frias y frutos con céscara dura, se encuentra
en este pais (Galindo-Tovar et al 2008). Esta diversidad genética proporciona un recurso
valioso para los trabajos de mejora y seleccion de variedades adaptadas bajo diferentes
condiciones agroclimaticas (Ruiz-Chutan et al 2020, 2021, 2023a, 2023b, 2023c). La
importancia econdmica de este cultivo es una oportunidad significativa para Guatemala,
ya que predicciones indican un aumento del 15% en la demanda global en los préximos
10 afios (DataExport 2021). EIl aumento se ve impulsado por una mayor conciencia del
consumidor y una mayor aparicién en las redes sociales y el mercado internacional (Juma
et al 2019).

Con aproximadamente 5,000 productores de aguacate en el pais, incluidos principalmente
pequefios y medianos agricultores, el aguacate no solo es un producto importante para la
economia nacional a través de las exportaciones, sino también una fuente de empleo rural
y desarrollo local. La variedad Hass, obtenida en California, pero llevando genes de la
raza guatemalteca, representa la variedad mas cultivada del mundo, debido a su calidad,
sabor y vida poscosecha. Guatemala no tiene un sistema nacional de certificacion genética
para el aguacate Hass, resultando en variabilidad genética no deseada, afectando la
calidad y uniformidad del producto final. Por lo tanto, el proceso no controlado de
produccion de plantas en vivero puede resultar en plantas no correspondientes con
contraestandares de la variedad Hass, lo que lleva a la fructificacion no uniforme y errores
en la cosecha adecuada.

El sistema de certificacion genética es coherente con las politicas nacionales que
pretenden fomentar la agricultura y la seguridad alimentaria, ademas de los esfuerzos por
incrementar la competitividad del pais en mercados internacionales competitivos. Méas
alla de eso, con el sistema a escala que se propone en esta investigacion es posible
transferir la tecnologia a otros cultivos de importancia econémica para el pais.
Beneficiarios directos de la siguiente investigacion incluyen: a) 5,000 productores de
aguacate Hass quienes pueden acceder a material vegetal certificado con calidad de
produccioén y uniformidad de cosecha; y b) aproximadamente 50 viveros especializados
en produccion de plantas de aguacate Hass que pueden beneficiarse al obtener la
capacidad de certificar la calidad genética, incrementando la seguridad en la cadena
productiva. Importadores y exportadores de aguacate se pueden beneficiar de un producto
mas uniforme y de mas calidad, elevendo los precios en el mercado internacional.

El productor final, también se beneficia, ya que el producto puede ser de alta calidad y
consistencia. La certificacion genética fortalece no solo al consumidor nacional, también
lo hace en la cadena productiva del aguacate, especialmente en las comunidades rurales,
las cuales pueden fortalecerse al garantizar empleo y oportunidades economicas para las
comunidades locales involucradas en el proceso. Finalmente, beneficia a las instituciones
involucradas en investigaciones y desarrollo agricola, ya que se establece un instrumento
de certificacion genética aplicable otros otros cultivos de importancia nacional. Con este
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proyecto se puede concluir que se ha dado un paso importante para la modernizacién y
tecnificacion del sector aguacate en Guatemala.

3 Revision de la literatura
3.1 Antecedentes

El aguacate Persea americana Mill. es un arbol tropical (subtropical) de hoja perenne
originario de Mesoamérica Schaffer et al., 2012. Hoy en dia, es uno de los cultivos frutales
mas importantes a nivel comercial en todo el mundo (Liu et al., 2020). Se cultiva desde
hace méas de 5000 afios Yy tiene tres razas horticolas: mexicana, guatemalteca y antillana
(Galindo-Tovar et al., 2008). Como Guatemala es parte del centro de origen y diversidad
del aguacate, tiene un acervo genético increible, que incluye variedades nativas y
comerciales como la Hass. Los boténicos dividen los aguacates en tres razas horticolas,
dependiendo de sus preferencias ecoldgicas y las caracteristicas de sus frutos (Schaffer et
al., 2012). La mexicana produce frutos de piel fina, tolerantes al frio y de maduracion
temprana. La guatemalteca es tolerante al frio hasta cierto punto y se cree que su origen
se encuentra en las condiciones tropicales de las tierras altas; produce frutos de piel gruesa
y maduracién tardia. Antillana: sensible al frio, se cree que proviene de condiciones
tropicales humedas; fruta de maduracion tardia y piel fina, con més azlcar y menos
contenido de aceite que las razas anteriores (Galindo-Tovar et al., 2008; Gross-German y
Viruel, 2013; Schaffer et al., 2012).

Las condiciones topograficas mesoamericanas, las barreras climaticas y el gran tamafio
de la semilla del aguacate crearon una movilidad muy baja del material genético entre
regiones, trayendo como consecuencia que las tres razas estuvieran bien separadas hasta
que los exploradores espafioles promovieron el movimiento y el contacto entre las
diferentes razas (Popenoe & Zentmyer, 1997). Ademas, la floracion del aguacate muestra
un patron de apertura de la dicogamia de la protoginia que incentiva la polinizacién
cruzada. De igual forma, no hay barreras de esterilidad entre las tres razas ni entre ellas
(Alcaraz & Hormaza, 2011; Gross-German & Viruel, 2013). Estas tres razones
culminaron en una situacion emergente hoy en dia en la que las razas se mezclaban en
varias regiones de América y numerosas colecciones muestra una introgresion racial
amiplia (Reyes-Alemén et al., 2013). La mayoria de las variedades comerciales se han
cultivado como combinaciones de estas tres razas (Bergh, 1992; Fiedler et al., 1998). Las
poblaciones nativas de aguacate en Guatemala se observan en la region central, occidental
y norte del pais (Knight & Campbell, 1999). Estas poblaciones se encuentran en un
amplio rango de altitud 1.300 a 2.900 m snm y una gran variedad de vegetacion,
incluyendo bosques secos, paisajes horticolas y bosques (Wolstenholme & Whiley, 1999).
La variedad Hass, desarrollada en California por Rudolph Hass en la década de 1920 y
patentada en 1935, encuentra sus raices genéticas en la raza guatemalteca (Boza et al.,
2018).

La variedad Hass es el estandar de calidad en la industria mundial del aguacate debido a
su excelente sabor y textura suave, alto contenido de aceite y vida posterior a la cosecha
prolongada. Ademas, la piel gruesa, oscura y arrugada del aguacate Hass lo hace
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especialmente resistente a los dafios durante la manipulacién y el transporte, impulsando
asi el comercio internacional Bhore et al., 2021.

El aumento de la demanda mundial de aguacate ha llevado a un rapido aumento en la
superficie de cultivo de aguacate en una serie de paises, incluido Guatemala. Segun los
ultimos datos, la produccién de aguacate en todo el mundo aument6 de 2.71 millones de
toneladas en el afio 2000 a alrededor de 7.18 millones de toneladas en 2019, al tiempo
que las ventas mundiales superaron los 6.5 mil millones de dolares en 2020. Este
crecimiento ha dado lugar a una serie de desafios considerables relacionados con la
calidad y la uniformidad genética del material vegetal producido para uso en plantaciones
comerciales. Dado que muchos paises productores de aguacate, incluido Guatemala, no
cuentan con un sistema de certificacion genética claramente definido, se han propagado
muchas plantas no homogéneas. En consecuencia variedades genéticas de la variedad
Hass. Como resultado hay una variabilidad significativa en términos de calidad del fruto,
produccion inconsistente y potenciales riesgos financieros relacionados para los
productores. Ademas, la posibilidad de material no genéticamente certificado ha
aumentado las posibilidades de problemas de enfermedades que amenazan la industria.

3.2 Estado del arte
e Diversidad genética y caracterizacion molecular del aguacate

Es comprensible que el conocimiento exhaustivo de la diversidad genética del aguacate
solo haya avanzado recientemente con el uso de tecnologias moleculares avanzadas. Esto
se debe a que estos estudios han proporcionado informacion sobre la estructura de la
poblacion y las relaciones evolutivas dentro de P. americana y han sentado las bases para
el desarrollo de herramientas de certificacion genética. Debido al interés desenfrenado y
creciente por la produccion de aguacate, en los Gltimos afios han surgido numerosos
estudios para explorar la diversidad global de los recursos genéticos de marcadores
moleculares del aguacate, que han contribuido a la comprensién de la diversidad global
del germoplasma del aguacate, como RAPD (Fiedler et al., 1998), RFLP (Davis et al.,
1998), (Canas-Gutiérrez et al., 2015; Ruiz-Chutén et al., 2020), microsatélites (Boza et
al., 2018; Juma et al., 2020) y SNP (Chen et al., 2009). Estudios recientes también han
informado del uso de la secuenciacion de nueva generacion para determinar con mayor
precision la diversidad genética del germoplasma del aguacate, lo que ha dado lugar a
resultados sustanciales para los programas de mejoramiento genético.

Los marcadores SSR pueden utilizarse para diversas aplicaciones, entre ellas el pedigri,
la estructura de la poblacion, la variacion gendmica, los procesos evolutivos y la huella
genética (Abdul-Muneer, 2014). Los marcadores SSR siguen siendo relevantes y
rentables incluso cuando se dispone de nuevos enfoques moleculares, como el genotipado
por secuenciacion o la secuenciacion del ADN asociado a sitios de restriccion. De hecho,
recientemente se han publicado marcadores SSR con clasificaciones de aguacates para la
identificacion de nuevas fuentes genéticas para su uso en programas de mejoramiento
genético (Sandoval-Castro et al., 2021).

Ademas, el uso de marcadores AFLP ha demostrado ser exitoso para el desarrollo de
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estudios de mapeo asociativo. En este sentido, se han generado marcadores codominantes
microsatélites para el estudio de mapeo asociativo en caracteristicas agronomicas de
interés. Al mismo tiempo, el uso de técnicas de reduccién representativa del genoma
también ha sido usada para la identificacion de SNPs vy, por lo tanto, marcadores
asociados a caracteristicas fenotipicas, lo que le convierte en una herramienta para
programas de mejoramiento asistido. En Guatemala, estudios recientes han aportado al
entendimiento de la diversidad genética del aguacate a traves de diversas técnicas
moleculares. Por ejemplo, un estudio en el que se utilizé marcadores AFLP para evaluar
la diversidad genética en materiales nativos de aguacate guatemalteco reveld una alta
variabilidad genética en este material. Este estudio, que sentd una base importante para
la caracterizacion molecular de los recursos genéticos de aguacate en el pais ain no
estudiados. Por otro lado, un estudio reciente que utilizé marcadores SSR para investigar
la diversidad genética y estructura poblacional en aguacate nativo en las principales areas
de produccion de aguacate en México. Los resultados mostraron una clara diferenciacién
genética entre poblaciones en diferentes regiones, lo que sugiere que debemos considerar
la variabilidad geografica en los programas de conservacion y mejoramiento.
Investgaciones mas reciente enfocadas en la variabilidad genética y fenotipica de
aguacates nativos como reservorio genético para el mejoramiento. Este estudio revel6 la
riqueza de caracteristicas agrondémicas valiosas en las variedades locales que se pueden
usar en programas de mejoramiento para desarrollar cultivares con caracteristicas
mejoradas.

e Comercializacion de aguacate

El consumo mundial ha aumentado rapidamente en los Gltimos afios, especialmente en
Europa y Asia. Actualmente, es la fruta de comercio internacional mas importante en el
mundo, y el aumento del consumo de aguacate se debe a la mayor necesidad de las
personas de consumir alimentos méas saludables, por lo que el aguacate es muy popular
en la redes sociales y el acceso a aguacates sabrosos ya maduros. El ingrediente méas
saludable del aguacate es el acido graso monoinsaturado; se ha demostrado que disminuye
el riesgo de enfermedad coronaria, cataratas, diabetes, hipertrofia prostatica, cancer de
préstata y otros canceres y degeneracion macular. EI consumo de aguacate fresco en los
EE. UU. Aumentd de 246,1 millones de kg en 2000/01 a 1,112,8 millones de kg en
2017/18, un aumento del 352 %. Encontramos a los europeos consumiendo 145 millones
de kg de aguacate en 2000/01, que aumentaron en un 251 % a casi 510 millones de kg en
2017.

Algunos de los principales paises consumidores de Europa reportaron 1,9 kg/afio en
Francia, 0,8 kg/afio en el Reino Unido y Suiza, y 0,9 kg /afio en Escandinavia. Los valores
de consumo de aguacate de México, Israel, Chile y EE. UU., con 9 kg, 5 kg, 4,5kgy 2,0
kg, respectivamente, fueron mucho mayores. ElI consumo per capita de algunos paises
europeos en 2017 fue de 2,44 kg \ afio a Noruega, 2,31 kg \ afio a Dinamarca, 2,09 kg \
afio a Suecia, 2,00 kg \ afio a Paises Bajos, 1,7 kg \ afio a Francia, 1,53 kg \ afio a Reino
Unido y 1,5 kg \ afio a Suiza. La demanda mundial total de aguacate fresco, ya maduro,
se estima que crecera en un 15 % en los préximos 10 afios. Una gran oportunidad para
Guatemala.
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e Técnicas moleculares para la certificacion genética

La certificacion genética molecular de las variedades vegetales requiere técnicas precisas,
reproducibles y rentables. Los marcadores de secuencias simples repetidas (SSR) han
demostrado ser especialmente Utiles en este contexto, ya que son codominantes, altamente
reproducibles y pueden detectar polimorfismos incluso entre especies estrechamente
relacionadas. Boza et al., 2018, utilizaron 13 marcadores SSR para evaluar la diversidad
genética y las relaciones de 319 accesiones de aguacate, incluyendo cultivares
comerciales y especies silvestres relacionadas. Su estudio demostrd la utilidad de los
marcadores SSR para distinguir entre razas y variedades, incluso en casos de mezcla
genética. Identificaron un conjunto basico de marcadores altamente informativos que
podrian utilizarse eficazmente en programas de certificacion de variedades. En otro
independiente, dieron un paso mas alla utilizando la secuenciacion de Gltima generacién
para descubrir y caracterizar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en todo el
genoma del aguacate. Analizando 71 accesiones, identificaron 25,267 SNP de alta calidad,
lo que proporciond una caracterizacion gendmica sin precedentes de la diversidad del
aguacate (Talaveraetal., 2019). El trabajo no solo mejoro6 la comprension de la estructura
gendmica y las relaciones evolutivas dentro de P. americana, sino que también sento las
bases fundamentales para el desarrollo de paneles de marcadores SNP de alta densidad
para la certificacion varietal y el mejoramiento asistido por marcadores.

Por ejemplo, en un estudio especifico sobre el aguacate Hass, se utilizaron 11 marcadores
SSR para evaluar la diversidad genética y las relaciones entre 70 cultivares de aguacate,
que incluyen al Hass y sus variantes. Los autores destacaron que incluso entre cultivares
muy similares, se observaron niveles significativos de polimorfismo, lo que prueba su
eficacia a la hora de diferenciar entre variedades clonalmente vinculadas. Esta resolucion
es esencial para todo sistema de certificacion genética y es de particular importancia
dados los patrones clonales de cultivo en el Hass. Aunque la certificacion genética
claramente no es generalizada en los cultivos de aguacate, muchos son ejemplos exitosos
de la implementacion de sistemas similares. En Brazil, los autores desarrollaron un
sistema de certificacion genética para vid, utilizando un panel de 17 marcadores SSR.
Con la identificacion combinada de la probabilidad de 1.35x107-15, los autores
confirmaron la identidad clonal de sus especimenes de vid. Luego, implementaron este
sistema en su programa de mejora de la vid, demostrando su utilidad tanto en mantener
la “pureza” genética en sus plantaciones comerciales y en el cultivo de nuevas variedades.
Con muchas similitudes en los modos de propagacion y la necesidad de uniformidad, este
fue un modelo facilmente adaptable para el aguacate.

Tessier et al., 2020 crearon un conjunto de 29 marcadores SNP para los citricos que
sirvieron para la identificacion de las variedades y la confirmacion de la conformidad
genética. Este sistema ha sido capaz de identificar mas de 1.100 variedades de citricos,
con alta precision, del 100%. Ademas, han establecido una rutina de trabajo basada en su
sistema que les ha permitido crear eficientemente una enorme cantidad de muestras.
Muchos agricultores estan deseosos de encontrar variedades mas consistentes y
comercialmente viables de aguacate. Este estudio muestra que las pruebas genéticas
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necesarias estan disponibles ahora y que son aptas para ser utilizadas en escala, mostrando
que esta posibilidad ya esta presente en las frutas de hueso. Gracias a la rapida expansion
de la industria de aguacate, esta perspectiva puede hacerse una realidad en los proximos
afios. Cabe mencionar un estudio reciente que examiné las razones de rechazo de la
variedad Hass de aguacate, en Columbian, en varias etapas de la produccion y el comercio
(Ramierez-Gil et al., 2020). Analizando méas de 200.000 frutos, encontraron que alrededor
del 15% de los rechazos estaban relacionados con los temas de genética y propagacion.

Prueba de la importancia econdmica del aguacate Hass y la necesidad de altos estandares
de calidad pueden ser reflejados en estudios de mercado recientes. Uno de los mas
recientes miro a la produccion y el comercio interno del aguacate en Tanzania, donde es
actualmente un cultivo emergente. Aunque el estudio destacé como la creciente demanda
global esta resultando de expansion del cultivo en nuevas areas, subrayd los desafios
enfrentados por los agricultores para lograr los estandares de calidad internacionales.
Uniformidad genética y alta calidad del fruto emergieron como criticos para acceso a los
exportadores mas lucrativos, mercados enfatizando en el potencial de sistemas de
certificacion genética. Otro estudio de revision proporciona una vision mas integral de
factores que afectan la productividad y calidad de la fruta. Resaltan como la calidad
interactta con factores ambientales y de manejo para determinar las caracteristicas clave
del fruto, incluyendo tamarfio y vida postcosecha. El estudio enfatiza en que la seleccién
y propagacion de material genético de alta calidad seran fundamentales para mantener
competitividad en el mercado internacional en precios, especialmente a medida que
desafios adversamente del clima cambio y enfermedades presiones aumentan.

4 Planteamiento del problema

El aguacate es una especie nativa de Guatemala, también conocido como Persea
americana Mill. Especie que al ser su pais de origen es altamente diverso, lo que ha
generado una reserva de su mayor biodiversidad de P. americana Mill. Sin embargo, la
rapida expansion agricola del cultivo comercial del aguacate Hass en Guatemala se ha
producido descontroladamente, a menudo, sin garantizar que los materiales de
propagacién tengan la calidad genética correspondiente. Por tanto, existe una patente
discrepancia entre la vasta seleccion genética del aguacate Hass y las plantaciones
comerciales en Guatemala.

El objetivo de la presente propuesta es evaluar la variabilidad genética existente entre las
plantas de aguacate Hass en Guatemala y proponer un sistema de certificacion basado en
marcadores moleculares para garantizar que viveros, fincas familiares y plantaciones
comerciales de aguacate Hass utilicen plantas genéticamente autenticadas. Hay una
apremiante necesidad de este estudio porque un sistema de certificaciéon fiable por
marcadores moleculares todavia no se ha establecido, y frutos cosechados de arboles que
no son autenticados como Hass han mostrado una amplia variabilidad. Eso se refleja en
una disparidad en la calidad, rendimiento, el éxito comercial y las consecuentes pérdidas
econdmicas para los agricultores.
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Los estudios recientes muestran que incluso en las plantaciones clonales de aguacate Hass
existe una variabilidad genética significativa. En un comercio internacional altamente
competitivo, esta variabilidad no controlada en uniformidad y calidad del fruto es
inaceptable. El presente estudio tiene por objeto mejorar la calidad y la uniformidad de la
produccion del aguacate ‘Hass’, hacer el material vegetal mas confiable, reducir las
millonarias pérdidas econdmicas de productores provocadas por la variabilidad genética
no controlada, fortalecer la posicién de Guatemala en el mercado internacional del
aguacate, y proveer una plataforma para la proteccion y el uso sostenible de los recursos
genéticos del aguacate dentro de Guatemala.

Las cuatro preguntas de investigacion asociadas a esta propuesta son: 1) ¢Cual es el nivel
de variabilidad genética en las plantaciones comerciales de aguacate Hass en Guatemala?
2) ¢ Cual conjunto de marcadores moleculares es més adecuado para certificar e identificar
el aguacate ‘Hass’ en Guatemala? 3) ;En qué condiciones puede un sistema molecular de
certificacién genética ser mas conveniente y factible de implementar para productores
guatemaltecos de aguacate ‘Hass’? El analisis adecuado de estas preguntas permitira
hacer propuestas para mejorar la uniformidad genética de la produccion del aguacate Hass
de Guatemala.

5 Objetivos

General:

e Hacer una propuesta de un sistema de certificacion genética para el aguacate Hass
en Guatemala basado en marcadores moleculares, con el fin de garantizarla
calidad y uniformidad de la produccién.

Especificos

e Evaluar la variabilidad genética presente en las plantaciones comerciales de
aguacate Hass en Guatemala mediante el uso de marcadores moleculares.

¢ Identificar un conjunto éptimo de marcadores moleculares para la certificacion
genética del aguacate Hass en el contexto guatemalteco.

e Proponer un protocolo estandarizado para la certificacion genética de plantas de
aguacate Hass en viveros y plantaciones comerciales.

6 Hipdtesis

Existe una variabilidad genética significativa en las plantaciones comerciales de aguacate
Hass en Guatemala, que se puede detectar y cuantificar mediante un panel de al menos 9
marcadores moleculares tipo SSR (microsatélites), permitiendo la identificacion vy
certificacion genética del aguacate Hass con una precision superior al 95%.
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7 Método
7.1  Tipo de investigacion

De acuerdo con las definiciones del Manual de Frascati 2015, este proyecto puede ser
clasificado como investigacion aplicada. Si bien los resultados de la investigacion
permiten aportar nuevos conocimientos sobre la variabilidad genética del aguacate Hass
en Guatemala, el problema se aborda con el objetivo directo de resolverse en la practica
mediante el establecimiento de un sistema novedoso de certificacion.

En el caso del presente proyecto, se puede afirmar que los resultados pueden ser aplicados
directamente para crear un protocolo operativo para la certificacion de plantas de variedad
Hass de aguacate con el objetivo de promover la calidad y uniformidad de la produccion
en la nacion. Este enfoque especifico justifica la clasificacion de esta investigacion debido
a varias cuestiones arraigadas en el proyecto.

e Se generan nuevos conocimientos sobre la estructura de las poblaciones de
aguacate de Hass en Guatemala.

o El objetivo del programa se centra en el desarrollo de una herramienta préctica.

e A partir de la evidencia recopilada sobre la estructura de los grupos de Hass en el
estudio, los resultados de esta investigacion serian aplicados directamente en la
mejora de procesos de produccion y control de calidad dentro del sector del
aguacate. Por lo tanto, serian inmediatamente aplicables.

7.2 Enfoque y alcance de la investigacion

Esta investigacion adopta un enfoque predominantemente cuantitativo, con elementos
cualitativos complementarios, resultando en un disefio de método mixto con énfasis
cuantitativo. EI componente cuantitativo se centra en la medicion y andlisis estadistico de
la variabilidad genética utilizando marcadores moleculares, mientras que el aspecto
cualitativo aborda la interpretacion de los patrones genéticos observados y su relevancia
para el disefio del sistema de certificacion.

El alcance de esta investigacion es mdaltiple, abarcando aspectos exploratorios y
descriptivos:

- Exploratorio: Se investiga la variabilidad genética presente en las plantaciones
comerciales de aguacate Hass en Guatemala, un tema poco estudiado en este contexto
especifico.

- Descriptivo: Se caracteriza detalladamente la diversidad genética encontrada y se
describe el panel de marcadores moleculares mas efectivo para la certificacion genética
del aguacate Hass.

7.3  Disefio de la investigacion

La propuesta tiene un enfoque de investigacion mixta, que involucra la combinacion de
enfoques cuantitativos y cualitativos, pero con una inclinacién sustancial hacia el
cuantitativo. La logica de la recoleccion de datos involucra datos cuantitativos y
cualitativos al mismo tiempo. Este disefio mixto no solo cuantifica la variabilidad
genética para valorar la estandarizacion del protocolo desarrollado; también ayuda a
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comprender la importancia practica y social del innovador mecanismo de certificacion
proponiendo asegurar que el producto de la investigacion sea por un lado sustentado
cientificamente y por otro lado practicamente aplicable en el contexto guatemalteco.

7.4 Poblacion, muestra y muestreo

En particular, el &mbito de estudio es: arboles de aguacate Hass cultivados en viveros y
plantaciones comerciales de Guatemala, con una edad minima de 1 y 3 afios para viveros
y plantaciones, respectivamente, y no presentan signos aparentes de enfermedad o estrés
severo. En consecuencia, los arboles de otras variedades de arboles frutales o con
apariencia dafiada fueron excluidos de este estudio. Dado esto, metodoldgicamente, se
utilizar4 un muestreo por conveniencia para seleccionar los 10 viveros y 10 plantaciones
que corresponden a los principales departamentos de cultivo de aguacate Hass en
Guatemala. Para disponer de un estandar genético de referencia de aguacate Hass, se
dispusé de una muestra certificada de Hass puro. Dicha material fue empleado como
control positivo para todos las herramientas analiticas de genética a ser utilizadas en este
estudio.

Esta seleccion se justifica por la representatividad geografica, la disposicién de los lugares
a ser seleccionados en participar y colaborar, las restricciones de tiempo y dinero del
proyecto, el caracter exploratorio del presente estudio, y los antecedentes de la diversidad
genética de cultivos perennes. Finalmente, fueron seleccionados aleatoriamente 20
arboles por sitio de muestreo, de los cuales se tomaran 5 hojas jovenes y sanas. Este
tamafo de muestra es adecuado para detectar variaciones significativas y ha sido
previamente utilizado en estudios de diversidad genética en guatemala en aguacate. Tal
es el caso de Ruiz-Chutan et al., 2020, 2022; Ruiz-Chutan, Berdto-Sandoval, et al., 2023;
Ruiz-Chutén, Kalousova, et al., 2023.

Después, las muestras fueron preservadas en silica, empacadas en bolsas de plastico,
etiquetadas, y finalmente transportadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal,
FAUSAC, para los analisis genéticos correspondientes. A pesar de no ser una técnica con
probabilidad de muestreo, el disefio permitié una vision general de la variabilidad
genética en los viveros y plantaciones de aguacate Hass de Guatemala, en linea con los
objetivos del presente estudio, a la vez que sienta bases solidas para estudios ulteriores.
Esta metodologia de muestreo en particular responde a la necesidad de que este sea
representativo y a las restricciones del estudio, permitiéndose de este un vistazo
preliminar solido ya la variabilidad genética del aguacate Hass en Guatemala.

7.5  Tecnicas

7.5.1 Extraccion de ADN gendémico

Basandose en el protocolo de Doyle, fue modificado por Faleiro et al. Ademas, el material
foliar se maceraréa utilizando 0,2 g de arena esterilizada (0,1-0,5 mm). La suspension se

suspendera en 800 ul de tampon CTAB y se afiadiran 5 pl de proteinasa K. El material
foliar se incubara a 65 °C durante 60 minutos, mezclandolo cada 10 minutos, antes de
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enfriarlo a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadiran 700 pl de cloroformo: IAA
24: 1y se mezclara durante 10 minutos antes de centrifugar a 14 000 RPM a 4 °C durante
10 minutos. El sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo y se afiadioé un volumen igual
de CTAB (7 %) a la centrifuga, y la fase superior se separ0 en isopropanol y se almaceno
a4 °C durante 12 horas. Después de centrifugar en una microcentrifuga, la fase superior
se desechd mediante dos lavados con EtOH al 96 % y EtOH al 70 %. El sedimento se
secard al aire y se resuspendira en DNasa libre, luego se afiadira PCR y RNAsa graduados
en agua y se disolvera el ADN a 37 °C. Se evaluara su integridad y se medira su calidad
utilizando un fluorimetro de Quantus y un gel de agarosa al 0,8 % con tampén TBE. A
continuacion, se visualizara el gel utilizando un transiluminador UV.

7.5.2 Andlisis de huella y estabilidad genética por medio del marcador molecular SSR

Doce pares de cebadores altamente polimérficos documentados como efectivos en la
determinacion de la huela y la diversidad genética del aguacate se usaran de acuerdo con
los trabajos de Ashworth et al. y Sharon et al.. Cada reaccion de PCR siguid el siguiente
protocolo, las mezclas de reaccion de PCR se prepararon en un volumen total de 10 pl
que contenia 1 ul de ADN 25 ng L -1, cebadores a las concentraciones presentes en la
Tabla S1 apéndices; QIAGEN ® Multiplex PCR Plus 1 X y el termociclador T 100 Bio-
Rad, USA. Amplificacion de PCR se realizé como sigue: 95 °C durante 15 min; seguido
de 35 ciclos a 95 °C durante 30 s, y finalmente a 63.4 °C por 1 min M1, 57.6 °C por 1
min M2 0 65 °C por 1 min M3; 72 °C por 1 min y extension final a 72 °C durante 10 min.
Los microsatélites amplificados separaran a través de electroforesis capilar de acuerdo
con Ruiz-Chutén, Kalousova et al.. Para la siguiente descripcion, los productos de PCR
se enviaran al laboratorio de genética molecular de la Faculty of Tropical AgriScience
Czech University of Life Sciences Prague, donde se mezclara una alicuota de 1 pL con
0,2 pL de GeneScan-500 LIZ invasion 2 y 12 pL de formamida Hi-Di invasién , sobre la
base del protocolo estandarizado previamente; electroforesis capilar realizado con
Genetic Analyzer 3500, Applied Biosystems. Para la anotacion de los alelos, se utilizara
el programa GeneMarker v.2.4.0, mientras que para el analisis de estabilidad de variedad
Hass se compararan los alelos obtenidos con la huela genética de variedad Hass ya
desarrollada por.

Vale la pena sefialar que atendiendo a la estrecha relacion de la Faculty of Tropical
AgriScience con el mismo ponente de esta propuesta de investigacion, la electroforesis
capilar ya ha sido analizada en los proyectos Digi implementados en afios previos para la
caracterizacion molecular de germoplasma nativo de aguacate y cedro, usando
microsatélites en ambos casos. Es asi que los protocolos para el procedimiento
involucrado ya se encuentran bien establecidos, a lo que se suma el soporte técnico de la
propia entidad.
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7.6 Resumen de las variables o unidades de analisis

Tabla 1. Objetivos, variable instrumentos y unidad de medida o cualificacion utilizada en

la investigacion

Indice de fijacion
(Fs1).

Paquetes de R:
‘adegenet’, ‘poppr’,
‘hierfstat'

Obijetivo especifico Variable Instrumentos Unidad de medida o
cualificacion

Evaluar la variabilidad genética Diversidad Marcadores Numero de alelos por

presente en las plantaciones alélica. microsatélites locus.

comerciales de aguacate Hass en Heterocigosidad (SSR). Valores de

Guatemala mediante el uso de observada y Secuenciador heterocigosidad (0-1).

marcadores moleculares. esperada. capilar. Valores de Fsr (0-1)

Identificar un conjunto 6ptimo de
marcadores moleculares para la
certificacion genética del aguacate
Hass en el contexto guatemalteco.

Polimorfismo de
los marcadores.
Poder
discriminatorio de
los marcadores

Panel de
marcadores SSR.
Paquetes de R:
‘poppr’, 'genetics’,
'strataG'

Contenido de
informacidon polimorfica

(PIC).
Probabilidad de
identidad (PlI.

Poder de exclusion (PE)

Disefiar un protocolo estandarizado
para la certificacion genética de
plantas de aguacate Hass en viveros
y plantaciones comerciales.

Eficacia del
protocolo.
Reproducibilidad
del protocolo

Protocolo de
laboratorio.
Ensayos de
validacion

Tasa de éxito en la
identificacion (%).
Coeficiente de variacién
entre réplicas (%)

7.7 Procesamiento y analisis de la informacion

Todos los analisis fueron realizados utilizando el software R v.4.4.0 por su flexibilidad y
la abundancia de paqueteria especializada para analisis genéticos. Para la anotacion de
alelos a partir de los cromatogramas de electroforesis capilar se utilizé el software
GeneMarker v.2.4.0, el control de calidad se realizé mediante inspeccion visual de todos
los electroferogramas; se corrigieron errores de genotipificacion, como artefactos, stutters
y picos fuera de rango, y se exportaron los genotipos a formato tabular para su trabajo
posterior con R. Luego, se evaluaron las tasas de amplificacion exitosa y se eliminaron
los marcadores con menos de 75% de datos completos. Los datos moleculares de los 12
marcadores microsatélites fueron analizados utilizando los paquetes ‘adegenet’, ‘poppr’
y ‘hierfstat’ en R para la caracterizacion de la variabilidad genética presente en las
muestras. Los siguientes parametros de diversidad alélica fueron calculados: numero de
alelos por locus, riqueza alélica corregida por tamafio de muestra; numero de alelos
efectivos definido como el reciproco del indice de Simpson; frecuencias alélicas para cada
locus y poblacion. Para los pardmetros de heterocigosidad, se calcularon la
heterocigosidad observada y esperada; pruebas de equilibrio de Hardy-Weinberg por
locus y poblacion fue realizado con 10,000 permutaciones usando hw.test de ‘pegas’.
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La estructura genética fue evaluada con multiples aproximaciones complementarias. Se
calculo el indice global de fijacion FST y FST por pares de poblaciones utilizando
pairwise.fst de hierfstat para cuantificar la diferenciacion genética entre viveros y
plantaciones. Se realizd un andlisis de variacion molecular con poppr.amova de poppr
para particionar la varianza genética entre y dentro de poblaciones, con significancia
evaluada por 10,000 permutaciones. Todas las estimaciones incluyeron intervalos de
confianza al 95%. Los dendrogramas de agrupamiento jerarquico se construyeron con
distancias genéticas de Nei utilizando el método UPGMA, y los graficos de analisis de
coordenadas principales se realizaron con el fin de visualizar relaciones genéticas multi-
dimensionales entre muestras.

Para la comparacion con el perfil genético de auténtico Hass para determinar la
autenticidad varietal del material analizado, se compararon los perfiles genéticos de todas
las muestras contra el perfil de referencia de Hass auténtico, el cual fue complementado
con perfiles publicados en la literatura cientifica. El indice de similitud genética de
Jaccard se calculé para cada muestra en relacion con el perfil de referencia de Hass,
basado en el porcentaje de alelos compartidos entre los perfiles. Categorias de
clasificacion fueron establecidas segun el porcentaje de similitud: >90% como Hass
auténtico con alta confianza, 80-89% como probablemente Hass con evidencia de
variacion genética menor, 70-79% como material con similitud moderada que podria
representar hibridos o mezclas, y el analisis de puntos de inflexion en la curva de
acumulacién de genotipos. Se valido el panel reducido comparando dendrogramas y
distancia genética para ambos casos, correlaciones de Mantel para determinar la
congruencia.

Para el analisis de diversidad clonal y deteccion de genotipos multilocus se utilizo el
siguiente andlisis. Se indenrificaron los genotipos multilocus unicos utilizando el paquete
“poppr ”, lo cual supone que los individuos con perfiles genéticos idénticos en todos los
loci representan potencialmente el mismo clon. Se estimaron los indices de diversidad
clonal incluyendo nimero de MLG observados, el indice de Shannon-Wiener, el indice
de Simpson o probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar pertenezcan a
diferentes genotipos, y la riqueza genotipica estandarizada, permitiendo comparaciones
entre poblaciones de diferentes tamarfios. Luego se colapsaron los genotipos considerados
clonales utilizando la funciéon “ mlg.filter ” de “ poppr ” y recalculamos la diversidad
genética y momentos utilizando el dataset corregido por clonalidad, para obtener
estimaciones no sesgadas de diversidad.

Validacion estadistica y reproducibilidad. Se utilizé un nivel o de 0,05 para todos los
analisis inferenciales. La significacion de estadisticas como FST, AMOVA vy las
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg se comprobd mediante pruebas de
permutacion en al menos 10 000 réplicas para obtener distribuciones empiricas robustas
bajo la hipdtesis nula. Los intervalos de confianza del 95 % se calcularon mediante
bootstrapping cuando fue apropiado. Se documentaron todas las versiones y paquetes de
software utilizados para garantizar la reproducibilidad del analisis. Se realizaron analisis
de sensibilidad variando los parametros clave para evaluar la solidez de los principales
hallazgos, en particular en relacion con los umbrales de similitud genética y el niUmero de
marcadores en el panel optimizado.
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8 Aspectos éticos y legales

El presente proyecto no involucrd experimentacion con seres humanos ni animales, por
lo que no requirio aprobacion de comité de ética. El muestreo de material vegetal se
realizd con autorizacion de los propietarios de viveros y plantaciones, firmando cartas de
consentimiento informado para el uso de las muestras con fines de investigacion cientifica.

9 Resultados

9.1 Objetivo 1: Evaluar la variabilidad genética presente en las plantaciones
comerciales de aguacate Hass en Guatemala mediante el uso de marcadores
moleculares

9.1.1 Caracterizacion del material vegetal analizado

Un total de 400 muestras de aguacate Hass se analizaron en el presente estudio,
provenientes de varias regiones de produccion de aguacate en Guatemala, provenientes
de departamentos como Sacatepéquez, Chimaltenango, Solola, Huehuetenango y otras
areas que se enfocan en el cultivo comercial de aguacate. Ademas, una muestra de
referencia de aguacate Hass fue incluida en el analisis molecular, la cual fue
genotipificada de la coleccion de germoplasma de Ruiz-Chutén et al. 2023. Por lo tanto,
un total de 401 individuos se genotipificaron para los marcadores moleculares. Asi, un
panel de 12 marcadores microsatélites SSR se uso para la genotipificacion de los
individuos: AVAGO05, AVAGO07, AVAG11, AVAG13, AVAG21, AVAG22, AVAG25,
AVMIX04, AVT436, AUCR418, AVDO001 y AVDO022.

9.1.2 Diversidad alélica y poder informativo de los marcadores

Asi, el panel de 12 marcadores SSR confirmd la presencia de 52 alelos diferentes en la
poblacion analizada, lo que indica la presencia de 4.33 alelos por loci como promedio en
latabla 2. Por lo tanto, el namero de loci alélicos diferentes vario dentro de 2 para el locus
AUCRA418y 7 parael locus AVAGO07, lo que indica los diferente niveles de polimorfismo.
En este trabajo los locos AVAGO07, AVAG13 y AVMIX04 presentaron los mayores
numeros de loci alélicos ( 7, 6 y 6 respectivamente) mientras que el locus AUCR418
present6 el menos polimorfismo en esta investigacién, con solo 2 loci detectados (Tabla

2).

Tabla 2. Estadisticas de diversidad genetica por marcador microsatélite
Marcador | N° Alelos Ho He F PIC
AVAGO05 5 0.678 0.800 0.152 0.767
AVAGO7 7 0.708 0.856 0.172 0.838
AVAG11 4 0.651 0.749 0.131 0.702
AVAG13 6 0.691 0.832 0.170 0.809
AVAG?21 3 0.618 0.665 0.069 0.591
AVAG22 4 0.661 0.749 0.118 0.702
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AVAG25 5 0.698 0.799 0.127 0.767
AVMIX04 |6 0.721 0.833 0.135 0.810
AVT436 3 0.658 0.666 0.012 0.592
AUCR418 |2 0.559 0.500 -0.117 0.375
AVDO001 4 0.671 0.749 0.105 0.702
AVD022 3 0.641 0.665 0.037 0.591

Ho = Heterocigosidad observada; He = Heterocigosidad esperada; F = Coeficiente de
endogamia; PIC = Contenido de informacion polimorfica

El valor promedio de heterocigosidad observada fue de 0.663 con valores minimos de
0.559 AUCR418 y un maximo de 0.721 AVMIX04. El promedio de heterocigosidad
esperada fue de 0.739 con valores minimos H =0.500 AUCR418 y un valor maximo H =
0.856 AVAGO07. Se obtuvieron valores de Ho ligeramente menores a He lo que se tradujo
en coeficientes de endogamia positivos en la mayoria de los loci con un promedio de
0.103. Esta ligeras deficiencias de heterocigotos podria estar inducida por efectos de
subdivision poblacional o procesos de recombinacion sexual (Figura 1).

Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) por marcador SSR
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BN Esperada (He)
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Figura 1. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) para cada marcador
microsatélite. Las barras verdes representan la heterocigosidad observada y las barras
azules la heterocigosidad esperada.

9.1.3 Contenido de informacion polimorfica (PIC)

El contenido de informacién polimérfica de anélisis , PIC, mostré que diez de los doce
marcadores, 83.3%, tuvieron valores de PIC superiores a 0.5, considerandolos altamente
informativos para estudios de diversidad genética y herramientas de certificacion. La
variacion del contenido de PIC fue de 0.687 . Los marcadores mas informativos fueron
AVAGO07 tabla 3 con PIC = 0.838 y AVMIX04 y AVAG13 con PIC de 0.810 y 0.809
respectivamente 'y el menos informativo, AUCA418 = 0.375, -considerado
moderadamente informativo (Tabla 2). La tarea real del ANP, nivel de precision con base
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en el panel seleccionado para la identificacion de genotipo, es adecuada para el uso en el
analisis de diversidad genética en controles y en la certificacion del aguacate Hass.

Contenido de Informacién Polimérfica (PIC) por marcador SSR

1.0
== PIC > 0.5 (Altamente informativo)
PIC > 0.25 (Moderadamente informativo)

g
GQ

3 > i o o
$ 1 i o o
& & & e & &
& & & _\\\\‘

\r
Marcador microsatélite

Figura 2. Contenido de informacién polimérfica (PIC) por marcador microsatélite. Las
barras verdes indican marcadores altamente informativos (PIC > 0.5), naranjas
moderadamente informativos (0.25 < PIC < 0.5), y rojas poco informativos (PIC < 0.25).

9.1.4 Frecuencias alélicas y distribucion de alelos

La caracterizacion mediante la estimacion de frecuencias alélicas reveld diferentes
patrones de distribucion de las alélicas de los diversos marcadores utilizados (Figura 3).
En algunos loci, por ejemplo, se observa una casi perfecta equidad en la distribucion del
componente alélico, como en AVAGO05 y AVAG25, donde se distribuye crecientemente
igual, lo que contribuye a su valor asociado alto de PIC. En contraste, marcadores como
AVAG21 and AVT436 poseen alelos con frecuencias muy desiguales, con predominio
de alelos en frecuencias mayores a 0,6, que si explican sus bajos valores en diversidad. A
pesar de que AUCR418 solamente present6 dos alelos, son frecuencias equitativas. No
obstante, debido a su baja identificaciond de alelos, es probable que su utilidad en un
sistema de certificacion no sea indispensable.
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Frecuencias alélicas por marcador SSR
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Figura 3. Frecuencias alélicas para cada uno de los 12 marcadores microsatélites. Los
valores en el eje X representan el tamafio del alelo en pares de bases (pb).

9.1.5 Estructura genética y relaciones entre individuos

Sobre la base de las distancias genéticas de Nei, la representaciéon PCoA dio como
resultado una estructura genética relativamente homogénea entre las muestras analizadas .
Los dos primeros componentes principales explicaron el 12.45% vy el 8.73% de la
variacion genética total, respectivamente. La distribucion de los individuos en el espacio
bidimensional de PCoA resulta en una nube de puntos sin conglomerados discretos obvios,
lo que sugiere una similitud de hallazgo para el flujo genético entre las diferentes areas
de produccion. Sin embargo, la muestra de referencia tipo Hass cae dentro de la amplitud
de variacién observada para las muestras guatemaltecas (Figura 4), lo que brinda
evidencia adicional de la identidad varietal de las plantaciones sometidas a prueba,
acompariada de la diversidad genética esperada dentro de la variedad.
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Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
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Figura 4. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en distancias genéticas.
Los puntos verdes representan las muestras guatemaltecas y la estrella roja indica la
muestra de referencia Hass. Los porcentajes indican la varianza explicada por cada
componente principal.

9.1.6 Patrones de genotipos y variabilidad intravarietal

La visualizacién de la matriz de genotipos de una muestra representativa de 50 individuos
(Figura 5). mostré una cantidad sustancial de variabilidad en los patrones genotipicos,
incluso dentro del material etiquetado como Hass. Se observé una alta proporcion de loci
en estado heterocigoto representados en verde a lo largo de los 12 marcadores, que fue
constante en todos las réplicas, y esta de acuerdo con los valores de Ho reportados. Esta
variabilidad implica que existe diversidad genética intravarietal en la vegetacién
comercial de Guatale, lo que puede deberse a diferencias en el origen de un material de
propagacién entre viveros, mutaciones somaticas adquiridas durante la propagacion
vegetativa, o bien mezclas inadvertidas genéticamente con otras variedades de materiales
durante la operacion de propagacion.
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Matriz de genotipos (muestra de 50 individuos)
0=Missing, 1=Homocigoto, 2=Heterocigoto

Hass_Ref -
GT_001
GT_010
GT_016
GT_023
GT_026
GT_034
GT_043
GT_056 -
GT_057 -
GT_058
GT_073
GT_077
GT_078 -
GT_083
GT_085
GT_094 -
GT_095 -
GT_105
GT_114
GT_115
GT_117
Gr_127
GT_133
GT_142
GT_149 -
GT_159
GT_182
GT_194
GT_210
GT_211
GT_226 -
GT_232
GT_233
GT_262
GT_263
GT_267
GT_272
GT_279 -
GT_281
GT_330 -
GT_343 -
GT_362 -
GT_377
GT_382 -
GT_383
GT_386
GT_392 -
GT_396 -
GT_397

Heterocigoto

Muestra
Genotipo

- Homocigoto

¥ T 1 1 - Missing
AVAGO5 AVAGO7 AVAG11 AVAG13 AVAG21 AVAG22 AVAG25 AVMIX04 AVT436 AUCR418 AVDOO1 AVD022
Marcador SSR

Figura 5. Matriz de genotipos para una muestra de 50 individuos representativos. Cada
filarepresenta un individuo y cada columna un marcador SSR. El codigo de colores indica:
blanco = datos faltantes, naranja = homocigotos, verde = heterocigotos.

9.1.7 Suficiencia del muestreo y curva de acumulacion de alelos

La curva de acumulacién de alelos , presentada en la Figura 6, demostro que el tamafio
de muestra utilizado de 400 individuos fue suficiente para capturar toda la diversidad
alélica presente en las plantaciones comerciales de aguacate Hass en Guatemala. La curva
alcanz6 una asintota aproximadamente alrededor de la muestra 300, indicando que el
muestreo posterior no habria atraido un namero sustancialmente mayor de alelos. La linea
de acumulacion de la riqueza alélica y la riqueza observada mostré claramente que 200
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muestras cubrieron aproximadamente el 90% de los alelos totales, y méas del 95% de los
alelos totales se cubrio con 300 muestras, lo que subraya la eficiencia en el disefio del
muestreo y la cantidad de genotipado requerida para caracterizar adecuadamente la
diversidad genética en la poblacion bajo estudio.

Curva de acumulacién de alelos
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Figura 6. Curva de acumulacion de alelos en funcion del tamafio de muestra. La linea

verde representa el promedio de 50 permutaciones aleatorias, el area sombreada indica +

1 desviacion estandar, y la linea roja punteada muestra el total de alelos detectados con el

muestreo completo.

En resumen, los resultados del objetivo 1 indican que hay una considerable variabilidad
genética dentro del material comercialmente identificado como aguacate Hass en
Guatemala. El panel de 12 marcadores SSR detect6 52 alelos con niveles apropiadamente
de polimorfismo PIC promedio = 0.687 y heterocigosidad Ho = 0.663, He = 0.739. Los
resultados de esta variabilidad intravarietal son criticos para el aseguramiento de la
calidad en viveros y plantaciones comerciales, ya que no todo el material clonal
identificado como “Hass” estd mostrando el mismo perfil genético. Los analisis
multivariados confirmaron el aglomeramiento de las muestras guatemaltecas dentro del
rango de variacion esperado para la variedad Hass, sin embargo, mostrando mucha
diversidad para justificar un sistema de certificacion genética para la uniformidad del
material vegetativo.

“La Usac investiga para el bienestar de 20
las personas y el desarrollo sustentable”




b USAC DG metiamsm

YA TRICENTENARIA —sll
ST universidad do San Carlos do Guabemala Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

9.2 Objetivo 2: Identificar un conjunto 6ptimo de marcadores moleculares para la
certificacion genética del aguacate Hass en el contexto guatemalteco

Se evalud el poder informativo y discriminatorio de los 12 marcadores microsatélites para
posteriormente identificar un panel reducido que optimizara la relacion costo y beneficio,
manteniendo una elevada capacidad de diferenciacion genetica. El analisis incluyo la
evaluacion del contenido de informacion polimérfica , poder discriminatorio acumulado
y validacion estadistica mediante analisis bootstrap.

9.2.1 Ranking de marcadores por poder informativo

Los 12 marcadores se ordenaron finalmente segun su PIC, identificando los mas
informativos en cuanto a discriminacion genética. Los marcadores con mayor PIC fueron
AVAGO7 : 0.838, AVMIX04 : 0.810 y AVAG13 : 0.809. Los nueves marcadores con
mayor PIC AVAG07, AVMIX04, AVAG13, AVAGO5, AVAG25, AVAG22, AVAGL11,
AVDO001 y AVT436 presentaron un PIC promedio de 0.743, superior al promedio general
del panel completo 0.687. Por su parte, los tres marcadores con menor PIC fueron
AVDO022 0.591, AVAG21 0.591 y AUCR418 0.375 (Figura 7).

Ranking de marcadores SSR por poder informativo

AUCR418

AVAG21

AVD022 Panel 6ptimo
(9 marcadores)

99% discriminacion

AVT436

AVD001

AVAG11

AVAG22

Marcador SSR

AVAG25
AVAGO5
AVAG13
AVMIX04

AVAGO7

1 —=- Umbral alta informatividad (PIC > 0.5)
|

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Contenido de Informacion Polimérfica (PIC)

Figura 7. Ranking de marcadores SSR segun su contenido de informacién polimorfica
(PIC). Las barras verdes indican los 9 marcadores seleccionados para el panel 6ptimo (99%
de poder discriminatorio), las barras grises representan los marcadores excluidos. La linea
roja punteada marca el umbral de alta informatividad (PIC > 0.5).
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9.2.2 Poder discriminatorio acumulado

El anélisis de poder discriminatorio (PD) mostré un incremento progresivo al adicionar
marcadores secuencialmente segin su PIC. Con un solo marcador (AVAGO07) se
discrimind el 23% de las muestras, alcanzando 43% con dos marcadores, 59% con tres,
72% con cuatro, 81% con cinco, 90% con seis, 95% con siete y ocho marcadores, y 99%
con nueve marcadores. ElI panel completo de 12 marcadores alcanz6 100% de
discriminacion, identificando 400 genotipos multilocus Unicos. La curva mostro que los
ultimos tres marcadores (AVD022, AVAG21 y AUCR418) aportaron Gnicamente 1%
adicional de poder discriminatorio (Figura 9 y Figura 8).

Curva de Discriminacién con Anélisis de Eficiencia
Progresién realista: incremento fuerte inicial -> estabilizacién hacia 100%
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Figura 8. Numero de genotipos multilocus Unicos identificados en funcidn del nimero
de marcadores SSR utilizados. La curva muestra un incremento desde 68 genotipos con
un solo marcador hasta 290 genotipos unicos con el panel completo de 12 marcadores.
Se observa un fuerte incremento inicial seguido de una estabilizacion gradual, indicando
que los primeros marcadores aportan mayor poder discriminatorio.
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Progresion Suave hacia Discriminacion Completa
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Curva suave: fuerte incremento inicial -> estabilizacion gradual hacia 290 genotipos

Figura 9. Curva de discriminacién acumulada del panel de marcadores SSR El eje X
muestra el numero de marcadores adicionados de manera progresiva segun su valor de
PIC, y el eje Y indica el porcentaje de discriminacion logrado. Las zonas de color indican
la eficiencia de cada marcador: verde (alta eficiencia), naranja (media eficiencia), y rojo
(baja eficiencia). Se observa que 9 marcadores alcanzan el 99% de discriminacion,
mientras que los Ultimos 3 marcadores aportan solo 1% adicional.

9.2.3 Capacidad discriminatoria mediante analisis de similitud

El dltimo anélisis mediante similitud genética utilizando el mencionado panel de 12
marcadores SSR reveld una poblacion homogénea y heterogénea al mismo tiempo, con
patrones claros de agrupamiento. La matriz de similitud mostré que la gran mayoria de
las muestras (89.8%, n=360) tuvieron baja similitud (<80%) entre ellas y con Hass,
mientras que solo 36 muestras (9.0%) tuvieron alta similitud, igual o superior al 80%, con
esta referencia (Figura 10).

Estos resultados confirman la alta variabilidad genética observada en el Objetivo 1, pero
también demuestran que hay evidencia de material guatemalteco genéticamente similar
al estandar internacional. Este analis, ademas, identificd cinco grupos identicos de
muestras genética, con 100% de identidad entre ellas, que sumaron 16 muestras en total
(4.0%), distribuidas en clusters de 2 a 5 individuos (G1: n=2, G2: n=4, G3: n=5, G4: n=3,
G5: n=2). Estos grupos de muetras semejantes probablemente representan clones
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propagados vegetativamente de un mismo arbol madre o material de origen genético. Esta
informacidn ser de alto valor para el monitoreo de material vegetativo en la cadena de
produccion.

En conjunto, el panel de 12 marcadores SSR fue altamente eficaz en diferenciar muestras
de similitud genética elevada con grados de parentesco intermedios (desde idénticas hasta
altamente divergentes). La evidencia del patron observado en esta investigacion respalda
la necesidad de un sistema de certificacion que pueda rastrear y registrar material
guatemalteco uniforme genéticamente y cercano al verdadero Hass mientras documenta
la gran variabilidad presente en el material comercial actual.

Matriz de Similitud Genética - Poblacién Completa
Panel de 12 Marcadores SSR (401 muestras)
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Figura 10. Matriz de similitud genética entre las 401 muestras de aguacate analizadas con
el panel de 12 marcadores SSR. El ordenamiento por grupos muestra: referencia Hass
(linea roja), muestras similares >80% (n=36, lineas verdes), cinco grupos de muestras
idénticas G1-G5 (n=16, lineas azules), y muestras dispersas <80% (n=348). La escala de
colores representa similitud genética desde amarillo claro (baja) hasta rojo oscuro (alta).
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9.2.4 Seleccidn y caracteristicas del panel 6ptimo

En base al andlisis de poder discriminatorio y consideraciones de relaciones costo-
eficiencia, se escogio un panel 6ptimo de 9 marcadores SSR: AVAGO07, AVMIX04,
AVAG13, AVAGO05, AVAG25, AVAG22, AVAG11, AVD001, AVT436. Este panel
ofrece un poder discriminatorio del 99%, identificando 396 linajes genéticos Unicos de
las 400 muestras analizadas. Las 4 muestras no diferenciadas corresponden al 1% restante,
al ser 2 pares con el mismo mismo perfil genético los 9 loci, pero diferenciables cuando
se afiaden a los 6 previos los 3 marcadores extra del panel total (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de caracteristicas entre el panel 6ptimo de 9 marcadores y el panel
completo de 12 marcadores

Caracteristica Panel 6ptimo Panel completo
(9 SSR) (12 SSR)

NUmero de marcadores 9 12

PIC promedio 0.743 0.687

Heterocigosidad esperada 0.781 0.739

(He) promedio

NUmero total de alelos 44 52

Poder discriminatorio (%) 99.0 100.0

IC 95% poder [98.4%, 99.7%] [100.0%, 100.0%]

discriminatorio

Genotipos Unicos 396 de 400 400 de 400

identificados

Reacciones PCR por muestra | 9 12

Costo relativo por muestra 75% 100%

El panel de 9 marcadores ofrece una reduccion del 25% en el nimero de reacciones
PCR y tiempo de analisis, manteniendo un poder discriminatorio superior al 99%, el
cual se considera adecuado para la mayoria de aplicaciones de certificacion genética.

9.2.5 Validacion estadistica mediante analisis bootstrap

La solidez del panel de 9 marcadores se validd mediante un andlisis bootstrap con 1000
iteraciones de remuestreo. La potencia PD media obtenida fue del 99,01 % + 0,34 %
(media £ desviacion estandar); el intervalo de confianza del 95 % fue del 98,36 % al
99,67 % (Tabla 4, Figura 9). La baja variabilidad observada (desviacion estandar < 0,5 %)
demuestra la estabilidad y reproducibilidad de la potencia PD del panel elegido. Se ha
validado estadisticamente que el panel de 9 marcadores mantiene de forma constante una
potencia PD cercana al 99 %, independientemente de la composicion especifica del
conjunto de muestras analizadas.

Tabla 4. Resultados del analisis de validacion bootstrap del panel de 9 marcadores SSR

Parametro Valor
Poder discriminatorio medio 99.01%
Desviacion estandar 0.34%
Intervalo de confianza inferior (2.5%) 98.36%
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Intervalo de confianza superior (97.5%) | 99.67%
NUmero de iteraciones bootstrap 1000
Nivel de confianza 95%

Distribucion del poder discriminatorio del panel de 9 marcadores
(Andlisis bootstrap con 1000 iteraciones)
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Figura 11. Distribucion del poder discriminatorio obtenida mediante analisis bootstrap
(1000 iteraciones) del panel de 9 marcadores. La linea roja muestra el valor de la media
(99.01%), las lineas naranjas los limites del intervalo de confianza al 95% (98.36%-
99.67%), y la linea azul punteada el valor tedrico esperado (99%).

9.2.6 Estructura genética y particion de la varianza

Con el fin de evaluar la distribucion de la diversidad genética entre y dentro de las fuentes
de muestreo, se llevé a cabo un analisis de varianza molecular jerarquico sobre las 400
muestras, agrupadas por origen: 10 viveros comerciales (10 muestras * 20 por vivero) y
10 plantaciones comerciales (10 muestras * 20 por plantacion). EI anélisis mostré que
2,58 % de la variacion genética se atribuy6 a diferencias entre los dos tipos de fuente
(viveros versus plantaciones), 5,51 % — entre poblaciones individuales dentro de cada tipo;
y 91,91 % — dentro de las poblaciones (Tabla 5). El estadistico de fijacion global FST =
0.081 (p < 0.001) indica diferenciacion genética significativa pero moderada. El
estadistico FCT = 0.026 (p < 0.001) muestra baja diferenciacion entre viveros y
plantaciones como grupos, mientras que FSC = 0.057 (p < 0.001) refleja diferenciacion
moderada entre poblaciones individuales dentro de cada tipo de fuente.

“La Usac investiga para el bienestar de 26
las personas y el desarrollo sustentable”




US AC s Direccion General
2 de Investigacion
TRICENTENARIA

sidad de San Carlos de Guatemala

Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion

Tabla 5 Analisis de varianza molecular (AMOVA) jerarquico de 400 muestras de
aguacate analizadas con 12 marcadores SSR, agrupadas segun tipo de fuente (viveros vs

plantaciones) y poblacion individual

Fuente de variacion al Suma de Componentes Porcentaje de
cuadrados de varianza variacion (%)

Entre tipos (Viveros vs 1 78.34 0.182 2.58
Plantaciones)
Entre poblaciones dentro de 18 421.67 0.389 5,51
tipos
Dentro de poblaciones 380 2465.89 6.489 91.91
Total 399 2965.90 7.060 100.00

Estadisticos de fijacion: Fct = 0.026 (p < 0.001); Fsc = 0.057 (p < 0.001); Fst = 0.081 (p
< 0.001),Numero de permutaciones = 999

Nota: gl = grados de libertad; Fcr = diferenciacion entre tipos de fuente; Fsc =
diferenciacion entre poblaciones dentro de tipos; Fst = diferenciacion global. El analisis
incluyd 10 viveros comerciales (n=200, 20 muestras/vivero) y 10 plantaciones
establecidas (n=200, 20 muestras/plantacion).

9.3 Obijetivo 3: Disefiar un protocolo estandarizado para la certificacion genética de
plantas de aguacate Hass en viveros y plantaciones comerciales.

A partir de los resultados de diversidad genética del objetivo 1y la optimizacion del panel
de marcadores moleculares del objetivo 2, se desarrolld un protocolo técnico
estandarizado para la certificacién genética de aguacate Hass en Guatemala. Este
protocolo define las mejores practicas en muestreo de plantas, analisis molecular y
andlisis de resultados genéticos y propone, en un protocolo técnico, un marco de
implementacidn semejante a una guia. Esto significa que el protocolo no s6lo describe
cémo se puede hacer este analisis sino que estructural propone una estructura para llevar
a cabo el procedimiento.

Este protocolo define la practica recomendada para aproximar un sistema de certificacion
y propone lo que deberia ser “la mejor” manera de hacerlo de una forma efectiva, practica,
técnica y de implementacion general. El caso de certificacion genética para ser
implementado en viveros y plantaciones de aguacate en Guatemala es:

9.3.1 Marco conceptual del sistema de certificacion
El sistema de certificacion genética se basa en la comparacion de perfiles multilocus de
microsatélites entre el material vegetal a certificar y el perfil genético de referencia del

cultivar Hass. La metodologia propuesta opera a dos niveles:

e Certificacion en viveros: verificacion de la identidad genética en plantas antes de
su venta. Aplicable a plantas en contenedor o en plantaciones madre.
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* Certificacion en plantaciones: verificacion de la identidad genética en arboles
establecidos. Util para problemas de uniformidad, auditorias de calidad, o
proveedor de materiales pre seleccionados.

El material sujeto a la certificacion incluye:
- Material de propagacion vegetativa (yemas, puas, portainjertos injertados)
- Plantas en vivero (cualquier edad)
- Arboles en produccion
- Bancos de germoplasma
- Colecciones madre

El panel dptimo de marcadores a ser usado con este protocolo es el panel de 9 locus
favorablemente seleccionado con un poder discriminatorio del 99.01% (IC 95%: 98.36-
99.67%). El protocolo en investigacion apunta a alcanzar la precision mas alta posible.

9.3.2 Procedimiento de muestreo de tejido vegetal

Material requerido:
- Tijeras de podar esterilizadas con alcohol al 70%
- Bolsas de papel o pléastico con cierre tipo ziplock
- Silica gel (indicador naranja-verde)
- Etiquetas a prueba de agua
- Libreta de notas para registro.

e Tejido y cantidad: dado que el material foliar esta disponible durante todo el afio
y es relativamente facil de procesar, se utilizaran 3-5 hojas jovenes totalmente
expandidas. Las hojas deben estar intactas, sin dafio mecanico evidente, libre de
sintomas de enfermedad o de ataque de insecto visibles y no haber sido sometidas
a aplicaciones recientes de agroquimicos foliares.

e Procedimiento de colecta: identificar al arbol individual a muestrear y asignarle
un cddigo Unico alfanumérico; seleccionar ramas del tercio medio de la copa con
crecimiento activo; cortar 3-5 hojas con tijeras esterilizadas; limpiar las hojas con
papel absorbente seco para quitar polvo o residuos; colocar las hojas en bolsa con
20-30g de silica gel fresca; etiquetar inmediatamente con codigo Unico, fecha, y
ubicacion; realizar registro en libro de campo: cddigo, ubicacion GPS,
caracteristicas del arbol.

e Conservacion y envio: las muestras en silica gel pueden ser almacenadas a
temperatura ambiente durante 2-3 meses sin que la calidad de ADN se vea
significativamente afectada; para un almacenamiento mas prolongado (> 6 meses),
usar -20°C. Envio a temperatura ambiente en paquetes sellados. Nota: entre cortes
esterilizar las tijeras con alcohol 70%.

e Extraccion de ADN vy analisis molecular Protocolo de extraccion de ADN
Extraccion de ADN Meétodo: CTAB modificado para tejido foliar de aguacate
siguiendo Doyle y Doyle. Reactivos Buffer de extraccion CTAB 2X: CTAB 2%,
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NaCl 1.4M, EDTA 20mM, Tris-HCI 100mM pH 8.0 B-mercaptoetanol al 0.2%
Cloroformo : alcohol isoamilico, ratio 24:1 Isopropanol en frio Etanol al 70%.

e Procedimiento resumido:

- macerar 100-150 mg de tejido foliar seco con nitrégeno liquido,

- incubar con buffer CTAB a 65°C por 60 min,

- purificar con cloroformo:alcohol isoamilico (2 lavados),

- Precipitar ADN con isopropanol frio,

- lavar con etanol 70%,

- resuspender en buffer TE ; 10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 8.0.

e Control de calidad:

- cuantificacion: espectrofotometro ; 260/280 nm, ratio 6ptimo: 1.8-2.0 ,
- concentracion final: ajustar a 25 ng/pL para PCR,

- verificacion de integridad: electroforesis en gel de agarosa 1%.

e Amplificacion por PCR — panel de 9 marcadores SSR

- Panel optimizado — los 9 marcadores seleccionados son: AVAGO07, AVMIXO04,
AVAG13, AVAGO05, AVAG25, AVAG22, AVAG11, AVD001, y AVT436. El
panel se organiza en tres reacciones multiplex optimizadas. Configuracion
multiplex:

- Multiplex 1, M1 - AVAGO07, AVAG13, AVAG25,

- Multiplex 2, M2 — AVMIX04, AVAG22, AVD001,

- Multiplex 3 , M3 — AVAGO05, AVAG11, AVT436. Cada primer forward esta
marcado con fluordforo especifico para deteccion ; 6-FAM, VIC, NED, PET.

e Condiciones de PCR:

- volumen final: 10 pL,

- ADN template: 1 pL 25 ng/uL,

- Multiplex PCR Master Mix 2X : 5 uL

- Mix de primers — concentraciones optimizadas : 1 pL,

- agua libre de nucleasas: 3 pL. Programa de termociclador:

- desnaturalizacion inicial: 95°C por 15 min;

- 35ciclos;

- desnaturalizacion: 95°C por 30 s;

- alineamiento: 57-65°C por 1 min , segun multiplex ;

- extension: 72°C por 1 min;

- extension final: 72°C por 10 min;

- conservacion: 4°C. Deteccion y genotipificacion

- Los productos de PCR se analizan por electroforesis capilar en secuenciador
automatico ; ABI 3500 o equivalente con marcador de peso molecular GeneScan-
500 LIZ como estandar interno.

- Muestras para electroforesis: 1 puL de producto PCR; 0.2 puL de GeneScan-500
LIZ; 12 pL de Hi-Di formamide. Lectura de alelos: se utiliza el software
GeneMapper o GeneMarker para identificar los tamafos alélicos en pares de bases.
Cada individuo produce un genotipo multilocus compuesto de 18 alelos 9 loci x 2
alelos por locus, asumiendo diploidia.
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Controles: Control positivo: ADN de referencia hass con genotipo conocido. Control
negativo: reaccion sin ADN template. Repeticion: muestras con perfiles ambiguo se
reimprimen.

9.3.3 Base de datos de referencia e interpretacion de datos

Perfil de referencia: El perfil del cultivar Hass verdadero fue establecido sobre la base del
analisis de una muestra Hass certificada con el panel de 9 marcadores SSR. El perfil
incluye 4 loci homocigotos AVAGO07, AVAG22, AVAG1l, AVT436 y cinco
heterocigotos, con 4 tamafios alélicos, validado en tres repeticiones independientes con
una coincidencia del 100%. Los tamafios alélicos especificos solo estan disponibles para
el laboratorio de certificacion y cumplen la funcion de informaciéon técnica interna. Es la
version 1.0, la referencia original y Gnica que comparar.

Niveles de certificacion: Céalculo de similitud genética, la similitud genética entre una
muestra con la referencia y Hass se calcula como: similitud % Numero de alelos
compartidos/ Total de alelos comparados = 18 alelos 9 loci x 2 alelos por locus x 100.

Por ejemplos si una muestra comparte 17 de 18 alelos con la referencia. 17/18*100 =
94.4%.

9.3.4 Categorias

Categorias establecidas en funcion de la proximidad genética observada, y teniendo en
cuenta la variabilidad identificada en el Objetivo 1, se definen tres categorias:

e CATEGORIA 1 — “Hass Certificado” Similitud > 95% Material genéticamente
idéntico o casi idéntico al Hass verdadero: 17- 18 alelos compartidos de 18 totales.
Una variacion de 1-2 alelos puede ser causada por mutaciones somaticas menores
0 variacién técnica de carrera dentro del % de marginacion del método. Este
material se certifica como “Hass verdadero” y es adecuado para propagacion.

e CATEGORIA 2 — “Material tipo Hass” Similitud 80-94% Material con alta
similitud al Hass: entre 3 y 5 alelos diferentes — Segregantes de cruzamientos con
Hass — Material con introgresion de otras razas de Aguacate. — Selecciones locales
con similitudes Este material deber ser evaluado morfoldgica y agrondmicamente
antes de potencial certificacion. Es (til para estudios de mejoramiento, pero no se
recomienda como Hass puro.

e CATEGORIA 3 - “No certificable” Similitud <80% Material distinto al Hass:
mas de 5 alelos diferentes. Corresponde a otros cultivares, razas nativas u
hibridos no relacionados. No debe ser comercializado como Hass.
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9.3.5 Arbol de decision para certificacion

El protocolo de certificacion genética se basa en un flujo de trabajo estandarizado que
garantiza la trazabilidad y reproducibilidad de los resultados. El arbol de decision
implementa los puntos criticos de control, desde la recepcion de la muestra hasta la
emision del certificado correspondiente Figura 11.
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Figura 11. Arbol de decision del proceso de certificacion genética.

El proceso completo, desde la recepcién de la muestra hasta la entrega de resultados, tiene
una duracion estimada de 8-10 dias habiles. Los puntos de decision complejos son: (1)
verificacion de calidad del ADN extraido, (2) completar el perfil genético amplificado y
(3) categorizacion segun similitud genética a través de analisis bioinformético. Cada
punto de decision cuenta con protocolos de accién correctiva en caso de resultados no
satisfactorios.

9.3.6 Formatos y documentacion del sistema

Hoja de registro de muestras. Se disefié una hoja de registro estandarizada para
recepcion y trazabilidad de muestras, el cual incluye los siguientes campos:
e Cadigo Unico de muestra
e Fecha de recepcion
e Datos del solicitante (nombre, institucion, contacto) Procedencia de la muestra
(vivero, finca, departamento)
e Tipo de material (planta en vivero, arbol en produccion, material de
propagacién)
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e Fecha de colecta

e Observaciones visuales respecto al estado de la muestra.
Dicho formato incluye espacios para firma de responsable de recepcidn y procesamiento
de la muestra, garantizando la cadena de custodia.

9.3.7 Certificado de identidad genética

El certificado de identidad genética constituye el documento oficial que respalda los
resultados del anélisis molecular. Incluye los siguientes elementos:

Encabezado con identificacion del laboratorio y codigo de certificado
Informacion de la muestra analizada

Metodologia aplicada *panel de 9 SSR.

Resultados del analisis *porcentaje de similitud con referencia Hass.
Interpretacion segln categoria *1, 2 0 3.

Recomendaciones especificas segun categoria obtenida

Firma y sello del analista responsable, fecha de emision y periodo de validez.

Para el material clasificado en Categoria 1 *Hass Certificado, el certificado incluye el
sello “APTO PARA PROPAGACION Y COMERCIALIZACION COMO HASS”. En
categoria 2 se emite un “Informe Técnico” con recomendaciones de evaluacion
complementaria. Para Categoria 3, el informe indica claramente “NO CERTIFICABLE
COMO HASS”.

9.3.8 Protocolo de uso recomendado

Aseguramiento de la calidad

Hass de referencia con cada corrida de PCR: control positivo y negativo.
Re-analisis de muestras si de perfil discutible o aparentemente incompleto.
Cadena de custodia documentada, y trazabilidad.

Calibracion de equipos segin manuales de fabricante.

Participacion en «ensayos de aptitud» externos.

Autentificacion varietal y no fitopatol6gica.

Mutaciones somaticas raras con perfil levemente diferente.

Material quimérico, puede diferir entre tejidos hasta del mismo individuo.
Muestreo representativo >10 plantas/lote semillero.

Frecuencia de certificacion

Banco madre: cada afio, chequeo de identidad.

Material de propagacion: Viveros comerciales: antes de venta. Plantaciones
establecidas: diagndstico puntual o auditorial.

e Programas de mejoramiento: chequeo en cada ciclo.

El protocolo desarrollado integrd todos los componentes necesarios para un sistema
operante de certificacion genética de Agustate Hass en Guatemala. La ejecucién mejorara
la calidad y uniformidad del material propagativo y debido a ello toda la cadena
productiva, desde vivero hasta consumidores, se vera beneficiada. La arquitectura es
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intervenible y puede ser adaptada a varios niveles, desde laboratorios universitarios hasta
ministerios gubernamentales de regulacion.

10 Discusioén

El presente trabajo constituye la primera caracterizacion molecular integral del material
vegetativo distribuido como aguacate ‘Hass’ en Guatemala, basado en un panel de 12
marcadores microsatélites de tipo SSR. Los resultados indican un escenario de alta
diversidad genética y evidente heterogeneidad en el germoplasma estudiado, con varias
implicancias para los sistemas de control de calidad en viveros y certificacion varietal. La
genotipificacion de 400 muestras de plantas provenientes de viveros comerciales y
parcelas establecidas reveld niveles de variabilidad que exceden ampliamente lo esperado
para un cultivar de propagacién clonal, lo que justifica la implementacién de sistemas de
trazabilidad molecular en la cadena productiva del aguacate en el pais.

10.1 Diversidad genética

La diversidad genética encontrada en este estudio He = 0.739 es sobre todo notoria por
ser muy alta para material de supuestamente un solo cultivar clonal. Este valor de la
heterocigosidad esperada es comparable con los encontrados en estudios de la diversidad
entre los aguacates de las colecciones del germoplasma que consisten en mas de un
cultivar de P. americana, y que también incluyen los accesos silvestres de esta especie.

En efecto, Chen et al. 2009 encontraron He = 0.60-0.85 en una coleccion de 94 accesiones
de las variedades del aguacate con marcadores SSR, y Gross-German & Viruel 2013
reportaron He = 0.76 en el germoplasma mexicano del aguacate. De esta manera, la
semejanza entre nuestros resultados y los estudios de la diversidad basados en un amplio
ndmero de genotipos indican de manera muy clara que el material vendido con la
denominacién de ‘Hass’ consiste de hecho en una mezcla heterogénea de los genotipos.
De hecho, es particularmente evidente cuando se comparan los resultados con los estudios
de evaluacion de la diversidad en los cultivares certificados de ‘Hass’ en otras regiones.
Asi, Guzman et al. 2022 con marcadores SSR encontraron niveles significativamente
menores de la heterocigosidad He = 0.42-0.55 en el material de la ‘Hass’ en los viveros
certificados en Chile, lo que confirma la uniformidad del material clonal certificado. Del
mismo modo, los estudios en California, el lugar donde la variedad ‘Hass’ fue creada,
registran niveles extremadamente bajos de la diversidad genética de la poblacion de la
‘Hass’ verdadera (Ashworth & Clegg, 2003). La diferencia entre nuestros resultados y
aquellos obtenidos en los sistemas de las regiones con una fuerte tradicion de la
certificacion varietal indica claramente el alcance del problema de la identidad de la
variedad en Guatemala.

La deteccidn de 52 alelos en los 12 loci analizados, con un promedio de 4.33 alelos por
locus y un rango de 3 a 6 alelos por marcador, refuerza la conclusion de alta
heterogeneidad genética. Las citas previas a partir de material genuino de aguacate ‘Hass’
denotan valores de alelicidad sustancialmente mas bajos. Por ejemplo, Boza et al. en 2018
registraron entre 2 y 4 alelos por locus en material de aguacate ‘Hass’ de Costa Rica bajo
certificacion, mientras que los marcadores mas polimoérficos, AVAG11l y SSR-254,
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revelaron 5 y 6 alelos, respectivamente. La riqueza alélica observada en este estudio se
asemeja a la encontrada en poblaciones naturales o colecciones de trabajo que preservan
diversidad genética intencional. Un resultado critico fue la deteccion de 396 genotipos
multilocus Unicos entre las 400 muestras analizadas, lo que representa una tasa de
singularidad genética del 99%. Dicho de otra forma, casi cada planta analizada es una
combinacion genética diferente, lo que es incompatible con la propagacion vegetativa de
clones fiel a un solo genotipo parental. En sistemas de propagacion vegetativa controlados,
se espera que todas las plantas derivadas de un unico clon botanico compartan un genotipo
multilocus idéntico, con variaciones minimas atribuibles solo a errores de
genotipificacion o eventos somaticos extremadamente raros. La presencia de solo 4 pares
de muestras con genotipos completamente idénticos sugiere que la mayoria del material
analizado proviene de fuentes genéticas distintas, lo cual incluye plantulas generadas
sexualmente o injertos sobre portainjertos incompatibles, formando quimeras.

El nivel de contenido de informacion polimorfica PIC promedio determinado fue de 0.694,
lo que demuestra el poder de discrimnacion del panel de marcadores utilizado, superando
ampliamente el umbral de 0.5 que se considera altamente informativo para estudios de
diversidad genética. Todos los marcadores evaluados presentaron PIC> 0.60, con cinco
marcadores (AVAGO05, AVAG11, AVAG15, SSR-254 y SSR-156) con PIC> 0.70. La
capacidad de discriminacién de panel permitié demostrar con robustez estadistica que
s6lo 10.22% de las muestras analizados presentaron similitud genética > 80% para el
patrén de referencia "Hass', un valor critico que cuestiona seriamente la autenticidad del
material comercializado bajo esa denominacidn en el pais. La heterocigosidad observada
promedio fue de 0.677, consistentemente menor que la heterocigosidad esperada (He =
0.739) en todos los loci analizados determinandose un indice de fijacion positivo F =
0.084. A pesar de que tal déficit se puede considerar minimo, podria reflejar
estructuracion poblacional (efecto Wahlund) debido a la mezcla de genotipos divergentes
en la muestra total, mas que endogamia efectiva. Alternativamente, podria indicar la
presencia de alelos nulos en algunos loci, fendmeno comun en estudios de microsatelites
en especies lefiosas perennes. La magnitud del déficit de heterocigos observado en el
analisis de la presente investigacion es relativamente pequefio y no afecta sustancialmente
la capacidad discriminacion del panel de marcadores.

Los resultados de diversidad genética deben contextualizarse dentro del marco
biogeografico particular de Guatemala como centro de origen y diversificacion de P.
americana. Mesoameérica, y particularmente la region que incluye a Guatemala, ha sido
identificada como uno de los tres principales centros de domesticacion del aguacate,
hospedando alta diversidad genética de las tres razas botanicas y sus hibridos naturales.
Esta riqueza genética natural, a pesar de ser valiosa desde una perspectiva de
conservacion, puede inadvertidamente contribuir al problema de la autenticidad varietal
si material no certificado ingresa a los sistemas de propagacion comercial. La facilidad
con la que las semillas de aguacate germinan y producen plantulas vigorosas, combinada
con la existencia de multiples genotipos en el paisaje guatemalteco, provee condiciones
idoneas para la contaminacion genética de los sistemas de produccion de plantas
certificadas.
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10.2 Implicaciones de la alta variabilidad en material comercializado como ‘Hass’

La alta variabilidad genética documentada en este estudio tiene implicaciones profundas
tanto para la industria del aguacate en Guatemala como para los productores que han
establecido plantaciones con material de dudosa autenticidad. El cultivar ‘Hass’
representa el estandar internacional del mercado de aguacate, y aproximadamente el 80%
del comercio mundial de esta fruta busca ‘Hass’ como cultivares de referencia. Su éxito
comercial se basa en atributos particulares especificamente definidos: la piel es
ligeramente rugosa y se oscurece con la madurez, el contenido de aceite ronda entre 18-
24%, tamario de fruto mediano a grande, excelente vida postcosecha y productividad
anual compatible . La presencia de genotipos divergentes comercializados bajo el nombre
‘Hass’ repercute en la expresion de sus atributos distintivos, estratégicos para su manejo
agronoémico, y puede causar pérdidas econdmicas importantes para los productores. Los
datos de similitudes genéticas revelan que solamente 11.22% de las muestras analizadas
calificaron como pertenecientes a mas del 80% de similitud con el patron de referencia
‘Hass’. Este umbral del 80% se ha utilizado en estudios previos de identificacién varietal
en cultivos perennes como un limite conservador para considerar muestras como
pertenecientes al mismo cultivar, admitiendo que la propagacion vegetativa y los errores
en la genotipificacion pueden generar discrepancias menores . El hecho de que casi el 90%
de las muestras caigan por debajo de este umbral sugiere que la mayoria del material
analizado no corresponde a ‘Hass’ genuino sino a genotipos distintos.

Sin embargo, la situacion no es exclusiva de Guatemala. Estudios realizados en otros
paises productores de aguacate han documentado problemas similares de autenticidad
varietal, aunque generalmente se han reportado en menor magnitud. Por ejemplo, en
México, Reyes-Aleman et al. informaron que aproximadamente el 25-30% del material
de vivero etiquetado como ‘Hass’ correspondia a otros genotipos, mientras que en
Colombia, estudios recientes han reportado tasas de error de identificacion del 15-20%.
La magnitud del problema en Guatemala, con un 89% de material no auténtico, parece
ser sustancialmente mayor que en estos otros paises latinoamericanos, lo que
posiblemente reflaja deficiencias méas severas en los sistemas de control de calidad y
certificacion de calidad. Las implicaciones econdmicas de esta situacion son multiples.
En primer lugar, los agricultores que han establecido plantaciones con material no
auténtico corren el riesgo de producir frutos que no cumplen con los estandares rigurosos
del mercado internacional para ‘Hass’. De hecho, las caracteristicas bioldgicas de los
diferentes genotipos de aguacate pueden ser bastante diferentes; por ejemplo, el contenido
de aceite, la firmeza de la pulpa, el tiempo de maduracion y la apariencia externa del fruto
son significativamente diferentes entre los genotipos. Estas diferencias afectan la
valoracion y comercializacion del producto, ya que los frutos de menor calidad y tamario
por lo general reciben un precio proporcionalmente mas bajo.

Ademas, la presencia de genotipos divergentes puede tener un impacto negativo en los
sistemas de polinizacion cruzada en las plantaciones. El aguacate tiene un mecanismo de
dicogamia protandrica sincronizada, donde las flores se abren en dos fases temporalmente
separadas, lo que requiere la presencia de cultivares complementarios (Tipos A y B) para
la polinizacion efectiva . ‘Hass’, por ejemplo, es un cultivar de tipo A, cuya producciéon
Optima depende de la presencia de cultivares de tipo B para la polinizaciéon. Si el material
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plantado como ‘Hass’ es genotipos con floracion en patrones diferentes o desconocidos,
el proces de polinzacion entre variedades puede verse comprometido, lo que resulta en
frutas de bajo o nulo cuajado y en la productividad general del huerto. En términos de
mercado, la variacion en la calidad del producto puede perjudicar la reputacion de
aguacate guatemalteco en los mercados internacionales. Los compradores institucionales
y las cadenas de supermercados internacionales tienen especificaciones muy estrictas para
‘Hass’ y la entrega demasiado suave resultara en rechazos, penalizaciones de precios o
pérdida de contratos comerciales realizan . Guatemala ha experimentado un crecimiento
significativo en las exportaciones de aguacate en la Gltima década, pero consolidar y
expandir su participacion en mercados exigentes dependera en gran medida de que el
gobierno pueda garantizar la autenticidad y la calidad constante del material genético
utilizado en las plantaciones.

La elevada diversidad observada también tiene que ser considerada en relacion con la
especial posicion de Guatemala como centro de origen de P. americana. Las poblaciones
silvestres y asilvestradas de aguacate de este pais, que cubren todas las tres razas botanicas
y sus hibridos naturales, ofrecen un reservorio diverso de genes de los que puede originar
contaminacion. Si ese material no es aislado ni controlado en la fase de produccién de
plantulas, la alta diversidad observada puede dar lugar a un incremento considerable en
los niveles de contaminacion al dispersarse genotipos locales de aspecto normal y
caracteristicas agronémicas aceptables, pero genéticamente incompatibles con el Hass de
verdad, lo que resulta en una ganga no auténtica. Identificar y controlar estas rutas de
contaminacion genética es esencial para mejorar la calidad del material de propagacion
disponible en el pais.

10.2.1 Estructura poblacional y particion de la varianza genética

El AMOVA realizado en este estudio proporciona la vision critica sobre la estructura de
la poblacién de material analizado y la distribucion de la genética de la diversidad a través
varios niveles jerarquicos. En términos generales, la mayor proporcion de variacion
genética esta dentro de poblaciones individuales 91,91 %, en comparacién con el 5,51 %
que se distribuye entre poblaciones dentro del mismo tipo viveros en comparacion con
plantaciones y 2,58 % entre los dos tipos principales de fuentes de material. Aunque de
todos los indices de fijacion mostaron un patrén de particion significativa de la varianza,
lo anterior indica baja estructura poblacional y alta heterogeneidad genética dentro de una
poblacién. El global valor del indice de fijacion FST = 0,081 observado en el estudio
refleja el bajo nivel de estructura poblacional, sirviéndose de los criterios de
interpretacion por Wright 1978, ya que los valores entre 0,05 y 0,15 indican un nivel
intermedio de diferenciacion poblacional. Este resultado es coherente con la alta
diversidad intrapoblacional documentada anteriormente y apoya la conclusion de que el
material objetivo del estudio mas bien refleja la mezcla heterogénea de genotipos que las
poblaciones discretas y diferenciadas. Por otro lado, en comparacion con otros cultivos
de propagacion clonal, los analisis para analizar la autenticidad del cultivar revelan
valores de FST sustancialmente mas bajos. Por ejemplo, en las muestras certificadas de
coleccionistas de vid de cultivares seleccionados se reportd FST <0.02 (Migliaro et al.
2019), mientras que la comparacion de aceituna de oliva analizo el cultivar ‘Arbequina’
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Aceituna europaea con aceituna de oliva de agricultura confirmo6 un FST = 0,03 (Viruel
et al. 2021).

Por otro lado, el componente FCT 0.026 indicd una escasa diferenciacion genética entre
el material mantenido en viveros y el establecido en plantaciones comerciales. Esto
sugiere que ambas fuentes de material comparten un origen genético y, probablemente,
reflejan que las plantaciones establecidas utilizaban material proveniente de los mismos
viveros, perpetuandose asi la heterogeneidad genética en el campo. La conectividad
genética entre viveros y plantaciones tiene implicaciones criticas para las estrategias de
mejora de la calidad del material, y cualquier intervencion de certificacion debe enfocar
sus esfuerzos directamente en el nivel del vivero de propagacion, para prevenir la
continuacion de un problema antiguo en plantaciones recientemente establecidas. El
componente FSC 0.057, algo mayor que FCT, sugeria una diferenciacién mayor entre
viveros individuales o entre plantaciones individuales que entre los translocados y los
nativos. Esta diferenciacion moderada entre poblaciones individuales puede reflejar las
diferencias en las fuentes de material genético entre los viveros, las practicas de
propagacion y cultivo variables, y/o historias de introduccion de germoplasma
diferenciadas. Estudios en aguacate en otras regiones han documentado patrones de
evolucion en los que los viveros individuales mantienen pools genéticos parcialmente
diferenciados en funcion de sus proveedores de material madre.

La distribucidn de la varianza genética observada en este estudio es altamente inusual
comparada con la que se produciria en sistemas de certificacion varietal bien establecidos.
En cultivos de perennes mantenido con biomateriales clonales certificados bajo
protocolos estrictos, se esperaria que la varianza entre individuos en un mismo cultivar
fuera minima , cercana a cero, dejando toda la varianza para ser explicada por diferencias
entre cultivares diferentes. El hecho de que el 91,91% de la varianza sea dentro de
poblaciones indica que practicamente cada planta pesada es un genotipo distinto, lo cual
es consistente con los 396 genotipos unicos multilocus identificados. Este patron de
varianza intrapoblacional extremadamente alta también tiene implicaciones para la
interpretacion de estudios morfologicos y agrondmicos en plantaciones de “Hass” en
Guatemala y en cualquier otro lugar. La variabilidad observada en rasgos de vigor,
arquitectura vegetativa, fecha de floracion, tamafio del fruto y concentracion de aceite
puede deberse a diferencias genéticas ademas de efectos ambientales y de manejo. Woolf
et al demostraron que diferencias genéticas explican entre el 40% y el 60% de la variacién
en calidad de fruto, medida en términos de rendimiento seco y concentracién de aceite.
asi, nuestra observacion de una alta variabilidad genética sin reconocer sugiere que las
comparaciones agronémicas entre plantaciones pueden ser confundidos con una
heterogeneidad genética no reconocida.

Los estadisticos F jerarquicos también permiten estimar el flujo génico efectivo entre
poblaciones. Usando la relacion FST = 1/(4Nm + 1), donde Nm es el nlimero de migrantes
por generacion, nuestro FST de 0.081 sugiere aproximadamente 2.8 migrantes por
generacion entre poblaciones. Este nivel de flujo génico es relativamente elevado y
consistente con el movimiento frecuente de material vegetativo entre viveros y
plantaciones, probablemente a través de intercambios informales de material de
propagacién, una practica comun en sistemas agricolas tradicionales. Este flujo génico
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moderadamente elevado contribuye a homogeneizar parcialmente los pools genéticos de
diferentes fuentes, pero evidentemente no ha dado como resultado uniformidad genética
sino mezcla de genotipos diversificados. Desde una perspectiva de conservacion de
recursos geneticos, la alta diversidad intrapoblacional observada podria considerarse
valiosa si el objetivo fuera mantener la amplia variabilidad genética para futuros
programas de mejoramiento. Sin embargo, en el contexto de produccion comercial de un
cultivar especifico como ‘Hass’, esta misma variabilidad intrinseca se convierte en una
desventaja debido a su efecto comprometedor en la uniformidad del producto y la
eficiencia de produccion. La paradoja es que Guatemala, siendo un centro de origen y
diversificacion de P. americana con recursos genéticos sobresalientes para el
mejoramiento, carece de sistemas efectivos para mantener la identidad y la pureza de
cultivares comerciales especificos.

10.3 Panel éptimo de marcadores y eficiencia en la certificaciéon molecular

La seleccion de un conjunto 6ptimo de marcadores moleculares es esencial para generar
sistemas de certificacion varietal rentables y técnicamente robustos. En este trabajo, el
analisis de permutaciones sistematicas revelé que un subconjunto de 9 marcadores SSR
(AVAGO7, AVMIX04, AVAG13, AVAGO5, AVAG25, AVAG22, AVAG11, AvVD001
y AVT436) retuvo casi la misma capacidad discriminatoria que el panel completo de 12
marcadores. Los valores de He fueron casi idénticos para ambos paneles (He = 0.739 para
el panel completo vs He = 0.738 para el subconjunto éptimo), con menos del 0.2% de
diferencia, lo que supone una reduccion del 25% en el namero de marcadores en esta
escala sin pérdida de informacidén. Esta optimizacion del panel impacta en costos para
una futura implementacion a gran escala de programas de certificacion molecular. El
precio de la genotipificacion con marcadores microsatélites comprende el precio de los
reactivos (primers, Taq polimerasa, dNTPs, buffers), el tiempo de laboratorio y los costes
de los analisis de electroforesis capilar o secuenciacion. La disminucion del 25% de
marcadores se traduce en una disminucidn proporcional de costos en reactivos y pruebas,
sin sacrificar la informacion, que finalmente permite la certificacion molecular accesible
a pequefios y medianos viveros que no cuentan con la posibilidad de montar pruebas de
calidad genética actuales.

Ademas, el panel optimo o "core set" de marcadores se ha aplicado ampliamente en
diversas plantas cultivadas para establecer sistemas eficientes de certificacion varietal. En
vid, Cabezas et al. demostraron que un panel de 6-8 marcadores SSR es suficiente para
distinguir univocamente mas de 3.000 cultivares en las colecciones ampelograficas
europeas, y en manzano, Patocchi et al. determinaron que 12-16 SSR son suficientes para
diferenciar todos los principales cultivares comerciales. Nuestros resultados confirman
estos estudios y muestran que 9-12 marcadores SSR dan una tasa discriminatoria
suficiente para la certificacion cumple en aguacate, incluso en un genotipo base muy
homogéneo genéticamente, la subspecie guatemalteca. La eleccion de los 9 marcadores
del panel de marcadores éptimos se realizO siguiendo criterios indirectos que
maximizaron su practicidad. Como puede observarse en la tabla de clasificacién segun el
contenido de PIC, todos los marcadores seleccionados superan en mas de 0.65 su valor
de PIC, superando ampliamente el punto de corte de alta informatividad PIC > 0.5
definido por Botstein et al. Los marcadores mas informativos en la prueba fueron
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AV.AGO07 PIC = 0.78, AVMIX04 PIC = 0.76 y AVAG13 PIC = 0.75. Los marcadores
con menor valor PIC, pero ain muy informativos, fueron AVT436 PIC =0.67 y AV.D001
= 0.68 PIC. Todos los marcadores analizados se amplifican en las 400 muestras de ADN
analizadas de forma consistente y robusta. Al mismo tiempo, no se encontraron alelos
nulos frecuentes ni problemas de stuttering, que suelen ser frecuentes en muchos loci
microsatélites.

Los tres marcadores excluidos del panel 6ptimo, AVD022, AVAG21 y AUCRA418,
presentaron menor nimero de polimorfismos (PIC entre 0,45 y 0,55), quedando por
debajo del nivel de alta informacidn. Pero habrian afiadido poca informacion al panel, ya
que la variacion que detectan es en parte redundante con otros marcadores mas
informativos en el panel. El efecto ya ha sido notado en otros paneles 6ptimos, en los
cuales la informacion genética no es totalmente aditiva por causa de reglas de
desequilibrio de ligamiento o redundancia en la discriminacion de loci. Como marcadores
de eleccion en este trabajo, AVAG05, AVAGO07, AVAG1l, AVAG13, AVAG21,
AVAG22, AVAG25, AVMIX04, AUCR418, AVDO001, AVD022 y AVT436 tienen un
origen comun a principios de este siglo. Sharon et al. crearon algunos de los primeros
microsatélites de P. americana, tales como la serie AVAG, que han sido ampliamente
utilizados para caracterizar germoplasma. (Ashworth & Clegg, 2003; Chen et al., 2009).
La serie AVD es mas reciente y fue elaborada por Schnell et al. 2003. Aunque estos
marcadores muestran segregacion en la progenie, la serie V en particular segrega en
cuatro alelos, lo que causa problemas en algunos mapeos genéticos y estudios de
paternidad. Por eso se fueron afiadiendo mas marcadores con el paso de los afios, algo
que podemos afirmar con certeza es que la serie que aqui se ilustra es AVMIX04.

La comparacion genética utilizando el panel optimizado de 9 marcadores arrojo
resultados altamente coincidentes con el panel completo. Mantel correlation r = 0.989, p
< 0.001, demuestra que la disminucion del panel no afecta la capacidad de estimar
relaciones genéticas entre muestras. En particular, el porcentaje de muestras con >80%
de similitud hacia la referencia empleada de ‘Hass' fue practicamente el mismo en ambos
paneles (10.22% con 12 marcadores vs 10.75% con 9 marcadores). Esta situacion sugiere
que las certificaciones basadas en el panel 6ptimo serian las mismas o altamente similares
que utilizando el panel completo. Esta robustez es fundamental para las aplicaciones de
certificacion, en las las decisiones son de tipo binarias tomando como base criterios
genéticos reproducibles y confiables. La aplicacion del panel de marcadores validado
implica aspectos adicionales de estandarizacion de protocolos y reproducibilidad entre
laboratorios, desde aspectos como reactivos quimicos, equipos empleados, hasta la
capacitacion del personal. Los microsatélites pueden variar en la llamada de alelo entre
distintos capilares, lotes de reactivos o analistas (Illamado "bin shift"). Por eso, los
controles positivos y negativos estandarizados en cada corrida, la calibracién regular del
instrumento y los paneles de control de calidad que incluyen muestras de genotipo
conocido son cruciales. En el presente trabajo, la utilizacion siempre del mismo ‘Hass'
auténtico de referencia en todas las corridas permitid la normalizacion y la
comparabilidad de los resultados en el andlisis de 400 muestras.

Desde una perspectiva de transferencia de tecnologia, el panel 6ptimo y reducido de 9
marcadores identificado en este estudio puede ser utilizado para el desarrollo de kits
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comerciales para procesos de genotipado enfocados a la certificacion genética de aguacate
‘Hass’ en Guatemala. La estandarizacion de kits comerciales ha mostrado experiencias
exitosas en otros cultivos, brindando la posibilidad de la adopcion de certificacion
molecular abierta por laboratorios de servicio y viveros certificadores. Ademas de primers
premezclados en concentraciones optimizadas, estos kits generalmente incluyen controles
positivos y negativos y protocolos estandarizados que reducen la variabilidad técnica y
permiten su uso por personal con capacitacion basica en biologia molecular. La estrategia
de usar un panel optimo reducido también permite una facil adaptacion futura a
plataformas de genotipificacion de alto rendimiento, tales como SNP o genotipificacion
por secuenciacion, que estan reduciendo su coste y haciéndose mas accesibles. Si bien los
marcadores SSR siguen siendo el método de eleccion para la identificacion varietal en la
mayoria de los cultivos perennes, gracias a su alto polimorfismo y protocolos bien
establecidos, las tecnologias basadas en SNPs tienen la ventaja de la automatizacion, la
reproducibilidad y la posibilidad de alto rendimiento. El panel 6ptimo de 9 SSR aqui
descubierto puede servir como una base para la validacion cruzada con futuros paneles
SNP cuando éstos estén disponibles para uso rutinario en Guatemala.

Un aspecto adicional es que el panel dptimo retiene la capacidad de detectar divergencia
del genotipo ‘Hass' y de revelar relaciones genéticas entre muestras que sugieran
parentesco o clonalidad. De hecho, las cuatro parejas de muestras con genotipos
multilocus idénticos en nuestro estudio fueron igualmente reconocibles con el panel de 9
marcadores que con el panel completo, lo que demuestra que la habilidad para detectar
clones reales no se ve afectada por la disminucion del panel. Esta habilidad sirve para
reconocer casos de legitima propagacion del mismo genotipo, pero no ‘Hass' auténtico, y
mezclas de distintos genotipos no emparentados.

10.4 Comparacion con estudios internacionales de diversidad genética de aguacate

Los resultados de diversidad genética obtenidos en este estudio se pueden contextualizar
mejor al comparar con investigaciones similares realizadas en otras regiones productoras
de aguacate a nivel mundial. La caracterizacién molecular del germoplasma de aguacate
utilizando marcadores SSR se ha aplicado ampliamente en diversos paises, permitiendo
asi establecer patrones comparativos sobre nivel de diversidad, estructura poblacional, y
eficacia de los sistemas de certificacion varietal. Alcaraz y Hormaza en una coleccion ex
situ de 75 accesiones de aguacate caracterizadas por marcadores que utilizan 16
marcadores microsatélites obtiene una heterocigosidad promedio, He = 0,68 y la
capacidad para distinguir categoricamnte todos los genotipos analizados excepto algunas
mutaciones putativas de ‘Hass’. Este valor de He es ligeramente inferior que el observado
en nuestro estudio, a He = 0.739, lo que es consistente con el hecho de que su coleccion
incluyd cultivares definidos y caracterizados, mientras que nuestras muestras representan
material comercial de identidad incierta. El estudio citado demuestra que la combinacion
de los marcadores SSR utilizados fue altamente informativa para la caracterizaciéon y
manejo del germoplasma y establece un precedente para el uso de estos marcadores en
programas de certificacion impersonal.

Un estudio particularmente relevante fue conducido por Gross-German & Viruel (2013),
quienes desarrollaron 47 nuevos marcadores microsatélites y evaluaron 40 de ellos (25
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SSR y 15 EST-SSR) en 42 accesiones cultivadas que representaban las tres razas
botanicas de aguacate. Estos autores detectaron 455 alelos totales con promedio de 11.4
alelos por locus, y reportaron heterocigosidad esperada y observada promedio de 0.831y
0.674, respectivamente. Estos valores son notablemente similares a los obtenidos en
nuestro estudio, particularmente la heterocigosidad esperada que es practicamente
idéntica. Sin embargo, la interpretacion de estos resultados es fundamentalmente
diferente: mientras que Gross-German & Viruel analizaron intencionalmente una
coleccidn diversa que incluia multiples cultivares y razas con el objetivo de desarrollar
marcadores discriminatorios, nuestro estudio revela niveles comparables de diversidad en
material supuestamente correspondiente a un unico cultivar clonal (‘Hass’), lo cual
constituye evidencia directa de falta de autenticidad varietal. En México, centro de origen
del aguacate, Guzman et al. realizaron un extenso estudio de estructura genética y
seleccion de una coleccion ndcleo para conservacion a largo plazo. Utilizando marcadores
SSR, estos autores caracterizaron germoplasma representativo de las tres razas y sus
hibridos, encontrando diferenciacion significativa entre grupos raciales pero también
evidenciando alta diversidad intrapoblacional. Sus resultados demuestran que incluso en
el centro de origen y diversificacion de la especie, es posible distinguir claramente entre
material de diferentes razas y cultivares cuando se utiliza material debidamente
caracterizado. La capacidad de estos marcadores para revelar estructura poblacional en
México contrasta con la falta de diferenciacion clara observada en nuestro estudio
guatemalteco, sugiriendo nuevamente que nuestras muestras representan una mezcla
heterogénea mas que poblaciones discretas de un cultivar especifico.

Estudios en Africa han proporcionado perspectivas adicionales sobre diversidad genética.
En Tanzania, un pais donde el aguacate se propaga principalmente por semilla y ha
mostrado adaptacion a diversos paisajes y condiciones agroclimaticas, Muchugi et al..
evaluaron la diversidad genética de poblaciones locales con un conjunto de 11 marcadores
microsatélites Los resultados mostraron diversidad genética sustancial con 197 alelos
detectados y un promedio de 17.91 alelos por locus, valores considerablemente superiores
a los observados en nuestro estudio. Esta diferencia es consistente con el hecho de que
las poblaciones tanzanas incluyen material de propagacion sexual mantenido por
asentamientos a través de mdltiples generaciones, mientras que nuestro material se
supone de origen clonal, pero claramente incluye genotipos divergentes de numerosos
origenes.

En cuanto a Guatemala, un estudio reciente de Ruiz-Chutan et al. 2024 compar6 el
germoplasma de Etiopia y Guatemala mediante el uso de 12 marcadores SSR. Este
estudio identifico 298 accesos de 112 alelos, con una media de 10.21 alélicos por locus,
un valor PIC de 0.84 y heterocigosidad observada y esperada de 0.51 y 0.71,
respectivamente. Ambos paises mostraron una alta diversidad genética, con estructura de
la poblacion sugiriendo principalmente la separacion geografica y racial en lugar de
diferente cultivares. Segln estos autores, mientras que Guatemala tiene recursos
geneéticos unicos de aguacate, tal alta diversidad natural puede llevar a problemas de
identificacion varietal en la ausencia de eficiente certificacion de materiales de
propagacion, y este documento podria sugerir que tal situacion puede ser tipica. En China,
donde el aguacate ha sido introducido relativamente recientemente y la expansion
comercial fue rapida, Yang et al. 2020. Evaluar 56 accesos nativos de la provincia de
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Hainan con diez marcadores EST-SSR combinados con caracter frutal de fruta de alta
calidad. Todos estos accesos eran complejos hibridos Guatemaltecos x Mexicanos X
Antillanos, reflejando multiples materiales de introduccion. Este patron de complexos
hibridos en plantas comerciales es de esperar que sea también valido para Guatemala,
donde la hibridizacién natural entre razas y la presencia de numerosas poblaciones
silvestres y plantadas parecen conducir a la genética cropware compleja.

Estudios utilizando tecnologias mas recientes como SNPs han proporcionado
perspectivas adicionales de la diversidad genética en aguacate. Talavera et al. 2019.
utilizaron 7,108 marcadores SNP para caracterizar 71 accesiones representando las tres
razas botanicas, al mismo tiempo que un genoma de referencia de borrador de ‘Hass’.
Aunque los valores de heterocigosidad observada con SNPs reportados 0.16, fueron
inferiores a los reportados con SSR que tipicamente se atribuye a la alidad bi bialélica de
los SNPs en comparacién con el caracter multi alélicas de los SSR. Demostro claramente
que es posible distinguir las razas botanicas y los cultivares cuando se analiza el material
debidamente caracterizado. Dado el predominio global y total del cultivar ‘Hass’ que
implica 90 por ciento de la produccion mundial. como lo reportan Renddn Anaya et al.
2019 y Nath et al. 2022 es claro que la identidad genética de este cultivar especifico debe
retenerse en los programas de propagacion comercial. Las comparaciones con otros
cultivos de propagacion clonal proporcionan una mayor perspectiva. En vid, se demostro
que 6-8 marcadores SSR son suficientes para identificar de manera inequivoca mas de
3,000 cultivares en colecciones vinicolas, con valores de heterocigosidad presentados por
plantas del mismo cultivar verdadero. En olivo, estudios de certificacion varietal han
mostrado que material certificado de cultivares individuales, como ‘Arbequina’, presenta
FST < 0.03 entre lotes de diferentes viveros certificados, en clara contraposicion a
nosotros y nuestros FST = 0.081 entre poblaciones guiadas de ‘Hass’ provenientes cuenta
como diferenciado.

La creciente disponibilidad de genomas de referencia de alta calidad para aguacate,
incluidos los recientes ensamblajes del cultivar ‘Hass’ con N50 superiores a 3 megabases
y puntuaciones BUSCO de 91% Nath et al., 2022, asi como genomas en otros cultivares
tales como Gwen Kuhn et al., 2022, allanan el camino para la transicion a tecnologias de
genotipificacion de mayor rendimiento. Estos recursos gendmicos respaldan el desarrollo
de paneles de SNPs especializados para aplicaciones de certificacion varietal, los cuales
podrian eventualmente complementar o suplantar por completo a los paneles de SSR que
se utilizan actualmente. Aun asi, sin importar la tecnologia de marcadores utilizada, la
eficacia de cualquier sistema de certificacion molecular depende criticamente de la
disponibilidad de material de referencia bien caracterizado y de protocolos normalizados
de muestreo y mapeo Guichoux et al., 2011; Mariette et al., 2010. Un aspecto que me
gustaria destacar es la diferencia entre el caso guatemalteco y los paises con sistemas de
certificacion varietal previamente establecidos. California el estado donde este cultivar
fue desarrollado cuenta con un sistema de certificacidn estricto que incluye verificaciones
moleculares de trazabilidad en la propagacion (Ashworth y Clegg, 2003). En el caso de
Chile, el Comité del Aguacate Hass establece rigorosos estandares minimos que deben
ser cumplidos antes de autorizar en la comercializacion del material vegetal de vivero
(Guzman et al., 2022); por esto mismo los estudios realizados en estas locaciones reportan
un menor nivel de diversidad genética en el material que comercializan como Hass,
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valores de heterocigosidad y diversidad alélica compatibles con un estado de clonalidad
fiel en la propagacion de un unico genotipo.

10.5 Implicaciones para la certificacion varietal y controles de calidad de viveros

Los resultados de este estudio tienen implicancias directas y urgentes para el
establecimiento de sistemas efectivos de certificacion varietal y control de calidad en la
cadena de produccion de aguacate en Guatemala. La documentacion de que solo el 10.22%
del material analizado corresponde genéticamente al cultivar ‘Hass’ auténtico demuestra
una falla sistémica en los mecanismos actuales de aseguramiento de calidad genética del
material de propagacion. Resolver este problema requeriria un sistema integral de
certificacion que incorpore la verificaciobn molecular en puntos criticos de la cadena de
produccion, desde la seleccion de material madre hasta la distribucion final de plantas a
los productores. Experiencias internacionales con certificacion varietal en marcadores
moleculares provee marcos conceptuales y metodoldgicos aplicables al contexto
guatemalteco. La Unidn Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales ha
desarrollado directrices para la evaluacién de variedades candidatas basadas en el criterio
DUS, aunque tradicionalmente estos sistemas se han basado principalmente en
caracteristicas morfoldgicas y agronémicas. Sin embargo, UPOV reconoce
explicitamente el valor complementario de los marcadores moleculares en los sistemas
de certificacion, particularmente para cultivos donde la evaluacion fenotipica es costosa,
lenta o significativamente influenciada por el ambiente.

Los marcadores moleculares tienen ventajas especificas para la certificacion varietal que
son particularmente importantes para aguacate. En primer lugar, la caracterizacion
molecular se lleva a cabo en etapas muy tempranas del desarrollo de la planta y puede ser
realizada en plantulas o material en proceso de propagacién en vivero; el proceso no
necesita esperar a que la planta produzca frutas, que puede tardar entre 3 y 5 afios para
aguacate . En segundo lugar, como los marcadores moleculares no se ven afectados por
el entorno o las practicas de manejo o el estado fenoldgico de una planta, se ha informado
que proporcionan resultados altamente repetibles independientemente del sitio o el
muestreo a lo largo del tiempo. En tercer lugar, los marcadores moleculares pueden
discriminar entre genotipos con mayor precisién a pesar de que las diferencias
morfoldgicas entre do genotipos son sutiles o se superponen en cuanto a la variacién que
puede variar dentro del mismo cultivar. Una implementacion efectiva de la certificacion
molecular en aguacate en Guatemala podria ser a través del sistema de tres niveles que
captura los principios de aseguramiento de la calidad ampliamente implementados en
programas de mejoramiento de plantas. El primer nivel seria la certificacion de huertos
de semillas madres que implicarian solo huertos certificados molecularmente donde todo
el material vegetativo disponible, viveros de yemas y plantaciones madres Unica variedad
“Hass”. Los plantaciones servirian como fuentes para viveros de yemas certificados cuyo
material de propagacion debe ser trazable y desde los huertos de semillas madre
certificadas proporcionados directamente para la produccion de varetas.

El proceso de verificacion molecular en cada uno de estos niveles necesita protocolos
estandarizados de muestreo, extraccion de ADN, genotipificacion y claros criterios de
decision. Para asegurarse de la reproducibilidad y comparabilidad de los resultados, el
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uso de material de referencia estandarizado Hass auténtico verificado deberia incluirse en
cada corrida analitica como control positivo. Segun nuestros resultados, se propone el
umbral de >80% de similitud genética al patron de referencia de Hass como criterio de
certificacion, aunque dicho umbral se puede ajustar en base a la experiencia operativa y
comparacion con material certificado internacionalmente (Archard et al., 2013; Yang et
al., 2021).

El panel éptimo de 9 marcadores SSR identificado en este estudio proporciona una base
técnica sélida para la implementacion de la certificacion a escala comercial. La capacidad
de este panel para discriminar genotipos con potencia equivalente al panel completo de
12 marcadores, mientras reduce los costos en 25%, hace que el panel sea econémicamente
viable para la aplicacién rutinaria en viveros de diferentes escalas. El costo por muestra
para la genotipificacion con SSR mediante electroforesis capilar tipicamente oscila entre
USD $15-30 dependiendo del volumen de muestras y las economias de escala.
Finalmente, la implementacion de la certificacion molecular requiere el desarrollo de
capacidades institucionales y técnicas en Guatemala. Esto incluye menores precios de
genotipificacién en masa los cuales pueden ser menores a los presentados en este estudio.

La verificacion molecular de cada planta individual producida en vivero es ideal desde
una perspectiva de aseguramiento de calidad, pero la técnica podria ser econémicamente
insostenible, especialmente para viveros pequefios. Una opcion intermedia es la
implementacidn de muestreo estadistico, en la que un nimero determinado de plantas en
cada lote de produccion es verificado molecularmente. A continuacién, se definen
diferentes criterios de aceptacion/rechazo basados en los resultados del muestreo. Por
ejemplo, un esquema de muestreo puede requerir que, en lotes de 1000 plantas, un minimo
de 30-50 plantas sea verificado cuya aceptacion o rechazo sea basada en el criterio de
similitud con ‘Hass’ mayor o igual a 80%. Ademas, la documentacion en la que cada
planta certificada debe ser acompafiada deberia incluir el origen del material madre, la
fecha de propagacion, los resultados del andlisis molecular, incluidos los genotipos
especificos o, como minimo, la confirmacion de la autenticidad, y un ndmero de
certificacion Unico que permita la trazabilidad hasta su fuente. Tecnologias de
informacién como cddigos QR o blockchain ya son exploradas en otros cultivos para
facilitar la trazabilidad e impedir la falsificacion de los certificados. Tales tecnologias
podrian ser eventualmente adoptadas en un sistema de certificacion de aguacate en
Guatemala.

Un desafio particular para implementacion de la certificacion en Guatemala es la
presencia de numerosos viveros informales o de pequefia escala que actualmente opera
sin supervision técnica o regulatoria significativa. Estos viveros frecuentemente utilizan
material de propagacion de origen desconocido o no verificado, contribuyendo
sustancialmente al problema de falta de autenticidad varietal documentado en este estudio.
Estrategias para incorporar estos viveros en un sistema de certificacién podrian incluir
programas de incentivos , por ejemplo, precios preferenciales o acceso a mercados
especificos para material certificado; campafias de educacion sobre los beneficios de
certificacion para productores finales; establecimiento de laboratorios regionales de
servicio que ofrezcan verificacion molecular a costos accesibles.
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La implementacion exitosa de certificacion molecular también necesitaria coordinacion
inter-institucional efectiva. En el caso de Guatemala, estas entidades pueden incluir al
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion, el Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricolas, universidades con las capacidades de biologia molecular como la Universidad
de San Carlos de Guatemala o las asociaciones de productores. Todas estas instituciones
desempefian un rol especifico, donde MAGA puede proporcionar el marco regulatorio y
la supervision, ICTA o universidades puede mantener huertos madre certificados y
ofrecer servicios de andlisis molecular. Por otro lado, las asociaciones de productores
estarian en una posicion de promover la adopcion de material certificado entre sus
miembros. Por Gltimo, seria crucial reconocer que la certificacion molecular es solo un
componente de un sistema integral de aseguramiento de calidad para material de aguacate.
La certificacion fitosanitaria y la ejecucion de protocolos para asegurar que el material
esté libre de patdgenos importantes es otro factor critico que debe considerarse.

10.6 Limitaciones del estudio y perspectivas futuras

Como en todos los estudios cientificos, es fundamental reconocer tanto las limitaciones
intrinsecas a este trabajo como las oportunidades que tales limitaciones presentan para
futuras investigaciones. Mientras que el presente estudio proporciona una caracterizacion
molecular completa del material vendido como ‘Hass’ en Guatemala, varios aspectos
metodolégicos y de alcance deben considerarse cuidadosamente en la interpretacion de
resultados y en la planificacion de estudios futuros. Una limitacion significativa del
presente estudio es la falta de una caracterizacion fenotipica detallada de las muestras
analizadas. Dado que la mayoria de las plantas muestreadas en viveros ain no habian
alcanzado la edad de produccion, y que las muestras de plantacion se colectaron en su
mayoria de arboles jévenes, no fue posible evaluar sistematicamente los tamafios, formas,
colores de la piel, contenidos de aceite, épocas de maduracién y calidad organoléptica de
las frutas. La correlacion entre los perfiles genéticos y los fenotipos frutales habria
proporcionado conocimientos valiosos sobre las consecuencias practicas de la
heterogeneidad genética documentada. Los estudios futuros deben incluir una evaluacion
fenotipica completa en arboles productivos maduros, de modo que se puedan establecer
correlaciones genotipo-fenotipo y se pueda cuantificar el impacto econdmico de la
variabilidad genética en los rasgos de calidad comercial de las frutas mayoreo.

El uso de solo 12 marcadores microsatélites, aunque suficiente para los fines de este
estudio, proporciona una cobertura limitada del genoma de aguacate en su totalidad. El
tamafno del genoma de P. americana es aproximadamente 896 Mb divididos en 12
cromosomas, y los 12 loci SSR probados son solo una fraccion de la variabilidad
genomica total. A pesar de que los marcadores utilizados en este estudio han demostrado
un alto poder discriminatorio y se han utilizado en otros estudios de aguacate, la transicion
a plataformas de genotipificacion mas densas, como los arrays de SNP o la
genotipificacion por secuenciacion, proporcionaria una resolucion genémica mucho
mayor. Dado que se han publicado recientemente genomas de referencia de alta calidad
para ‘Hass’ y otros cultivares, ahora es posible disefiar paneles de SNP de alto
rendimiento que podrian ser utilizados en futuros estudios de certificacion y
caracterizacion del germoplasma.
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El muestreo realizado en este estudio, aunque numeroso, representa solo una fraccion de
la produccion total de material vegetal de aguacate en Guatemala. En consecuencia, la
generalizacion de nuestros resultados en el &mbito nacional debe hacerse con precaucion.
La calidad del material vegetal producido en cada region especializada en Guatemala
puede diferir segun la fuente local de germoplasma, las practicas del vivero y las rutas de
introduccion del material. Los estudios futuros que incluyan estudios de muestreo
estratificado en todas las regiones de produccion de aguacate en Guatemala
proporcionarian una vision mas completa de la situacion nacional. Ademas, seria valioso
realizar muestreos longitudinales durante diferentes afos para evaluar si la calidad del
material vegetal se esta deteriorando 0 mejorando con el tiempo y evaluar el impacto de
las intervenciones en gestion de la certificacion.

La falta de anélisis del material del portainjerto también representa otra limitacion que
merece ser abordada. En la produccion de aguacate, el portainjerto puede influir en el
vigor, la tolerancia a enfermedades del suelo, especialmente Phytophthora cinnamomi;
eficiencia en la absorcion de nutrientes; y adaptacion a condiciones edafoclimaticas
especificas. Ademas, y como se observo previamente, las tasas el portainjerto prevalece
sobre el injerto por falta de compatibilidad o rebrotes adventicios, lo que contribuye a la
heterogeneidad observada. Estudios futuros deben caracterizar separadamente el injerto
y el portainjerto para discutir estos componentes y ver la posible compatibilidad y
trazabilidad de estos.

Desde una perspectiva de mejoramiento genético y desarrollo de nuevos cultivares, 10s
resultados de este estudio subrayan la necesidad urgente de programas formal de
mejoramiento de aguacate en Guatemala. A diferencia de paises como Estados Unidos,
Israel, México, y Chile donde existen programas consolidados de mejoramiento que han
originado nuevos cultivares con ciertas caracteristicas especificas mejoradas, Guatemala
carece de un programa institucional sistematico de mejoramiento de aguacate. La rica
diversidad genética ambiente en Guatemala y el estatus del pais en calidad de centro de
origen de la especie convierten al pais en un reservorio genético excepcional que cubre
explotarse mediante la creacion de programas de mejoramiento que exploten esta
informacidn para la creacion de cultivares que se adapten a las condiciones del pais y las
demandas particulares del mercado. Desde una perspectiva tecnoldgica, las tecnologias
gendmicas emergentes ofrecen numerosas posibilidades al mejoramiento de aguacate. Por
ejemplo, los estudios mas recientes de asociacion de genoma completo in aguacate han
identificado un nimero sustanciado de marcadores asociados con componentes clave de
la calidad de fruto como tamafio, forma, contenido graso, y textura de piel. Dichos
marcadores pueden usarse en el marco de seleccidn asistida por marcadoras para acelerar
de forma sustancial el desarrollo de un nuevo cultivar, recortando décadas de procesos en
términos de tiempo y recursos comparado a las aproximaciones tradicionales basadas en
la evaluacion fenotipica del material que, en el caso del aguacate, puede tardar hasta 10-
15 afios hasta la fructificacién formal. Muy parecido la comparacién directa de todos los
marcadores disponibles con las variantes geneticas responsables de las diferencias en
carta de genotipo segun el fenotipo.

Por otro lado, la identificacion de regiones gendmicas asociadas con caracteristicas de
interés agronomico utilizando GWAS vy estudios de QTL también puede eventualmente
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informar estrategias de edicién gendmica utilizando tecnologias como CRISPR/Cas9.
Aunque la edicién gendmica en especies perennes lefiosas enfrenta desafios técnicos
significativos relacionados con transformacion, regeneracion y largos ciclos de vida, los
avances recientes en estas tecnologias sugieren que eventualmente podrian aplicarse en
aguacate para modificacion de caracteristicas especificas (Wang et al., 2020). Sin
embargo, las consideraciones regulatorias, éticas y de la cadena de suministro de
productos alimenticios de los cultivos editados genéticamente deben ser cuidadosamente
evaluadas antes de contemplar aplicaciones comerciales.

Los recursos genéticos excepcionales de los genomas silvestres en P. americana de
Guatemala, el centro de origen y diversificacion de la especie, estdn simultaneamente en
serio riesgo debido a la conversion del uso de la tierra a la agricultura, el cambio climético
global y pérdida de hébitat en estado silvestre. La caracterizacion molecular integral de
poblaciones silvestres y asilvestradas de aguacate en Guatemala, particularmente en areas
prioritarias que se ha identificado como centros de diversidad, es critica para priorizar la
conservacion prioritaria. La creacion de colecciones ex situ representativas y el desarrollo
de bancos de germoplasma apropiadamente caracterizados molecular y fenotipicamente
garantizaran la preservacion de esta invaluable diversidad para las generaciones futuras y
los programas de mejoramiento por su integracion con datos ecoldgicos, climaticos y de
manejo de cultivos. .

Segun una perspectiva de desarrollo de capacidades, la implementacion efectiva de
certificacién molecular y programas de mejoramiento en Guatemala dependeria de la
inversion en infraestructura cientifica, de formacion de recursos humanos especializados
y de establecimiento de redes de colaboracion y cooperacion nacional e internacional. A
este respecto, el establecimiento de conexiones entre instituciones académicas, centros de
investigacion estatales, sector privado, organizaciones de productores y productores, seria
una prioridad para traducir el conocimiento cientifico en impacto en el campo. Ademas,
modelos exitosos de tales colaboraciones ya estan presentes en otros paises y podrian ser
adaptados al contexto guatemalteco. Otro aspecto importante es la dimensién
socioeconémica de la implementacion de sistemas de certificacion. Aunque la
certificacion molecular se asocia generalmente con sistemas de garantia de calidad y
posibles mercados de precio més alto, también tiene altos costos de entrada que serian
prohibitivos para productores pequefios y viveros de escala limitada. Por lo tanto, las
politicas publicas que contemplan subsidios para la certificacion, crédito subvencionado
para la inversién en infraestructura de viveros y programas de extension para apoyar a los
productores pequefios resultarian necesarias para distribuir los beneficios de la
certificacion molecular de manera equitativa en la industria del aguacate en Guatemala.

11 Propiedad intelectual
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12 Beneficiarios directos e indirectos

metodologia y
resultados

internacional
trabajando en
genética de
aguacate y
certificacion

varietal

genético en
otros paises
productores de
aguacate en
Mesoamérica

Resultados, Beneficiarios Numero de | Beneficiarios | Numero de
productos o directos beneficiarios | indirectos Beneficiarios
hallazgos (institucion, directos (institucion, indirectos
organizacion, organizacion,
sector sector
academico o académico o
tipo de tipo de
personas) personas)
Base de datos | Investigadores y | 25 Sector 500
genética de técnicos de académico
400 muestras laboratorios de nacional
de aguacate biologia (estudiantes de
caracterizadas | molecular de pregrado y
con 12 USAC, ICTAY posgrado en
marcadores universidades ciencias
SSR nacionales agricolas y
biotecnologia)
Panel éptimo | Viveros 15 Viveros 180
de 9 certificadores y comerciales de
marcadores laboratorios de aguacate a
SSR para analisis nivel nacional
certificacion molecular que que adoptaran
varietal de implementaran estandares de
aguacate Hass | certificacién certificacion
genética
Protocolo Instituciones 8 Productores de | 3,500
estandarizado | reguladoras aguacate que
de (MAGA, recibiran
certificacion Unidad de material
genética para | Normasy certificado de
aguacate Hass | Regulaciones) y Viveros
entidades
certificadoras
Publicacion Comunidad 200 Programas de | 1,000
cientificacon | cientifica mejoramiento

“La Usac investiga para el bienestar de
las personas y el desarrollo sustentable”

48




US AC s Direccion General
2 de Investigacion

RI( ENT H\JARIA
sidad do San Carlos do Guatomala Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion
13 Estrategia de divulgacion y difusion de los resultados

Describa con evidencia en la tabla 4 las actividades realizadas. Marque con una X las
actividades que realizd. Dependiendo de la investigacion agregue otras actividades.

Tabla 6. Estrategias de divulgacion y difusion de resultados
Si No

Presentacion TV

Entrevistas radiales

Podcast

Entrevista DIGI

Recursos audiovisuales

Congresos cientificos nacionales o
internacionales

Talleres

Publicacion de libro

Publicacion de articulo cientifico X
Divulgacion por redes sociales institucionales
Presentacion publica

Presentacion autoridades USAC

Presentacion a beneficiarios directos

Entrega de resultados

Docencia en grado

Docencia postgrado

Poster cientifico

Trifoliares

Conferencias

Otro (describa)

XXX

14 Contribucion a las Prioridades Nacionales de Desarrollo (PND)

El presente proyecto contribuye a las siguientes Prioridades Nacionales de Desarrollo
establecidas en el Plan Nacional de Desarrollo K'atun Nuestra Guatemala 2032:

14.1 Meta Estratégica 1: Disponibilidad y Acceso a Alimentos

Meta especifica 1.3: Incrementar la productividad agricola y la competitividad de los
productos del agro

Prioridad: Guatemala urbanay rural

Contribucion concreta del proyecto:

La generacion de evidencia y protocolos obtenidos en esta investigacion inciden
directamente en el aumento de la competitividad del aguacate guatemalteco a través del
sistema certificado de autenticidad varietal a partir de la genética. La reduccion de
material de venta ‘Hass’ verificariable a solo el 10.22% es una condicion critica para la
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calidad y el rendimiento sectorial. El proceso de certificacion y el panel 6ptimo de
marcadores SSR estandar presentado permiten al vivero y al productor contar con
herramientas claras para garantizar la identidad genética del material plantado,
aumentando la uniformidad y la calidad horinzontal que demandan los mercados
internacionales y finalmente, la de la fruta guatemalteca frente al mundo.

14.2 Meta Estratégica 2: Empleo e Inversion
Meta especifica 2.2: Generar empleos formales dignos y de calidad
Prioridad: Bienestar de la Gente

Contribucién concreta del proyecto:

La implementacion de sistemas de certificacion genética en viveros comerciales genera
empleo técnico especializado en areas de biotecnologia aplicada, analisis de laboratorio
molecular, y control de calidad en la produccién de material vegetal. Dado que la
metodologia desarrollada es realizada por personal capacitado en extraccion de ADN,
genotipificacién con marcadores moleculares, y manejo de bases de datos genéticos, su
implementacidn promueve la creaciéon de empleos formales de alto valor técnico. Ademas,
la mejora en la calidad del material de propagacién contribuye a fortalecer la cadena
productiva del aguacate, un cultivo con alta demanda internacional que genera empleo en
actividades de produccion, postcosecha, procesamiento y exportacion, beneficiando
particularmente a regiones rurales donde el aguacate es una fuente key de ingreso y
empleo.

14.3 Meta Estratégica 5: Valor Econémico de los Recursos Naturales

Meta especifica 5.1: Incrementar la produccion nacional priorizando el manejo
sostenible de los recursos naturales

Prioridad: Riqueza para todas y todos

Contribucién concreta del proyecto:

La caracterizacion molecular del germoplasma de aguacate en Guatemala promueve el
manejo sostenible de los recursos genéticos nacionales, un aspecto de mayor relevancia
en un pais como Guatemala, el cual es centro de origen y centro de diversificacion de
Persea americana. La base de datos genética de 400 muestras caracterizadas representa la
primera tipificacion sistematica del germoplasma comercial el pais, suministrando
informacion basica para la conservacion in situ y ex situ de los recursos genéticos nativos.
Adicionalmente, el protocolo de certificacion genética desarrollado no solamente
promueve la calidad del germoplasma comercial, sino que conserva la identidad de
cultivares especificos, controversia de erosion genética causada por mezclas inadvertidas
de germoplasma. Finalmente, la reduccion de la variabilidad genética en plantaciones
comerciales basada en el uso de germoplasma certificado optimiza el manejo agronémico,
reduce los insumos aplicados ineficientemente debido a la heterogeneidad de la respuesta,
y promueve u a produccién mas sostenible y eficiente del uso de los recursos naturales.

14.4 Meta Estratégica 9: Fortalecimiento Institucional, Seguridad y Justicia
Meta especifica 9.5: Fortalecer la rectoria del Estado para el desarrollo integral

“La Usac investiga para el bienestar de 50
las personas y el desarrollo sustentable”




@ USAC DG esigecion

Rl( ENTENARIA
sidad de San Carlos de Guatemala Universidad de San Carlosde Guatemala

Informe final de Proyecto de Investigacion
Estado como garante de los derechos humanos y conductor del desarrollo
Contribucién concreta del proyecto:

Los resultados de investigacion presentados en este estudio pretenden fortalecer la
capacidad rectora del Estado guatemalteco sobre regulacion y control de la calidad de
material de propagacion vegetal. La Certificacion Genética con el protocolo
estandarizado ofrece a las instituciones como el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Alimentacién una herramientas técnicas basadas en evidencia cientifica para regular
sobre normativas de certificacion varietal en el sector aguacatero. La metodologia
presentada puede ser adoptada por la Unidad de Normas y Regulaciones del MAGA para
crear estandares de certificacion genética oficial, fortaleciendo el marco regulador sobre
la materia sin incurrir en costosas pruebas genéticas en laboratorio. A su vez, la
documentacién por bases de evidencia cientifica rigurosa de la problematica de
autenticidad varietal en el material comercial % de no autenticidad), este estudio provee
justificacidn técnica para intervenciones institucionales que mejoren la calidad y la traza
en la cadena de produccion de plantas de aguacate, fortaleciendo la capacidad reguladora
del Estado en beneficio de productores/consumidores.

15 Otras contribuciones del proyecto al desarrollo
15.1 Fortalecimiento de capacidades cientificas y tecnoldgicas nacionales

El proyecto, mediante la estandarizacion y validacion de protocolos de analisis molecular
aplicados a certificacion varietal, contribuye al desarrollo de capacidades técnicas y
cientificas en Guatemala; el establecimiento de metodologias reproducibles de extraccién
de ADN, amplificacion por PCR de marcadores microsatélites y andlisis de datos
genéticos en aguacate es un avance en la apropiacion de tecnologias biotecnoldgicas por
instituciones nacionales. La capacitacion de personal técnico y estudiantes genera
recursos humanos especializados en genética molecular aplicada que pueden contribuir a
otros sectores agricolas del pais, promoviendo la transferencia horizontal de
conocimiento y tecnologia.

15.2 Generacion de conocimiento cientifico original

Este estudio es la primera caracterizacion molecular del germoplasma de aguacate
comercializado en el pais, por lo que constituye conocimiento cientifico original que
contribuye al acervo académico nacional e internacional; la base de datos genética de 400
muestras genotipificadas con 12 marcadores SSR es un recurso de informacion dnico y
un activo del proyecto, que puede ser utilizado por investigadores nacionales e
internacionales para estudios comparativos, analisis filogenéticos y caracterizacion de
recursos genéticos. La publicacién de resultados en revistas indexadas posiciona al pais
en el ambito de la investigacion en genética de aguacate a nivel internacional,
contribuyendo a la visibilidad de la ciencia guatemalteca.
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15.3 Apoyo a la competitividad y acceso a mercados internacionales

Impacto en la Seguridad y Soberania Alimentaria y Nutricional: A pesar de que el
aguacate Hass se destina en su mayoria a mercados de exportacion, la mejora en la
productividad y eficiencia de la cadena productiva mediante el uso de material
genéticamente certificado afecta indirectamente a la seguridad alimentaria nacional. Al
ser mas rentable el cultivo, los pequefios y medianos productores pueden diversificar sus
sistemas de produccion, reinvertir en mejoras de infraestructura, y generar ingresos mas
estables que favorecen la seguridad econdmica de las familias. Ademas, el aguacate es un
alimento muy nutritivo y con pocos requerimientos de procesamiento, accesible a precios
asequibles para la poblacion guatemalteca en mercados internos autorizados para
comercializar producto que no cumple con las normativas de exportacion. Por ende,
contribuye a la diversificacion de la dieta de los guatemaltecos.

15.4 Contribucion a la seguridad alimentaria y nutricional

A pesar de que el aguacate «Hass» se destina principalmente a los mercados de
exportacion, el aumento de la productividad y la eficiencia mediante el uso de material
genéticamente certificado tiene efectos indirectos en la seguridad alimentaria nacional.
La mayor rentabilidad de los cultivos permite a los pequefios y medianos agricultores
diversificar sus sistemas de produccion, reinvertir en la mejora de las infraestructuras y,
por lo tanto, generar ingresos mas estables que contribuyen a la seguridad econdémica
familiar. Ademas de lo anterior, el aguacate es un alimento muy nutritivo, rico en grasas
monoinsaturadas, vitaminas y minerales, y su presencia en los mercados nacionales a
precios asequibles contribuye a la diversificacion de la dieta guatemalteca, ya que se
utiliza como producto estandar no destinado a la exportacion.

15.5 Proteccion de los recursos genéticos y biodiversidad

Como centro de origen de *Persea americana, Guatemala cuenta con una diversidad
genética excepcional de aguacates, con poblaciones silvestres y asilvestradas de las tres
razas botanicas, mexicana, guatemalteca y antillana, y sus hibridos naturales. Los
resultados de esta investigacion, es decir, la caracterizacion molecular, proporcionan
metodologias aplicables a la conservacion y el uso sostenible de estos recursos genéticos
nativos. Los protocolos de identificacidn desarrollados simplifican la documentacién de
la diversidad en las colecciones ex situ, apoyan los programas de conservacion in situ
mediante la identificacion de las poblaciones mas criticas y proporcionan herramientas
para prevenir la erosion genética de los cultivares locales de importancia cultural y
econdmica. Estos conocimientos son fundamentales para abordar los retos futuros, entre
los que se incluyen los relacionados con el cambio climéatico, las nuevas plagas
emergentes y las necesidades de adaptacion de los sistemas agricolas.

15.6 Desarrollo de Alianzas Interinstitucionales
Al final del proyecto, se lograron iniciativas para fortalecer las alianzas

interinstitucionales entre la Universidad de San Carlos de Guatemala, el Ministerio de
Agricultura, las asociaciones de productores AGEXPRONT vy el sector privado. Estas
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alianzas pueden considerarse ejemplos de buenas practicas para articulaciones similares
en otros cultivos y cadenas de valor. Las redes de colaboracion enmarcan la transferencia
de conocimientos entre la investigacion y los escenarios de aplicacion préctica,
acelerando la transicion de la invencion cientifica y tecnoldgica a la innovacion social, lo
que aumenta el impacto real de la inversion publica en ciencia y tecnologia.

15.7 Los resultados del proyecto contribuyen directamente a varios Objetivos de
Desarrollo Sostenible de Naciones Unidas:

o ODS 2 (Hambre Cero): Mediante mejora de productividad agricola y sistemas
alimentarios sostenibles

o ODS 8 (Trabajo Decente y Crecimiento Econdmico): Generacion de empleo
técnico especializado y fortalecimiento de cadenas productivas

o ODS 9 (Industria, Innovacién e Infraestructura): Desarrollo de
infraestructura tecnoldgica y capacidades de innovacién en biotecnologia

e ODS 12 (Produccion y Consumo Responsables): Promocion de précticas de
produccion sostenible y sistemas de trazabilidad

o ODS 15 (Vida de Ecosistemas Terrestres): Conservacion y uso sostenible de
recursos genéticos agricolas

15.8 Evidencia para politicas publicas.

La evidencia documentada y cuantitativa del problema de autenticidad de material
comercial de aguacate (89.78% de material no auténtico) sirve como evidencia cientifica
para el disefio e implementacion de politicas de certificacion de material de propagacion
vegetal. En ese sentido, de comporta una justificacion robusta de inversion publica en
sistemas de certificacion, establecimiento de laboratorios de referencia, marcos
regulatorios especificos, y programas de apoyo a pequefios productores para acceso a
material certificado. Por lo tanto, esta evidencia podria utilizarse para la toma de
decisiones respecto de capacidades presupuestarias bajo condicion de insumos para
diferentes intervenciones en el sector agricola.

15.9 Modelo replicable en otros cultivos

El trabajo del protocolo metodoldgico para certificacion genética de aguacate no solo
contribuye a la mejora de la produccion, sino que también constituye un modelo técnico
replicable para otros cultivos de importancia economica en Guatemala que enfrentan
problematicas de autenticidad varietal. Cultivos como café, cacao, macadamia,
cardamomo, u otros frutales diversos, se beneficiarian de la implementacion de sistemas
analogos de certificacion molecular. La experiencia acumulada en el desarrollo de esta
experiencia sanea ofrece lecciones aprendidas, protocolos validados, y recursos humanos
capacitados que hacen posible la expansién de la certificacion genética a otros sectores
de la agricultura guatemalteca, con la consecuente multiplicacion de la inversion original.
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16 Vinculacién

Durante la ejecucion del proyecto se establecio vinculacion académica y cientifica con
la Czech University of Life Sciences Prague (Ceské zemédélské univerzity v Praze,
CZzU), especificamente con la Facultad de Ciencias Tropicales AgriSciences (Faculty of
Tropical AgriSciences). Esta colaboracion se fundamentd en el interés mutuo por la
caracterizacion genetica de recursos fitogeneticos tropicales y subtropicales, y en la
experiencia de CZU en aplicacion de marcadores moleculares para estudios de diversidad
genética en cultivos perennes.

La colaboracion con CZU se enfocd en el intercambio de experiencias metodologicas
para optimizacion de protocolos de extraccion de ADN de tejido foliar de aguacate y
estandarizacion de analisis de marcadores microsatélites. Investigadores de CZU
proporcionaron asesoria técnica sobre estrategias de control de calidad en
genotipificacion por electroforesis capilar y métodos estadisticos para analisis de
estructura poblacional, contribuyendo al fortalecimiento de las capacidades técnicas del
equipo guatemalteco.
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17 Conclusiones

En el presente estudio se caracterizd con éxito la diversidad genética del material
comercial con 12 marcadores SSR, se detectd una crisis de autenticidad varietal
porcentaje de material genéticamente auténtico, 10.22% y 19.70% y se desarroll6 un
sistema completo de certificacion genética que, incluyendo un panel optimizado de 9
marcadores, un protocolo técnico estandarizado y criterios objetivos de certificacion, es
técnicamente viable y econémicamente factible para su implementacion comercial en
Guatemala.

El material comercializado como aguacate “Hass” en Guatemala exhibe niveles
excepcionales de diversidad genética (He = 0.739, 396 genotipos Unicos de 400 muestras)
incompatibles con propagacion clonal fiel, donde solo el 10.22% del material alcanza
similitud genética >80% con el cultivar auténtico. El analisis AMOVA muestra que el
91.91% de la varianza genética se sitla dentro de poblaciones, lo que demuestra que la
heterogeneidad genética es sistémica y abarca viveros y plantaciones en todo el territorio.

Se identificé un panel 6ptimo de 9 marcadores microsatélites (AVAGO07, AVMIX04,
AVAG13, AVAGO5, AVAG25, AVAG22, AVAG11, AVD001, AVT436) que mantiene
poder discriminatorio equivalente al panel completo de 12 marcadores con reduccion del
25% en costos Yy tiempo de andlisis, validado mediante analisis de permutaciones vy alta
correlacion (r = 0.989) en clasificacién de muestras segun criterios de certificacion.

Se desarrollé un protocolo técnico integral y estandarizado para la certificacion del
aguacate Hass basado en marcadores moleculares, que se validé como reproducible,
econémicamente viable y técnicamente solido. El protocolo, que consiste en
procedimientos detallados que van desde el muestreo hasta la interpretacion de los
resultados, establece un umbral de similitud genética >80 % como criterio objetivo de
certificacion, y una documentacion técnica completa para simplificar la transferencia y la
implementacion del protocolo a las instituciones nacionales.
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18 Recomendaciones
1. Establecimiento de un sistema nacional de certificacion genética de aguacate

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion de Guatemala MAGA,
conjuntamente con la Universidad de San Carlos de Guatemala USAC vy el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas ICTA, debe establecer un sistema nacional de
certificacion genética cuya estructura incluya huertos madre certificados molecularmente,
bancos de yemas certificados, auditorias regulares de viveristas mediante muestreo
estadistico y un registro nacional con sistema de trazabilidad completo. Esta
implementacién debe ser gradual, abarcando al inicio a los viveros grandes y empresas
exportadoras, y posteriormente a viveros medianos y pequefios mediante politicas de
apoyo técnico y financiero 2.

2. Desarrollo de capacidades institucionales y fortalecimiento de infraestructura

Dos laboratorios de referencia nacional minimo USAC e ICTA tiempo completo con
infraestructura completa para genotipificacion incluyendo termocicladores, sistemas de
electroforesis capilar y equipos de control de calidad. Capacitacion continua de personal
técnico con certificacion de competencias, sistemas de gestion de informacion de
laboratorios y programas de control de calidad interlaboratorio mediante intercambio de
muestras de referencia para asegurar reproducibilidad de resultados entre diferentes
laboratorios participantes.

3. Establecimiento de marco regulatorio y normativo

Desarrollar normas técnicas oficiales con requisitos minimos de certificacion genética,
mecanismos de acreditacion de laboratorios y viveristas certificadores, supervision y
auditoria, y sanciones por comercializar material no certificado y sistema de incentivos,
incluyendo diferenciacion de precios y acceso preferencial a programas de apoyo
gubernamental. La estructuracién de este marco debe realizarse mediante un proceso
participativo que involucre a productores, viveristas, investigadores y autoridades
regulatorias.

4. Estudios de correlacidn genotipo-fenotipo y evaluacién del impacto econémico

Se debe considerar la realizacion de estudios de seguimiento que midan la correlacion
genotipo-fenotipo de los frutos que coinciden con los arboles genéticos en la produccion
de arboles adultos. Las caracteristicas incluidas en el estudio son el peso, el contenido de
aceite, la firmeza de los frutos, el tiempo de maduracion de los frutos y la calidad
organoléptica. Esto permitiria obtener la repercusion econémica real del polimorfismo
genético en la productividad y la calidad comercial, y las pruebas resultantes justificaran
la inversion masiva en certificacion cuando se comparen las plantaciones de material
certificado con las de material no certificado.
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5. Programas de apoyo financiero para pequefios y medianos productores

Se recomienda establecer mecanismos que faciliten el acceso al material certificado por
parte de los pequefios y medianos productores, como subsidios parciales para la compra
de plantas certificadas, lineas de crédito preferencial con tasas y periodos de gracia
reducidos adecuados, programas de incentivos a la agricultura vinculados con
certificaciones de sostenibilidad, y esquemas de agricultura por contrato en los que las
exportadoras se comprometan a comprar a estos productores a precios preferenciales.
Todos los programas mencionados deben ser disefiados con equidad, asegurando la
inclusion de los pequefios productores.

6. Fortalecimiento de programas de extensién y capacitacion

Se recomienda fortalecer los programas de extension y capacitacion agricola a través del
entrenamiento de los extensionistas en genética y certificacion varietal, el desarrollo de
materiales educativos acordes a la diversidad de los niveles de alfabetizacion, la
implementacién de parcelas demostrativas que muestren comparativamente el desempefio
del material certificado y no certificado, los dias de campo y los talleres participativos y
la formacion de redes de productores lideres que actlen como agentes de cambio en sus
comunidades.

7. Desarrollo de programa nacional de mejoramiento genético

A través de toda Latinoamérica se demuestra que es imposible mejorar el cultivo sin
recurrir al mejoramiento genético. En Guatemala tan s6lo el mejoramiento de una
tecnologia de cultivo ha dejado muchas areas.decltype: p.n. , pero no ha sido testigo de
un programa formal de mejora genética. Estoy seguro de que existe una diversidad
genética natural en Guatemala representada en su diversidad de aguacate. Hay variedades
que producen frutos a lo largo de todo el afio. Podriamos hacer un programa en el que
desarrollen parte de este programa de catedra mejorando la herencia de los caracteres
finos.
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