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Resumen

POLIEMBRIONIA E IDENTIFICACION DE EMBRIONES CIGOTICOS Y
NUCELARES EN MANGO (Mangiferaindica L.) CVS. MANILA'Y ATAULFO
Elisa del Carmen Martinez Ochoa, MC.

Colegio de Postgraduados, 2010

Identificar el origen cigético o nucelar de los embriones en semillas poliembridnicas
de mango (Mangifera indica L.) facilitara la seleccion de hibridos y el mejoramiento genético,
la reproduccién clonal de portainjertos libres de enfermedades, y la renovacion de clones
viejos que han perdido el vigor hibrido. El objetivo de esta investigacion fue estudiar las
caracteristicas de fruto, semilla y embriones en los cvs. Manila y Ataulfo y su relacién con
poliembrionia, e identificar plantulas cigdticas y nucelares originadas de embriones cultivados
in vitro mediante marcadores RAPD. En cada cultivar fueron evaluadas las caracteristicas
morfologicas de 40 frutos, semillas y sus embriones. En ‘Manila’ y ‘Ataulfo’ se encontrd
correlacion positiva entre el peso del fruto y el nimero de embriones por semilla (r=0.42 y r
=0.35; p<0.05), y peso de la semilla con endocarpo y el nlimero de embriones por semilla (r =
0. 54 y r = 0. 80; p<0.01). Ademas, también se observo variacion en la localizacion y
orientacion de los embriones en la semilla; por lo tanto, la forma de sembrar la semilla debe
ser diferente entre ‘Manila’ y ‘Ataulfo’. Si se consideran los porcentajes de poliembrionia
obtenidos en ‘Manila’ (97.5 %) y ‘Ataulfo’ (95.0 %), y el nimero de embriones por semilla
(de 2a7y2 a5, respectivamente), ambos cultivares son de reproduccion apomictica nucelar.
También se compar6 la germinacion de 80 semilla de cada cultivar establecidas in vitro e in
vivo (invernadero). En cultivo in vitro se presentaron mejores resultados, en 91 % de las
semillas se obtuvieron de 2 a 5 plantulas; mientras que, en 47 % de las semillas cultivadas in
Vvivo presentaron de 2 a 3 plantulas. Adicionalmente, en nueve semillas poliembrionicas y tres
monoembridnicas de ‘Manila’, y siete semillas poliembrionicas de ‘Ataulfo’, en las cuales
todos los embriones germinaron in Vvitro, se determind el origen cigdtico o nucelar de las
plantulas desarrolladas con 14 iniciadores RAPD. Con los iniciadores OPA-04, OPA-11 y
OPB-07 se identificaron mayor nimero de plantulas cigoticas en ‘Manila’, y con OPA-11 y
SAP-01 en ‘Ataulfo’. En ambos cultivares se identificaron de 1 a 3 plantulas cigéticas
originadas tanto de embriones pequefios ubicados en el micrépilo de la semilla como de

embriones grandes proximos al mismo.

Palabras clave: Mangifera indica L., embriones sexuales, germinacion in vitro, marcadores

moleculares, polimorfismo.
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Abstract

POLYEMBRYONY AND IDENTIFICATION OF ZIGOTIC AND NUCELLAR
EMBRYOS IN MANGO (Mangifera indicaL.) CVS. MANILA Y ATAULFO
Elisa del Carmen Martinez Ochoa, MC.

Colegio de Postgraduados, 2010

Identifying the origin of the zygotic or nucellar embryos in polyembryonic seeds of mango
(Mangifera indicates L.) will facilitate the selection of hybrids and the genetic improvement,
the clonal reproduction of disease-free rootstocks, and the renovation of old clones that have
lost their hybrid vigor. The objective of this research was to study the characteristics of fruits,
seeds, and embryos and their relationship with polyembryony in cvs. Manila and Ataulfo, and
identify zygotic and nucellar seedlings originated by embryos cultivated in vitro using RAPD
markers. In each cultivar, it was evaluated the morphology characteristics of 40 fruits, seeds
and their embryos. In ‘Manila’ and ‘Ataulfo’, it was found positive correlation between the
fruit weight and the number of embryos per seed (r = 0.42 y r = 0.35; p<0.05), and the weight
of the seed with endocarp and the number of embryos per seed. (r = 0. 54 r = 0. 80, p < 0.01).
Moreover, it was also observed differences in the localization and orientation of embryos in
the seed, so the way of seed cultivation must be different between ‘Manila’ and ‘Ataulfo’. If it
is considered the percentage of polyembryony obtained in ‘Manila’ (97.5 %) and ‘Ataulfo’
(95.0 %), and the number of embryos per seed (from 2 to 7 and from 2 to 5, respectivily), both
cultivars have nucelar apomictic reproduction. It was also compared the germination of 80
seeds in each cultivar established in vitro and in vivo (greenhouse). In vitro culture showed
better results than in vivo, where 91.0 % of the seeds cultivated in vitro had from 2 to 5
seedlings, and 47.0 % of the seeds cultivated in vivo had from 2 to 3 seedlings. Additionally,
in nine polyembryonic seeds and three monoembryonic seeds of ‘Manila’, and seven
polyembryonic seeds of ‘Ataulfo’, in which all embryos germinated in vitro, it was
determined the zygotic or nucelar origin of the developed seedlings with 14 RAPD primers.
With the primers OPA-04, OPA-11 and OPB-07, it was identificated the greatest number of
cigotic seedlings in ‘Manila’, and with OPA-11 and SAP-01 in ‘Ataulfo’. In the two cultivars,
it was identificated from 1 to 3 cigotic seedlings originated either of small embryos localized

in seed micropillar end or the big embryos next micropillar end.

Key words: Mangifera indica L., sexual embryos, sprouting in vitro, molecular markers,

polymorphism.
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Nntroducceidn

|. INTRODUCCION

El mango es uno de los frutales mas importantes en México, ya que es el cuarto
productor a nivel mundial y el primero en exportacion (Evans, 2008). Tanto los frutos del cv.
Manila como del cv. Ataulfo, son ampliamente aceptados en el mercado nacional. Ademas,
por las caracteristicas del fruto de ‘Ataulfo’, éste muestra potencial para la exportacion (Angel

y Rebolledo, 2008; SIAP, 2008).

La poliembrionia en mango es de tipo asexual, presentando por semilla un embrion
sexual y varios embriones somaticos o nucelares (Viruel et al., 2005; Cordeiro et al., 2006;
Vazquez et al.,, 2006) que mantienen toda la constitucion genética de la planta madre
(Koltunow et al., 2001; Grossniklaus et al., 2001). Los cultivares poliembrionicos se prefieren
para la propagacion de portainjertos, porque se cree que de las plantulas que emerjan la mas

vigorosa serd nucelar.

Para poder aprovechar las ventajas de la poliembrionia es necesario identificar el origen
cigdtico o nucelar de los embriones en etapas tempranas del desarrollo. Entre las ventajas esta
el poder elegir al hibrido resultado de la cruza en programas de mejoramiento genético; asi
mismo, al identificar a los embriones nucelares se permitird reproducir portainjertos que
mantengan la homogeneidad del huerto, rejuvenecer clones viejos que han perdido el vigor
por la constante propagacion vegetativa, y obtener plantas libres de virus, viroides,

fitoplasmas y bacterias en programas de saneamiento y certificacion (Villegas y Andrade,

2008).

Los citricos son el género modelo de embriogénesis nucelar (Koltunow, 1993) y
poliembrionia para frutales como el kiwi (Actinidia chinensis), durazno (Prunus persica),
almendro (Prunus dulcis) e incluso el mango, acerca del cual hay pocas investigaciones. Por

lo que, hace falta ampliar los estudios sobre poliembrionia y embriogénesis en mango.
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Comunmente en la propagacion a partir de semilla de mangos poliembridnicos, los
productores seleccionan la planta mas vigorosa y asumen que es nucelar. Sin embargo, en
investigaciones con marcadores moleculares, se comprobd que las plantulas mas vigorosas no
siempre son las nucelares (Schnell y Knight, 1992; Degani et al., 1993; Cordeiro et al., 20006).
Asi mismo, s6lo en la investigacion de Cordeiro et al. (2006) relacionaron el origen cigoético

con la ubicacion de los embriones, pero no establecieron la posible relacion con el tamaiio.

Los marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphics DNA) son una técnica que ha
sido efectiva para identificar plantulas cigéticas en mango (Cordeiro et al., 2006), y en citricos
(Andrade-Rodriguez et al., 2005; Nageswara et al., 2007). Andrade-Rodriguez et al. (2005)
indican que para identificar a todos los embriones en la semilla se debe asegurar su

sobrevivencia mediante cultivo In vitro.

Realizar estos estudios en mango y especies frutales, ademds de generar conocimiento
teorico, pretende generar conocimiento practico para identificar los embriones cigdticos y
nucelares en la semilla al relacionarlos con su ubicacidon y tamafio. Esta practica permitiria
aplicar métodos de seleccion mas econdmicos por efectuarse en etapas tempranas (Villegas y

Andrade, 2008).

Por lo antes expuesto se plantearon los siguientes objetivos:

1. Describir las caracteristicas morfologicas de frutos, semillas y embriones, y
correlacionarlas con poliembrionia en mango cvs. Manila y Ataulfo.

2. Identificar mediante RAPD pléantulas cigdticas y nucelares originadas por embriones
cultivados in vitro.

3. Establecer la relacion del origen cigotico o nucelar de las plantulas con la posicion y

tamafio de los embriones en la semilla.
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Las hipétesis de trabajo con la cuales se desarrollo la investigacion, fueron:

1. La poliembrionia se relaciona con las caracteristicas morfologicas de los frutos,
semillas y embriones.

2. El cultivo in vitro favorece la germinacion de los embriones.

3. Los marcadores RAPDs son ttiles para identificar las plantulas cigéticas y nucelares.

4. La plantula de origen cigoético es aquella que desarrolla del embrion de menor tamafio

proximo al micrépilo de la semilla.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo del mango

El mango tiene mas de 6 mil afios de domesticacion, tiempo durante el cual se extendio
desde la region Indo Birmanica de Asia, a més de 100 paises de los tropicos y subtropicos.
Actualmente, es uno de los cultivos mas cotizados por su creciente demanda en el mercado,
siendo en la produccion mundial el tercer frutal en importancia, después de los citricos y el

banano (FAOSTAT, 2007).

Fue introducido en nuestro pais por los espafoles en 1779 a través de navios chinos, en
donde se trajeron las primeras plantas de las islas Filipinas (de Manila), llegé al puerto de
Acapulco y se distribuyd principalmente en Veracruz. Posteriormente hubo otras
introducciones: la de mangos monoembrionicos traidos desde las Antillas en el siglo XIX, que
dan origen a los criollos; y la de cultivares traidos de Florida (‘Haden’, ‘Keitt’, ‘Kent’,
‘Irwin’, ‘Sensation’) en la década de los 50 por viveristas de Guerrero (Galan, 1999; Plan

Rector Sistema Nacional Mango, 2005; Villegas, 2007).

México es el cuarto productor a nivel mundial (1, 679, 000 ton), India es el primero (10,
800, 000 ton), seguido de China (3, 673, 000 ton), y Tailandia (1, 800, 000 ton) (Evans, 2008).
En el 2005, las exportaciones mundiales de mango alcanzaron 912,853 toneladas, valoradas en
543.10 millones de dolares americanos; México domind el mercado de exportacion con 22.6

% del total (Evans, 2008). El principal destino de la exportacion nacional es Estados Unidos.

Los mayores rendimientos por hectirea no se presentan en los paises de mayor
produccién; la Reptblica de Cabo Verde (islas en el océano Atlantico) obtiene 45 t ha™,
mientras que en México el rendimiento promedio es de 9.96 t ha™ (SIAP, 2008). Para superar
estas cifras es necesario mejorar el manejo de los huertos, incrementar las densidades de
plantacion, adoptar tecnologias (ej. riego), introducir nuevas variedades, incrementar la

calidad y homogeneidad de las plantulas empleadas como portainjertos e injertos, aplicar las
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normas de sanidad e inocuidad, formar y recurrir a técnicos capacitados, entre otras

alternativas (Plan Rector Sistema Nacional Mango, 2005; Villegas, 2007).

En México, después de café, la cafia de azucar y la naranja, el mango ocupa el cuarto
lugar en superficie sembrada dentro de los cultivos perennes (SIAP, 2008). Las principales
zonas productoras (89.8 % de la produccion nacional) se ubican en regiones costeras, por lo
que se considera que el 91% por ciento de la superficie cultivada se localiza en los estados de
Sinaloa, Chiapas, Guerrero, Michoacan, Veracruz, Nayarit, y Oaxaca (Plan Rector Sistema
Nacional Mango, 2005; SIAP, 2008). La mayoria de la produccidon nacional se consume en el
mercado interno, exportandose Unicamente el 13.8%. La produccion empieza en el sureste del
pais en Chiapas, con el cvs. Ataulfo, recorriéndose las temporadas de cosecha con el aumento
de latitud hacia el norte, hasta tener la cosecha mas tardia en Sinaloa y pequefias areas de
Sonora con cultivares de Florida; el 70% de la produccion de mango se concentra entre mayo

y junio (Angel y Rebolledo, 2008).

‘Manila’, ‘Ataulfo’, ‘Criollos’, ‘Haden’, ‘Keitt’, ‘Kent’, ‘Manililla’, ‘Obo’, ‘Oro’,
‘Paraiso’ o ‘Petacon’ y ‘Tommy Atkins’, son los principales cultivares en México (SIAP,
2008). ‘Manila’, ‘Ataulfo’, ‘Haden’ y ‘Tommy Atkins’ representan el 77 % de la superficie
plantada (Villegas, 2007). Guzman (1998) citado por Sanchez et al. (2008), reporta que en
Me¢xico para la propagacion de portainjertos se emplean semillas de cultivares

poliembridnicos tipo Manila, y en menor grado se usa el cv. Pifia.

Como portainjerto, el cv. Manila presenta las ventajas de poliembrionia y tolerancia a
estrés salino (Sanchez et al., 2008), y como productor de frutos tiene gran aceptacion en el
mercado nacional, tanto para consumo en fresco como industrial, por su atractivo color
amarillo, cascara delgada, pulpa amarilla, firme, dulce y bajo contenido de fibra (Plan Rector
Sistema Nacional Mango, 2005). No obstante, a pesar de su excelente sabor en ‘Manila’ existe
la tendencia a reducir la superficie plantada, sucediendo lo contrario con el cv. Ataulfo

(Villegas, 2007).

‘Manila’ principalmente se consume en el mercado nacional; mientras ‘Ataulfo’ no solo

se consume en el mercado interno, sino también se destina a la exportacion (Angel y



Revisidn de literalura

Rebolledo, 2008; SIAP, 2008) por presentar mayor tolerancia al manejo durante el transporte,
asi como mayor vida de anaquel. En la actualidad, la aceptacion de ‘Ataulfo’ va creciendo por
tener demanda en el mercado exterior y nacional, mostrando mejor precio que los cultivares
tradicionales, lo que ha ocasionando el establecimiento de plantaciones nuevas e incluso la
reconversion de huertos reinjertando cultivares floridianos con ‘Ataulfo’ (Vazquez et al.,

2006).

Un aspecto importante a considerar en el cv. Ataulfo, es que presenta alta incidencia de
frutos partenocarpicos (“Mango nifio”), éste ultimo es un tipo de espermostenocarpia causada

por el aborto embridnico (Gehrke, 2008).
2.2 Embriogénesis en mango

El género Mangifera pertenece a la familia Anacardiaceae, comprende 69 especies
originarias del sureste de Asia y las islas circundantes, excepto M. africana que es nativa de
Africa (Galvez, 2006). Otras especies de importancia econémica de esta familia son el
pistache, el anacardo y diversas ciruelas tropicales (Plan Rector Sistema Nacional Mango,

2005).

Durante la reproduccion sexual (Figura 1, ruta amarilla) el saco embrionario se forma
seguido de una secuencia de eventos: diferenciacién de la célula madre del nucelo, division
por meiosis en la célula madre de la megaspora (megasporogenesis), seleccion de la
megaspora, desarrollo del saco embrionario por mitosis (megagametogénesis), migracion
nuclear y celularizacion, maduracion del saco embrionario y doble fertilizacion (Bhat et al.,
2005), la doble fertilizacion es requerida para estimular el desarrollo del huevo y de la célula
central, en el embrion cigotico y en endospermo (Koltunow et al., 2001; Singh, 2003). En
contraste, la apomixis inicia cuando las células soméaticas del évulo se someten a mitosis para
formar el saco embrionario, evitando el proceso esencial de division meidtica para la
reduccion cromosomal, o también cuando comienzan a formarse paralelamente embriones a
partir de tejido nucelar o integumentario (Koltunow et al., 2001; Singh, 2003). Estudios
citologicos han revelado que los procesos apomicticos siempre se desvian de la ruta de

reproduccion sexual en mas de un paso (Kultonow, 1993).
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En la préctica, muchos investigadores definen a la apomixis como agamospermia o
produccion de semillas asexualmente, dividiéndose en dos procesos: apomixis gametofitica y
embrionia adventicia (Crane, 2001; Grossniklaus et al., 2001). La apomixis gametofitica es el
proceso de dos pasos que envuelve la produccion de 2n megagametofitos, cuyo oOvulo
desarrolla sin la fusion con el nucleo espermatico; este proceso se divide en diplosporia
(Figura 1, ruta morada) y aposporia (Figura 1, ruta roja). La embrionia adventicia (Figura 1,
ruta verde) es la formacion de embriones somaticos de tejido ovular externo al saco
embrionario (Dhillon et al., 1993), donde el endospermo en el saco embrionario usualmente es
necesario para soportar su maduracion, resultando embriones somaticos que a veces compiten

con el embridn cigotico dentro del mismo dvulo (Crane, 2001; Bicknella y Koltunow, 2004).

R
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Figura 1. Iniciacion y desarrollo de los mecanismos de apomixis relacionados a eventos en el ciclo
de vida de angiospermas (Bicknella y Koltunowb, 2004).
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Cada uno de los mecanismos de la apomixis difiere en el tiempo de inicio, durante el
cual principia el desarrollo del évulo (Kultonow, 1993), la embriogénesis adventicia es
iniciada en el 6vulo mas tarde que los otros procesos apomicticos efectuandose usualmente en

ovulos maduros (Kultonow, 1993; Bhat et al., 2005)

La apomixis ha sido descrita en mds de 400 taxas de angiospermas, incluyendo 33
familias representativas (Carman, 1997, citado por Salomdo y Allen, 2001). De estas, la
mayoria que presenta apomixis gametofitica son poliploides, mientras que aquellas con
embrionia adventicia son diploides (Salomao y Allen, 2001), como muchas Anacardiaceas

incluyendo al mango.

La embrionia adventicia se divide en nucelar y embrionia integumentaria dependiendo
del tejido que forme los embriones asexuales, ambos son externos al proceso de desarrollo del
megagametofito (Naumova y Vielle-Calzada, 2001) o formacion de saco embrionario
(Villegas y Andrade, 2008). La primera se origina de células que se diferencian del tejido
nucelar, como en mango, y la segunda de células de los integumentos. Los mecanismos de
induccién para el desarrollo del embridn cigético y de los adventicios son desconocido; pero
en el desarrollo de estos ultimos debe ocurrir mitosis repetida (Crane, 2001) y ausencia de
meiosis, por lo que, los embriones nucelares e integumentarios llevan toda la constitucion
genética de la planta madre, formando un clon estable (Koltunow et al., 1996; Grossniklaus et
al., 2001). Las células nucelares o integumentarias destinadas a originar embriones
adventicios se llaman embriocitos, las cuales inician su diferenciacion después de la
megagametogénesis y al dividirse invaden la célula central donde se forma el saco
embrionario; los embriocitos generalmente se caracterizan por su denso citoplasma, forma
irregular del nucleo, pared celular gruesa, ausencia de plasmodesmo y mayor volumen que el

resto de las células de la nucela (Esen y Soost, 1977; Naumova y Vielle-Calzada, 2001).

La poliembrionia es frecuente en la mayoria de los casos de embrionia adventicia, siendo
necesaria la fertilizacion del nucleo polar y del subsiguiente desarrollo del endospermo para la
formacién de semillas maduras y viables desde el conjunto de embriones nucelares, aunque la
iniciaciéon de embriones nucelares es usualmente independiente de la polinizacion (Crane,

2001; Grossniklaus et al., 2001; Naumova y Vielle-Calzada, 2001). Como lo comprobaron en
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citricos Esen y Soost (1977) y Wakana y Eumoto (1987), quienes sefialan que el desarrollo
completo de los embriones nucelares es dependiente de la triple fusion y subsiguiente
formacion del endospermo, porque la falta de fertilizacién o degeneracion de este originan
anormalidades en el desarrollo de los embriones, no obstante, aclaran que estos procesos no se
necesitan para el desarrollo inicial de los embriones adventicios porque la nucela es la fuente
nutricional directa. A pesar de los avances, actualmente la interaccion entre el desarrollo de
embriones y del endospermo en plantas apomicticas alin es pobremente entendida (Bicknella y

Koltunow, 2004).

Existen varias técnicas para identificar, examinar y entender los diversos mecanismos
apomicticos, tales como las técnicas que involucran la morfologia, citologia, histoquimica, y

los marcadores moleculares (Bhat et al., 2005).

En mango, el megagametofito o saco embrionario usualmente se desarrolla cerca del
micropilo, éste se rodea por tejido nucelar denso que sirve como nutriente (Sturrock, 1967,
Thongplave et al., 1983). En cultivares poliembriénicos de mango la nucela puede ser vista
con muchas células desintegrandose, asi como otras células en contacto con el endospermo del
saco embrionario que van creciendo, llendndose de citoplasma denso y volviéndose redondas;
al final del desarrollo la nucela restante es absorbida (Sturrock, 1967; Thongplave et al.,
1983). En cultivares poliembrionicos de Citrus el proceso es semejante, algunos embriones
nucelares se desarrollan a partir de células adyacentes al saco embrionario en la mitad del
micropilo, y ocasionalmente desde células en el extremo calazal (estas no completardn su
desarrollo) (Esen y Soost, 1977; Wakana y Eumoto, 1987). Esporadicamente en mango los
embriones adventicios se pueden desarrollar en el extremo calazal de la nucela (Juliano, 1934

citado por Wakana y Eumoto, 1987).

La morfologia y el grado de desarrollo de los embriones adventicios son similares a la
del cigoto hasta que se inicia la forma globular (Koltunow et al., 1996; Costa et al., 2004;
Sanchez et al., 2006), inclusive ambos en las primeras etapas del desarrollo presentan
suspensor (Esen y Soost, 1977, Wakana y Eumoto, 1987). En estadios tempranos, la

localizacion del embrion cigdtico en el micropilo es lo que podria diferenciarlo de los
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embriones adventicios, antes de que éstos proliferen (Esen y Soost, 1977; Wakana y Eumoto,
1987). Sanchez et al. (2006) encontraron para los portainjertos Citrus reshni, C. volkameriana
y C. amblicarpa, que al desarrollar los embriones nucelares se ubicaron en el extremo
micropilar del saco embrionario y en las areas laterales cercanas al micropilo, por lo que,
ubicar el micrdpilo no es un indicador confiable para diferenciar el origen de los embriones;
ademas, determinaron que la morfologia de los embriones tampoco es un parametro efectivo

para identificar el origen de los embriones.

Asimismo, la formacién y desarrollo de los embriones adventicios es independiente y
asincronica dentro del mismo 6vulo, presentando diferentes estados de crecimiento originando
competencia y efecto de ‘empaquetamiento’ que puede afectar su morfologia y tamano
(Parisot, 1988; Koltunow et al., 1996, Batygina y Vinogradova, 2007). La diferenciacion
funcional y acceso a los nutrientes del endospermo entre la calaza y micrdpilo es la
explicacion de la diferencia en el desarrollo de embriones adventicios entre ambas regiones
(Esen y Soost, 1977; Wakana y Eumoto, 1987). El desarrollo asincronico de los embriones
origina que en semillas maduras se pueda presentar embriones inmaduros, que no son aptos

para germinar (Costa et al., 2004).

2.3 Poliembrionia en mango

La apomixis esta representada en las siguientes especies de importancia agricola: Citrus,
Euphorbia, Mangifera, Malus, Ribes, Beta, y en los forrajes tropicales Panicum, Brachiaria,
Dichanthium, y Pennisetum. (Singh, 2003; Bicknella y Koltunow, 2004). No obstante, el
proceso apomictico, asi como las estructuras y desarrollo los embriones ha sido investigada
solo en algunos aspectos para algunas especies (Naumova, 1993, citado por Naumova y

Vielle-Calzada, 2001).

Entre los frutales destaca la ocurrencia de poliembrionia en el kiwi (Actinidia chinensis),
mango, durazno (Prunus persica), almendro (Prunus dulcis), y citricos (Martinez-Goémez et
al., 2004), de estas especies, los citricos son los que poseen la mayoria de los estudios sobre
embriogénesis y poliembrionia, con mas de 63 investigaciones (Bacchi et al., 1943; Esen y

Soost, 1977, Wakana y Eumoto, 1987; Koltunow, 1993; Bastianel et al., 1998; Domingues et

10
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al., 1998; Garcia et al., 1999; Ribeiro et al., 1999; Koltunow et al., 2001; Soares-Filho et al.,
2002; Darlan et al., 2006; Sampaio et al., 2006; Sanchez et al., 2006; Pérez-Tornero y Porras,
2008). Por lo que, se considera al género Citrus como modelo de embriogénesis nucelar
(Koltunow, 1993) y de poliembrionia para otros frutales. Mientras que en mango se
encontraron 10 trabajos al respecto: Wester (1912), Arndt (1935), Juliano (1937), Kennard
(1955), Sachar y Chopra (1957), Sturrock (1967), Prasad y Prasad (1972), Thongplave et al.,
(1983), Parisot (1988) y Mo et al. (2005).

La forma nucelar de la embriogénesis adventicia es la mas comun y estudiada,
considerando recientemente al género Citrus como el sistema modelo para el proceso de

embriogénesis nucelar (Kultonow, 1993).

La poliembrionia fue descubierta por A. Leewenhoek en 1719, quién analizé el
desarrollo de dos plantulas emergidas de la misma semilla en Citrus (Prasad y Prasad, 1972).
En mango, el primer reporte lo efectudé Schacht en 1859 (Sturrock, 1967). La poliembrionia es
el desarrollo de dos 0 mas embriones en una semilla (Dhillon et al., 1993). Se clasifica en
simple o multiple, de acuerdo al nimero de sacos embrionarios presentes en el ovulo
(Batygina y Vinogradova, 2007 — Anexo A-), y en asexual, si se genera mediante apomixis
como en mango (Sachar y Chopra, 1957, citado por Ravishankar et al., 2004), o sexual si se
genera por fision del embridn cigotico o la presencia de mas de un cigoto en el 6vulo (Figura
2; Singh, 2003).

POLIEMBRIONIA
|

v v
Simple Multiple
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v v
Sexual i Asexual
Cirrética Sinergida - Gametofito Esporofito

2n no2n

Nucelar |ntegumentario
v ' v
Haploide (n) Diploide 2(n)

Figura 2. Clasificacion de la poliembrionia en angiospermas (Singh, 2003).
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Basandose en el numero de embriones presentes en la semilla, los cultivares de mango
se pueden dividir en monoembridnicos y poliembriénicos. Los cultivares monoembrionicos
son de origen hind®, de zonas subtropicales, con cascara coloreada (mezclas de rojo, morado
y/o amarillo), contienen un embrion cigético que generara un hibrido resultado de la fusion
del gameto femenino y el masculino (Eiadthong et al., 1999; Vazquez et al., 2006). El otro
grupo son los poliembridnicos, de origen tropical, de Indochina, Tailandia, Malasia, Indonesia
y Filipinas, con cascara de tonalidades que van del verde a verde claro o amarillo; las semillas
producen un embridon cigdtico y de uno a seis embriones nucelares que generalmente
reproducen el genotipo de la planta madre (Viruel et al., 2005; Cordeiro et al., 2006; Vazquez
et al., 2006), excepto cuando hay mutacién o variacion somatica (Dhillon et al., 1993). Esta
caracteristica permite, dependiendo del grado de poliembrionia, la reproduccion vegetativa de
las especies a partir de semilla y a la vez posibilita la obtencion de individuos diferentes
(cigoticos) con lo cual asegura la perpetuacion de la especie (Villegas y Andrade, 2008). En
ambos grupos se incluyen las variedades de mango que se cultivan en nuestro pais (Villegas,

2007).

Muchos de los genes que controlan el desarrollo sexual también se responsabilizan de la
induccion de la poliembrionia, siendo expresados en la nucela en diferentes momentos,
alterando la expresion espacial y temporal necesaria para la reproduccion sexual normal
(Koltunow et al., 2001). Los actores y genes que permiten a las células en el 6vulo ser ‘swich’

para iniciar la apomixis atn se desconocen (Bicknella y Koltunow, 2004).

Las fitohormonas, como parte de la expresion de los genes, juegan un rol significativo en
la aparicion de la poliembrionia; tal es el caso de las auxinas, donde el transporte polar de
estas pueden afectar el desarrollo del embrién y determinar su simetria (Batygina y

Vinogradova, 2007).

Tanto los cultivares monoembridnicos como los poliembriénicos de mango pueden
intercruzarse y la poliembrionia del hibrido resultante serd gobernada por un gen simple
dominante (Aron et al., 1998; Ravishankar et al., 2004) que originara diferentes grados de

poliembrionia.

12
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La apomixis es controlada genéticamente por un locus Mendeliano dominante,
interactuando con factores ambientales o externos a la planta (Aron et al., 1998; Garcia et al.,
1999; Singh, 2003). La frecuencia de embriones en algunas especies apomicticas es
influenciada por fotoperiodo, temperatura, sales inorgédnicas y nivel nutrimental, y elementos
que afectan la polinizacion (Kultonow, 1993; Garcia et al., 1999). Por lo tanto, algunos
factores que afectan la polinizacion, fertilizacion y desarrollo de la semilla también afectan el
porcentaje de poliembrionia y nimero de embriones por semilla (Schnell y Knight, 1991;
Andrade-Rodriguez et al., 2004). Asi, las semillas de Mangifera indica pueden expresar
mayor o menor grado de poliembrionia en distintos hébitat, incluso mostrar monoembrionia

(Juliano, 1937, citado por Batygina y Vinogradova, 2007).

Cabe indicar que entre cultivares y en cada cultivar de mango poliembrionico varia el
nimero de embriones por semilla, y estos son desiguales en tamafio y forma, siendo algunos
demasiado pequefios (Arndt, 1935; Parisot, 1988; Mo et al., 2005). La poliembrionia se
relaciona con escasa germinacion y bajo vigor de las plantulas procedentes de los embriones
pequefios, ya que al incrementar el nimero de embriones disminuye su tamafio y aumenta la
competencia por espacio y nutrientes (Andrade-Rodriguez et al., 2004; Mo et al., 2005;
Darlan et al., 2006). Al germinar semillas poliembrionicas se debe considerar que habra

variacion en el tiempo de emergencia y en el desarrollo de las plantulas (Arndt, 1935).

El nimero de embriones puede ser determinado por conteo directo o por conteo del
numero de plantulas emergidas en el semillero (Schnell y Knight, 1992). El primer método
usualmente determina el numero total de embriones; mientras que, el segundo muestra el
niumero de embriones capaces de germinar en condiciones de semillero (Pio et al., 1984,
citado por Andrade-Rodriguez et al., 2004), ya que no todos los embriones, generalmente los
mas pequefios, cuentan con las reservas nutritivas para su crecimiento o pueden sufrir
deshidratacion y morir. En muchos casos, por la competencia entre embriones, las plantulas
cigoticas probablemente degeneren o no se desarrollen (Sachar y Chopra, 1957, citado por

Cordeiro et al., 2006; Costa et al., 2004).
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Algunos autores aseveran que las plantulas nucelares en vivero pueden ser facilmente
identificables, por presentar uniformidad en vigor y caracteristicas morfoldgicas semejantes a
la planta madre (Dhillon et al., 1993). Para la propagacion de plantas de mango, los
productores comunmente conservan una planta por semilla y eliminan a las menos vigorosas,
considerando que la planta serd nucelar y por lo tanto presentard uniformidad (Galan, 1999;
Cordeiro et al., 2006). Sin embargo, en investigaciones donde se ha llevado acabo esta
practica, y al aplicar marcadores genéticos para identificar el origen de los embriones, se ha
encontrado que las plantas con mayor vigor pueden ser cigéticas; Cordeiro et al. (2005)
hallaron 90 % de plantas cigéticas en plantulas de mango seleccionadas por ser las mas

vigorosas.

Galvez (2006) evalud la variacion genética entre 112 individuos en México, encontrd
incluso variacion genética en el cv. Ataulfo, posiblemente debido a que se ha propagado

mediante semilla a lo largo del pais.

Por lo anterior, para asegurar homogeneidad al propagar mangos poliembridnicos
mediante semilla se debe considerar el porcentaje de plantas nucelares que emerjan en
relacion a las cigoticas (Koltunow et al., 2001), ya que si la planta seleccionada se emplea
como patréon tendra efectos en el vigor y rendimiento de la planta (Schnell y Knight, 1991).
Andrade-Rodriguez (2002) en estudios realizados con Citrus volkameriana, C. reshni y C.
amblycarpa, concluyeron que solo los portainjertos C. reshni y C. amblycarpa son de
reproduccion apomictica nucelar, por lo que, pueden ser propagados a través de semilla sin

perder la homogeneidad genética.
2.3.1 Ventajas y desventajas de la embriogénesis nucelar

Las especies poliembridonicas muestran las ventajas de las plantas apomicticas
(Goldenberg y Shepherd, 1998, citado por Costa et al., 2004), al poseer mayor capacidad para

colonizar ambientes inhdspitos y presentar distribucion mas amplia que las especies no

apomicticas.
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Los cultivares poliembridnicos, como ‘Manila’ y ‘Ataulfo’, comunmente se propagan
por semilla obteniendo en su mayoria plantas idénticas a la planta madre, si proceden de
embriones nucelares (Galan, 1999). El empleo de plantas nucelares asegura menor
variabilidad, al considerar que el patrén y el injerto ejercen influencia en la altura, rendimiento

del arbol (tha™ y frutos-m?) y caracteristicas del fruto (Vargas et al., 2004).

Los cultivares poliembrionicos de mango también se eligen como patrones por ser mas
productivos que los cultivares monoembridnicos, tal vez por el estimulo originado del
desarrollo de frutos jovenes con varios embriones nucelares (Sturrock, 1967; Aron et al.,

1998).

Como forma de reproduccion vegetativa, la poliembrionia presenta otras ventajas:
rejuvenecer clones viejos que han perdido el vigor debido a la propagacion vegetativa
continua, ya que pueden ser renovados mediante lineas nucelares del clon afectado (Koltunow
et al., 2001; Villegas y Andrade, 2008). También se pueden obtener plantas libres de virus,
viroides, fitoplasmas y bacterias que pueden ser de utilidad en la planeacion de programas de

saneamiento y certificacion (Bicknella y Koltunow, 2004; Villegas y Andrade, 2008).

Para poder aprovechar los beneficios de la poliembrionia en mango es necesario superar
algunos inconvenientes. Durante la germinacidn, se presenta crecimiento simultaneo de varias
plantas de una semilla, lo que origina competencia y puede ocasionar deformaciones en la
region de unidn tallo-raiz (Galan, 1999), o inclusive que las plantas crezcan unidas (Barbosa
et al., 2009), impidiendo el adecuado desarrollo de las mismas. En la propagacion de especies
frutales muchas veces se presenta la limitante de que las plantulas apomicticas expresan
caracteristicas juveniles y largo periodo juvenil (Domingues et al., 1998), como retraso en la

floracion; sin embargo, esto se puede superar mediante injertos.

La importancia de identificar a los embriones nucelares y a el cigético, es la posibilidad
de implementar programas de mejoramiento genético al poder elegir en etapas tempranas el
hibrido resultado de la cruza (Domigues et al., 1998; Andrade-Rodriguez et al., 2005; Villegas

y Andrade, 2008), ademas permite elegir a los embriones nucelares para la propagacion de
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portainjertos e injertos sin enfermedades. La técnica para poder identificar de forma mas
precisa el origen de las plantulas, son los marcadores genéticos. En mango s6lo se han
reportado cinco trabajos: con isoenzimas, Gazit y Knight (1989), Schnell y Knight (1992),
Degani et al. (1993), y Mo et al., 2005, y con marcadores RAPD, Cordeiro et al. (2005). Estas
investigaciones son escasas si se comparan con lo realizado en el género Citrus, con mas de
48 trabajos para identificar el origen cigético o nucelar de los embriones mediante marcadores
genéticos (Xiang y Roose, 1988; Bastianel et al., 1998; Domingues et al., 1998; Garcia et al.,
1999; Ribeiro et al., 1999; Ruiz et al., 2000; Cristofani et al., 2001; Soares-Filho et al. 2002;
Andrade-Rodriguez et al., 2005; Nageswara et al., 2007).

Sélo la investigacion de Cordeiro et al. (2006) ha relacionado el origen cigdtico con la
ubicacion de los embriones en la semilla de mango, numerando al posible embridén cigdtico
como 1 y ubicandolo cerca del lado basal (lado convexo) de la semilla (tomaron como
referencia lo indicado por Sachar y Chopra, 1957), el resto de los embriones los numeraron de
acuerdo a la cercania con el embrion 1; sus resultados muestran que no siempre el embrion
cigdtico se encuentra en la posicion 1 (donde debiera estar el micrdopilo). En citricos, entre los
trabajos para ubicar al embrion cigdtico destacan los de Andrade-Rodriguez et al. (2005),
quienes numeraron a los embriones en sentido opuesto al de las manecillas del reloj, por
tamafio y con referencia a la cercania con el micrépilo de la semilla (detectable en las semillas
de citricos); concluyen que en Citrus reshni las plantulas cigéticas se originaban siempre de
los embriones pequenos localizados cerca o en el extremo micropilar, mientras que en C.
volkameriana, dichos embriones no siempre fueron los cigdticos. Ribeiro et al. (1999)
también estudiaron a los embriones cigoéticos y nucelares de semillas de citricos; en los
hibridos de C. sinensis Osb. y Poncirus trifoliata (L.) determinaron que la mayoria de los
embriones cigdticos se localizaban proximos a la region micropilar (el resto estaban hacia el

interior de la semilla) en estadios globular y codiforme.
En esta investigacion en mangos poliembrionicos, no sélo se buscaron relacionar al

embrion cigdtico con la ubicacion en la semilla, sino también con su tamafio. Estas referencias

podrian otorgar conocimiento practico para identificar los dos tipos de embriones
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directamente en la semilla, permitiendo aplicar métodos de seleccion mas econdmicos

(Villegas y Andrade, 2008).

2.4 Morfologia de las semillas y embriones de mango

Morfolégicamente el mango presenta un ovario, el cual es supero, globoso, y contiene un
solo ovulo bitegumentado (Sturrock, 1967; Galan, 1999). Caracteristicamente las
Anacardiaceas, y el mango, poseen por ovario un 6vulo de tipo anatropo ascendente,
crasinucelado (con nucelo grande), y con saco embrionario derivado de megasporogénesis
tipo Poligonium (Figura 3), al constar de una ovocélula, dos sinérgicas, tres antipodas y dos
nucleos polares (Niembro, 1988; Piennar y Teichma, 1998; Batygina y Vinogradova, 2007).

En la Figura 4 se observa el ovario maduro o fruto de mango.

Integumentos

Esporofito

(2n) Nucela
A
Sinérgicas
Gametofito Célula huevo

> Rafe

(Saco embrionario-n) % Célula central

Antipodas

a Figura 4. Fruto monoembridnico del
cv. Paheri cinco semanas después de la
fertilizacion: a) exocarpo, b)
mesocarpo, c¢) funiculo, d) embrion, e)
endocarpo, f) loculo (Kennard, 1955).
El pedinculo se ubica en la parte
superior.
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El ovulo anatropo consta de nucelo grueso y recto (cuerpo central con células
vegetativas) rodeado por dos tegumentos, funiculo o filamento que conecta al évulo con la
placenta, y calaza o region donde confluyen los tegumentos y nucelo; se observa la rafe,
region periférica que se ubica en el plano mediano constituida por uno o dos haces vasculares
que recorren desde el funiculo hasta la calaza. El micrépilo es el orificio que queda en las
terminaciones de los tegumentos y esta cercano al funiculo (Esau, 1982; Espinosa y

Engleman, s/a).

De manera similar al 6évulo, en la semilla podemos encontrar diferentes regiones que
permiten describirla, tales como: la rafe que puede aparecer como un ligero reborde, la calaza
o zona donde los tegumentos se unen a la calaza, el micrépilo que es rara vez visible, y la
cubierta seminal constituida por tegmen (tegumento interno) y testa (tegumento externo)

(Esau, 1982; Espinosa y Engleman, s/a).

La semilla de mango es ovoide, oblonga, alargada y se encuentra recubierta por un
endocarpo duro, fibroso, aplanado, alargado, abultado hacia el lado basal a lo largo del cual
hay una ranura con multiples y largas fibras introducidas en el mesocarpo o pulpa (Parisot,
1988). La semilla presenta una testa delgada, blanca, de consistencia semejante al papel,
adherida al endocarpo y no a los embriones; y un tegumento de color café que esta fijado a los
embriones (Parisot, 1988). En semillas maduras, el embrion llena completamente el endocarpo

(Kennard, 1955).

Durante la embriogénesis se va formando el cuerpo de la planta, que consiste en el
epicotilo (sobre la base de los cotiledones), los cotiledones, el hipocotilo (entre la base
cotiledonar y la radicula), la radicula y el meristemo de la radicula. Si el epicoétilo se encuentra
suficientemente desarrollado y muestra rudimentos de las primeras hojas verdaderas, es

llamado plumula (Arndt, 1935; Laux et al., 2004; Batygina y Vinogradova, 2007).
Cada embrion de mango comprende dos cotiledones y un epicotilo, con raras

excepciones en las que pueden compartir cotiledones, presentar 3 cotiledones o 2 plumulas

(Mo et al., 2005). En el caso de que la semilla sea monoembridnica los cotiledones son
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usualmente idénticos y complementarios, capaces de ocupar la cavidad interna del endocarpo
0 so6lo una parte (Parisot, 1988); en semillas poliembrionicas, el volumen, peso y forma de los
cotiledones puede variar de un embrion a otro, y en el mismo embridon (Arndt, 1935; Parisot,

1988; Costa et al., 2004).

Las diferencias morfoldgicas entre embriones es causada principalmente por la
competencia de espacio dentro de las semillas (Parisot, 1988; Costa et al., 2004), asi como por
la independencia en los tiempos de desarrollo (Kultonow, 1993). Entre embriones también se

presenta distintos grados de maduracion (Costa et al., 2004).

El eje embrionario comprende al epicotilo, hipocotilo y radicula; su orientacion apical-
basal estd generalmente alineada al eje calazal-micropilar del 6vulo, sugiriendo que la
polaridad del embrion es guiada por el tejido maternal o nucela (Laux et al., 2004). En mango,
Parisot (1988) y Mo et al. (2005) describen como la orientacion de los embriones es
generalmente hacia el micropilo que esta dispuesto hacia el pedunculo floral. Asimismo,
Parisot (1988) describe como los embriones cominmente se localizan hacia la region del
micropilo, aunque dependiendo de la variedad, rara vez se pueden ubicar en el extremo

opuesto o punto de insercidon del funiculo.
Pocos son los reportes realizados referentes a las caracteristicas morfologicas de los

embriones en mangos poliembrionicos, sin existir referencias en los cvs. Manila y Ataulfo, u

otro cultivar de importancia en México.
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2.5 Marcadores genéticos aplicados en mango

Los marcadores son caracteristicas distintivas que se manifiestan de manera constante en
un organismo o poblacion, estos marcadores generalmente se emplean para la discriminacion
y clasificacion de genotipos. Hay tres tipos de marcadores genéticos: los morfologicos, los

bioquimicos y los moleculares (ADN y ARN).

Los marcadores genéticos visualizan diferencias tangibles entre las secuencias
homologas del ADN de los organismos; dichas diferencias resultan de cambios o
reorganizaciones entre los pares de bases que conforman este tipo de moléculas, como las

translocaciones, inversiones, inserciones o delecciones (Valadez y Kahl, 2005).

Los marcadores tienen que presentar las siguientes caracteristicas para ser considerado
eficiente y poder utilizarse como herramienta genética: ser polimorfico (multialélico), tener
codominancia, no ser epistatico (se puede leer el genotipo a partir del fenotipo,
independientemente del genotipo de otros loci), presentar neutralidad (las sustituciones
alélicas no tiene otros efectos fenotipicos), y ser insensible a los efectos del ambiente (Nuez et

al., 2000).

Las herramientas moleculares ofrecen diferentes alternativas para el mejoramiento
genético de mango, al ser empleadas para caracterizar la diversidad y relaciones genéticas en
diferentes especies y cultivares de mango, identificar genes de interés comercial, mejorar
especies a través de la tecnologia de transferencia genes, crear variacion en cultivares
desarrollados in vitro, determinar etiologicamente enfermedades, entre otros beneficios
(Krishna y Singh, 2007). En el Cuadro 1 se aprecia la importancia de los marcadores

moleculares en el desarrollo del cultivo de mango.
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Cuadro 1. Avances realizados en mango empleando herramientas moleculares.

Herramientas
Biotecnoldgicas

Titulo de la Investigacion

Referencia

Marcadores Moleculares

Isoenzimas

Evaluacion de variacion genética en
mango usando marcadores
isoenzimaticos

Gan et al. (1981)

Identificacion de diferentes loci con 17
alelomorfismos en 41 cultivares

Degani et al. (1990)

Identificacion de mangos hibridos

resultantes de cruzas

Jintanawongs y
Changtragoon (2000)

Marcadores de ADN

Caracterizacion de mutantes tolerantes a

diversidad de especies de mango

RAPD toxinas fingicas Jayasankar et al. (1998)
Rec99001m1ento de 1la . diversidad Bally et al. (1996)
genética en mango cv. Kensington
Evaluac10n.de la diversidad genética en Karihaloo et al. (2003)
razas y cultivares
Agm.pa.m.on de Var.ledades basandose en Saouza y Lima (2004)
sus similitudes y divergencias
Confirmacion de relaciones

RFLP filogenéticos y distribucion geografica | Eiadthong et al. (1999)
de Mangifera spp. en Tailandia
Estimacion de relaciones genéticas en
algunos cultivares poli- y mono- Kumar et al. (2001)
embridnicos

VNTR Huellas de ADN y ary1a1¥51s genético de Adato et al. (1995)
algunos genotipos e hibridos de mango
Identificacion de  secuencias de

ISSR iniciadores mostrando polimorfismo Gonzalez et al. (2002)
entre cultivares de Australia
Identificacion y variaciéon genética en .

SSR cultivares de mango de Tailandia Eiadthong et al. (1999)
Evaluacion de diversidad en Duval et al. (2005)
germoplasma de mango

AFLP Estimacion de la relacion genética y Yamanaka et al. (2006)

Fuente: Krishna y Singh (2007).
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2.5.1 Marcadores morfologicos

Los marcadores morfologicos emplean las diferencias fenotipicas en el analisis genético;
s6lo se pueden usar como marcadores si son controlados por un locus y si su expresion es

reproducible en cualquier ambiente (Vazquez et al., 2000).

Tradicionalmente los cultivares comerciales de mango se identifican empleando
caracteristicas de hoja, panicula, fruta y semilla con endocarpo (Vasanthaiah et al., 2007), sin
embargo, estas caracteristicas pueden cambiar entre ambientes, por lo que se puede poner en
duda identificaciones previas de algunos cultivares, que frecuentemente tiene distintos
nombres en diferentes areas (Krishna y Singh, 2007). Ademas, los marcadores morfologicos
en frutales tropicales presentan la desventaja de que generalmente se evalian a nivel de toda la
planta y cuando esta llega a estado adulto; esto significa esperar durante varios afios

(Azofeifa-Delgado, 2006).

A pesar de que en muchos casos los marcadores moleculares son preferidos con relacion
a los marcadores morfoldgicos, estos siguen siendo de utilidad, como lo demostraron Singh et
al. (2009), quienes evaluaron la diversidad genética de cinco cultivares de mango con
importancia comercial (Banganapalli, Dashehri, Langra, Amrapali y Mallika) empleando
marcadores morfologicos y moleculares (ISSR). Encontraron variacion intracultivar en los 5
cultivares al usar 17 marcadores morfologicos, no obstante, con los ISSR no hallaron
variacion en Amrapali ni en Dashehri, por lo que determinan que estos cultivares son estables

genéticamente.

Galvez (2006) caracterizd morfologica y molecularmente (AFLP y SSR) mangos
criollos de Chiapas (incluyendo ‘Ataulfo’), y determiné sus relaciones genéticas con mangos
criollos y mejorados de otras partes de México y del mundo. De las 53 variables morfologicas,
eligio 9 (longitud, ancho, grosor, peso, contenido de pulpa, cantidad de fibra y longitud de
fibra en fruto, y ancho y longitud de hoja) por ser las mas descriptivas. Hallo variabilidad

morfologica significativa entre los mangos de Chiapas, donde el cv. Ataulfo y dos mangos
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criollos de Tuxtla Chico (‘Ajo’ y ‘Sin nombre-2’) presentaron las mejores caracteristicas de

fruto, indicando su potencial en el mejoramiento genético.

2.5.2 Marcadores bioquimicos

Las isoenzimas y el ADN empleados como marcadores, presentan claras ventajas sobre
los marcadores morfologicos, por ser abundantes en el estudio de una poblacion segregante,
ser neutros, con minimo o nulo efecto epistatico o pleiotropico. Ademads, superan las
limitantes de los marcadores morfologicos: su escasez en las poblaciones, su estacionalidad
temporal, la dependencia de los estadios de desarrollo de la planta, y los posibles efectos
deletéreos (ej. Albinismo) (Nuez et al., 2000; Krishna y Singh, 2007). No obstante, las
isoenzimas también tienen la desventaja de ser afectadas por el estado de desarrollo y tipo de

tejido empleado.

Como marcadores bioquimicos pueden emplearse las isoenzimas y/o las proteinas de
semillas. Las isoenzimas son diferentes formas moleculares de la misma enzima que cataliza
una reaccion quimica especifica. Las isoenzimas codificadas por los alelos en la mayoria de
los loci, son codominantes (distingue los individuos heterocigoéticos y homocigoticos), y no
producen efectos deletéreos en homocigosis recesiva ni a través de efectos pleiotropicos y/o

epistaticos (Vazquez et al., 2000)

Para obtener los extractos vegetales, en principio se puede emplear cualquier tipo de
tejido u 6rgano, encontrando en menor o mayor grado suficiente cantidad de proteina; no
obstante, en los cotiledones, plantulas, polen y hojas jovenes, metabdlicamente muy activas,
se puede hallar la concentracion proteica mas alta y gran actividad enzimatica (Vazquez et al.,

2000).

Para la electroforesis de proteinas, los medios de soporte utilizados pueden ser papel,
acetato de celulosa, agarosa, almidén y poliacrilamida, siendo los dos ultimos lo mas comunes

(Vazquez et al., 2000).
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Degani et al. (1990) examinaron a partir de tejido foliar, los sistemas de enzimas:
fosfoglucosa isomerasa (PGI; EC 5.3.1.9), triosafosfata isomerasa (TPI; EC 5.3.1.1), leusina
aminopectidasa (LAP; EC 3.4.11.1), especifica-NAPD isocitrato deshidrogenasa (IDH; EC
1.1.1.42), fosfoglucomutasa (PGM; EC 2.7.5.1) y aconitasa (ACO; EC 4.2.1.3). Identificaron
seis loci con 17 alelomorfismos en 41 cultivares de mango originados de polinizacion abierta
y autopolinizacion; como resultado determinaron el origen de algunos cultivares producto de
la cruza, y en otros cultivares refutaron los supuestos origenes que previamente se habian

reportado.

2.5.3 Marcadores moleculares

Los marcadores de ADN representan un avance cuantitativo al afiadir a las cualidades de
las isoenzimas (no ser influenciados por el ambiente y tener interaccion nula o identificable
con otros marcadores) la de poder encontrarse en numero practicamente ilimitado, y de

acceder a mayor rango de variabilidad (exones e intrones) (Garcia-Mas et al., 2000).

Los marcadores de ADN son secuencias genoémicas localizadas en un mismo locus pero
que difieren en su secuencia de bases nitrogenadas (Valadez y Kahl, 2005). Las variaciones en
los marcadores de ADN no se muestran por si mismas en el fenotipo, porque a veces dichas

variaciones son diferentes en un nucleotido del gen (Velasco, 2005).

Para obtener marcadores del ADN se emplean diferentes métodos agrupados en tres
categorias: A) Hibrido tipo “Southern”, explora variaciones de longitud de fragmentos de
ADN ocasionados por la restriccion del genoma con alguna endonucleasa especifica (ej.
RFLP); B) Reaccion de Polimerizacion en Cadena o PCR, utiliza secuencias de
oligonucleotidos (aleatorias, semialeatorias o especificas) que inician la sintesis in vitro de
fragmentos de ADN de longitudes variables, no mayores de 6 kb (ej. RAPD, AFLP); C) PCR
o producto de su amplificacion combinada con la Hibridaciéon tipo “Southern”, permite la
optimizacion de un ensayo de tipificacion, con los resultados de la PCR se detecta un patrén

particular de fragmentos “primera generacion”, que se hibridan con alguna sonda radioactiva
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que detecte microsatélites, revelando otro patrén totalmente diferente o la “segunda

generacion” (Valadez y Kahl, 2005).

Cualquier molécula de proteinas, d¢ ARN o ADN empleadas como marcador, es
monitoreada al visualizar su disociacion y observar bandas originadas por los fragmentos
separados, por medio de electroforesis en una matriz porosa, generalmente gel de agarosa o
poliacrilamida (Garcia-Mas et al., 2000). La electroforesis tiene como principio la aplicacion
de un campo eléctrico a una molécula cargada (proteinas, aminodcidos y acidos nucléicos) que
se encuentra sobre un medio de soporte mds o menos inerte, en una solucién con cierto pH;
por citar, la molécula de ADN est4d cargada negativamente y por lo tanto migran hacia el
anodo (+) (Azofeifa-Delgado, 2006). Las diferencias en las cargas o las relaciones carga/peso
molecular son la base para la migracion diferencial al someterse al campo eléctrico (Vazquez
et al., 2000). También se debe considerar que la composicion de la solucion buffer empleada
en el gel y en los electrodos, influyen en la migracion de las moléculas (Garcia-Mas et al.,

2000).

Los marcadores son codominantes si cada individuo heterocigoto tiene otro alelo situado
en otra posicion del gel, correspondiente a un fragmento de ADN con un nimero de bases
distinto. Los marcadores son dominantes si s6lo hay dos genotipos, el que presenta una banda
y el que no la tiene; la presencia de banda es dominante sobre su ausencia (Garcia-Mas et al.,

2000).

2531 Extracciéon de ADN

El mango al ser un frutal tropical, presenta problemas para lograr aislar suficiente ADN
de calidad (sin degradacion y sin contaminantes) por la presencia de polisacaridos, que
inhiben la actividad enzimatica durante el procesamiento para obtencion y andlisis del ADN, y
por los fenoles, que inhiben las reacciones de PCR (Ramirez et al., 2004; Krishna y Singh,
2007). Los polisacaridos y muchos tipos de metabolitos secundarios de arboles tropicales
forman complejos insolubles con los acidos nucléicos durante la extraccion (Pandey et al.,

1996, citado por Ramirez et al., 2004).
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Saldafia y Salazar (2007) estudiaron la eficiencia de las metodologias de extraccion de
ADN utilizadas en mango, a partir de tejido foliar de los cvs. Haden, Smith, Tommy Atkins y
Kent. Probaron 4 técnicas: Dellaporta et al. (1983) con modificaciones, Bahl y Pfenninger
(1996), Porebski et al. (1997), y Doyle y Doyle (1990) con modificaciones. De las cuatro
metodologias, la mejor fue la de Doyle y Doyle (1990) con modificaciones, permitiendo aislar
la mayor cantidad de ADN genoémico intacto. Ademas, concluyen que lo mejor es emplear
250 g de tejido para la extraccion, aplicar PVP y metasulfito de sodio como antioxidante, usar
el buffer de extraccion con 2X CTAB y Tris-base, asi como liofilizacion antes de resuspender

el “pellet” en TE y tratar con ARNasa.

El protocolo de Doyle y Doyle (1990) basado en el método CTBA también fue aprobado
por Ramirez et al. (2004), entre otros protocolos que evaluaron para extraccion y purificacion

de ADN de mango con calidad para utilizarse en la PCR.

El primer paso para la extraccion consiste en la pulverizacion del tejido, generalmente
con nitrogeno liquido o hielo seco, para romper la pared celular y liberar los constituyentes
celulares (Rogers y Bendich, 1988; Velasco, 2005). En el siguiente paso, se homogeneiza el
tejido con un tampoén de extraccion para romper la membrana celular, y se desarrolla un
procedimiento de purificacion del ADN. Algunos de los compuestos empleados en la
extraccion son:

« Tris: Es un tampodn biologico, cuya funcidon es mantener constante el pH de la solucion (pH
7.0-8.0) (Garcia-Mas et al., 2000; Velasco, 2005).

« Agentes quelantes (EDTA, EGTA y Fenantrolina): Inhibe accion de ARNasas y otras
nucleasas para proteger el ADN, mediante la captura de cationes libres que son cofactores
para su actividad, como el 16n magnesio o calcio (Rogers y Bendich, 1988; Garcia-Mas et
al., 2000; Velasco, 2005).

« Sal (Cloruro de sodio, acetato de potasio, acetato de sodio): Se emplean altas
concentraciones para prevenir la contaminacion de la muestra con polisacaridos; la
separacion de los polisacaridos del ADN se logra por su solubilidad diferencial en
presencia de altas concentraciones (aumentan el poder i6nico de la solucion), ocasionando

la precipitacion del ADN (Velasco, 2005). El cloruro de sodio inhibe la actividad de
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algunas enzimas como polimerasas, ligasas y endonucleasas de restriccion (Velasco,
2005).

« Detergente: Facilita la ruptura de las membranas celulares y nucleares; y también inhibe la
actividad de enzimas (Valadez y Kahl, 2005).

« SDS o dodecil sulfato sodico y/o acetato de potasio (detergente anidénico): Separa el
ADN de las proteinas y restos celulares, evitando que el ADN quede atrapado en los
residuos celulares; manteniendo el ADN en suspension y precipitando los residuos por
centrifugacion (Rogers y Bendich, 1988; Gonzalez et al., 1995; Velasco, 2005).

« Lauril-sarcosine (detergente anionico): Semejante al SDS, que inhibe las hexoquinasas.

« CTBA o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (detergente catidonico): Se adhiere
fuertemente al ADN, desplaza las proteinas y previene la degradacion del ADN; limita la
contaminacion por polisacaridos, aunque sin mucha eficacia (Rogers y Bendich, 1988;
Garcia-Mas et al., 2000).

« Bisulfito sodico o Metasulfito de sodio: Es un antioxidante que escinde enlaces disulfuro;
ayuda en la desnaturalizacion de estructuras ricas en GC, por lo que se emplea en
plantillas que tengan largas secuencias de G y C. También es un agente reductor y
estabilizador de enzimas (Salazar y Saldafa, 2007).

o 2-mercaptoetanol: Evita la oxidacién del tejido al romper enlaces disulfuro de modo
reversible y forma disulfuros mixtos con las cadenas laterales de las proteinas (Velasco,
2005).

« PVP (polivinilpirrolidona): Inhibe la accion de polifenoloxidasas (Gonzalez et al., 1995;
Rogers y Bendich, 1988; Velasco, 2005).

La mezcla del tejido con el buffer de extraccion se incuba a 65 °C desnaturalizando las
proteinas. Para retirar las proteinas desnaturalizadas y la mayoria de los polisacéridos, se
agrega una sal como el acetato de potasio frio o alcohol frio, como isopropanol. El proceso de
centrifugacion separa el tejido, membranas, polisacaridos y proteinas de los acidos nucleicos,
los cuales quedan en el sobrenadante (Velasco, 2005). El alcohol isoamilico actia como
agente antioxidante, impidiendo o disminuyendo la formacion de interfase durante la

extraccion de ADN (Gonzalez et al., 1995).
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El cloroformo o el fenol desnaturalizan las proteinas y las separa del ADN (Rogers y
Bendich, 1988). El fenol hidroliza las uniones peptidicas desnaturalizando las proteinas,
purifica el ADN porque las proteinas tienen mayor afinidad por la fase fendlica que por la fase
acuosa (Gonzalez et al., 1995). El cloroformo es un solvente que evita la precipitacion de
proteinas desnaturalizadas de tipo hidrofobicas, remueve residuos organicos como clorofila e
hidroxifenoles (Gonzalez et al., 1995), permite obtener ADN menos sensible a la degradacion,

y remueve el CTBA y fenol (Gonzalez et al., 1995; Valadez y Kahl, 2005).

El ADN en disolucion es concentrado y purificado por precipitacion con etanol o
isopropanol, al reducir la constante dieléctrica del solvente. Posteriormente el ADN es
resuspendido en tampon TE o agua. El etanol también permite precipitar el ADN, ademas de

remover residuos de CTBA y sales (Rogers y Bendich, 1988; Saldafia y Salazar, 2007)

2.5.3.2 Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Los marcadores RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphisms™) detectan
polimorfismo producido al digerir ADN con enzimas de restriccion particulares
(endonucleasas), empleando sondas especificas que hibriden una parte de los fragmentos de
ADN obtenidos. El polimorfismo a nivel de dianas de restriccion serd observado como un
polimorfismo en la longitud de los fragmentos detectados. No depende de la reaccion PCR
para detectar el polimorfismo, ni necesitan ser previamente secuenciados para usarse (Garcia-

Mas et al., 2000).

Para la deteccion de los RFLP se debe aislar el ADN, purificarse y cortarse con una o
mas endonucleasa de restriccion. Los fragmentos resultantes se separan mediante
electroforesis en gel de agarosa y se transfieren a una membrana de nailon o nitrocelulosa
(“Shouthern blotting”). La subsecuente hibridacion con alguna sonda marcada (secuencia
definida de &cido nucleico marcada) y deteccion con autorradiografia, luminografia o
quimioluminiscencia har4 visible un fragmento de ADN especifico, que puede ser comparado
con el fragmento resultante de otros genomas tratados de la misma forma (Valadez y Kabhl,

2005).
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Ravishankar et al. (2004) complementaron el uso de RFLP con ADN de cloroplastos y
RAPD para clasificar cultivares poliembridonicos y monoembrionicos de la India. En el
dendrograma que obtuvieron observaron que los cultivares se separan en dos grandes grupos,
cultivares poli- y monoembrionicos, concluyen que tienen bases genéticas diferentes que
fueron reconocidas por los RAPD y RFLP. Asimismo, sugieren que los cultivares
poliembridnicos pudieron ser introducidos de otras partes del suroeste de Asia, ya que fueron

diferentes de los originados en la India.

2.5.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR (“Polimerase Chain Reaction™) es una técnica cominmente empleada en la
biologia molecular moderna, su principio base se desarroll6 en la década de los 80’s. La PCR
se conforma por tres fases de reacciones ciclicas: desnaturalizacion del ADN, primera
alineacion, y extension con nucledtidos, resultando en una incremento exponencial de una
secuencia de ADN blanco (Moody, 2007) (Figura 5). El proceso de PCR ha sido extensamente
modificado y adaptado a diversas aplicaciones: amplificacion cuantitativa de ARN y ADN,
introduccion de mutaciones especificas, mapeo del polimorfismo de genomas, identificacion
de mutaciones somaticas de baja frecuencia, discriminacion de ADN metiolado o no

metiolado, amplificacion de genomas enteros, etc. (Moody, 2007).

La amplificacion del ADN por PCR consta de tres pasos esenciales: la
desnaturalizacion, paso en el que la molécula de doble hélice de ADN se separa en cadenas
sencillas por temperatura (90 o 95 °C), que serviran como molde para la sintesis de los
fragmentos respectivos; en la alineacion la temperatura se reduce para permitir el
reconocimiento de los iniciadores a las cadena molde (la temperatura variara entre 25-65 °C
dependiendo del contenido de C-G y longitud del iniciador); la extension o alargamiento del
iniciador por la ADN-polimerasa, generalmente entre 70 a 75 °C. La temperatura de los ciclos
debe ser tolerada por la ADN-polimerasa. Los tres pasos se repiten en el termociclador para
poder obtener de manera exponencial los fragmentos sintetizados a partir de la cadena molde
del ADN (Valadez y Kahl, 2005). La eficiencia y especificidad de la reaccion de

amplificacion variara con la temperatura y tiempo de incubacion.
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Figura 5. Representacion esquemaitica de los componentes basicos de la PCR y etapas de la
reaccion. Los cinco componentes basicos de la PCR son combinados (a) y sometidos a tres reacciones
ciclicas con fases térmicas: desnaturalizacion (separacion de cadena de ADN), alineacion (union de los
iniciadores para complementar la cadena), y extension (adicion de nucledtidos por la enzima
polimerasa para complementar la cadena de ADN comenzada por el iniciador) (b), obteniendo un
incremento exponencial de las secuencias de ADN blanco (¢) (Moody, 2007).

La reaccion de PCR tiene cinco componentes: iniciadores o “primer” (oligonucle6tidos),
ADN-polimerasa resistente a fluctuaciones de temperatura (Taq polimeasa), buffer de
reaccion (incluyendo MgCl,), dNTPs, y ADN molde. La concentracion y calidad de estos
componentes afecta a amplificacion de los fragmentos de ADN:

« Iniciadores: Cada PCR tiene como punto de inicio un par de iniciadores con longitud entre
10 a 30 bases (Valadez y Kahl, 2005), que seguidos de la ADN-polimerasa permiten la
incorporacion de los dNTPs. Los iniciadores son direccionales y complementarios a la
region a amplificar, y proveen la especificidad para la reaccion (Innis y Gelfand, 1990).
En la mayoria de las reacciones es suficiente emplear entre 0.1 a 1.0 uM de cada iniciador

(concentracion final de la reaccion de 25 puM). Una baja concentracion del iniciador
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provoca lentitud en la reacciéon de amplificacion, y una concentracion alta favorece
amplificaciones inespecificas, asi como la formacion de dimeros entre los iniciadores (<1
uM de cada iniciador por 50 uM de reaccion) (Innis y Gelfand, 1990; Moody, 2007).

« ADN-polimerasa: Estas enzimas catalizan la sintesis de largas cadenas de polinucleotidos
al incorporar mondmeros de dexorribonucleétidos trifosfato. La eleccion de la enzima
depende del objetivo de la investigacion, y la concentracion de la cantidad de ADN molde
y de los iniciadores (Innis y Gelfand, 1990). La concentracion comunmente usada es entre
1 y 2.5 unidades por 100 pL de reaccion (Valadez y Kahl, 2005), altas concentraciones de
la enzima pueden causar baja especificidad en los productos de la PCR, y bajas
concentraciones hacen que la reaccion produzca poca amplificacion (Innis y Gelfand,
1990).

o Buffer de Reaccion (Incluye al MgCly): La funcion del buffer de reaccion (10-75 mM
Tris, 10-100 mM KCl o 10-30 mM (NH4),SO4) es mantener constante el pH de la
reaccion, entre 8-9, para permitir la polimerizacion (Innis y Gelfand, 1990; Moody, 2007).
El KCI del buffer facilita la alineacion de los iniciadores. La concentracion correcta de
iones de magnesio (entre 0.5 y 2.5 mM) es esencial para la actividad de la enzima en la
PCR; la concentraciéon de magnesio puede afectar: la alineacion de los iniciadores, la
temperatura necesaria para disociar la cadena del ADN molde y de los productos de PCR,
la especificidad de la reaccion, la formacion de dimeros a partir de los iniciadores, asi
como la fidelidad y actividad enzimatica (Innis y Gelfand, 1990; Valadez y Kahl, 2005;
Moody, 2007). La concentracion de iones de magnesio no solo depende de la cantidad de
MgCl,, sino también de iones de magnesio dentro de las moléculas de ADN, dNTPs,
contaminantes en el ADN (proteina), etc., la presencia de residuos de EDTA o de otros
relatos en la muestra de ADN molde, también puede interferir (Innis y Gelfand, 1990,
Moody, 2007).

o dNTPs: Estos son dexorribonucledtidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) que
proporcionan la energia y materia prima para la extension de las moléculas amplificadas.
Se debe adicionar a la mezcla de reaccion cantidades equivalentes de cada ANTP para
evitar incorporaciones erroneas; normalmente se emplean de 50 a 200 uM de dNTPs, pero
si son altas las concentraciones promueven falsas incorporaciones por la ADN-polimerasa

(Innis y Gelfand, 1990; Valadez y Kahl, 2005).
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o ADN molde: Es el elemento cuya calidad, cantidad y pureza influye en mayor grado la
reaccion de PCR (Moody, 2007). El segmento de ADN amplificado a partir del molde,
puede tener hasta 10 kb de longitud, aunque lo mas tipico y sencillo son amplificaciones

de 100 a 1000 pb (Valadez y Kahl, 2005).

Para incrementar la reproducibilidad de la PCR se debe optimizar la metodologia,
ajustando la temperatura de alineacidn, la concentracion del iniciador, la concentracion de la

polimerasa (Innis y Gelfand, 1990; Schnell et al., 1995).

2534 Amplificacién inespecifica del polimorfismo de ADN (RAPD)

Los marcadores RAPD (“Random Amplified Polimorphisms DNA”) se obtienen
mediante amplificacion por PCR (“Polimerase Chain Reaction”) del ADN gendmico usando
un iniciador o cebador, normalmente de 10 nucleétidos de longitud. Con esta técnica se
amplifica y duplica, de forma exponencial y aleatoria, el genoma de un individuo en aquellas
zonas en las que los iniciadores hibridan con el ADN molde en ambas cadenas y en
direcciones opuestas. La amplificacion se producira si los iniciadores estan situados entre si a
una distancia corta (200-2000 pb), entre el rango de tamafio amplificable por la Taq
polimerasa (Garcia-Mas et al., 2000; Valadez y Kalh, 2005).

Las diferencias se visualizan en el polimorfismo de ADN (un RAPD), cuando un
fragmento determinado que estd presente en un individuo no esta en otro (Garcia-Mas et al.,
2000). El polimorfismo se debe a mutaciones puntuales, a inserciones o delecciones, lo que
resulta en la presencia o ausencia de fragmentos amplificados o bandas; por lo que, los RAPD
son marcadores tipo dominante. El nimero de fragmentos amplificados por cada iniciador
depende de su secuencia, y sera mayor cuanto mayor sea el tamafio del genoma de la especie

estudiada (Garcia-Mas et al., 2000).

La especificad de la reacciéon de amplificacion y productos que se amplifican se ven

afectados por la temperatura y tiempo de cada etapa de la PCR, por la concentracion del
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iniciador, concentracion y tipo de la polimerasa, cambio en los niveles de cloruro de

magnesio, y concentracion y pureza del ADN (Innis y Gelfand, 1990; Schnell et al., 1995).

Schnell et al. (1995) pusieron a prueba la eficacia de los marcadores RAPD en la
identificacion de cultivares y validacion de relaciones genéticas, al emplear 16 clones elegidos
al azar y 9 clones con pedigree conocido. Indicaron que los RAPD fueron utiles para
identificar y agrupar los cultivares; sin embargo, Schnell et al. tuvieron que ‘optimizar’ el
proceso para la amplificacion y la concentracion de MgCl,, iniciadores y ADN molde, asi
como asegurar la reproducibilidad de los resultados al realizar dos bloques de reaccion para

cada iniciador y una replica de cada electroforesis.

Aron et al. (1998) determinaron que la poliembrionia en mango es controlada por un
gen dominante; llegaron a esta conclusion al obtener patrones de segregacion empleando
RAPD (251 iniciadores del kit de la A a M: Operon Technologies, Alameda, California) de
individuos procedentes de la cruza de varios cultivares monoembrionicos y una linea
poliembridnica. Reportan que todas la plantas originada de cultivares monoembridnicos
fueron monoembridnicas, pero la segregacion que obtuvieron a partir de lineas
poliembridnicas fue de una plantula monoembridnica y tres poliembrionicas. De los
iniciadores que evaltan, s6lo 226 fueron informativos, pero ninguno de ellos estuvo

relacionado con la mono y poliembrionia.

Torres-de los Santos et al. (2005) estudiaron la variacion molecular entre los arboles que
constituyen el Huerto Padre del cv. ‘Ataulfo’ (individuo “A”, “B”, “D”, “E”, “F”, “G” y “H”)
en Chiapas, México, utilizando marcadores RAPD. El andlisis demostré 95.7 % de similitud
entre los individuos analizados. Los siete individuos se clasificaron en dos grupos: el grupo
principal lo constituye el individuo “B” que es el mas alejado genéticamente; el otro grupo
muestra ramificaciones, donde un subgrupo lo conforma “D”, otro subgrupo es “A”, y el
tercer subgrupo son “E”, “F”, “G” y “H”. Concluy6 que dicha variacién dentro del cv. Ataulfo

se debid a la propagacion por semillas originadas de polinizacion abierta.
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Skroch y Nienhuis (1995) evaluaron la reproducibilidad de los marcadores RAPD en
10 variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) mediante la estimacion de la distancia genética
generada por 50 iniciadores. Encontraron que en promedio el error fue de 2 % en los datos
obtenidos, y la reproducibilidad de las bandas fue de 76 % para las replicas efectuadas. Por lo
que, la reproducibilidad de los RAPD depende de la uniformidad de las condiciones entre

experimentos.

2.5.35 Amplificacién de fragmentos de longitud polimérfica (AFLP)

Los AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphisms™) se basan en la combinacion
de los RFLP y la PCR, y consisten en la amplificacion por PCR de fragmentos de ADN
previamente digeridos por dos enzimas de restriccion y ligados a dos adaptadores especificos
de las enzimas utilizadas. Dos iniciadores complementarios a los adaptadores permiten la
amplificacion sin necesidad de un conocimiento previo de las secuencias del genoma a
estudiar. Posteriormente, en la siguiente reaccion solo se amplifica un subconjunto de los
fragmentos usando iniciadores a los que se ha anadido en el extremo 3’ una o mdas bases

(selectivas) al azar (Garcia-Mas et al., 2000; Valadez y Kalh, 2005).

En estudios realizados por Yamanaka et al. (2006) en 35 individuos de Mangifera (8
cultivares y 3 criollos de M. indica L., 11 criollos de M. odorata Griff., 7 criollos de M.
foetida Lour., y 6 criollos de M. caesia Jack.) con marcadores AFLP, obtuvieron con 8
combinaciones de iniciadores un total de 518 bandas, 499 (96.3%) de las cuales fueron
polimorficas. Lo que indica el alto nimero de bandas polimoérficas obtenidas con los AFLP.
Mediante estudios de agrupamiento, pudieron concentrar los 35 individuos en los 4 grupos
correspondientes a las 4 especies, asi como revelar su relacion genética. Concluyen que los

marcadores AFLP son efectivos para realizar estudios taxondmicos.

El método de AFLP fue empleado por Kashkush et al. (2001) para identificar cultivares
y construir un mapa genético de las relacion de 16 cultivares de mango y 7 portainjertos. Con
los AFLP detectaron elevado numero de bandas reproducibles en poco tiempo y determinaron

que el 85 % de las bandas polimoérficas son trasmitidos en forma mendeliana. Entre cultivares
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y portainjertos se encontré en promedio 83 % y 80 % de bandas compartidas, lo que indico

parentesco.

2.5.3.6 Microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR)

A los microsatélites también se le llama como SSR (“Simple Sequence Repeats”) o
STRs (“Short Tandem Repeats™), son secuencias cortas de ADN constituidas por motivos de 1
a 6 nucledtidos repetidos en tdndem; son marcadores codominantes. Estas secuencias son
abundantes, uniformes en la mayoria de los organismos eucariotes, y no se transcriben a ARN

(Garcia-Mas et al., 2000).

El nlimero de repeticiones es variable, y en general, el grado de polimorfismo aumenta
con la longitud total del microsatélite (no sobrepasa las 0.1 kb). El disefio de iniciadores
especificos para las secuencias unicas que rodean el motivo repetido, permite la amplificacion
por PCR de la region repetitiva y visualizacion de todos los alelos posibles para un locus
microsatélite, debido a la frecuente variacion en el nimero de repeticiones del motivo (Garcia-

Mas et al., 2000; Valadez y Kahl, 2005).

Uno de los trabajos mas extensos realizados con microsatélites en mango se llevé a cabo
por Olano et al. (2005), quienes comprobaron el pedigree de los cultivares de Florida,
descritos historicamente como hibridos de cultivares procedentes de la India y del sureste de
Asia. Usaron 25 microsatélites para evaluar la relacion y origen genético de 63 cultivares de
Florida, asi como de 129 cultivares procedentes de India, Asia y otras locaciones. Realizaron
el analisis de parentesco con los microsatélites basandose en los reportes y datos previos. El
pedigree resultante mostr6 que los cultivares de Florida son mas cercanos a los de India, que a
los del sureste de Asia, y que no son mas diversos que sus progenitores. Concluyen que los
cultivares floridianos son un grupo Unico, con la caracteristica de poseer produccion estable y

capacidad de adaptacion.

De igual manera, Duval et al. (2009) estudiaron la diversidad genética de 304

accesiones de India, sureste de Asia, Florida, Africa, Centro América y el Caribe. Del total de
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accesiones, solo se encontraron 207 genotipos que fueron diferentes, por lo que el resto de
accesiones presentaron sinonimias, al ser nombrados de diferentes formas entre regiones o
paises. Los 207 genotipos fueron agrupados de acuerdo con su origen geografico, pudiendo

conocer también su posible distribucion historica.

Viruel et al. (2005) reportan la secuencia y parametros de variabilidad de 16 pares de
iniciadores de microsatélites que produjeron dos bibliotecas gendmicas en mango.
Posteriormente evaluaron el polimorfismo revelados por los microsatélites en 28 cultivares de
diferente origen (incluyendo a los cvs. Manila y Ataulfo). Los autores obtuvieron 88
fragmentos, con promedio de 5.5 bandas por SSR. Los cultivares estudiados fueron
identificados y agrupados de acuerdo a su origen y a su clasificacion como poli- o
monoembridnicos, permitiendo revelar su pedigree y el movimiento geografico que ha tenido
el germoplasma de mango. Viruel et al. (2005) encontraron fragmentos exclusivos de
‘Ataulfo’, cuatro especificos de cultivares filipinos, uno exclusivo de ‘Ataulfo’ y ‘Manila’,
dos exclusivos de ‘Manila’ y ‘Carabao’, y uno presente en ‘Ataulfo’, ‘Manila’ y ‘Carabao’, lo
que mostrd entre estos tres cultivares similaridad de hasta el 60 %. Santos et al. (2008)
llegaron a resultados similares, pero con los AFLP obtuvieron mas informacion por tratarse de
un marcador que muestra mas polimorfismo, y concluyen que el porcentaje de similitud entre

los cvs. Ataulfo, Manila y Carabao fue de 68 %.

2.5.3.7 Inter-secuencias simples repetidas (ISSR)

Los ISSR (“Inter-Simple Sequence Repeats”) o SPAR (“Single Primer Amplification
Reaction”) se basan en la amplificacion por PCR de las regiones de ADN contenidas entre dos
microsatélites, empleando un iniciador de aproximadamente 20 bases que contienen las
repeticiones de di-, tri- y tetranucleotidos habitualmente presentes en los microsatélites. El
iniciador amplifica varios fragmentos de ADN al mismo tiempo, siempre las repeticiones se
encuentren a una distancia adecuada para la Taq polimerasa (Garcia-Mas et al., 2000). Este

marcador es de naturaleza dominante.
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En 70 cultivares de mango de la India, Pandit et al. (2007) utilizo 33 ISSR para el
analisis genético. Con este marcador no pudieron separar los cultivares del norte y del sur de
la India, ni pudieron clasificar en su totalidad los cultivares poliembrionicos de los
monoembridnicos. No obstante, obtuvieron 420 bandas siendo 408 polimoérficas (97.14 %), asi
como 12 bandas diferentes y especificas de 6 cultivares, lo cual determiné la efectividad de

los ISSR para el analisis de diversidad genética.

2.5.3.8 Comparacion entre tipos de marcadores: Criterios de eleccion

Existen diversos marcadores, sin haber por ahora un marcador superior a los demas en
todos los aspectos (Garcia-Mas et al., 2000). La eficacia del marcador en los resultados
obtenidos depende de sus caracteristicas (polimorfismo, nimero, expresion dominante o
codominante), su costo, rapidez de la metodologia, el nivel de conocimiento y familiaridad, la
infraestructura requerida y presupuesto de funcionamiento, y sobretodo del objetivo de la
investigacion. En el Cuadro 2 se describen brevemente las ventajas, desventajas y los

principales usos de algunos de los marcadores moleculares.

La seleccion de la técnica depende del objetivo de la investigacion y de la disponibilidad
de los recursos necesarios para ejecutar un sistema de marcadores moleculares (Velasco,
2005). Entre los factores mas importantes a considerar estan el contenido de informacion,
nimero de alelos que pueden ser detectados por el marcador en un grupo de individuos, radio
multiple, y nimero de marcadores que pueden ser generados en una simple reaccion (Cornide

M.T., 2000, citado por Velasco, 2005).

Entre las investigaciones que comparan la aplicacion de marcadores, Capote et al.
(2003) evaluo las isoenzimas, AFLP y ISTRs (‘Inverse Sequence-Tagged Repeat’) para
estimar el nivel de polimorfismo, su capacidad de discriminacion (probabilidad de que dos
individuos escogidos al azar presentes patrones de bandas diferentes) y la informacion
obtenida de 30 genotipos de mango. Con los AFLP e ISTR obtuvieron el mayor polimorfismo
y los valores mas altos de discriminacion, y de los tres sistemas enzimaticos evaluados el que

mostré mayor polimorfismo fue la Anhidrasa carbdnica.
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Cuadro 2. Ventajas y desventajas de los diferentes marcadores moleculares.

Marcadores Ventajas Desventajas Aplicaciones principales
Técnica muy laboriosa,
. i d d
Es codominante, genera requiere ¢ grandes .,
resultados claros cantidades de ADN de Construccion de mapas,
. > buena calidad, su analisis de  caracteres
RFLP determina completa e . ., . _ .,
inequivocamente el informacién es limitada, y cuantitativos, comparacion
enotino es una técnica costosa. de mapas
& po- Emplea marcadores
radioactivos [*2P]
Abundantes en el genoma,
obtencion de gran nimero Poco indicados para la
de bandas polimorficas, . P . R
costo de funcionamiento o construccion de mapas (al Estudios de variabilidad,
) ser dominantes y busqueda de marcadores
infraestructura
RAPD relativamente baio construccion de pedigries. estrechamente ligados a
simolicidad de la técniéa’ Presentan poca genes o su clonaje
p - " reproducibilidad entre posicional.
No se requiere mucho laboratorios
ADN y no necesita ser ’
muy puro.
Es dominante, detecta Su metodologia o Estudios de variabilidad,
elevado numero de bandas complicada Lo% AFLP busqueda de marcadores
AFLP polimérficas en un gran tien eI; 'atenta do ol estrechamente ligados a
namero de loci. Tienen , pater genes o su clonaje
o método. Necesita ADN de S .
mayor  reproducibilidad ) posicional, construccion de
los RAPD alta pureza.
que los . mapas.
Obtencién de gran nimero . -
de bandas §olimérﬁcas Estudios de wvariabilidad,
: . ’ busqueda de marcadores
costo de funcionamiento e o Hsqu .
infraestructura Poco indicados para la estrechamente ligados a
. . construccion de mapas (al genes o su  clonaje
ISSR relativamente bajo, . gy L
simplicidad de la técnica ser dominantes) y posicional, validacion de
Tienen mayor. construccion de pedigries.  parentescos,
o eqe terizacio
reproducibilidad que los caracterizacion de
RAPD portainjertos.
Utiles en la transferencia
Se localizan en todo el de marcadores de unas
genoma, SO g hecesita el paso previo poblaciones a otras,
Microsatélites codominantes, altamente de identificar p desall?r ollar indicados en especies poco
o SSR polimorficos,  altamente los marca}ziores o polimorficas, en
reproducibles,  requieren . - identificacion de cultivares,
microsatélites.

poco ADN, son sencillos
de analizar.

analisis genealdgico, en
programas de
mejoramiento genético.

Fuente: Garcia-Mas et al. (2000); Valadez y Kahl (2005); Azofeifa-Delgado (2006); Krishna y Singh
(2007); Vasanthaiah et al. (2007).
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En nueve accesiones de Anacardium occidentale L. (Anacardiacea), Archak et al. (2003)
compararon las técnicas de RAPD, ISSR y AFLP para detectar variacion genética. Los
resultados indicaron que los AFLP exhiben la méaxima eficiencia en discriminacién y un
indice marcador (estimado con el promedio de bandas informativas) 10 veces mayor que los

RAPD y ISSR. No obstante, todos los marcadores pudieron diferenciar las accesiones.

En los trabajos realizados por Ravishankar et al. (2004) y Viruel et al. (2005) en
mango, los RAPD y microsatélites pudieron separar a los cultivares monoembridnicos y
poliembriénicos en su totalidad; mientras que, en las investigaciones de Eiadthong et al.
(1999) y Pandit et al. (2007) los marcadores AFLP o ISSR no pudieron separar todos los
cultivares. En general, los RAPD son los mas empleados en los estudios para determinar

relaciones genéticas y variabilidad en frutales tropicales (Azofeifa-Delgado, 2006).

2.5.4 lIdentificacién de plantulas cigoéticas y nucelares en mango

Como los cultivares poliembrionicos de mango tienen un embrion cigdtico y varios
embriones nucelares (Eiadthong et al., 1999; Viruel et al., 2005; Cordeiro et al., 2006), es
dificil lograr identificarlos en la semilla madura porque no poseen alguna caracteristica
especifica. Posiblemente la unica forma de hacerlo de forma directa, es en estadios tempranos
del desarrollo del 6vulo, cuando el embrion cigético esta en el micropilo antes de que
proliferen los embriones nucelares (Esen y Soost, 1977; Wakana y Eumoto, 1987). Pero no es
posible darle seguimiento al crecimiento del embrion cigoético y determinar a que plantula dio

origen.

Los viverista buscan obtener plantulas nucelares para la propagacion de portainjertos,
ya que las cigéticas presentan desarrollo impredecible (Degani et al., 1993).
Tradicionalmente, los viveristas seleccionan la plantula mas vigorosa entre todas las plantulas
que emergen de la semilla poliembridnica, al suponer que son de origen nucelar (Galan,
1999). Sin embargo, Cordeiro et al. (2006) emplearon RAPD para identificar el origen
genético de plantulas del cv. Rosinha seleccionadas por el método tradicional de elegir a la

mas vigorosa, encontraron que hasta 90 % de las plantulas eran cigéticas. Por lo que, esta
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forma de seleccion no es segura para propagar plantas nucelares o clones que proporcionen

homogeneidad en las plantaciones comerciales de mango.

En el mejoramiento genético es indispensable identificar las plantulas de origen hibrido
en etapas tempranas, porque se ahorraria tiempo y reducirian costos (Oliveira et al., 2002;
Villegas y Andrade, 2008). Por lo tanto, lo ideal seria ubicar los embriones nucelares o el
cigotico en la semilla madura de mango, ya que no todas las plantulas que emerjan pueden
identificarse morfolégicamente en esta etapa (Degani et al., 1993) y para diferenciarlas con
certeza se necesitaria esperar varios afios hasta que llegaran al estado adulto (Azofeifa-
Delgado, 2006). Ademas, los marcadores morfoldgicos estan influenciados por condiciones
ambientales, son limitados (Viruel et al., 2005) y pocas especies los expresan en etapas

tempranas, como en Brassica o maiz (Vazquez, et al., 2000).

Recientemente se ha empleado en la identificacién de plantulas cigdticas y nucelares
marcadores moleculares, no so6lo en mango, sino también en otros frutales (Viruel et al.,
2005). Entre los primeros trabajos en Mangifera esta el de Schnell y Knight (1992), quienes
emplearon cinco sistemas de enzimas (IDH, LAP, GPI, PGM, TPI) para identificar el origen
de plantulas (seleccionadas por tener mayor vigor) en cinco portainjertos de mango.
Detectaron 64 % de plantulas cigoticas en ‘Golek’, 36 % en ‘Madoe’, 24 % en ‘Turpentine’, 4
% en ‘Sabre’ y ninguna en ‘13-1°, asi como diferencia significativa entre cultivares (x> =

35.53, P<0.01) para los porcentajes de plantulas cigdticas y nucelares identificadas.

Degani et al. (1993) también emplearon isoenzimas (IDH, GPI, PGM, TPI) para
detectar plantulas cigoticas en los portainjertos de mango Turpentine y 13-1, obtenidos de
polinizacion abierta, y en el descendiente de la cruza de ‘Turpentine x 13-1’. Encontraron 22,
20y 13 % de plantulas cigoticas en ‘Turpentine’, ‘13-1° y en su hibrido, respectivamente. De
las plantulas emergidas de los embriones cigdticos de ‘13-1" y de ‘“Turpentine’, hallaron que el

37 %y el 5.3 % procedia de la cruza con un progenitor externo y no de la autopolinizacion.

No todos los embriones son capaces de germinar en condiciones de semillero (Pio et al.,

1984, citado por Andrade-Rodriguez et al., 2004), por lo tanto, para permitir la germinacion
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de la totalidad de embriones se debe recurrir al cultivo in vitro, ya que puede proporcionar las
condiciones para sobrevivir y permitir incrementar el porcentaje de embriones cigoticos y
nucelares identificado (Bastianel et al., 1998; Soares-Filho et al., 2002; Andrade-Rodriguez et
al., 2005). Andrade-Rodriguez (2002) identificaron mediante RAPD embriones separados y
cultivados in vitro de 25 semillas poliembrionicas y 6 monoembrionicas de Citrus reshni, de
25 semillas poliembridnicas y 8 monoembrionicas de Citrus volkameriana, y de 11 semillas
monoembrionicas de Robinson (C. clementina x Tangelo Orlando). El cultivo in vitro de los
embriones, les permitio determinar en C. reshni y C. volkameriana el origen sexual en 16.6 %
y 25.9 % de plantulas de semillas poliembrionicas, y el 83.3 % y 87.5 % de plantulas de
semillas monoembridnicas; mientras que, en Robinson comprobaron que todas fueron

cigoticas.

Sélo la investigacion de Cordeiro et al. (2006) ha relacionado el origen cigotico con la
ubicacion de los embriones en la semilla de mango, numerando al posible embrién cigético
como ‘1’ y ubicandolo cerca del lado basal (lado convexo) de la semilla (tomaron como
referencia lo indicado por Sachar y Chopra, 1957), el resto de los embriones los numeraron de
acuerdo a su cercania. Sus resultados muestran que no siempre el embrion cigético se
encuentra en la posicion ‘1’ (donde debiera estar el micrdpilo). En citricos destaca el trabajo
de Andrade-Rodriguez et al. (2005) para ubicar al embrion cigdtico, estos autores numeraron
a los embriones en sentido opuesto al de las manecillas del reloj, por tamafio, y con referencia
a la cercania con el micropilo de la semilla (detectable en las semillas de citricos); concluyen
que en Citrus reshni las plantulas cigdticas se producian siempre por los embriones pequeiios
localizados cerca o en el extremo micropilar, mientras que en C. volkameriana, dichos
embriones no siempre fueron los cigdticos. Ribeiro et al. (1999) también estudiaron el
comportamiento de los embriones cigéticos y nucelares en citricos, en los hibridos de C.
sinensis Osb. y Poncirus trifoliata (L.) determinaron que la mayoria de los embriones
cigbticos se localizaban proximos a la region micropilar (el resto estaban hacia el interior de la

semilla) y en estadios globular y codiforme.

Los criterios de posicion y de tamafio del embrion son considerados en este trabajo, ya

que podria otorgar conocimiento practico y de disponibilidad para identificar los dos tipos de
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embriones directamente en la semilla, permitiendo aplicar métodos de seleccion mas

economicos (Villegas y Andrade, 2008).

De los marcadores moleculares empleados, los RAPD (Random Amplified
Polymorphics DNA) tienen la ventaja de no necesitar informacién genética previa para
aplicarlos y ser una técnica practica que ha sido efectiva en la identificacion de plantulas
cigoticas en mango (Cordeiro et al., 2006), y en citricos (Nageswara et al., 2007). Por tal
motivo, se eligié como la técnica para identificar el origen cigético y nucelar de las plantulas

de mango.

Para poder identificar todas las plantulas que se originen de una semilla poliembridnica,
es necesario que germinen todos los embriones. Para lograr lo anterior, el cultivo in vitro
(Andrade-Rodriguez et al., 2005) es una técnica que permite el desarrollo y sobrevivencia de

los embriones.

2.6 Resumen de la Revision de Literatura

En general, los cultivares de mango se clasifican considerando el nimero de embriones
presentes en la semilla, dividiéndose en monoembrionicos, de origen Hindd, y en
poliembridnicos, originarios de Indochina, Tailandia, Malasia, Indonesia y Filipinas
(Eiadthong et al., 1999; Vazquez et al., 2006). Dentro del ultimo grupo se encuentran los cvs.
Manila y Ataulfo, que son los principales cultivares poliembridonicos en México (Galan, 1999;
Angel y Rebolledo, 2008). Los frutos de ‘Manila’ y los de ‘Ataulfo’ son ampliamente
aceptados en el mercado nacional; ademas, por las caracteristicas de su fruto, ‘Ataulfo’

muestra potencial para la exportacién (Angel y Rebolledo, 2008; SIAP, 2008).

La apomixis esta representada en las siguientes especies de importancia agricola: Citrus,
Euphorbia, Mangifera, Malus, Ribes, Beta, y en forrajes tropicales como Panicum,
Brachiaria, Dichanthium, y Pennisetum. (Singh, 2003; Bicknella y Koltunow, 2004). Se
divide en dos procesos: apomixis gametofitica y embrionia adventicia (Crane, 2001;

Grossniklaus et al., 2001). Un caso de embrionia adventicia es la poliembrionia asexual
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(Crane, 2001; Grossniklaus et al., 2001), proceso en el que se desarrollan mas de dos
embriones de una semilla (Dhillon et al., 1993), un embrién cigotico y dos o mas embriones
somaticos formados a partir del tejido ovular externo al saco embrionario (Dhillon et al.,

1993).

Las semillas poliembridnicas de mango presentan por semilla un embridon sexual y
varios embriones somaticos (Eiadthong et al., 1999; Viruel et al., 2005; Cordeiro et al., 2006).
Los embriones somaticos se originan de células de la nucela que rodean el saco embrionario
(Sturrock, 1967), mediante mitosis repetida y ausencia de meiosis (Koltunow, 1993). Por lo
tanto los embriones nucelares contienen toda la constitucion genética de la planta madre

(Sturrock, 1967; Koltunow, 1993).

El grado de poliembrionia y nimero de embriones por semilla varia entre cultivares,
debido a que, aun cuando es controlada genéticamente por un locus dominante (Aron et al.,
1998; Singh, 2003) es afectada por factores ambientales o externos a la planta (Aron et al.,
1998; Garcia et al., 1999; Singh, 2003) como: agentes que afecten la polinizacion,
fotoperiodo, temperatura, sales inorganicas y nivel nutrimental (Garcia et al., 1999; Schnell y

Knight, 1992; Kultonow, 1993; Andrade-Rodriguez et al., 2005).

Comunmente se relaciona la poliembrionia con bajo vigor de las plantulas procedentes
de los embriones pequenos, ya que al incrementar el nimero de embriones disminuye su
tamafio y aumenta la competencia (Andrade-Rodriguez et al., 2004; Mo et al., 2005; Darlan et
al., 2006). Ademas, al germinar semillas poliembrionicas se debe considerar que habra
variacion en el tiempo de germinacion y en el desarrollo entre las distintas plantulas (Arndt,

1935).

Entre los frutales destaca la ocurrencia de poliembrionia en el kiwi, mango, durazno,
almendro y citricos (Martinez-Gomez et al., 2004), de estas especies, los citricos son los que
poseen la mayoria de los estudios sobre embriogénesis y poliembrionia, con mas de 63
investigaciones (Bacchi et al., 1943; Esen y Soost, 1977; Bastianel et al., 1998; Domingues et
al., 1998; Wakana y Eumoto, 1987; Garcia et al., 1999; Ribeiro et al., 1999; Koltunow et al.,
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2001; Darlan et al., 2006; Sampaio et al., 2006; Sanchez et al., 2006; Soares-Filho et al.
2002). Por lo que, se considera al género Citrus como modelo de embriogénesis nucelar
(Koltunow, 1993) y de poliembrionia para otros frutales. Mientras que en mango se
encontraron 10 trabajos al respecto: Wester (1912) citado por Thongplave et al. (1983), Arndt
(1935), Juliano (1937) citado por Wakana y Eumoto (1987), Kennard (1955), Sachar y Chopra
(1957) citado por Cordeiro et al. (2006), Sturrock (1967), Prasad y Prasad (1972), Thongplave
et al., (1983), Parisot (1988) y Mo et al. (2005).

Las especies poliembridnicas muestran las ventajas de las plantas apomicticas
(Goldenberg y Shepherd, 1998, citado por Costa et al., 2004), al poseer mayor capacidad para
colonizar ambientes inhdspitos y presentar distribucidon mas amplia que las especies no
apomicticas. Por otra parte, los propagadores al emplear plantas nucelares obtienen las
ventajas de: asegurar menor variabilidad (Galan, 1999), rejuvenecer clones viejos que han
perdido el vigor por la propagacion vegetativa constante (Koltunow et al., 2001; Villegas y
Andrade, 2008), y obtener plantas libres de virus, viroides, fitoplasmas y bacterias que pueden
ser de utilidad en la planeacion de programas de saneamiento y certificacion (Bicknella y
Koltunow, 2004; Villegas y Andrade, 2008). Asimismo, las plantas que muestran altos grados
de poliembrionia pueden reproducirse vegetativamente a partir de semilla (Villegas y

Andrade, 2008).

La importancia de identificar a los embriones nucelares y a el cigotico, es la posibilidad
de implementar programas de mejoramiento genético al poder elegir en etapas tempranas el
hibrido resultado de la cruza (Domigues et al., 1998; Andrade-Rodriguez et al., 2005; Villegas
y Andrade, 2008), ademés de permitir la seleccion a los embriones nucelares para la
propagacion de portainjertos e injertos sin enfermedades. La técnica para poder identificar de
forma mas precisa el origen de las plantulas, son los marcadores genéticos. En mango solo se
han reportado cinco trabajos: con isoenzimas, Gazit y Knight (1989), Schnell y Knight (1992),
Degani et al. (1993), y Mo et al., 2005, y con marcadores RAPD, Cordeiro et al. (2005). Estas
investigaciones son escasas si se comparan con lo realizado en el género Citrus, con mas de
48 trabajos para identificar el origen cigético o nucelar de los embriones mediante marcadores

genéticos (Xiang y Roose, 1988; Bastianel et al., 1998; Domingues et al., 1998; Garcia et al.,
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1999; Ribeiro et al., 1999; Ruiz et al., 2000; Cristofani et al., 2001; Soares-Filho et al. 2002;
Andrade-Rodriguez et al., 2005; Nageswara et al., 2007).

A pesar de los estudios realizados con marcadores moleculares en mango, solo Cordeiro
et al. (2006) relacionaron el origen genético con la ubicacion de los embriones, pero no
establecieron la posible relacion con el tamafio. Ambos criterios son importantes, ya que
pueden otorgar conocimiento practico y disponible para identificar los dos tipos de embriones
en la semilla, permitiendo aplicar métodos de seleccion econdomicos (Villegas y Andrade,

2008).

De los marcadores moleculares empleados, los RAPD (Random Amplified
Polymorphics DNA) tienen la ventaja de no necesitar informacion genética previa para
aplicarlos y ser una técnica practica que ha sido efectiva en la identificacion de plantulas
cigoticas en mango (Cordeiro et al., 2006), y en citricos (Nageswara et al., 2007). Por tal
motivo, se eligié como la técnica para identificar el origen cigético y nucelar de las plantulas

de mango.

Para poder identificar todas las plantulas que se originen de una semilla poliembridnica,
es necesario que germinen todos los embriones. Para lograr lo anterior, el cultivo in vitro
(Andrade-Rodriguez et al., 2005) es una técnica que permite el desarrollo y sobrevivencia de

los embriones.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental

La investigacion se efectud durante mayo de 2007 a mayo de 2010. Los estudios de
poliembrionia y desarrollo de embriones se realizaron en el Laboratorio de Cultivo in vitro,
Transformacion Genética y Genética Molecular, Postgrado de Recursos Genéticos y
Productividad, Fruticultura, Campus Montecillo, edo. de México, y en el invernadero del
mismo programa. El analisis para diferenciar el origen de embriones mediante marcadores
RAPD, se llevo a cabo en el Laboratorio no.2 del Centro de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

El experimento se dividid en cinco fases: ‘Caracteristicas morfoldgicas de frutos,
semillas y embriones’, ‘Poliembrionia’, ‘Cultivo de embriones in vitro’, ‘Cultivo de semillas

en invernadero’ e ‘Identificacion de plantulas cigoéticas y nucelares mediante RAPD’.

3.2 Material vegetal

En el Mpio. Santiago Ixcuintla, Nayarit, México se recolectaron frutos elegidos al azar
de un mismo arbol (planta madre) del cv. Manila y del cv. Ataulfo. Los frutos fueron
cosechados en madurez fisiolodgica y fueron producto de polinizaciéon abierta. Para las
primeras fases del experimento, se recolectaron 100 frutos de cada cultivar en mayo de 2008 y
100 frutos en junio de 2008. Para la ultima fase se recolectaron 20 frutos de cada cultivar en

mayo de 2009.

3.3  Caracteristicas morfoldgicas de frutos, semillas y embriones

Se tomo como referencia los ‘Descriptores para caracterizacion’ del IPGRI (2006) al
detallar caracteristicas del fruto, semillas con endocarpo y semilla de los cvs. Manila y
Ataulfo; dichos descriptores son altamente heredables, facilmente visibles, y se expresan por

igual en todos los ambientes.
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3.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de frutos

En esta fase se toman 20 frutos de cada cultivar por cada fecha de colecta (40 frutos), se
numeraron y se evaluaron los siguientes parametros (IPGRI, 2006): 1) Peso (g); 2) Largo
(cm), la longitud se midi6 desde la base correspondiente al pedunculo hasta el extremo
opuesto; 3) Ancho (cm), se midi6 desde la parte mas ancha incluyendo el lado convexo o

abultado.

3.3.2. Caracteristicas morfoldgicas de semillas con endocarpo

Después de eliminar el mesocarpo de los frutos, se cuantifico en las semillas con
endocarpo (IPGRI, 2006): 1) Peso de materia fresca (g) (PMF); 2) Peso de materia seca (g)
(PMS); 3) Largo (cm), la longitud se midi6 desde la base orientada al pedinculo hasta el
extremo opuesto; 4) Ancho (cm), se midid desde la parte mds ancha abarcando el lado

convexo.

Con la finalidad de cuantificar la pérdida de agua, de 100 semillas con endocarpo se
tomo peso de materia fresca (PMF) y peso de materia seca (PMS). Para secar las semillas, se
colocaron durante 48 horas a temperatura ambiente en un estante de metal que permitio la

circulacion de aire (Figura.6).

(PMF — PMS) x 100

Se calcul6 el porcentaje de pérdida de agua con la siguiente formula: PMF

Figura 6. Secado de semillas con endocarpo de mango cvs. Manila y Ataulfo.
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3.3.3. Caracteristicas morfologicas de semillas

Con tijeras de podar se abri6 cuidadosamente el endocarpo por la parte ‘abultada’ o

convexa, extrayendo la semilla (embriones envueltos por la cubierta seminal). De las semillas

(Figura 7) se evaluaron (IPGRI, 2006): 1) Peso (g); 2) Largo (cm), la longitud se midi6 desde

la base orientada al pedinculo hasta el extremo opuesto; 3) Ancho (cm), se midié desde la

parte mas ancha incluyendo el lado convexo.

Semilla con <
endocarpo >

Pedtinculo VWV

Cubierta
seminal

Semilla

Funiculo

Semilla

\4

Pedinculo

Figura 7. Semilla con endocarpo y sin endocarpo de mango cv. Manila. En la imagen de la derecha
se observa: a) El endocarpo y funiculo; b) La semilla con los embriones envueltos por la cubierta

seminal.

Lado

Lado concavo

convexo

Funiculo

Pedinculo V

Figura 8. Orientaciéon de embriones
en las semillas poliembridnicas de
mango: a) OEP; b) OEF; ¢) OEoF;
d) OEd.

Se retird la cubierta seminal de cada semilla con
pinza y navaja para poder evaluar: 1) Numero de
embriones por semilla (NES), se conto el total de
embriones en cada semilla; 2) Orientacion de
embriones en la semilla, se cuantificod si la mayoria
de radiculas se orientan hacia el pedunculo (OEP),
funiculo (OEF), lado opuesto del funiculo (OEoF) o
con orientacion diferente (OEd) (Figura 8); 3)
Localizacion de embriones en la semilla, se
determind si la mayoria de los embriones se

ubicaban hacia el pedunculo (LEP), funiculo (LEF),
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lado opuesto del funiculo (LEoF) o localizacion diferente (LEd).

Se numeraron los embriones: el embrion donde se insert6 el funiculo se denomin6 como
embrion ‘1’ (Figura 9 a), y el resto de los embriones se numeraron de acuerdo a su cercania
considerando el sentido de las manecillas del reloj. Del embrion ‘1’ se evalud la presencia o

ausencia de protuberancia (Figura 9 b).

a b

Lado Protuberancia en
Lado concavo < clembrion 1
convexo

Funiculo
Funiculo

Pedtinculo VW Pedtinculo WV

Figura 9. Embriones numerados con referencia al embrion ‘1’ (a), y presencia de protuberancia
donde se inserta el funiculo (b), en semillas poliembrionicas de mango.

Con el peso del fruto, peso de materia fresca de semilla con endocarpo (PMF) y peso de
semilla de los 40 ejemplares de cada cultivar, se determind el espacio ocupado de ‘semilla con

endocarpo en fruto’, y ‘semilla en fruto’.

3.3.4. Caracteristicas morfolégicas de embriones

Los embriones de las 40 semillas de cada cultivar se separaron cuidadosamente con
ayuda de pinzas y bisturi. Posteriormente en cada uno se evalud: 1) Peso (mg); 2) Largo
(mm), la longitud se midié desde la punta de la radicula hasta la punta del cotiledon mas
largo; 3) Ancho (mm), se midio la parte mas ancha que incluyera los dos cotiledones. Con el
peso de cada embrion se calcul6 el espacio que ocupa en la semilla cada embridon de acuerdo a

su posicion.
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El eje embrionario y los cotiledones se aislaron, registrando en los ejes embrionarios: 1)
Peso (mg); 2) Largo (mm), la longitud se midi6 antes de separarlos de los cotiledones,
abarcando del epicotilo a la radicula; 3) Ancho (mm), se midi6 el hipocotilo. En cada
cotiledon se midi6: 4) Peso (mg); 5) Largo (mm), la longitud se midi6 desde donde se
insertaba el eje embrionario hasta el extremo opuesto; 6) Ancho (mm), se midio6 la region mas
ancha del cotiledon. Los cotiledones se dividieron de acuerdo a su peso, siendo el cotiledon

‘1’ el de mayor peso, y el cotiledon 2’ el de menor peso.

El peso de frutos, semillas con endocarpo y semilla se cuantificé utilizando la balanza
granataria (ADVENTURER™ Ohaus); y el de cada embrion, cotiledén y eje embrionario, se
pesé con balanza analitica (SARTORIUS). Las mediciones de largo y ancho se realizaron con

vernier eléctrico (TRUPER model caldi-6mp).

3.3.5. Anédlisis de variables

Se aplico el diseno experimental completamente al azar donde los tratamientos fueron
los cvs. Manila y Ataulfo, se compard las medias de variables de caracteristicas morfologicas
de frutos, semillas con endocarpo, y semillas; asi como del porcentaje de peso de semilla con

endocarpo en fruto y peso de semilla en fruto.

Teniendo como tratamientos los cvs. Manila y Ataulfo y la posicion de los embriones
(1, 2, 3, y 4), se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con arreglo bifactorial
para analizar las caracteristicas morfologicas de cada embrion. En el tratamiento posicion de
los embriones, sdlo se analizaron los embriones ‘1°, 2’ y ‘3’ para las variables caracteristicas
de eje embrionario y de cotiledones, ya que de los embriones ‘4°, ‘5°, ‘6’ y ‘7’ no se tenian

suficientes repeticiones para su comparacion.

Se realizaron correlaciones entre caracteristicas morfoldgicas de frutos, semillas con

endocarpo y semillas, asi como entre las caracteristicas de cada embrion.
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Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SAS 9.0 (2002) mediante analisis
de varianza, prueba de comparaciéon de media de Tukey (p<0.05) y correlacion de variables.
Para el andlisis estadistico las variables expresadas en porcentajes se sometieron a

transformacion de arcoseno o angular, normalizando los datos.

3.4 Poliembrionia

De las semillas extraidas de 100 frutos del cv. Manila y 100 del cv. Ataulfo, se obtuvo el
porcentaje de semillas monoembridnicas y porcentaje de semillas poliembrionicas (P), el
nimero promedio de embriones por semilla (NES) y porcentaje de semillas con 1, 2, 3...n

embriones.

3.4.1. Analisis de variables

El disefio experimental fue completamente al azar, donde los tratamientos fueron los cvs.
Manila y Ataulfo para comparar el nimero promedio de embriones por semilla (NES). Se
correlacionaron caracteristicas morfologicas de frutos, semillas con endocarpo y semillas, con

numero de embriones; asi como, caracteristicas de cada embridon con niimero de embriones.

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SAS 9.0 (2002) mediante analisis
de varianza, prueba de comparacion de media de Tukey (p<0.05) y correlacion de variables.
Para el andlisis estadistico, las variables expresadas en porcentajes se sometieron a

transformacion de arcoseno o angular, normalizando los datos.

3.5 Cultivo de embriones in vitro

De 80 frutos de cada cultivar se extrajeron las semillas con endocarpo y secaron por 48
h. Sin retirar el endocarpo, las semillas se desinfestaron en solucion 2.6 % de hipoclorito de
sodio agitando por 5 min, se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril en condiciones
asépticas dentro de la campana de flujo laminar, y se mantuvieron en solucion de cisteina (50

-1 . . . . ., ., .
mgL") durante 2 minutos para reducir o evitar oxidacion. El endocarpo se retird con pinzas y
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bisturi estériles, colocando la semilla (embriones con cubierta seminal) sobre toallas de papel

(Sanitas™) estériles para eliminar el exceso de humedad. Antes de sembrar, la cubierta seminal

se retiro.

Pediinculo V

Figura 10. Corte
transversal en la
semilla poliembridnica

de mango. Los
embriones aparecen
numerados.

Con la informacién obtenida en el apartado 3.3.3
Caracteristicas morfologia de semilla, se determin6 que la
diseccion debia ser diagonal, para desechar la mitad superior que
corresponde generalmente a cotiledones de embriones mayores
(Figura 10). Se observé que el explante a sembrar conservara todos
los ejes embrionarios, y se inspecciond que la parte retirada no
tuviera algin embrion, de lo contrario se disectd el embrion. Los
explantes se sembraron dirigiendo los ejes embrionarios hacia el
medio de cultivo. Los embriones se numeraron con referencia al
embrion ‘1°, localizado en la insercion de funiculo (Figura 9 a). Se
midi6 el tamafio de los embriones (sin ser separados), y se

clasificaron en: grande (>3 cm), mediano (3-1 cm) o chico (<I

cm), para determinar su influencia en la germinacion.

. ., . e, . . -1
En la germinacion de embriones se utilizdé como medio de cultivo 20 g L™ sacarosa, 6 g

L' agar-Plant y 1 g L carbén activado, el pH se ajusté a 5.7. Cada explante se colocd en

frascos de cristal de 1 L con 100 mL de medio de cultivo. Los embriones se mantuvieron en

cuarto de incubacion, a 24 °C de temperatura y condiciones de oscuridad.

Transcurridas dos semanas, los embriones germinados o sin germinar se separan y

transplantan (Figura 11) al medio de cultivo, compuesto por 4 mL L' de KNO; (1M),
4mL L de Ca (NO3), (0.1M), 20 g L™ sacarosa, 6 g L' agar-Plant, y 1 g L' carbon activado,

pH de 5.7; se agregd 100 mL de medio de cultivo en frascos de 1 L. Los embriones se

colocaron en cuarto de incubaciéon a 24 °C de temperatura, fotoperiodo de 16 hr luz y 8 hr

oscuridad, e intensidad luminosa de 30 pmol m-s™.

1
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Figura 11. Embriones de mango cv. Ataulfo a subcultivar in vitro. Arriba se observan tres
embriones germinados, y abajo un embrion sin germinar.

Para hacer la comparacion entre cultivares, se cuantificaron: 1) Tiempo de germinacion,
se contaron los dias a emergencia de la radicula (Parisot, 1988) de los embriones; 2)
Porcentaje de germinacion de semillas; 3) Numero de plantulas por semilla; y 4) Porcentaje de

germinacion de embriones.

Para comparar el tamafio del embridén y posicion del embridn, se determind solamente:

1) Tiempo de germinacion y 2) Porcentaje germinacion de embriones.

De las plantulas obtenidas in vitro, se transplantan a invernadero sélo aquellas con
altura mayor o igual a 8 cm, y minimo con 3 hojas expandidas, sin dafio, clorosis o
malformaciones. El resto de las plantulas se mantuvieron in Vvitro, subcultivandose cada dos

mescs.

Las plantulas desarrolladas in vitro se transplantaron a macetas de 750 mL con sustrato
50:50 Grow-mix®: tezontle fino (v/v). Las plantulas se protegieron durante tres semanas con
cubierta plastica para evitar deshidratacion, posteriormente cada semana se incrementd la
ventilacion haciendo perforaciones en la cubierta pléastica. Las plantas se mantuvieron en
invernadero a temperatura promedio de 24 °C en el dia y 16 °C por la noche, con humedad
relativa de 54 % en el dia y 80 % en la noche; se regaron dos veces por semana, alternando

agua destilada y solucion nutritiva (Solucion Steiner, 1961).
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3.5.1 Andlisis de variables

Se aplico el disefio experimental completamente al azar, considerando como tratamiento
a los cvs. Manila y Ataulfo, se compard porcentaje de germinacion de semillas y nimero de

plantulas por semilla.

Se utiliz6 el disefio experimental completamente al azar con arreglo trifactorial (2x3x4)
considerando como tratamiento a los cvs. Manila y Ataulfo, el tamafio de explante (grande,
mediano o chico), y la posicion del embrion (1, 2, 3 y 4). Se hizo la comparacion de medias de

tiempo de germinacion y porcentaje de germinacion de embriones.

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SAS 9.0 (2002) mediante analisis
de varianza y prueba de comparacion de media de Tukey (p<0.05). Para el analisis estadistico,
las variables expresadas en porcentajes se sometieron a transformacion de arcoseno o angular,

normalizando los datos.

3.6 Cultivo de semillas en invernadero

Se sembraron 80 semillas de cada cultivar. Se retiré el endocarpo de las semillas
(conservando la cubierta seminal) y se desinfestaron en solucién de 2 g L' de Captan. Se
colocaron cuatro semillas en maceta de 1% L con Grow-mix”, con la parte ‘aplanada’ en
forma paralela al sustrato para permitir que los embriones no se obstaculicen al germinar

(Figura 12 a).

Las plantas se mantuvieron en el invernadero a temperatura promedio de 24 °C en el dia
y 16 °C por la noche, con humedad relativa de 54 % en el dia y 80 % en la noche; el riego se
efectud tres veces por semana, dos con agua destilada y una vez por semana con solucion

nutritiva (Solucion Steiner, 1961).

El total de semillas sembradas se numerd para registrar: 1) Tiempo de germinacidn, se

contaron dias transcurridos hasta que aparecio el epicotilo (Avilan et al., 1995) de la primera
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plantula, asi como de brotes posteriores (Figura 12 b) (IPGRI, 2006); 2) Porcentaje de

germinacion de semillas; y 3) Numero de plantulas por semilla.

Figura 12. Forma de siembra de cuatro semillas de mango cv. Ataulfo en la maceta (con la parte
‘aplanada’ paralela al sustrato) (a). Aparicion del primer brote de una semilla de mango cv.
Ataulfo (b).

3.6.1 Andlisis de variables

Se utiliz6 el disefio experimental completamente al azar, teniendo como tratamientos
los cvs. Manila y Ataulfo; se realizd6 comparacion de medias de variables: tiempo de

germinacion, porcentaje de germinacion y nimero de plantulas por semilla.

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico SAS 9.0 (2002) mediante
analisis de varianza y prueba de comparacion de media de Tukey (p<0.05). Para el analisis
estadistico, las variables expresadas en porcentajes se sometieron a transformacion de

arcoseno o angular, normalizando los datos.
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3.7 Identificacion de plantulas cigoticas y nucelares mediante RAPD

3.7.1 Colectay almacén del material vegetal

De la planta madre se colectaron de forma aleatoria hojas sanas pero maduras, por no ser
época de crecimiento vegetativo; se limpiaron y colocaron en bolsas plasticas identificadas
con el nombre del cultivar. Las hojas se acomodaron en una hielera, sin que estuvieran en
contacto directo con el hielo, para mantenerlas frias durante el viaje desde el Mpio. de
Ixcuintla, Nayarit, al Colegio de Postgraduados, Montecillo, edo. México. En el laboratorio se
lavaron las hojas con agua corriente y secaron con toallas de papel (Sanitas®), se pesaron 150
mg de tejido de cada hoja en la balanza analitica (SARTORIUS®), se almacenaron en viales
Eppendorf® de 2 mL y se guardaron a temperatura de -20 °C en ultracongelador (FORMA
SCIENTIFIC®) hasta la extraccion de ADN.

De las plantulas que desarrollaron in vitro y se transplantaron a invernadero, se
colectaron hojas jovenes, cuyo color varié desde marron hasta el verde claro (Figura 13). Las
hojas se lavaron con agua corriente y secaron con toallas de papel (Sanitas™), se pesaron 100
mg de tejido y colocaron en viales Eppendorf® de 2 mL, guardandolos a temperatura de -20 °C

hasta realizar la extraccion de ADN.

Figura 13. Hojas jovenes de mango utilizadas para la extraccion de ADN.
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De la mayoria de las plantas mantenidas en condiciones in Vvitro se pudo obtener 100 mg
de tejido foliar, por lo que de otras plantas con menor desarrollo se colectd 150 mg de raiz, o
100 mg de hoja con tallo, o en su defecto, 100 mg de toda la planta. En algunos casos, donde
no se pudo obtener los 100 mg de muestra, se usé el tejido disponible. El tejido se coloco en
viales Eppendorf® de 2 mL, y se guardd a temperatura de -20 °C hasta la extraccion de ADN.
El tejido de las plantas mantenidas in vitro se colectdé en condiciones asépticas, para seguir

conservando las plantulas.

Para la identificacion del origen de las plantas propagadas in vitro, solamente se
seleccionan aquellas obtenidas de las semillas en que germinan todos los embriones o aquellos

que son parte de una serie consecutiva (Cuadro 3).

Cuadro 3. Plantulas de mango cvs. Manila y Ataulfo utilizadas para la extracciéon de ADN.

. Plantulas de semillas Semillas Plantulas de semillas
Cultivar S . . ) .
monoembridnicas poliembriodnicas poliembriodnicas
Manila 3 10 30
Ataulfo 0 7 18

3.7.2 Extraccion del ADN gendémico

Siguiendo la metodologia descrita por Andrade-Rodriguez et al. (2005) se extrajo ADN
de tejido de mango cvs. Manila y Ataulfo. Se realizaron modificaciones al procedimiento para

evitar la liberacion de fenoles del tejido y la degradacion del ADN.

En la extraccion de ADN se utilizd tejido congelado (-20 °C) y no tejido fresco. Para
poder tener buenos resultados al emplear tejido congelado se agregd sin demora el tampdn de
extraccion después de triturar el tejido (Stein et al.,, 2001), porque al tener diversos
compuestos como CTBA y 2-mercaptoetanol, se previno la degradacion y oxidacion de ADN
(Garcia-Mas et al., 2000; Valadez y Kalh, 2005). También, se emple6 cloroformo:octanol
(24:1) en lugar de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para prevenir la oxidacion de ADN.

Ramirez et al. (2004) evaluaron diferentes métodos de extraccion de ADN para frutales
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tropicales (aguacate, coco, guayaba y mango), determinaron que los mejores protocolos para
obtener ADN de calidad de accesiones de mango y coco, debe incluir CTBA en el tampoén de

extraccion.

El primer paso fue macerar el tejido en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener
polvo fino y homogéneo; con ayuda de una espatula se coloco el polvo en viales Eppendorf”

de 2 mL estériles. Los morteros, pistilos y espatulas estaban estériles y congelados.

Conforme se colocaba cada muestra (100 mg) en los viales Eppendorf”, se adicionaba
800 pL de tampodn de extraccion (5 % CTBA, 100 mM Tris- HCI pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.7
M NaCl, 5% N-laurilsarcosina, 140 mM B-mercaptoetanol); se incub6 a 60 °C en bafio maria
por 30 min. Para las muestras de 150 mg de raiz se adicion6 1000 pL de tampon de
extraccion, y para las muestras de 85-75 mg de tejido se agreg6é 600 pL de tampon de

extraccion.

Después de enfriar a temperatura ambiente, para la separacion de la fase acuosa,
interfase y orgéanica se adiciond un volumen de cloroformo:octanol (24:1), se agitd y
centrifugd a 12 000 rpm por 15 min en una centrifuga Termo Scientific®. La fase acuosa se
transfirié a un vial Eppendorf® estéril, se agregé 0.1 volumen del tampén 10 % CTBA (10 %
CTBA y 0.7M NaCl), y se efectud6 una nueva extraccion con un volumen de

cloroformo:octanol (24:1). Se homogeneiz6 y centrifugd a 12 000 rpm durante 10 min.

La fase acuosa recuperada se transfirio a un vial Eppendorf” de 1.5 mL estéril y para
precipitar el ADN se adicion6 un volumen de tampon de precipitacion (1 % CTBA, 50 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA), se agito levemente y dejo reposar 5 min. Se centrifug6 a

10 000 rpm por 5 min. Se desecho la fase acuosa, procurando eliminar todo el liquido.

Se adicion6 400 uL de TE alto en sales (10 mM Tris-HCI1 pH 8.0, 10 mM EDTA, 1 M
NaCl) precalentado a 60 °C y disolvi6 con agitacion. Después de dejar enfriar la dilucion hasta
temperatura ambiente, el ADN fue precipitado con dos volimenes de etanol absoluto frio, se

agitd levemente, centrifugéd a 12 000 rpm por 5 min y se desech¢ la fase acuosa.
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El ADN se lavo con 700 pL de etanol frio 70 %, se homogeneizo, centrifugd a 12 000
rpm durante 5 min y desecho la fase acuosa. El ultimo lavado consistié en agregar 400 pL de
etanol absoluto frio, se homogeneizo y centrifugd a 12 000 rpm por 5 min. El sobrenadante se

desecho, dejando secar todo residuo de etanol de los viales Eppendorf®.

La pastilla obtenida se resuspendié y disolvié en 30 plL de TE 0.1 (1 mM Tris-HCI pH 8,
0.1 mM EDTA) con 20 ng pL™' de ARNasa, se homogeneizd e incub6 a 37 °C por 45 min. La

dilucion se almaceno a -20 °C hasta su utilizacion.

Todos los reactivos utilizados para la extraccién y para preparar TAE, fueron de la

marca SIGMA-ALDRICH®; la ARNasa fue de la marca Invitrogen®.
3.7.3 Determinacion de la calidad y concentracién del ADN gendmico

Para determinar la degradacion y/o presencia de contaminantes (proteinas, polisacaridos
o RNA) en el ADN extraido, se realiz6 la separacion mediante electroforesis en gel de agarosa
(Invitrogen®) al 1 % (w/v). La electroforesis se realizd en la camara CLP-APOLLO® con

charola para gel de 20 cm de largo.

La agarosa se disolvido en TAE 1X mediante calentamiento, una vez disuelta se dejo
enfriar a 55 °C, se vertid en la charola para gel, se colocaron 2 peines de 25 dientes cada uno
(a 10 cm el segundo) y se esperd a que solidificara. Se us6 como tampén TAE 1X (0.04M
Tris-base, ]| mM EDTA pH 8, acido acético glacial).

En los pozos del gel se cargaron 10 pL constituidos por 2 pL de alicuota de ADN, 7
puL de agua destilada deionizada estéril y 1 pL de tampon de carga (40 % glicerol, 0.1 % de
azul de bromofenol, TE pH 8).

La corrida electroforética se mantuvo a 75 voltios durante 2 horas, o hasta que la banda

de referencia migré 7.5 cm. El gel se tifio con bromuro de etidio (10 mg mL™") durante 15 min.

El gel fue enjuagado en agua destilada por 20 min.
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El gel se visualizo en el transiluminador de luz UV (SYNGENE GVM20®) y se
fotografié con la cdmara CANON G6. Con el programa CANON Ultilities Zoom Browser Ex
5.0".

Para cuantificar la concentracion y pureza de ADN de las muestras, se tom6 una alicuota
de 1.5 pL de las muestra de ADN y se colocod en el espectrofotometro Thermo Scientific
NANODROP 2000/2000c®, se tomaron y registraron las lecturas (ng pL™") con el software del
mismo aparato. La concentracion de ADN se ajustd a 20 ng pL™ para su posterior anélisis

mediante RAPD, diluyendo con TE 0.1.

La relacion entre la lectura de absorbencia 260/280 nm (DO¢0/280) aporta una estimacion
de la pureza del ADN. Las preparaciones puras de ADN muestran valores entre 1.8 y 2.0.
Valores menores a 1.8 indican contaminacion por proteinas u otros elementos absorbentes de
la luz UV en la muestra, por lo que se debe volver a precipitar el ADN; una relacion superior
a 2.0 muestra contaminacion por polisacaridos, fenoles, cloroformo, u otras sustancias
organicas, y se debe volver a efectuar la precipitacion con etanol (CIMMYT, 2005). La
medicion de longitud de onda 230 nm es indicativo de contaminacioén por proteinas, o puede
sefalar la presencia de contaminacion por amortiguador (Tris, EDTA u otras sales) (Valadez y

Kabhl, 2005).
3.7.4 Seleccion de iniciadores

Con el ADN de una muestra del cv. Manila (no.21 embrion 3) se efectud la seleccion de
iniciadores. Se evaluaron 60 iniciadores Operon Technologies Inc. (OPA, OPB y OPC), y 8
iniciadores disenados por Andrade-Rodriguez para amplificacion en Pouteria sapota

(Invitrogen®) (Anexo B).

Se prepar6 la solucion para 66 reacciones. En tubos de 0.5 mL se puso 2.0 uL del

iniciador a evaluar (20 pmol) y se agrego6 23 uL de la mezcla de reaccion (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Componentes de la mezcla de reaccion para la amplificacion mediante RAPD.

Componentes Volumen para una reaccion”
Mezcla de dNTPs, Invitrogen® 10.0 uL de (5 uM de cada dNTPs)
Amortiguador PCR (10X) 2.5uL
MgCl, 1.5 uL (75 mM)
ADN polimerasa Tag, Invitrogen®™ 0.3uL (1.50)
Iniciador 2.0 uL (20 pmol)
ADN 4.0 uL (80 ng)
Agua destilada desionizada estéril. 4.7 uL
Total 25.0 uL

y: Se prepara una reaccion mas en caso de error al pipetear (CIMMYT, 2005).

La mezcla de reaccion se mantuvo en un ‘cooler’ (contenedor de viales Eppendorf® que
mantiene las muestras a -20 °C); por la sensibilidad de la polimerasa, ésta se adicion6 al final
de la mezcla. La solucion se homogeneizo, centrifugé dando un ‘pulso’ a 5 000 rpm, y se

adiciono 25 pL de aceite mineral estéril. Se volvid a centrifugar dando un “pulso’.

La amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue realizada
en el termociclador TECHNE TC-412, con el siguiente programa: predesnaturalizacion de 4
min a 94 °C; 36 ciclos de tres pasos, desnaturalizacion de 1 min a 94 °C, alineacion del
iniciador 1 min a 36 °C y polimerizacién de 2 min a 72 °C; la extension final de 10 min a 72

°C. Al terminar el programa las muestras se almacenan a -20 °C .

La electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen™) permitid la separacion de los
fragmentos amplificados de las muestra de ADN. El gel se prepar6 igual que el empleado para
la determinacion de calidad del ADN (apartado 3.7.3), pero se increment6 la concentracion de

agarosa al 1.5 %.
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A cada muestra se agrego6 2.0 pL de amortiguador de carga (40 % glicerol, 0.1 % de azul
de bromofenol, TE pH 8), se homogeneizé y centrifugd dando un ‘pulso’ a 5 000 rpm. Cada
pozo del gel se cargd con 25 pul. de muestra; el primer pozo del gel se cargé con 10 pL del
marcador de peso molecular ‘1kb DNA Ladder GIBCO BRL™ (500 ng), para determinar el

tamaio de los fragmentos generados. El gel se cubrié con TAE 1X.

La electroforesis se realizo a 75 voltios durante 4.5 horas, tiempo en el que la banda de
referencia recorri6 7.5 cm. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (10 mg mL™) durante 30
min, y se enjuago6 20 min. en agua destilada. El gel se fotodocumento en el transiluminador de

luz UV (SYNGENE GVM20®) con la camara CANON G6".

3.7.5 Identificacion de las plantulas mediante RAPD

Se prepar6 la mezcla de reaccion con los reactivos indicados en el Cuadro 4. En tubos de
0.5 mL se colocaron 4.0 puL de las diferentes muestra de ADN (80 ng), posteriormente se
agrego6 21 pL de la mezcla de reaccion. Se homogeneizo, centrifugd dando un ‘pulso’ a 5 000

rpm, y se adiciono 25 pL de aceite mineral estéril. Se centrifugd dando un ‘pulso’.

La amplificacion mediante PCR se realizo en el termociclador TECHNE TC-412% con el
programa: predesnaturalizacion de 4 min a 94 °C; 36 ciclos de tres pasos, desnaturalizacion de
1 min a 94 °C, alineacion del iniciador 1 min a 36 °C y polimerizacion de 2 min a 72 °C; la
extension final de 10 min a 72 °C. Al terminar el programa las muestras se almacenan a -20

°C.

Se agregd 2.0 pL. de amortiguador de carga (40 % glicerol, 0.1 % de azul de bromofenol,
TE pH 8) a las muestras, se homogeneizé y centrifugd dando un ‘pulso’ a 5 000 rpm. El
primer pozo se cargd con 10 pL del marcador de peso molecular ‘1kb DNA Ladder GIBCO
BRL™’; el segundo vy tercer pozo se cargaron con 25 puL de muestra de ADN de la planta
madre; y el resto de los pozos se cargaron con 25 pL de muestra de ADN de las plantas a

identificar.
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Los fragmentos de ADN producidos por los RAPD, se separaron por electroforesis en
gel de agarosa (Invitrogen™) al 1.5 %, utilizando TAE 1X como amortiguador. La
electroforesis se realizd a 75 voltios durante 4.5 horas; el gel fue tefiido con bromuro de etidio
(10 mg mL™) y se visualizo y capturé en el transiluminador de luz UV (SYNGENE GVM20®™)
con la cimara CANON G6°.

El peso molecular de los productos de la amplificacion se calcularon con el software
GENE TOOLS® version 3.06 (SynGene, Frederick, MD), tomando como referencia el ‘1 kb
DNA Ladder GIBCO BRL"™".

3.7.6 Andlisis de datos moleculares

Se compararon los patrones de bandeo generados entre las plantas madre de cada
cultivar y las plantas a identificar; se tomd como base el peso molecular de las bandas. Se
asumio que dos bandas con el mismo peso molecular en diferentes muestras, eran iguales. Las
bandas constantes entre las muestras amplificadas para un iniciador, se consideraron
monomorficas; y las bandas que estuvieron presentes o ausentes en por lo menos una de las
plantulas evaluadas, se asumieron como polimérficas. Por lo tanto, se aceptaron como
plantulas cigoéticas, a aquellas que se caracterizaron por mostrar patrones de amplificacion

diferentes al de la planta madre (bandas polimorficas).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Caracteristicas morfologicas de frutos, semillas y embriones

Los frutos de los cvs. Manila y Ataulfo tuvieron color amarillo al madurar, caracteristico
de los mangos poliembriénicos (Eiadthong et al., 1999). ‘Manila’ present6d frutos de forma
oblonga (fruto mas largo que ancho), con apice agudo que frecuentemente tuvo un pico (P);
mientras que, en ‘Ataulfo’ el fruto mostré6 forma obovoide (fruto con base ancha y apice
angosto), con apice obtuso o achatado (Figura 14). Ambos tuvieron pedunculo recto, cavidad

del pedunculo poco profunda, sin cuello o protuberancia donde se inserta el pedinculo.

cv. Manila cv. Ataulfo

<«—Pedinculo /3

Pedunculo

Figura 14. Forma de los frutos de mango: a) Oblonga y b) Obovoide (IPGRI, 2006). En las
imagenes de la derecha se aprecia un fruto del cv. Manila con forma oblonga (c) y un fruto del
cv. Ataulfo con forma obovoide (d). P, pico.

El endocarpo en los cvs. Manila y Ataulfo es duro, con surcos marcados (‘depressing
veins’) y comunmente paralelos en la parte central, bifurcandose hacia el apice. Segun el
IPGRI (2006), en ambos cultivares el endocarpo mostrd ‘cantidad intermedia de fibras’, con
longitud corta (< 1.0 cm), y fuertemente adheridas al endocarpo. El lado convexo o ‘abultado’

del endocarpo tuvo fibras de longitud media (1.0 — 1.5 cm) a largas (> 1.5 cm).
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En el cv. Ataulfo, predomind la forma reniforme en 90 % de la semilla (forma de rifién);
mientras que, en el cv. Manila fue 71.4 % de forma reforme y el resto de las semillas tuvo
forma oblonga (semilla mas larga que ancha) (Figura 15). A diferencia de la semilla de

‘Manila’, en ‘Ataulfo’ present6 coloracion blanca con matices rosados.

Lado
convexo

Pedtnculo ¥

Figura 15. Forma de las semillas de mango: a) Oblonga y b) Reniforme (IPGRI, 2006). En las
imagenes de la derecha se observa una semilla monoembrionica del cv. Manila de forma oblonga (c), y
una semilla poliembridnica del cv. Ataulfo de forma reniforme, con tres embriones (delimitados por
lineas punteadas) (d).

Zulia et al. (2001) evaluaron nueve cultivares de mangos criollos de Venezuela, y
concluyeron que la forma de la semilla varia entre cultivares, y que la forma del fruto esta
asociada a la forma de la semilla. Entre los cvs. Manila y Ataulfo se observo variacion de
forma entre las semillas, pero no se encontré correlacion entre la forma del fruto y de la

semilla.

En los cvs. Manila y Ataulfo se encontr6 una ‘pelicula’ papiracea, muy delgada, lisa y de
color blanco, entre el endocarpo y la semilla, nombrada como testa por Parisot (1988). En
estudios de anatomia del 6vulo en angiospermas realizados por Esau (1982) y Espinosa y
Engleman (s/a), el tegumento externo en el 6évulo, que originan la testa en la semilla, debe
estar unidos al funiculo o cordon de tejido que conecta el évulo y la placenta. Considerando lo
dicho por Esau (1982) y Espinosa y Engleman (s/a), y lo observado en las semillas de ambos

cultivares, la membrana blanca no corresponde a la testa al no estar unida al funiculo; la testa
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junto con el tegmen se distinguié como la capa delgada, membranacea y café que cubre a los
embriones y que estuvo unida al funiculo (Figura 16). En la anacardiacea Schinus
terebinthifolius Raddi, Carmello-Guerreiro y Sartori (1999) también describen a la testa y

tegmen como una capa membrandcea, lisa y de color café claro.

La fusion de testa y tegmen se llama cubierta seminal (Espinosa y Engleman, s/a), y en
mangos poliembrionicos la fusion ocurre en estadios tempranos del desarrollo del 6vulo
(Sturrock, 1967), por lo que en las semillas estudiadas no se pudo distinguir a simple vista la
testa y el tegmen. La cubierta seminal en ambos cultivares generalmente se hallé fuertemente

adherida a los embriones (Figura 16).

o ~~ Funiculo

Figura 16. En la imagen se observa: a) la semilla con el endocarpo abierto; b) el
endocarpo; c¢) la membrana blanca; d) la cubierta seminal con el funiculo; y e) tres
embriones agrupados (delimitados por lineas punteadas), de mango cv. Manila.

Tanto en el cv. Manila como en Ataulfo, se observaron residuos de rafe como un ligero
reborde iniciado en el funiculo. Ledesma (2007) observo en 6vulos en desarrollo de mango
Ataulfo, la presencia de un haz vascular simple del lado ventral o concavo. De igual forma, se
encontr6 en la mayoria de las semillas que la cubierta seminal estaba abierta por el lado
opuesto a la rafe, conocida como antirrafe, que recorre desde la calaza al micrdpilo (Espinosa
y Engleman, s/a) (Figura 17). Carmello-Guerreiro y Sartori (1999) en las semillas de Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardacea) tampoco observaron continuidad de la testa y tegmen en

la regién antirrafe-microépilo.
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El microépilo no fue visible, aunque se asume que esta cercano al funiculo por tratarse de
un 6vulo anatropo (Espinosa y Engleman, s/a).
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Figura 17. a) Embriones envueltos totalmente por la cubierta seminal, se observa la rafe de color
café oscuro en la semilla de mango cv. Ataulfo; b) Embriones envueltos parcialmente por la

cubierta seminal, apreciandose la region correspondiente a la antirrafe (linea punteada) en la
semilla de mango cv. Manila.

Después de retirar la cubierta seminal, se observaron a la mayoria de los embriones; sin
embargo, en el cv. Manila varios embriones estaban ‘ocultos’ al ser cubiertos por los
cotiledones de embriones mas grandes. Generalmente, en la superficie se visualizan los ejes
embrionarios, aunque en ambos cultivares se encontraron ejes embrionarios escondidos entre
otros embriones (Figura 18 a). En los dos cultivares frecuentemente se localizaron embriones
pequetios aglutinados en el area cercana al funiculo, y por lo tanto, proximo al micrépilo
(Espinosa y Engleman, s/a)- (Figura 18 b). Koltunow et al. (1995) citado por Villegas y

Andrade (2008), reportan que en el cv. Valencia (Citrus sinensis) los embriones disminuyen

su tamafio conforme se acercan al extremo micropilar de la semilla.

En los cvs. Manila y Ataulfo se encontraron embriones germinados (0.83 % de 120
embriones, apartado 3.3.4) que mostraron desarrollo del eje embrionario en plimula y radicula

(Figura 18 c). Caracteristicamente los ejes embrionarios del cv. Ataulfo tuvieron coloracion
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rosa en la punta de la radicula; coincidiendo con lo reportado por Kennard (1955) para el cv.
Paheri, que presentd pigmentacion roja desde la punta de la radicula hasta el hipocotilo,
concentrandose en la region meristematica. Mientras que, en el cv. Manila el eje embrionario

fue blanco.

Cotiledones
embrion 1

Eje i . Plimula
embrionario
embrion 1

Figura 18. a) Embriones con ejes embrionarios (O) que estaban cubiertos por otros embriones de
mango cv. Manila; b) Embriones (niimero 2, 3 y 4) aglutinados en la region del funiculo, de
mango cv. Ataulfo (el embrion 1 es el mas grande); ¢) Plimula en desarrollo de un embrién de
mango cv. Ataulfo.

En ninguno de los embriones de los cvs. Manila y Ataulfo los cotiledones fueron
idénticos. En los embriones mas grandes, generalmente se mostraron dos cotiledones amorfos,
de formas irregulares, adaptados a la forma del resto de los embriones (Figura 19 a). En
muchos de los embriones cercanos al funiculo se observo que uno de los cotiledones o incluso
los dos, eran tan delgado como papel (Figura 19 b). De igual forma, Mo et al. (2005) reportan
para los mangos poliembrionicos Tu-mang, Aroemanis y Carabao que los cotiledones de los
embriones se encimaban, mostrando deformaciones y desigualdades de tamafio. Arndt (1935)
efectud uno de los primeros reportes que también sefialan las diferencias entre cotiledones de
mango. Mendes-da-Gloria et al. (2001) observaron que algunos embriones de naranja

Valencia poseian un cotiledon atrofiado y minusculo, mientras que el otro era normal y mas
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grande; incluso hallaron embriones sin radicula o sin 4pice caulinar desarrollado, o con eje

embrionario colapsado.

En el cv. Manila se observaron embriones que compartian 1 cotiledon (1.7 % de 120
embriones, apartado 3.3.4); por su parte, Mo et al. (2005) hallaron embriones con hasta 3

cotiledones o dos plumulas en la variedad Aroemanis.

Eies ?brionari{A

(2

&g

Figura 19. Dos embriones con el par de cotiledones desiguales, de mango cv. Manila. Cl=
cotiledon mayor, C2= cotiledon menor.

En la Tabebuia ochracea (Fam. Bignoniaceae), Costa et al. (2004) mencionan que en las
semillas poliembridnicas se observan comunmente alteraciones morfolégicas en los
cotiledones de embriones cigdticos y nucelares, posiblemente debido a la competencia por
espacio que se genera dentro de la semilla. Mendes-da-Gloria et al. (2001) también atribuyen
las alteraciones morfoldgicas de los cotiledones en embriones de Citrus a la competencia por
espacio. Por lo que, posiblemente la diferencia entre el tamafio de los cotiledones en los
embriones de los cvs. Manila y Ataulfo se deba a que la compactacion entre embriones impide

que ambos cotiledones se desarrollen simultdneamente y tengan el mismo tamafo.

En estudios de embriones nucelares de naranja Valencia, Mendes-da-Gloria et al. (2001)
reportan formas irregulares de los cotiledones y diferencia de tamafio entre el par de
cotiledones, no obstante, afirman que estas alteraciones morfologicas no perjudican el

desarrollo de los embriones a plantulas. Parisot (1988) y Avilan et al. (1995) en estudios en
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mangos poliembrionicos, relacionan el tamano de los cotiledones con la capacidad y velocidad

de germinacidn, ya que a mayor tamafio mayor reservas nutritivas.

Los resultados obtenidos demuestran la variabilidad existente entre los embriones de
semillas poliembrionicas de mango, asi como la asincronia de desarrollo y madurez entre los
mismos. Estas caracteristicas también se pueden presentar en otras especies poliembridnicas,
como en citricos; sin embargo, la morfologia tan irregular y la diferencia de tamafio entre

cotiledones (de hasta 90 %), es una caracteristica representativa de los embriones de mango.

4.1.1. Caracteristicas morfoldgicas de frutos

Los frutos del cv. Ataulfo superaron estadisticamente en peso y ancho a los frutos de
‘Manila’ (Cuadro 5). El rango de peso de los frutos en ‘Manila’ (94 — 222 g) y en ‘Ataulfo’
(114 - 358 g) fueron inferiores a los reportados por Galan (1999), 180-360 g para ‘Manila’, y
por Vazquez et al. (2006), 250-300 g para ‘Ataulfo’. Pero en general, 93.5 % de los frutos de
‘Manila’ y 100 % de los frutos ‘Ataulfo’ analizados en esta investigacion cumplieron con el
peso necesario para el mercado de exportacion de fruta fresca en México (incluidos dentro de

los calibres marcados por la NMX FF-058-SCFI-20006).

Cuadro 5. Comparacion de medias para peso, largo y ancho de frutos de mango cvs. Manila y
Ataulfo.

Caracteristicas de fruto

Cultivar

Peso Largo Ancho
(2) (cm) (cm)

Manila' 145.133 b 9.940 a 5452 b

Ataulfo' 208.145 a 9.777 a 6.668 a
DMS 11.585 1.993 0.195
(0% 21.001 61.608 10.279

n' = 40 frutos de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey,
p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.
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En estudios realizados por Zulia et al. (2001) en nueve cultivares criollos de Maracaibo
(‘Manga’, ‘Burro’, ‘Piedra’, ‘Valenciano’, ‘Perita’, ‘Rosa’, ‘Bolillo’, ‘Bocado’ y ‘Brillit’),
encontraron que el largo fue la caracteristica que determind la forma del fruto; no obstante, en
los cvs. Manila y Ataulfo, el ancho fue el que defini6 las diferencias entre la forma del fruto

de ambos cultivares.

En el fruto de’Manila’ hubo correlacion entre peso con el largo y ancho (r = 0.622,
p<0.01 y r = 0.825, p<0.01); mientras que, en ‘Ataulfo’ el peso del fruto se correlacioné con el
ancho (r = 0.530, p<0.05) y no con el largo. Esta relacion sugiere que para ‘Ataulfo’ el ancho
tiene mayor influencia en la forma del fruto, por eso es obovoide (base ancha y apice

angosto).

4.1.2. Caracteristicas morfolégicas de semillas con endocarpo

El endocarpo de las semillas del cv. Ataufo fue mas ancho que en ‘Manila’ (Cuadro 6),
dicha diferencia también sucedi6 en el ancho del fruto. Por lo que, la forma del fruto puede
estar asociada a la forma del endocarpo debido a que el exocarpo (‘céscara’), el mesocarpo
(‘pulpa’) y el endocarpo (cubierta fibrosa y dura que envuelve la semilla) tienen en comun el

mismo origen, al desarrollarse a partir de la pared del ovario (Esau, 1982).

Cuadro 6. Comparacion de medias para peso, largo y ancho de semillas con endocarpo de mango
cvs. Manila y Ataulfo.

Caracteristicas de semilla con endocarpo

Cultivar Peso Largo Ancho
(2) (cm) (cm)

Manila' 12.872 b 8.303 a 2931 b

Ataulfo' 16.720 a 7.882 b 3.284 a
DMS 0.612 0.189 0.093
(Y 20.079 11.353 14.570

n ' =40 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes
(Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.
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En el cv. Manila hubo correlacion positiva y significativa entre el ancho del endocarpo
de la semilla con el largo del fruto (r = 0.838, p<0.01); mientras que, en el cv. Ataulfo hubo
correlacion positiva y significativa entre el ancho del endocarpo de la semilla y ancho del
fruto (r = 0.841, p<0.01). Con la correlacion se aprecia que el ancho del endocarpo determin6

las diferencias en la forma del fruto de ambos cultivares.

Comunmente para sembrar las semillas (que conservan el endocarpo), éstas se deben
secar a la sombra en un lugar aireado durante 1 o 2 dias, para posteriormente sembrar después
de eliminar el endocarpo y la testa (Galdn, 1999). Se debe considerar que las semillas de
mango pierden rapidamente la capacidad para germinar, especialmente si no se toman en
cuenta factores como temperatura y humedad de almacenamiento (Parisot, 1988; Anila y

Girija, 2005).

En este trabajo, las semillas con endocarpo de ambos cultivares se secaron durante 48

h, perdiendo entre 22 y 23 % de agua (Cuadro 7).

Cuadro 7. Pérdida de agua en 48 h en semillas con endocarpo en mango cvs. Manila y Ataulfo.

Cultivar Peso (g) Pérdida de agua
0,
PFM PSM (%)
Manila' 12.769 b 10.018 b 22.00 a
Ataulfo' 16.763 a 13.020 a 23.00 a
DMS 0.661 0.605 1.014
CVv 19.801 23.428 28.185

n' =100 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes
(Tukey, p<0.05). PMF: Peso de materia fresca; PSM: Peso de materia seca. DMS: Diferencia minima
significativa.

A pesar de las diferencias estadisticas en el peso de materia fresca (PMF) y peso de
materia seca (PMS) entre los cultivares, no hubo diferencias estadisticas en el porcentaje de

pérdida de agua.
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Anila y Girija (2005) estudiaron los efectos de la desecacion de la semilla en mango
cvs. Chandrakaran, Moovandan y Puliyan. Mencionan que a los dos dias de secado las
semillas pierden hasta 20 % de agua, germinando solo el 60 % de las semilla; asi mismo,
indican que la pérdida de humedad repercute en el desarrollo posterior de las plantulas que
lleguen a emerger (peso, altura y vigor). En los cvs. Manila y Ataulfo la pérdida de agua
fue 22 a 23 %, valor que pudo ocasionar la disminucion de la germinacion de los embriones
al cultivarse in vivo (ver apartado 4.4); no obstante, al sembrar los embriones in vitro (ver
apartado 4.3) y crear un ambiente de humedad constante y temperatura adecuada (24 °C),

se favorecio la germinacién de embriones (hasta 89 %).

4.1.3. Caracteristicas morfolégicas de semillas

Hubo diferencia significativa de peso, largo y ancho para ambos cultivares (Cuadro 8).
‘Manila’ tuvo semillas mas largas que ‘Ataulfo’, pero ‘Ataulfo’ tuvo semillas mas anchas,
como ocurrié con el endocarpo (Cuadro 6). Ademas, se mostrd correlacion alta entre el largo
de la semilla con el largo del endocarpo (r = 0.946, p<0.01) en ‘Manila’; mientras que en
‘Ataulfo’ hubo correlacion de largo y ancho de la semilla, con el largo y ancho del endocarpo
(r=10.909 y r = 0.889, p<0.01). Por lo tanto, la semilla (6vulo maduro) adquirié la forma que
le permiti6 el espacio disponible (l6culo) que tiene el endocarpo (epidermis interna del
pericarpo del ovario maduro). Kennard (1955) estudié el desarrollo de la fruta, semillas y
embriones en mango cv. Paheri; describido que el tamafio de la semilla esta en relacion al
ovario, ya que las semillas llenan el loculo durante la lignificacion del endocarpo (ya

desarrollado).

Hubo correlacion positiva entre peso del fruto y peso de la semilla (r = 0.618, p<0.01)
en ‘Manila’; mientras que en ‘Ataulfo’, el ancho del fruto fue el que determiné el peso de la
semilla (r = 0.791, p<0.01). Por lo que, los frutos mas grandes de ‘Manila’ y los frutos mas

anchos de ‘Ataulfo’ tendran semillas mas grandes.
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Cuadro 8. Comparacion de medias para peso, largo y ancho de semillas de mango cvs. Manila y
Ataulfo.

Caracteristicas de semilla

Cultivar Peso Largo Ancho
(g) (cm) (cm)
Manila' 8.396 b 5.121 a 2387 b
Ataulfo' 9.568 a 5111 b 2704 a
DMS 0.964 0.010 0.098
(\Y 29.470 12.220 10.523
n ! = 40 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes

(Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

En el cv. Manila la semilla con endocarpo representa 10.3 % en peso del fruto, valor
superior a 8.1 % en el cv. Ataulfo (Cuadro 9), lo que puede indicar mayor cantidad o densidad

de pulpa en ‘Ataulfo’.

Cuadro 9. Proporcion (%) del fruto que tienen la semilla con endocarpo y la semilla de mango
cvs. Manila y Ataulfo.

Proporcion de peso (%)

Cultivar
Semilla con endocarpo/ Fruto Semilla / Fruto
Manila' 10.291 a 6.290 a
Ataulfo' 8.063 b 4131 b
DMS 0.700 0.620
CvV 16.932 26.453
n' = 40 frutos de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes

(Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

Ruele y Ledin (1955), citados por Zulia et al. (2001), sefialan que la semilla con
endocarpo debe ser inferior a 10 % del peso del fruto, para ser considerada variedad o cultivar
comercial; tanto ‘Manila’ como ‘Ataulfo’ cumplen con este pardmetro, y deben considerarse

cultivares comerciales.
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Al estudiar a los embriones agrupados en la conformacion de la semilla, se observo que
en ‘Manila’ 80 % de los embriones orientan su radicula hacia el pedunculo, contrariamente en
‘Ataulfo’, 70 % de los embriones orientan su radicula hacia el funiculo, cercano al micrdpilo
(Espinosa y Engleman, s/a) (Figura 20). En mango, solo Mo et al. (2005) estudiaron la
orientacion de los ejes embrionarios en la semilla, y describieron que en los cvs. Aroemanis,
Carabao y Tu-mang los ejes embrionarios se orientan hacia la base del micropilo. Esta

caracteristica se observo en el ‘Ataulfo’.

Villegas y Andrade (2008) reportaron que en Citrus rashni y C. amblycarpa la mayoria
de los embriones orientan la radicula hacia el micropilo, pero 1.5 y 2.0 % respectivamente, la
orientan hacia la region calazal. Sus resultados difieren de lo observado en ‘Manila’, donde el
15 % de los embriones se orientan hacia la region calazal; por lo tanto, los embriones de
citricos y mango no tienen el mismo comportamiento. Los resultados obtenidos indican que
no se deberian generalizar las caracteristicas y procesos de poliembrionia entre especies, ni

entre cultivares.

Ademas, en el cv. Manila 55 % de las semillas tienen la mayoria de los embriones
concentrados en la region del funiculo, 20 % en la region del pedunculo, 10 % en la region de
opuesta al funiculo, y 15 % en una region diferente. Mientras que en ‘Ataulfo’, en 95 % de las
semillas los embriones se aglomeran en la region del funiculo (Figura 20). Parisot (1988) y
Mo et al. (2005) describen como los embriones en las semillas de mango cominmente se
localizan hacia la region del micropilo, pero no muestran datos. Parisot (1988) indica que rara
vez los embriones se pueden ubicar en el extremo opuesto del micrépilo o en el lado superior

de las semillas, como se observo en 14% de los embriones de ‘Manila’.

En citricos, Ribeiro et al. (1999) senalan que 46 % embriones (en estadio globular,
torpedo y cotiledonar) se concentran en la region micropilar y el resto en regiones interiores
de la semilla; indicando que esta disposicion posiblemente se deba a la disponibilidad de
espacio fisico y nutrimentos del endospermo. Posiblemente, como en ‘Manila’ hay mayor
nimero de embriones por semilla (hasta 7 embriones) que en ‘Ataulfo’ (hasta 5 embriones),

sus embriones se distribuyen en regiones distintas a las del micrépilo.
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Figura 20. Orientacion y localizacion de embriones en las semillas de mango cvs. Manila y
Ataulfo. Porcentajes calculados en 40 semillas de cada cultivar. OEP: Orientacion hacia pedunculo;
OEF: Orientacion hacia funiculo; OEoF: Orientacion opuesta al funiculo; OEd: Orientacion diferente;
LEP: Localizacion hacia pedunculo; LEF: Localizacién hacia funiculo; LEoF: Localizacion opuesta al
funiculo; LEd: Localizacion diferente.

Las diferencias entre orientacion y localizacion de los embriones en los cvs. Manila y
Ataulfo posiblemente también influya en la forma de la semilla de cada cultivar, y en la forma

y tamafo de los embriones.

Con base en lo reportado, se podria considerar que la ubicacion del micropilo varia entre
‘Manila’ y ‘Ataulfo, o que existen diferencias de otras caracteristicas anatdmicas. Por lo que

se sugiere realizar estudios anatémicos del desarrollo de los embriones.

Normalmente, la forma de colocar la semilla de mango al momento de sembrar, es con
el lado convexo hacia arriba (Galdn, 1999). Con los datos obtenidos, se determind que esta
forma de siembra favoreceria la germinacion de la mayoria de los embriones en el cv. Manila,
por localizarse cerca del pedinculo y orientar su radicula hacia el mismo (Figura 21). Pero en
el cv. Ataulfo, puede danar a las plantulas que intentar germinar entre otros embriones, ya que
95 % de éstos se agrupan en la region cercana al funiculo. Por lo que, se recomienda que las
semillas del cv. Ataulfo se siembren con la parte ‘aplanada’ en forma paralela al sustrato

(Figura 12).
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cv. Manila cv. Ataulfo

Lado
concavo
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convexo

<— Funiculo
Eje embrionario

Figura 21. Distribucién y orientacién de embriones en las semillas de mango cvs. Manila (M) y
Ataulfo (A).

En el embrion donde se insertd el funiculo en la cubierta seminal generalmente se
observd una protuberancia (Figura 22), que sirvid6 como indicador del embrién ‘1’ en esta
investigacion. En ‘Manila’, 90 % de los embriones mostraron la protuberancia, y en ‘Ataulfo’,
82.5 %, lo que significa que es una caracteristica anatdmica que puede usarse como referencia

para ubicar al embrién ‘1’ en la semilla de mango poliembridnico.

cv. Manila cv. Ataulfo

Eje embrionario

Embrion
1

I Protuberancia

Embrion

1
Protuberancia

v

Fie embrionario

Figura 22. Presencia de protuberancia en el embrién 1, donde se inserté el funiculo en la
cubierta seminal de la semilla de mango cvs. Manila y Ataulfo.
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4.1.4. Caracteristicas morfolégicas de embriones

Los embriones se separaron para analizar sus caracteristicas, sin embargo, la mayoria
sufrié rupturas en el eje embrionario. Asi que, no se separaron los embriones al cultivar in
Vitro, y se sembro la mitad inferior de la semilla con la totalidad o la mayoria de los mismos
(los embriones que no estaban en el explante se disectaron y sembraron). En citricos los
embriones pueden separarse sin ser dafiados, como lo realizd6 Andrade-Rodriguez et al. (2005)
para cultivarlos individualmente in vitro. La diferencia con la que se desprenden los
embriones en mango y en citricos, indica que posiblemente el desarrollo de éstos no es igual

dentro del 6vulo.

Estas observaciones son importantes porque muestran el distinto comportamiento entre
especies poliembrionicas, siendo incorrecto generalizar los procesos de citricos a otros

frutales, como se ha hecho hasta ahora.

Entre los embriones de cada semilla, se pudo observar gran variabilidad en tamafio (CV
= 101.7 para peso) y forma (CV = 46.8 para largo, y CV = 74.9 para ancho), no sélo entre
cultivares, sino también respecto a la posicién que ocupan en la semilla (1, 2,...n) (Figura 23;

Cuadro 10).
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Figura 23. Diferencia de tamaifio de cinco embriones de una semilla de mango cv. Ataulfo.

78



Resultados p discusidns

No se encontraron diferencias estadisticas en tamafo y forma de embriones en los cvs.

Manila y Ataulfo (Cuadro 10), debido probablemente a la variabilidad que existio entre ellos.

Cuadro 10. Comparacion de medias para peso, largo y ancho de embriones, de acuerdo a su
posicion en la semilla, de mango cvs. Manila y Ataulfo.

Caracteristicas del embrion

Posicion del

Cultivar embrion Peso Largo Ancho
(mg) (mm) (mm)
1! 2159.00 a 2553 a 14.55 a
22 875.85 a 19.23 a 1546 a
Manila 33 3733.08 a 34,18 a 17.36 a
4* 3595.62 a 3546 a 15.59 a
Promedio para
. 2 373.60 27.22 15.67
Manila
1’ 200294 a 2741 a 17.12 a
2° 177213 a 2473 a 13.40 a
Ataulfo 37 5663.08 a 49.50 a 2343 a
4% 3940.00 a 40.10 a 18.40 a
Promedio para
Ataulfo 3051.60 31.97 17.83
CcvV 101.70 46.82 74.93
Ntmero de embriones analizados: ' =20,%=19,°=16,%=9,>=17,°= 14, " = 13, * = 2. Valores con distinta

letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

En el cv. Manila hubo hasta 7 embriones, y en Ataulfo hasta 5, pero no se incluyen en
los Cuadros 10 y 11 porque no contaban con las repeticiones necesarias para efectuar la

comparacion estadistica.

Al realizar el andlisis mediante disefio bifactorial con los tratamientos cultivar y posicion
del embrion (Cuadro 10), no se encontraron diferencias estadisticas; pero al analizar

unicamente el efecto de la posicion del embrion, si se encontraron diferencias. En el Cuadro
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11 se puede observar que los embriones ‘3’ y ‘4’ son los de mayor peso y largo, mientras que
el ‘1’ y ‘2’ son los de menor peso y largo. Koltunow et al. (1996) observaron en Citrus
volkameriana que el embrion localizado en el extremo calazal cominmente era el mas grande
y ocupaba hasta un tercio de la semilla, y que los embriones decrecian en tamafio conforme se
acercaban al extremo micropilar. El incremento de tamafio de los embriones ‘3° y ‘4’
(ubicados generalmente en el extremo calazal) con respecto a los embriones ‘1’ y ‘2’ (extremo
micropilar), posiblemente se deba a que tienen mayor disponibilidad de los nutrientes de la
nucela y endospermo en la region calazal que en la micropilar (Ribeiro et al., 1999; Batygina
y Vinogradova, 2007). La disponibilidad de nutrientes también influye en el desarrollo de los

embriones (Batygina y Vinogradova, 2007).

Cuadro 11. Comparacion de medias para peso, largo y ancho de embriones de acuerdo a su
posicion en la semilla de mango.

Posicién del Caracteristicas del embrion

embrién Peso Largo Ancho
(ng) (mm) (mm)
1 2087.30 be 2640 b 1573 a
2 1256.50 ¢ 21.56 b 14.59 a
3} 4598.30 a 38.80 a 20.08 a
4* 3658.20 ab 36.30 a 16.10 a
DMS 1 766.00 8.92 8.00
Ccv 102.00 47.21 74.33
Numero de embriones analizados por posicion: ' = 37, # = 33, * =29, * = 11. Valores con distinta letra en una

columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

Las diferencias de tamafio y forma de los embriones es ocasionada por la competencia
de espacio durante el desarrollo de la semilla, originando el efecto de ‘empaquetamiento’, tal
como lo reportaron Kultonow (1993) en citricos, Costa et al. (2004) en Tabebuia ochracea

(Bignoniaceae), y Parisot (1988) en mango.
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El peso del embridon ‘3° mostrd correlaciéon negativa con el nimero de embriones por
semilla (r=-0.703, p<0.01), los otros embriones no presentaron correlacion. En consecuencia,
el tamafio del embrion ‘3° disminuird si se presenta mayor numero de embriones en la semilla
(4, 5, 6 0 7). En estudios de poliembrionia en C. volkameriana, Andrade-Rodriguez et al.
(2004) encontraron correlacion negativa entre el tamafio de los embriones y el nimero de

embriones por semilla, pero no determinaron la relacion con la posicion de los embriones.

No se encontré correlacion entre el cultivar y la posicion del embrion, con las
caracteristicas del eje embrionario y los cotiledones. Sin embargo, hubo diferencias
estadisticas de peso y largo entre los ejes embrionarios en ‘Manila’ y ‘Ataulfo’, y en las

diferentes posiciones de los embriones en la semilla. (Cuadro 12).

Cuadro 12. Comparacion de medias para peso, largo y ancho de ejes embrionarios en embriones
de mango cvs. Manila y Ataulfo.

. Caracteristicas de ejes embrionarios
Posicion del

Cultivar embrion Peso Largo Ancho
(mg) (mm) (mm)
1! 2.642 b 2.740 abc 1.591 a
Manila 2 1.481 b 2.391 be 1352 a
3’ 2515 b 1.975 be 1.462 a
1’ 4.528 ab 4.629 ab 2,787 a
Ataulfo 2° 2.107 b 3.514 abc 2421 a
3¢ 11.724 a 6.563 a 3415a
DMS 8.383 4.054 3.380
Cv 122.085 94.948 84.371
Numero de embriones analizados por posicion: ' = 17,2 =15,°=13,*=13,°=9, ® = I1. Valores con distinta

letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

El largo que tenga el embrion puede influir en su peso (r = 0.450, p<0.01), asi como en
el peso del eje embrionario (r = 0.502, p<0.01). Lo que indica que si el embrion es mas largo,

tendra un eje embrionario proporcional a su tamafo.
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El par de cotiledones presentes en semillas monoembridnicas de los cvs. Manila y
Ataulfo usualmente fueron complementarios (dato no reportado), aunque se observo
irregularidad en su formas. Pero si la semilla era poliembrionica, generalmente el par de
cotiledones no fue semejante, como lo sefialaron Arndt (1935), Parisot, (1988) y Mo et al.

(2005) en mango.

El par de cotiledones de los embriones de los cvs. Manila y Ataulfo frecuentemente
mostr6 desigualdades marcadas en tamafio, hasta 90 % en peso (Figura 19.b). En el Cuadro 13
se aprecia como la diferencia entre los cotiledones del embrion ‘3’ de ‘Ataulfo’ fue superior a
la de los cotiledones de los embriones ‘1°, 2” y ‘3’ de ‘Manila’ y a la posicion’1’ y ‘2° de
‘Ataulfo’. No hubo diferencia estadistica para largo y ancho de cotiledones en ninguna de las

posiciones de los embriones.

Cuadro 13. Comparacion de medias de las diferencias de peso, largo y ancho entre el par de
cotiledones en los embriones de mango cvs. Manila y Ataulfo.

Diferencia entre cotiledones

. Posicién del (C1-C2)

Cultivar embrion Peso Largo Ancho
(mg) (mm) (mm)
1! 1043.118 b 13.935 a 9.123 a
Manila 2? 922.859 b 9.875 a 9250 a
33 1377.690 b 13.650 a 6402 a
1 795.522 b 15.061 a 12.769 a
Ataulfo 2° 854.241 b 6.487 a 13.624 a
36 2936.609 a 15.164 a 10.600 a

DMS 918.162 8.774 7.298

CV 117.486 141.118 136.645

Numero de embriones analizados por posicion: '=17,2=16,"=14,*=13,°=8, ° = 11. Valores con distinta

letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). Cl: Cotiledon mayor (uno); C2:
Cotiledon menor (dos). DMS: Diferencia minima significativa.

En ambos cultivares, hubo correlacion positiva entre el peso y largo del embrion, con
el peso y largo de cada uno de los dos cotiledones (C1: r = 0.481, p<0.01 para peso, y r =
0.901, p<0.01 para largo; C2: r = 0.458, p<0.01 para peso, y r = 0.497, p<0.01 para largo). Las

82



Resultados p discusidns

correlaciones anteriores se presentaron porque el cuerpo del embrion lo conforman los
cotiledones. La correlacion del largo del embrion con el largo del cotiledon ‘1’ (C1) fue
mayor que la correlacién con largo del cotiledon ‘2’ (C2), ya que se considerd al cotiledon

mas grande como ‘C1°.

En plantas poliembridnicas la capacidad de germinacion esta asociada al tamafio de
ambos cotiledones o tamafio del embrion (Parisot, 1988; Villegas y Andrade, 2008), pero no
se ha reportado falta de germinacion o desarrollo de la plantula originado por la diferencia de
tamafio entre el par de cotiledones (Mendes-da-Gloéria et al., 2001; Martinez-Gomez et al.,
2004). En este trabajo, se obtuvieron plantulas in vitro de embriones de la posicion ‘1’ hasta
'6’, lo que significa que la diferencia en el tamafio del par de cotiledones observada entre los
diferentes embriones no fue limitante para la germinacién. No obstante, el tamafio del embrion
si afecta su germinacion, ya que al sembrar in vivo la semilla se obtuvieron de una a tres
plantulas a partir de semillas que tenian hasta seis embriones. Al cultivar in vivo la semilla,
posiblemente los embriones pequefios no germinaron por no tener las reservas suficientes, por
sufrir deshidratacion (Andrade-Rodriguez et al., 2005) o por la competencia de espacio con el

resto de los embriones.
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4.2 Poliembrionia

El porcentaje de poliembrionia fue similar en ambos cultivares, ‘Manila’ presentd
97.5 % y ‘Ataulfo’ tuvo 95 %. No hubo diferencias estadisticas en el promedio de embriones
por semilla (NES); sin embargo, ‘Manila’ mostrd hasta 7 embriones, mientras que ‘Ataulfo’
tuvo hasta 5. Ambos cultivares tuvieron de 2 a 4 embriones en mas de 80 % de las semillas

(Cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentaje de semillas con diferente numero de embriones en mango cvs. Manila y
Ataulfo.

Semillas con determinado niimero de embriones (%)

Cultivar 1 2 3 4 5 6 7 P NES
Manila' 2.5 22.5 30.0 30.0 10.0 2.5 2.5 97.5 34 a
Ataulfo' 5.0 25.0 30.0 25.0 15.0 0 0 95.0 32 a
DMS 0.5
CV 37.8
n ' =100 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes

(Tukey, p<0.05). P: Porcentaje de semillas poliembrionicas. NES: Numero de embriones por semilla. DMS:
Diferencia minima significativa.

No se encontraron reportes previos respecto a la poliembrionia y nimero de embriones
en los cvs. Manila y Ataulfo. Mo et al. (2005) reportan que el cv. Carabao, genéticamente

similar ‘Manila’, tuvo 96.2 % de poliembrionia.

Las diferencias de grado de poliembrionia y numero de embriones por semilla entre
ambos cultivares, pudo originarse por la genética de cada cultivar, factores que afectaron la
polinizacion, estado nutricional y fisiologico, edad de la planta, desarrollo de la semilla, la
carga de frutos, entre otros; tal como se ha observado en citricos (Soares-Filho et al., 1995;

Andrade-Rodriguez et al., 2004).
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La presencia de alto grado de poliembrionia y niumero de embriones por semilla en
mango, posiblemente es una estrategia para compensar la baja conversion de flores a fruto
(Galan, 1999); asi como sucede en Tabebuia ochracea (Bignoniaceae) (Costa et al., 2004) o

en citricos (Galvan-Luna et al., 2009).

En el Cuadro 15 se muestra que el nimero de embriones en los cvs. Manila y Ataulfo, se
correlacion6 positivamente con el peso del fruto, pero no con el largo y ancho del mismo. En
ambos cultivares el nimero de embriones tuvo correlacion altamente significativa con el peso
de la semilla con endocarpo. Para las demds caracteristicas, alin cuando hubo correlacioén, no
fue consistente en los dos cultivares. En ‘Manila’ el peso de la semilla mostré correlacion alta
con el numero de embriones, mientras que, en ‘Ataulfo’ fueron el largo de la semilla con

endocarpo, y el largo y ancho de la semilla.

Cuadro 15. Correlacion de caracteristicas de frutos, semillas con endocarpo y semillas con el
numero de embriones por semilla, en mango cvs. Manila y Ataulfo.

Numero de embriones

Caracteristica
Manila' Ataulfo'
Peso (g) 0.422 * 0.346 *
Fruto Largo (cm) 0.210 NS -0.070 NS
Ancho (cm) 0.113 NS -0.112 NS
Peso (g) 0.546 ** 0.802 **
Semilla con Largo (cm) 0.505 * 0.778 **
endocarpo
Ancho (cm) 0.464 * 0.329 *
Peso (g) 0.545 ** 0.319 *
Semilla Largo (cm) 0411 * 0.746 **
Ancho (cm) 0.158 NS 0.798 **

n' =40 frutos de cada cultivar. *Significativo (p<0.05), **Altamente significativo (p< 0.01).

Como en ambos cultivares hubo correlacion positiva alta entre el nimero de embriones y

peso de la semilla con endocarpo; se determiné que en ‘Manila’ las semillas con endocarpo de
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13 a 18 g tuvieron mayor nimero de embriones (3.4); mientras en Ataulfo, las semillas con

peso mayor o igual al9 g tuvieron 3.2 embriones (Cuadro 16).

Cuadro 16. Nimero de embriones en semillas con endocarpo de diferente peso, en mango cvs.
Manila y Ataulfo.

. Numero de embriones
Peso de semilla con endocarpo

(8) Manila' Ataulfo'
<6.0 2.0 1.5
7.0-12.0 33 3.0
13.0-18.0 3.4 3.0
>19.0 32

n'= 40 semillas de cada cultivar.

Aunque no hubo correlacion alta entre el peso del fruto con el nimero de embriones
(Manila, r = 0.422 p< 0.05, y Ataulfo r = 0.346 p< 0.05); se observo que los frutos de ‘Manila’
de 141 a 160 g tuvieron las semillas con mayor nimero de embriones (3.4); lo mismo se

presento en frutos de ‘Ataulfo’ con peso mayor o igual 201 g (3.3 embriones).

Por lo tanto, se recomienda utilizar semillas con endocarpo grandes para propagacion
vegetativa. Porque al aumentar el nimero de embriones en la semilla, se incrementa la
competencia entre embriones y la posibilidad de que degenere el embrion cigotico, tal como
se ha observado en citricos (Soares-Filho et al., 2002; Darlan et al., 2006) o en Tabebuia
ochracea (Bignoniaceae) (Costa et al., 2004).

En los citricos C. volkameriana y C. amblycarpa, Andrade-Rodriguez (2002) no
encontrd correlacion entre las caracteristicas del fruto con la poliembrionia, pero reportd que
hubo correlacién negativa entre el nimero de embriones por semilla y su tamafio. En los cvs.
Manila y Ataulfo, a diferencia de los citricos, si hubo correlacién entre peso del fruto y
numero de embriones por semilla; ademas, al incrementar el nimero de embriones por semilla

se afectara solo el tamafio del embrion ‘3’ (r = - 0.703, p< 0,01) (Cuadro 17). Con base en lo
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anterior, se deduce que no habrad el mismo comportamiento de poliembrionia entre géneros,

especies, y tampoco entre cultivares, tal como se observé en esta investigacion.

Cuadro 17. Correlacion de caracteristicas de cada embrion con el nimero de embriones por
semilla, en mango cvs. Manila y Ataulfo.

Caracteristicas del embridn

Cultivar Posicion del Peso Largo Ancho
embrion (mg) (mm) (mm)

1! -0.205 NS -0.513 * -0.206 NS

Manila 2 -0.078 NS 0.191 NS 0.358 NS

33 -0.653 ** -0.725 ** -0.719 **

1 -0.166 NS -0.191 NS -0.152 NS

Ataulfo 2° -0.553 * -0.462 NS -0.522 NS

36 -0.703 * -0.498 NS -0.838 **

Numero de embriones analizados por posicion: '=17,2=15,>=13,"=13,°=9,°=11. *Significativo (p<0.05),

** Altamente significativo (p< 0.01).

En mango, ninguin trabajo previo habia relacionado las caracteristicas de los embriones
con la poliembrionia. Esta variable es importante porque el tamafio del embridn se relaciona

con su capacidad de germinacion (Parisot, 1988).
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4.3 Cultivo de embriones in vitro

Por ser Manila y Ataulfo cultivares con alta poliembrionia, se recomienda que las
semillas se cultiven in vitro para incrementar la germinacion de embriones, incluyendo al
cigotico (Soares-Filho et al., 2002; Andrade et al., 2004; Pérez-Tornero y Porras, 2008).
Porque al tener mayor nimero de embriones por semilla, aumenta la competencia por espacio
y nutrientes, originando la reduccion de tamafo de los embriones y la capacidad para germinar

in vivo (Parisot, 1988; Kultonow, 1993; Batygina y Vinogradova, 2007).

Ambos cultivares tuvieron el mismo porcentaje de germinacion de semilla in vitro, y
aun cuando el nimero de plantulas obtenidas por semilla no fue el mismo, no hubo diferencias

estadisticas (Cuadro 18).

Cuadro 18. Porcentaje de germinacion y numero de pliantulas por semilla de mango cvs. Manila
y Ataulfo, establecidas in vitro.

Cultivar Geminacion Plantulas / semilla
(%)
Manila' 95.00 2.8 a (1-6)7
Ataulfo’ 95.00 25 a (1-5)7
DMS 0.53
CV 44.89
n ' = 80 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes

(Tukey, p<0.05). Y: Numero minimo y maximo de plantulas que desarrollan por semilla. DMS: Diferencia
minima significativa.

Si se compara con la germinacion in vivo, donde desarrollaron 1.4 plantulas por semilla
en ‘Manila’ y 1.6 plantulas en ‘Ataulfo’, el cultivo in vitro favorecié la germinacion de
embriones. No obstante, el nimero de embriones germinados in vitro (plantulas) fue menor
que el nimero de embriones por semilla (3.4 embriones en Manila y 3.2 embriones en
Ataulfo). Probablemente estos resultados se deban a que en algunas semillas los embriones

sufrieron deshidratacion durante el manejo de desinfestacion y obtencion del explante, o a la
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existencia de embriones inmaduros en la semilla incapaces de germinar (Kultonow et al.,
1996; Costa et al., 2004). También puede estar relacionado con la dificultad para separar los
embriones en mango, ya que al mantenerse unidos siguid existiendo la competencia por

espacio que impidid su germinacion.

El cv. Ataulfo se adapté mejor a las condiciones in vitro que el cv. Manila, ya que el
primero tuvo 75 % de semillas con todos los embriones germinados; mientras que, en

‘Manila’ en 60 % de las semillas germinaron todos los embriones.

No se encontraron diferencias estadisticas de los dias a germinacion entre embriones de

distintas posiciones en ambos cultivares (Cuadro 19).

Cuadro 19. Porcentaje y tiempo de germinaciéon de embriones de mango cvs. Manila y Ataulfo,
establecidos in vitro.

. i Germinacion Tiempo de germinacion
Cultivar Posicion (%) (dias)
1 85.00 575 a
22 78.95 534 a
Manila
33 88.00 712 a
4* 87.00 544 a
1° 86.49 441 a
26 88.89 3.58 a
Ataulfo
37 89.47 422 a
48 88.00 322 a
DMS 5.20
Cv 76.85
Numero de embriones analizados: | = 40, > = 38,°=26,*=9,°=37,°=36," = 18, * = 9. Valores con distinta

letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.

Al analizar tnicamente el efecto del tratamiento ‘cultivar’, se encontraron diferencias

significativas entre dias a germinacion: 5.9 para ‘Manila’, y 4.0 para ‘Ataulfo’ (Tukey,
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p<0.05). Mostrando que los embriones del cv. Ataulfo germinaron mas rapido, al adaptase

mejor a las condiciones in vitro.

En ambos cultivares, la germinacion in vitro fue mas rapida que in vivo (los embriones
tardaron mas de 35 dias en germinar), porque el medio de cultivo y el microambiente ofrecio a
los embriones condiciones adecuadas de humedad y temperatura (24 °C +1). Tal como lo
sefialo Parisot (1988), la temperatura entre 25-40 °C y la humedad alta favorecen la
germinacion hasta 100 % de las semillas. En el Cuadro 19 se aprecia como mas de 78 % de

los embriones germinan en condiciones in vitro, en menos de siete dias.

No se encontr6 correlacion significativa entre cultivar, posicion del embrion, y tamafio
del embrion, con los dias a germinacion y germinaciéon de embriones. Sin embargo, en el
Cuadro 20 se muestra como los embriones chicos (< 1 c¢cm) tuvieron menor porcentaje de

germinacion que el resto de los embriones.

Cuadro 20. Porcentaje y tiempo de germinacion de embriones de diferente tamafio de mango
cvs. Manila y Ataulfo, establecidos in vitro.

Cultivar Tamafio del embrion Gern(liz ;1 cion Tiempo d((:iiesr)minaci(')n
Grande (>3 cm)’ 87.00 532 a
Manila Mediano (3-1 cm) 2 88.00 6.71 a
Chico (<1 cm)* 33.33 250 a
Grande (>3 cm)* 89.50 352 a
Ataulfo Mediano (3-1 cm)’ 76.92 3.88 a
Chico (<1 cm) ¢ 53.33 3.07 a
DMS 4.81
Ccv 86.25
Nuamero de embriones analizados: ' = 97,2 =14, * =6, * = 64, > = 26, ® = 15. Valores con distinta letra en una

columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significtiva.

90



KResultados p discusidn

A pesar de que esta investigacion es la primera en propagar in vitro embriones de los
cvs. Manila y Ataulfo, se obtuvieron buenos resultados en la germinacion de embriones y

desarrollo de las plantulas (Figura 24).

Figura 24. Plantulas desarrolladas in vitro (a); Subcultivo y separacion de plantulas en mango cv.
Manila (b).

En todas las plantulas de ambos cultivares que desarrollaron in vitro, se observé que la
raiz crecid mas que el tallo y hojas (Figura 24.b); sin embargo, esta caracteristica no impidid
un desarrollo adecuado posterior al transplante a invernadero. Donde el 91 % de las plantulas
que tenian mas de 8 cm, 3 hojas expandidas y sin malformaciones, sobrevivieron al

transplante, continuaron creciendo y produciendo hojas.
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4.4 Cultivo de semillas en invernadero

En invernadero los porcentajes de germinacion de semillas fueron altos, 95 % en
‘Manila’ y 90 % en ‘Ataulfo’; sin embargo, en 53 % de las semillas de ambos cultivares s6lo
emergio una plantula, en 46 %, dos plantulas, y en el resto 3 plantulas. Mientras que, in vitro
la germinacion fue de 95 % para ambos cultivares y se obtuvieron de 2 a 5 plantulas en 91 %

de las semillas (Cuadro 21).

Cuadro 21. Porcentaje y tiempo de germinacion, y nimero de plantulas que desarrollan por
semilla de mango cvs. Manila y Ataulfo, establecidas en invernadero.

Cultivar Germ;namon Tiempo de germinacion Plantulas / semilla
(%) (dias)
Manila' 95 3587 a 1.33a (1-3)°
Ataulfo’ 90 36.94 a 1.35a (1-3)Y
DMS 7.17 0.49
(O\Y4 39.00 50.61
n ! = 80 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes

(Tukey, p<0.05). Y: Numero maximo y minimo de plantulas que desarrollan por semilla. DMS: Diferencia
minima significativa.

El porcentaje de germinacion de semillas en ‘Manila’ fue superior al 54 % reportado por
Barbosa et al. (2009) para este cultivar. La diferencia entre resultados posiblemente se debio
al tipo de sustrato empleado. Barbosa et al. (2009) utilizaron vermiculita saturada con agua,
mientras que, en este trabajo se empled Grow-mix”, que mantuvo la humedad por el peat-
moss y permitid la aireacion por la perlita y la fibra Otros factores que influyeron pudieron ser

las condiciones de temperatura, humedad, o el tratamiento previo a la siembra de las semillas.
La técnica de propagacion empleada, in vitro o in vivo, tuvo correlacion alta y

significativa con los dias de germinacion (r = 0.854, p<0,01); ya que la germinacion de

embriones in Vitro requirid6 de 3 a 7 dias, siendo mas rapida que en invernadero, donde
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necesitd mas de 30 dias. También hubo correlacion entre la técnica de cultivo y el nimero de

plantulas que emergen por semilla (r = 0.456, p<0,01).

En invernadero, el nimero de plantulas por semilla fue inferior al obtenido in vitro,
debido a la competencia por espacio y nutrientes que generalmente impide que los embriones
mas pequeflos germinen in Vivo por no tener reservas suficientes (Parisot, 1988; Kultonow,
1993; Batygina y Vinogradova, 2007). Mientras que, al cultivar in vitro los embriones
disponen de medio nutritivo rico en azucares, que fue favorable para la germinacién, y de
condiciones de humedad y temperatura constantes (aspecto que no es posible mantener en in

Vivo).

De las plantulas que emergen por semilla en invernadero, las mas vigorosas fueron las
primeras, y las que mostraron menor desarrollo fueron las que emergen al final (Cuadro 22).
Coincidiendo con lo reportado en mangos poliembrionicos por Degani et al. (1993)
(Turpentine, ‘13-1" y ‘Turpentine x 13-1") y por Barbosa et al. (2009) (cvs. Haden y Manila),
quienes encontraron correlacion positiva significativa entre el orden de emergencia de las
plantulas y el peso de la misma. Avilan et al. (1995) relacionaron el tamafio que tienen los
embriones de mango con la velocidad de emergencia de las plantulas, y sefialan que la

plantula que emerge primero pudo provenir del embrién mas grande.

Cuadro 22. Tiempo de germinacién de embriones en invernadero, segiin el orden de aparicion
de cada plantula (primera, segunda o tercera), de mango cvs. Manila y Ataulfo.

Tiempo de germinacion (dias)

Cultivar
Primera plantula Segunda plantula Tercera plantula
Manila' 32.69 a 46.82 a 49.00 a
Ataulfo? 34.11 a 4764 a 54.50 a
DMS 4.88 13.57 16.51
CV 21.91 30.57 26.52
n ! = 80 semillas de cada cultivar. Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes

(Tukey, p<0.05). DMS: Diferencia minima significativa.
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El sembrar las semillas con la parte ‘aplanada’ de forma paralela al sustrato, permitio
que las plantulas que emergieron de la semilla no se ‘enrroscaran’ o estorbaran por el
crecimiento de las otras plantulas. La mayoria de las plantulas mostraron buen desarrollo

(Figura 25).

Figura 25. Plantulas de mango cv. Manila desarrolladas en invernadero
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4.5 Identificacién de plantulas cigéticas y nucelares mediante RAPD

4.5.1 Determinacion de la calidad y concentracion de ADN gendmico

En las investigaciones donde se han empleado marcadores moleculares en mango, para
la extraccion de ADN se emplean de 0.25 a 5 g de tejido de “hoja’ joven (Schnell et al., 1995;
Yamanaka et al., 2006; Saldana y Salazar, 2007). Pero en este trabajo para la extraccion de
ADN, se emplearon de: 80 - 100 mg de hoja joven (de plantulas mantenidas in vitro y
transplantadas a invernadero), 150 mg de hoja madura (planta madre), 150 mg de raiz, 100 mg
de tallo y 100 mg de toda la plantula (in vitro). De todas las muestras se logré obtener ADN
de buena calidad para realizar PCR (Figura 26), aunque la cantidad fue variable (Cuadro 23).

Cuadro 23. Lecturas de calidad y concentracién de ADN (ng pL™) extraido de diferentes tejidos,
de mango cvs. Manila y Ataulfo.

Cultivar Rango de absorbancia coﬁjélri(r)ai?én
Material vegetal 260/280 (promedio)
) 44.3 -3093.5
Hoja joven Manila 19-2.1 (12412)
42.0 - 3620.7
Ataulfo 1.9-2.1 (366.4)
Manila 71 1128.8 -1611.3
) (1370.1)
Hoja madura 1548.5 — 1756.8
Ataulfo 2.1 ) ’
(1652.7)
Manila Sin muestra Sin muestra
Raiz (in vitro) 30.7 - 202.6
Ataulfo 1.4-1.7 (555.4)
) 382.7-569.4
Tallos con hoja Manila 2.1 (464.0)
(in vitro) 3 37.3-462.8
Ataulfo 19-2.1 (189.3)
Toda la planta Manila Sin muestra Sin muestra
(in vitro) Ataulfo 1.9 98.9
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Comunmente para la obtencion de ADN se recomienda emplear tejido joven en lugar de
tejido maduro (Garcia-Mas et al., 2000), por tener mas células parenquimatosas con actividad
meristematica (divisiones celulares) (Esau, 1982); sin embargo, en este trabajo la mayor
cantidad de ADN se extrajo de hojas maduras. Ravishankar et al. (2000) y Vasanthaiah (2009)

también lograron buenos resultados al emplear tejido de hojas maduras de mango.

La concentracion del ADN obtenido de tejido foliar generalmente no vario si la cantidad
de muestra empleada era constante, como también lo reportaron Stein et al. (2001). La
concentracion del ADN extraido de raiz y tallo tuvo valores bajos, posiblemente por la
cantidad de células de esclerénquima asociadas al tejido vascular, la epidermis y tejido lefioso
(la raices presentan una dermis gruesa tipo lefiosa), y estas células pueden o no tener

protoplasto (Esau, 1982).

El ADN extraido de hojas mostré la mejor calidad con relacion longitud de onda
260/280 de 1.9 a 2.1, lo que indica alto grado de pureza. Mientras que, al emplear raices se
obtuvieron valores de 1.4 — 1.7, posiblemente debido a la presencia de proteinas u otros
elementos absorbentes de la luz UV (CIMMYT, 2005); no obstante, como la técnica de RAPD
no requiere necesariamente ADN de alta calidad (1.8-2.0) (Valadez y Kalh, 2005), el ADN

obtenido con este tipo de tejido fue empleado.

En todas las plantulas de los cvs. Manila y Ataulfo desarrolladas in vitro se mostro
mayor crecimiento de la raiz que de la parte aérea, por lo tanto, se colecto tejido de raices si el
tejido foliar era insuficiente para la extraccion de ADN, a pesar de que presentd menor calidad

y concentracion de ADN (Cuadro 23).

De las hojas desarrolladas in vitro se extrajeron entre 42.0 a 3093.3 ng uL™' (en promedio
734.8 ng uL™") de ADN, mientras que, de las hojas desarrolladas en invernadero se obtuvieron
entre 91.9 a 3620.7 ng pL™' (en promedio de 1368.6 ng pL™). Esto se debio a que las hojas in
VIVO mostraron mayor crecimiento que las hojas in vitro, en consecuencia se tuvo mayor

disponibilidad de tejido joven suficiente para completar las muestras (100 mg). Por lo tanto,
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dependiendo del objetivo de la investigacion, es preferible transplantar a invernadero las

plantulas desarrolladas in vitro para extraer el ADN de las hojas.

El mango, al ser frutal, tiene muchos fenoles, peroxidasas y gran actividad de polifenol
oxidasas que se expresan cuando se provoca algin dafio (Krishna y Singh, 2007). No obstante,
no se mostrd oscurecimiento del tejido por oxidacidon por polifenoloxidasas a pesar de que no
se empleo PVP en la extraccion, como recomiendan Saldafia y Salazar (2007) en su estudio
para extraer ADN de calidad para PCR en mango. Ademas, el alcohol isoamilico se sustituy6

por 2-octanol, supliendo su funcion de agente antioxidante (Gonzales et al., 1995).

Los resultados de la cuantificacion de ADN en el espectrofotdmetro coincidieron con lo
observado en el gel de agarosa. Las muestras procedentes de hoja y tallo mostraron bandas
nitidas, sin barrido por degradacion, sin presencia de bandas de ARN (al final del carril) y sin
contaminacion por polisacaridos (arrastre o ‘“smear”) (Figura 26). En el caso del ADN
extraido de las raices se observaron bandas con presencia de polisacéaridos. Por lo tanto, se
volvid a obtener el ‘pellet’ de las muestra de raiz y se resuspendieron en 30 puL de 0.1 TE,

posteriormente se centrifugd por 2 min a 10 000 rpm para concentrar de nuevo el ADN.

a5-2 al-1 a2-3 a6-1 a3-4 a3-3 a3-4 al-1 m3-1 m4-1 m7-1 m7-2 m8-1 m82 m83 m2-1 ad4-1 a5-1

Figura 26. Fotografia de un gel de agarosa para determinar calidad de ADN de plantulas de
mango cvs. Manila (m) y Ataulfo (a). Después de la letra del cultivar (‘a’ o ‘m’), el primer nimero
indica la semilla y el segundo la plantula.
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La metodologia para extraccion de ADN en los cvs. Manila y Ataulfo fue eficiente para

obtener ADN de calidad y en cantidad necesaria para aplicar los marcadores RAPD.

45.2 Seleccién de iniciadores

De los 68 iniciadores para RAPD que se evaluaron (Serie A, B y C, Operon
Technologies, Inc.; y SAP 01 a SAP 06, Invitrogen®) en la plantula de la semilla 8 embrion 3
de ‘Manila’ (m8-3), todos amplificaron los fragmentos de ADN. De estos, 32 tuvieron poca
amplificacion (menos de 6 bandas: OPA 06, OPA 16, OPB 02, OPB 09, OPB 19, OPC 02,
OPC 03, SAP 06), y 8 presentaron bandas con poca nitidez (OPA 13, OPB 09, OPB 11, OPC
02, OPC 05, OPC 07, OPC 20, SAP 07) (Figura 27).

pb

4072
3054

2036
1686

1018
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396

Figura 27. Patron de banda producido por los iniciadores serie OPA-01 a 20 (Operon
Technologies) en la plantula 8-3 de mango cv. Manila. Los iniciadores encerrados por un circulo
fueron seleccionados. 1kb, escalera 1kb Gibco BRL.

Las iniciadores RAPD de las series OPA, OPB y OPC (Operon Technologies Inc.) son
de los mas empleados en Mangifera indica L. (Ahmad Rajwana et al., 2008; Ravishankar et
al., 2000; Schnell et al., 1995); asi como en otras especies de anacardiaceas: Anacadium
occidentale L. (Archak et al.; 2003) y pistache (Pistacia spp.) (Al-Saguir y Porter, 2006). Para

identificar las plantulas cigéticas y las nucelares en esta investigacion, se seleccionaron 14
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iniciadores de estas series por mostrar mayor nimero de bandas definidas y con mayor
nitidez: OPA 01 (13 bandas), OPA 02 (14 bandas), OPA 04 (11 bandas), OPA 11 (12 bandas),
OPA 18 (17 bandas), OPB 06 (10 bandas), OPB 07 (8 bandas), OPB 10 (9 bandas), OPB 12 (9
bandas), OPB 18 (13 bandas), OPC 14 (10 bandas), OPC 19 (12 bandas), SAP 01 (9 bandas) y
SAP 04 (9 bandas).

Ninguno de los iniciadores amplifico un patréon de banda (todas las bandas) para cada
uno de los dos cultivares, porque entre los cvs. Manila y Ataulfo hay similitudes genéticas.
Este resultado coincide con lo reportado por Ahmad Rajwana et al. (2008) y Ravishankar et
al. (2000) en estudios de diversidad genética en mango. En ‘Manila’ y ‘Ataulfo’ se presento
por lo menos una banda compartida o monomorfica en los patrones de banda por iniciador
(Figura 28), debido a la relacion genética entre ambos cultivares de hasta 60 — 68 % como lo

indican Viruel et al. (2005) y Santos et al. (2008).

Semilla 1 Semilla 2 Semilla 1 Semilla 2

kb Mm Mm 1 1Kb Am Am

pb

4072
3054

2036
1686

1018

505

396 }Bandas ,
monomorficas

Figura 28. Amplificacion de ADN (patrén de banda) producido por el iniciador OPA-04 (5’
AATCGGGCTG 3’) de plantulas de mango cvs. Manila (a) y Ataulfo (b). 1kb, escalera 1kb Gibco
BRL. Mm: Planta madre de ‘Manila’. Am: Planta madre de ‘Ataulfo’. Numeros de bajo de las lineas
corresponden a las plantulas de cada semilla.
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4.5.3 Identificacion del origen cig6tico o nucelar de embriones en el cv. Manila

Los 14 iniciadores mostraron polimorfismo; en total se originaron 227 bandas, de las
cuales 131 fueron polimorficas: 71 por presencia de bandas y 60 por ausencia de bandas. El
promedio de bandas por iniciador fue de 16.21, siendo OPA-02 el que amplifico mayor

numero de bandas (24), y OPB-18 el que produjo menor nimero de bandas (9) (Cuadro 24).

Cuadro 24. Polimorfismo originado por 14 iniciadores RAPD en mango cv. Manila.

Iniciador Total de bandas PreBsZillgiaaS p01im(;)\rlffsceeilscia POhH(l;Z )ﬁ Smo
OPA-01 18 4 4 44.4
OPA-02 24 9 3 50.0
OPA-04 19 7 8 78.9
OPA-11 23 11 6 73.9
OPA-18 18 3 8 61.1
OPB-06 10 2 6 80.0
OPB-07 23 10 2 522
OPB-10 15 3 4 46.7
OPB-12 19 6 3 47.4
OPB-18 9 2 2 44.4
OPC-14 13 4 3 53.8
OPC-19 13 1 3 30.8
SAP-01 12 6 5 91.7
SAP-04 11 3 3 54.5

Promedio 16.2 5.1 43 57.9

A pesar de que los iniciadores OPB-06 y SAP-01 amplificaron pocas bandas, mas de 80

% de estas fueron polimoérficas, identificando cuatro y siete plantulas cigoticas
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respectivamente. Los iniciadores que identificaron mayor numero de plantulas cigéticas (8),

fueron OPA-04, OPA-11 y OPB-07.

El tamafio de los fragmentos polimorficos varid entre iniciadores (Schnell et al., 1995)
y entre las plantulas cigéticas (Cuadro 25 y Figura 29). El iniciador OPA-11 produjo la banda
polimorfica mas grande (3 383 pb) en la plantula de la semilla 6, embrion 5, y el iniciador
OPB-07 amplifico la mas pequefia (228 pb) en la plantula de la semilla monoembriénica 3M

(Figura 29).

Los marcadores RAPD que detectaron mayor nimero de plantulas cigdticas (10), fueron
bandas por ausencia de amplificacion: OPA0O4gss y OPCl14g33. Asi mismo, la plantula que fue
identificada como cigdtica por mas iniciadores (10 iniciadores que producen 25 bandas

polimorficas) fue la de la semilla monoembridnica 3M.

Ningun iniciador por si so6lo pudo identificar a las 18 plantulas cigdticas, como también
sefiala Ahmad Rajwana et al. (2008) al evaluar 45 iniciadores en 24 genotipos de mango. Sin
embargo, para detectar a todos los embriones cigdticos se necesitaria combinar el patron de
banda producido por los iniciadores OPA-02, OPA-11, OPB-12, OPC-14 y SAP-01 (Cuadro
25).

Se analizaron 3 plantulas de semillas monoembrioénicas del cv. Manila (1M, 2M y 3M).
Sin embargo, solo la plantula de la semilla 3M fue reconocida como cigoética por 10
iniciadores (OPA-01, OPA-02, OPA-04, OPA-11, OPA-18, OPB-06, OPB-07, OPB-10, OPB-
12, SAP-04) (Figura 2). Las plantulas de las semillas monoembrionicas 1M y 2M fueron
identificadas como nucelares por mostrar el mismo patron de banda que la planta madre.
Posiblemente no se detecto al cigoto porque degenerod o colapso por la competencia de espacio
y nutrientes entre los embriones (Sturrock 1967; Cordeiro et al., 2006) y el embrion nucelar
desarrollo libremente ocupando el 16culo de la semilla. Otra causa probable, es la que senala
Andrade-Rodriguez et al. (2005) en plantulas no cigdticas de semillas monoembridnicas de
Citrus reshni y Robinson, donde éstas pudieron haber sido sexuales pero con pocas

diferencias de la planta madre.
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Cuadro 25. Tamaiio (pb) de los marcadores RAPD generados por 14 iniciadores que identificaron plantulas cigéticas de mango cv.

Manila.
Iniciador
Plantula [TOpa [ OPA | OPA | OPA | OPA | OPB | OPB | OPB | OPB | OPB | OPC | OPC | SAP | SAP | Total de bandas
01 02 04 11 18 06 07 10 12 18 14 19 01 04 polimérficas
1132
ml-1 +667 -1046 4
-957
42124 +1607
ml-2 193 | 2036 +1550 a0 6
m2-2 +667 1
+2354
m2-3 1173 3
+251
+2732
2115 | +2657 +2310
2557 o | :
-568 | +582 -596
998
+1951
m3-3 t17s7 | o883 3
'}é‘fg -1366
4-1 _g79 | *1951 +1499 -994 "
ma- +787 +681 734
+ 831 810
+ 940

102




KResultados p discusion

Cuadro 25. Continuacion.

1145 12465
+1014 -;-111)‘3 +1248
+2657 993 | +1040 -1261 1565
m4-2 Vool | am | o | Tiies | #2310 | w27 | 1120) ;999338 +692 e 26
-908
819 908
-819
+1747
m4-3 835 3
- 568
2204
m5-2 1560 3
-1000
+1212 +1499
mé-1 +1010 +1351 6
+935 +681
3054
22053 -1906
#3340 | +2036 "1536 1 11409 -1916 +2237
+1226 | +1903 -1206 +2380
m6-2 +681 -1328 +1783 29
-85 | +1333 1ss [ T | 416 o ios
870 | +1104 -597
+596 913
445
1328
-1261
m7-1 s -833 4
1503
-994
-885
m7-2 483 | +1116 +1550 -833 10
391
-329
273
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Cuadro 25. Continuacion.

m8-2

+ 866

-3054
-2053
-1244
+1116
-998
+893
-117
-445

+1550
+727

-833

+709

13

m8-3

-2410

-1916
-833

m9-1

+ 866

+1836
+1226

+2732
+893

+2590
-2410

+1783
+1105
+956

10

m9-2

+1226

+2732

Polimorfismo: (+), presencia de banda; (-), ausencia de banda.
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pb

+2732
+2036
-2053

+1792
+1033

-998

pb
+3397
+2310

+1550
+1499

+681
-596

Semilla 1 Semilla 2 Semilla 3 Semilla 4

Semillas
monoembridnicas

kb Mm Mm

— — — — S — —— R — —

s . D — — — e D

IM 2M 3M

Semillas

Semilla 1 Semilla 2 Semilla 3 Semilla4 monoembridnicas

kb Mm Mm

Figura 29. Amplificacion de ADN de 17 plantulas de mango cv. Manila utilizando los iniciadores
OPA-11 (5> CAATCGCCGT 3°) y OPB-07 (5> GGTGACGCAG 3’). 1kb, escalera 1kb Gibco BRL.
Mm: Planta madre. Numeros de bajo de las lineas corresponden a las plantulas de cada semilla. Las

flechas indican fragmentos amplificados por presencia (=) o por ausencia ( ).
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La plantula de la semilla 2, embrién 2, s6lo amplificd con un iniciador; y la plantula de
la semilla 9, embrién 2, s6lo amplificd con dos iniciadores. Por lo tanto, su origen cigotico
puede ser dudoso, como los refieren Novy et al. (1994) y Cordeiro et al. (2006), o indica que
son plantas con genotipo muy semejante a la planta madre (Cordeiro et al., 2006), o que los

iniciadores empleados no pudieron detectar el loci que originaria una banda polimorfica.

4.5.4 lIdentificacion del origen cigotico o nucelar de embriones en el cv.
Ataulfo

Los 14 iniciadores generaron marcadores RAPD o bandas polimorficas en este cultivar
(Cuadro 26). En total se originaron 182 bandas, de las cuales 94 fueron polimorficas: 39 por
presencia de bandas y 55 por ausencia de bandas. El promedio de bandas por iniciador fue de
11.7. Mientras que, en ‘Manila’ el total de bandas fue mayor (227 bandas, con 131
polimorficas), con promedio de 16.2. Lo que muestra las diferencias genéticas entre ambos

cultivares.

Los iniciadores OPA-11, OPB-10 y SAP-01 amplificaron el mayor niimero de bandas;
pero solo OPA-02, OPA-11 y SAP-01 produjeron mayor porcentaje de polimorfismo
(< 75 %). Los iniciadores OPB-06, OPC-19 y SAP-04 mostraron poca amplificacion de
bandas polimorficas. Al comparar resultados, en ‘Manila’ los iniciadores que produjeron

mayor numero de bandas polimérficas fueron los iniciadores OPB-06 y SAP-01.

El iniciador OPA-11 produjo la banda polimdrfica mas pequeiia (270 pb) en las
plantulas de la semilla 1, embrion 1, y la semilla 4, embrién 2; mientras que, con SAP-01 se
obtuvo el fragmento polimorfico mas grande (3081 pb) en las plantulas de la semilla 1

embrion 2, y en la semilla 7, embrion 2 (Cuadro 27).
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Cuadro 26. Polimorfismo originado por 14 iniciadores RAPD en mango cv. Ataulfo.

Iniciador Total de bandas Prezzﬂ(cliaz: polim()Arlfl'l;e;sCia POHHE((,Z )ﬁ Smo
OPA-01 14 1 8 64.2
OPA-02 13 1 10 84.6
OPA-04 12 3 1 333
OPA-11 19 9 6 78.9
OPA-18 10 0 6 60.0
OPB-06 9 0 1 11.1
OPB-07 12 1 4 41.7
OPB-10 17 5 1 353
OPB-12 13 2 4 46.1
OPB-18 9 0 3 333
OPC-14 10 1 4 50.0
OPC-19 11 1 1 18.2
SAP-01 23 13 6 82.6
SAP-04 10 2 0 20.0

Promedio 13.0 2.8 2.9 47.1

Al comparar el patron de banda de la planta madre con el de las plantulas a identificar,
se encontr6 que las plantulas cigdticas mostraron distinto patron de amplificacion,
principalmente por ausencia de bandas (63 % de bandas polimérficas) (Figura 30). Como se
aprecia con los marcadores por ausencia de amplificacion: OPAll,06s y OPB12)234, que

fueron los que identificaron mayor nimero de plantas cigéticas (4 cada uno).

El tamano de los fragmentos polimorficos en ‘Manila’vari6é de 228 a 3 383 pb, con los

iniciadores OPA-11 y OPB-07, y los marcadores RAPD que més plantulas identificaron
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fueron OPAO4gs3s y OPCl4g33. Lo que demuestra las variaciones genéticas entre ‘Manila’

y*‘Ataulfo’.

La plantula cigotica que tuvo mas respaldo al identificar su origen por lo marcadores
RAPD (Cuadro 27) fue la semilla 7, embrion 2, identificada por 39 bandas polimorficas
generadas por 9 iniciadores; mientras que, se pone en duda el origen cigotico de las plantulas
de la semilla 3, embrion 2, y semilla 4, embrion 1, ya que amplificé con un iniciador, y la
plantula de la semilla 4, embrion 1, por amplificar con dos iniciadores (Cordeiro et al., 2006;

Novy et al., 1994).

Ningun iniciador por si so6lo pudo identificar a las 9 plantulas cigoéticas. Sin embargo, si
se empleara a los iniciadores OPA-04, OPA-11 y OPB-07, se hubiera podido diferenciar a
todas plantulas estudiadas. El iniciador OPA-04 detect6 a una plantula cigética que el resto de

los iniciadores no pudieron identificar (Cuadro 27).

El iniciador OPA-11 mostr6 el mayor polimorfismo tanto para ‘Manila’ (17 bandas)
como para ‘Ataulfo’ (14 bandas). La combinacion, si fuera posible, de los iniciadores OPA-
02, OPA-04, OPB-07, OPA-11, OPB-12, OPC-14 y SAP-01, permitirian detectar a todos los

embriones cigdticos en ambos cultivares.
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Cuadro 27. Tamaiio (pb) de los marcadores RAPD generados por 14 iniciadores que identificaron plantulas cigéticas de mango cv.

Ataulfo.
Iniciador
Plantula [TOpa [ OPA | OPA | OPA | OPA | OPB | OPB | OPB | OPB | OPB | OPC | OPC | SAP | SAP | Total de bandas
01 02 04 11 18 06 07 10 12 18 14 19 01 02 polimérficas
9065 +2997
1610 1536 +2264
155 1303 | 1127 | 2245 +1665
al-1 +647 -1058 | -2088 -1244 24
+1021 1234
528 | -823 +890
318 -1144
270 +513
) -372
23081
22065 2245 -1363
al-2 21724 | 3715 +545 | -1068 +478 2088 +1052 14
+463 -981
+671
~1536
-2065
al-3 +545 | -1068 +e38 | 139 905 12
i -1234 +671
-1144
+1749 “1282
a2-1 +906 | -1096 | -614 +i21g [ 1136 OB o | T 17
+1034 +587
a2-2 +681 -859 2
a3-2 +922 1
a4-1 +585 1
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Figura 27. Continuacion.

iggg 22045 +1516
a4-2 1537 1234 12088 +1310 12
-318 823 37
2270
oz | 1693
1335
2192 | 13
1724 067 2331 2133 3081
-1646 - s -2166 1968 -1536 2245 11015
a7-2 -1145 | +1323 -1951 | -1296 | ~ -1396 ) 39
+700 1659 823 981
+1116 -1068 1234
619 11591 +900
-1086 334
525
964
Do | ass
2300

Polimorfismo: (+), presencia de banda; (-), ausencia de banda.
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Semilla 1 Semilla 2 Semilla 3 Sem.4 Sem.5 Sem.6 Sem.?7

kb Am Am 1

pb
-1537
+1324
+922
+ 906
Semilla 1 Semilla 2 Semilla 3 Sem.4 Sem.5 Sem.6 Sem.7
1kb Am -Am= 1 _ Al mj gy s g y 3 e | e -
pb pb
-2065
-1610 +1782
-1559 +1750
+1034
+1021 L -1096
+974
+908
T e — — — — S g G— — | E— e
+545 +584
+463
= - 318
y
P - -287

Figura 30. Amplificacion de ADN de 20 plantulas de mango cv. Ataulfo utilizando los iniciadores
OPA-04 (5> AATCGGGCTG 3’) y OPA-11 (S’CAATCGCCGT 3’). 1kb, escalera 1kb Gibco BRL.
Am: Planta madre. Numeros de bajo de las lineas corresponden a las plantulas de cada semilla. Las
flechas indican fragmentos amplificados por presencia () o por ausencia ( ).
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4.5.5 Identificacion de embriones cigoticos

El porcentaje de semillas con plantulas identificadas como cigoticas en ‘Manila’ fue
100 %, mientras que, en ‘Ataulfo’ fue 71.4 %. Estos porcentajes fueron mayores a los que
obtuvieron Degani et al. (1993), al identificar con isoenzimas la plantula cigética en 22 % de
las semillas de “13-1°, 20 % en Turpentine, y 13 % en el hibrido *13-1’x Turpentine. La
diferencia de resultados pudo deberse a que en esta investigacion se emplearon marcadores
RAPD, mas eficientes que las isoenzimas en la deteccién de plantulas cigdticas (Andrade-
Rodriguez et al., 2005; Cordeiro et al., 2006; Nageswara et al., 2007). Ademas, Degani et al.
(1993) germinaron las semillas in vivo (en ‘peat moss’ con perlita), lo que pudo disminuir el
numero de plantulas que desarrollaron por semilla porque los embriones sufrieron
deshidratacion o no tenian las reservas suficientes (Villegas y Andrade, 2008). Mientras que,
en este trabajo al germinar las semillas in vitro y dar a todos los embriones las condiciones
adecuadas para germinar, se increment6 la posibilidad de identificar al embrion sexual. Por lo

mencionado, el cultivo in vitro es una técnica que se debe utilizar en este tipo de trabajos.

Esta investigacion fue la primera en recurrir al cultivo in vitro de embriones de mango,

lo que permiti6 identificar el origen cigdtico o nucelar de mayoria de las plantulas.

Tanto en ‘Manila’ como en ‘Ataulfo’ se encontr6 méas de un embridon cigético por
semilla (Cuadro 28), atn cuando en la literatura se sefiala que las Anacardidceas tienen un
ovario con un o6vulo, igual que en el género Mangifera (Sturrock, 1967; Parisot, 1988; y
Pienaar y Teichma, 1998). En ambos cultivares se esperaba hallar un embrion cigoético por
semilla, producto de la unién de la ovocélula y un nucleo espermatico (Esau, 1982); sin
embargo, en las nueve semillas poliembrionicas de Manila se encontraron 17 embriones

cigdticos, y en las siete semillas poliembrionicas de Ataulfo se encontraron nueve.

En algunas especies como soja (Kenworthy et al., 1973 citado por Martinez- Gomez et
al., 2004), fresa (Fragaria spp.), almendro (Martinez- Gomez et al., 2004) y también en
citricos (Bacchi, 1943; Cameron y Garber, 1968; Cameron y Soost, 1979, citados por
Martinez- Gémez et al., 2004; Xiang y Roose, 1988; Ribeiro et al., 1999; Rao et al., 2008),
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hay reportes de la presencia de dos (‘twin’) o mas embriones cigdticos por semilla. Medina
Filho et al. (1993) citado por Ribeiro et al. (1999), describen a la poliembrionia en Citrus
como dicigotica si se presentan dos cigdtos por semilla, posiblemente originados por la fision
del embridn sexual o por la presencia de dos gametofitos en un mismo 6vulo. Estos reportes y
los resultados obtenidos, pueden justifican la existencia de mas de un embrion cigético por
semilla en mango, por lo que se recomienda realizar estudios de anatomia y desarrollo de la

semilla y embriones en los cvs. Manila y Ataulfo para confirmar lo anterior.

Cuadro 28. Plantulas identificadas como cigoéticas por analisis RAPD con 14 iniciadores, en
mango cvs. Manila y Ataulfo.

Semilla  Numero de Plantulas

Cultivar . C Iniciadores
(no.) embriones  cigoticas
1 2 2 OPA-04, OPA-11, OPB-07, OPB-12, OPC-19
) 4 3 OPA-02, OPA-04, OPA-11, OPB-06, OPB-
07, OPB-12, OPC-14, OPC-19, SAP-01
3 3 1 OPA-01, OPA-02
OPA-01, OPA-02, OPA-04, OPA-11,
4 3 3 OPA-18, OPB-06, OPB-07, OPB-10,
Manila OPB-12, OPB-18, OPC-14, SAP-04
5 2 1 SAP-04
6 5 ) OPA-04, OPA-11, OPB-06, OPB-07,
OPB-10, OPC-14, SAP-01
7 2 1 OPA-04, OPA-11, OPB-07, OPC-14
8 3 2 OPA-02, OPA-11, OPB-07, OPC-14, SAP-01
9 2 2 OPA-02, OPA-04, OPA-11, OPB-10, SAP-01
| 3 3 OPA-01, OPA-02, OPA-11, OPB-10,
OPB-12, OPB-18, OPC-14, SAP-01
OPA-04, OPA-11, OPA-18, OPB-07,
2 3 2 OPB-10, OPB-12, OPC-14, OPC-19,
SAP-01, SAP-04
Ataulfo 3 4 1 OPA-04
4 2 2 OPA-04, OPA-11, OPB-12, OPC-14, SAP-01
5 2 0
6 2 0
7 ) 1 OPA-01, OPA-02, OPA-04, OPA-18,

OPB-06, OPB-07, OPC-14, SAP-01
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El embrion cigético en las semillas de ‘Manila’ y ‘Ataulfo’ es un hibrido del que se
conoce la ‘madre’ pero no el otro progenitor, porque las semillas se obtuvieron por
polinizacion libre. Cuando hubo més de un embridn cigdtico en la semilla, se mostro variacion
entre los marcadores RAPD que los identificaron, lo que deriva en la posibilidad de que cada
embrion provenga de diferentes dvulos fecundado por células espermaticas de polen diferente,

o de que exista otro tipo de proceso apomictico.

Sachar y Chopra (1957), citados por Cordeiro et al. (2006), argumentan que el embrion
cigotico en mango se localiza en la parte basal hacia el lado del pedinculo; por lo cual
Cordeiro et al. (2006) denominaron como ‘1’ al embrion localizado en esta region, y
numeraron al resto de los embriones segun su cercania. Cordeiro et al. (2006) determinaron
que la posicion del embridon cigotico varid entre 1, 2, 3 y 4. En esta investigacion, para
numerar los embriones se tom6 como referencia el funiculo, por estar cercano al micropilo (no
se observa en las semillas maduras de mango), y se identifico como ‘1’ al embrion donde se
insert6 el funiculo y se numerd los demés de acuerdo a su cercania siguiendo las manecillas
del reloj. Considerando la numeracion empleada, los embriones cigéticos se localizan en la
posicion ‘1’ y ‘2’ en el extremo micropilar en 93.8 % de las semillas estudiadas de ambos
cultivares. Estos resultados concuerdan con las observaciones realizadas en mangos
poliembridnicos por Sturrock (1967), quién indica que el saco embrionario en el que

desarrolla el cigoto, estd cercano al micrépilo.

En el Cuadro 29, se muestra que 44.4 y 88.9 % de los embriones ‘1’ y ‘2’ en el cv.
Manila fueron cigoticos, y 57.1 y 100 % en ‘Ataulfo’. Por lo que, numerar los embriones con

respecto al funiculo es buen indicador para ubicar a los embriones cigoticos.

Tomando en cuenta el tamafio de los embriones ‘1’ y ‘2’ (<2 087 mg, < 26.4 mm de
largo y < 17.1 mm de ancho), es poco probable que se obtengan plantulas si se siembran la
semillas in vivo, debido a que estos embriones pueden sufrir deshidratacion o carezcan de las

reservas suficientes (Villegas y Andrade, 2008).
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Cuadro 29. Plantulas identificadas como cigoéticas por analisis RAPD con 14 iniciadores, en
mango cvs. Manila y Ataulfo.

. Posicion del Numero de Embriones cigdticos
Cultivar brig bri
embrion embriones Nimero %
1 9 4 44 4
2 9 8 88.9
Manila 3 5 4 80.0
4 1 0 0
5 2 1 50.0
1 7 4 57.1
2 7 7 100.0
Ataulfo
3 3 1 333
4 1 0 0

Los embriones ‘3’ y ‘4’ al ser los de mayor tamafio (> 3 658 mg, > 36.3 mm de largo y >
15.5 mm), en condiciones de invernadero o vivero son los que tienen mayor probabilidad de
germinar. Por lo que, en ‘Manila’ 80 % de las plantulas procedentes del embrién 3’ que
germinen in Vivo pueden ser cigéticas, mientras que, en ‘Ataulfo’ pueden ser 33.3 %. No
obstante, como ambos cultivares mostraron alto grado de poliembrionia y nimero de
embriones por semilla (‘Manila’ hasta 7 embriones y ‘Ataulfo’ hasta 5), y el embrion ‘3’
disminuye su tamafio al incrementar el nimero de embriones, se considera que existe gran
probabilidad de que estos cultivares se propaguen vegetativamente al emplear la semilla

(Soares-Filho et al., 2002; Sampaio et al., 2006; Villegas y Andrade, 2008).

Considerando lo expuesto, se recomienda que en ‘Manila’ se utilicen para propagacion
las semillas con endocarpo de 13 a 18 g, por tener mayor nimero de embriones (3.4); y en
‘Ataulfo’ se ocupen las semillas con peso mayor o igual a 19 g (3.2 embriones). Asimismo, al
tener identificada la ubicacion de los embriones en la semilla (con respecto al funiculo) se

pueden descartar las plantulas que se originen de embriones cig6ticos.
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Una alternativa practica que se puede emplear en el mejoramiento genético de mango,
es identificar a los embriones cigdticos tomando como referencia su cercania con el funiculo.
Facilitando la seleccion del hibrido en etapas tempranas del desarrollo de las plantulas

(Villegas y Andrade, 2008)

Schnell et al. (1995) indican que al utilizar marcadores RAPD se debe asegurar la
reproducibilidad de los resultados obtenidos, por lo que realizaron dos bloques de reaccion
para cada iniciador y una replica de cada electroforesis. Considerando lo expuesto por los
autores mencionados, se recomienda ampliar los estudios efectuados en ‘Manila’ y ‘Ataulfo’
al efectuar replicas de las reacciones de PCR y electroforesis para confirmar los resultados de

este trabajo.
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GConclusiones

V. CONCLUSIONES

La cubierta seminal (constituida por testa y tegmen) es la capa de color café adherida a
la semilla de mango, y no la ‘pelicula’ papiracea de color blanco adherida al endocarpo, como

lo senal6 Parisot (1988).

La localizacion y orientacion de los embriones en la semilla varia entre cultivares de
mango, por lo tanto, la forma de sembrar la semilla no debe ser la misma para todos los

cultivares.

El peso del fruto y de la semilla, son indicadores del nimero de embriones por semilla

en los cultivares Manila y Ataulfo.

El cultivo in vitro favorecio la germinacion de los embriones cigoticos, y los marcadores
RAPD fueron eficientes al identificar el origen de las plantulas. Por lo tanto, ambas técnicas se

pueden aplicar en el mejoramiento genético de cultivares de mango.

El tejido de hojas jovenes o maduras, puede ser empleado para extraccion de ADN en

mango.
Las secuencias homologas que identificaron el mayor nimero de plantulas cigdticas
fueron 5 AATCGGGCTG 3’°, 5 CAATCGCCGT 3’ y 5 GGTGACGCAG 3’ en ‘Manila’; y
5 CAATCGCCGT 3’ y 5> ATGCGAACCG 3’ en ‘Ataulfo’.
En ‘Manila’ y ‘Ataulfo’ se identificaron de 1 a 3 plantulas cigoticas desarrolladas a
partir de una semilla; estas fueron generadas tanto de embriones pequefios ubicados junto al

micropilo como de embriones grandes proximos al micrépilo.

El funiculo es un indicador practico para ubicar a los embriones cig6ticos.
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Los cvs. Manila y Ataulfo son de reproduccion apomictica nucelar al considerar el

porcentaje de poliembrionia y nimero de embriones por semilla que presentan.

Las caracteristicas de poliembrionia son especificas para cada género, especie y cultivar,

por lo que no se deben generalizar.
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Anexo A. Posibles rutas de formacion de embriones en las semillas poliembriénicas: (I) desde
células de una saco embrionario y tejido circundante; (II) como resultado del desarrollo de dos
sacos embrionarios; (III) como resultado del desarrollo de un saco embrionario aposporico
adicional (Batygina y Vinogradova, 2007). M, mitosis; F, fertilizacion; P, partenogénesis; A,
antipoda; Z, cigoto; I1C, células integumentarias internas; NC, células nucelares; PT, tubo polinico; S,
sinérgida; End, endospermo; EC, célula huevo. Desarrollo embrionario desde: (':3' ) cigbto, 2n; (.)
células del nucelo e integumentarias, 2n; (%) sinégidas y antipodas sin fertilizar, n; (%) c€lulas del

endospermo, 3n; (%) célula huevo del saco embrionario apospdrico sin fertilizar, 2n; (ﬁ') célula huevo
del saco embrionario aposporico fertilizado, 3n.
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ANEXO B

Anexo B. Secuencias de bases (5’-3’) de los iniciadores a seleccionar para ser empleados en la
identificacion de plantulas cigéticas y nucelares de mango cvs. Manila y Ataulfo mediante

RAPD.

OPERON serie A

OPERON serie B

OPERON serie C

Serie SAP
(Invitrogen™)

A-01 CAGGCCCTTC

A-02 TGCCGAGCTG

A-03 AGTCAGCCAC

A-04 AATCGGGCTG

A-05 AGGGGTCTTG

A-06 GGTCCCTGAC

A-07 GAAACGGGTG

A-08 GTGACGTAGG

A-09 GGGTAACGCC

A-10 GTGATCGCAG

A-11 CAATCGCCGT

A-12 TCGGCGATAG

A-13 CAGCACCCAC

A-14 TCTGTGCTGG

A-15 TTCCGAACCC

A-16 AGOCAGCAA

A-17 GACCGCTTCT

A-18 AGGTGACCGT

A-19 CAAACGTCGG

A-20 GTTGCGATCC

B-01 GTTTCGCTCC

B-02 TGATCCCTGG

B-03 CATCCCCCTG

B-04 GGACTGGAGT

B-05 TGCGCCCTTC

B-06 TGCTCTGCCC

B-07 GGTGACGCAG

B-08 GTCCACACGG

B-09 TGGGGGACTC

B-10 CTGCTGGGAC

B-11 GTAGACCCGT

B-12 CCTTGACGCA

B-13 TTCCCCCGCT

B-14 TCCGCTCTGG

B-15 GGAGGGTGTT

B-16 TTTGCCCGGA

B-17 AGGGAACGAG

B-18 CCACAGCAGT

B-19 ACCCCCGAAG

B-20 GGACCCTTAC

C-01 TTCGAGCCAG

C-02 GTGAGGCGTC

C-03 GGGGGTCTTT

C-04 CCGCATCTAC

C-05 GATGACCGCC

C-06 GAACGGACTC

C-07 GTCCCGACGA

C-08 TGGACCGGTG

C-09 CTCACCGTCC

C-10 TGTCTGGGTG

C-11 AAAGCTGCGG

C-12 TGTCATCCCC

C-13 AAGCCTCGTC

C-14 TGCGTGCTTG

C-15 GACGGATCAG

C-16 CACACTCCAG

C-17 TTCCCCCCAG

C-18 TGAGTGGGTG

C-19 GTTGCCAGCC

C-20 ACTTCGCCAC

S-01 ATGCGAACCG

S-02 GACACATCGG

S-03 TGGGACCTCC

S-04 GGAGCTACCT

S-05 TATAGGCCCT

S-06 CCTACTCCAG

S-07 TGGGAATCCC

S-08 GCCCCTACT A
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GLOSARIO

Absorbancia: Es la cantidad de intensidad de luz que absorbe una muestra.

ADN (acido desoxirribonucleico): Polimero nucledtido que lleva la informacion genética
en virus, bacterias y organismos superiores. El ADN puede ser de cadena sencilla
(ADNcs) o de doble cadena (ADNcd). EI ADNcd esta compuesto de dos cadena de
desoxirribosa-fosfato, y de bases nitrogenadas complementarias (A =T, G = C) unidas por
puentes de hidrogeno; el par de cadenas estan enrolladas una alrededor de la otra en
orientacion opuesta antiparalela 5’-3” con respecto a 3’-5’. La secuencia de bases en cada
cadena codifica la informacién genética. Es capaz de autorreplicarse, asi como de
determinar la sintesis de ARN (trascripcion).

ADN polimerasa de Thermus aquaticus, polimerasa Taq (Thermus aquaticus DNA
polymerase, taq polymerase): Enzima que proviene de la eubacteria Thermus aquaticus
cepa YT 1 o BM; polimeriza desoxirribonucleotidos con una reducida o nula actividad
exonucleasa 3’- 5’ 0 57-3’, es termoestable (temperatura 6ptima de 70- 75 °C), y permite la
amplificacion selectiva en la PCR de cualquier ADN clonado. La secuenciacion de ADN
con la polimerasa Taq produce bandas con intensidad uniforme y pierde ‘background’ o
‘fondo’ en los geles de secuenciacion.

Agar. Sustancia gelatinosa derivada de ciertas rodoficeas, utilizada como agente
solidificante en la preparacion de medios nutritivos para el cultivo de microorganismos.
Agarosa (Agarose, agaran): Polisacarido de galactan sulfatado lineal y neutral con B-D-
galactopiranosa y 3,6-anhidrido- B-L-galactopiranosa ligado por enlaces glicosidicos (1-3,
1-4) en forma alterna. Es el componente principal de las algas marinas, y se usa para
preparar geles empleados en la técnica de electroforesis, por su propiedad de ser soluble en
solucion acuosa caliente y gelificar al enfriar.

Alelo: Es una forma del mismo gen, puede ser dominante o recesivo, y ser homocigoto o
heterocigoto.

Alineacion (PCR del ADN): Etapa de la reacciéon de PCR posterior a la digestion, en el
que la temperatura se reduce para permitir el reconocimiento de los iniciadores a las
cadena molde de ADN (la temperatura variara entre 25-65 °C dependiendo del contenido

de C-G y longitud del iniciador).
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Amortiguado de carga (loading buffer): Mezcla de colorantes (ej. azul de bromofenol o
xileno) en una solucién viscosa de glicerol, sacarosa o ficoll, usada para incrementar la
densidad de las muestra de ADN, ARN o proteinas antes de colocarlas en los pozos del
gel. Sirve para ubicar el desplazamiento de los fragmentos de ADN de cierto peso
molecular durante la electroforesis.

Amortiguador o buffer de electroforesis: Amortiguador usado en solucion electrolitica
para la electroforesis del ADN o ARN. Los amortiguadores usados generalmente son
TAE o TBE.

Amplificacion: Incremento del nimero de copias de un fragmento particular de ADN,
resultante de la duplicacion de un vector en donde dicho fragmento fue clonado.
Anitropo: Ovulo con nucela recta y funiculo cercano al micrépilo. Es la posicion mas
comun de 6vulos y semillas de angiospermas.

Angiosperma: Literalmente semilla nacida en una vasija (carpelo); consecuentemente, se
aplica al grupo de plantas cuyas semillas se encuentran encerradas en un ovario maduro
(fruto). Grupo monofilético de espermatofitas (plantas que producen semillas) cuya
caracteristica distintiva es la produccion de flores periantadas. Coloquialmente se conocen
como "plantas con flores".

Antioxidantes: Compuestos capaces de reaccionar con las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, convirtiéndolas en formas no toxicas, o bien controlando su concentracion para
evitar el dafio oxidativo en las células.

Apomicxis: Proceso de reproduccion asexual de las plantas, donde la semilla es producida
sin fecundacion previa. Sin meiosis o singamia, reproduccion vegetativa sin uniéon de
gametos.

Banda: Son fragmentos de acidos nucléicos o moléculas de proteinas que tienen
propiedades electroforéticas, por lo que se separan en un gel durante la electroforesis y
migran formando lineas detectables.

Base nitrogenada: Molécula que contiene nitrogeno heterociclico constituyente del ADN
o ARN. Las cinco bases mas comunes son: adenina y guanina (bases puricas), y citocina,
timina y uracilo (bases pirimidicas). La timina es especifica de ADN y el uracilo del ARN.
Bromuro de etidio (EBr, EtBr; bromuro de 3,8- diamino-6-etil-5-fenilfenantridium):

Colorante cancerigeno fluorescente que se intercala entre los pares de bases de doble
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cadena del ADN y ARN. Fluoresce cuando se expone a la luz ultravioleta (UV) de
longitudes de onda de 300 nm o menores. En condiciones de tincion apropiada, la
intensidad de la fluorescencia es proporcional a la masa de los fragmentos de ADN o ARN
con los que se combind.

Calaza o chalaza: Porcion donde confluye la nucela y los tegumentos. La calaza coincide
aproximadamente con el funiculo en semillas ortétrofas y algunas campilodtrofas.

Camara de electroforesis: Estructura que genera campos eléctricos diferenciales (polo
positivo en un extremo y polo negativo en el otro), tiene un soporte charola donde se
preparara el gel para colocar las muestras de ADN, ARN o proteinas, ademads se le agrega
el electrolito que permitird que la energia circule. Controla el voltaje y la intensidad de
electricidad a la que se efectuard el proceso de electroforesis.

Carpelo: Una de las partes del gineceo o verticilo mas interno de la flor; cada carpelo
encierra uno o mas 6vulos. El pistilo esta formado por uno o varios carpelos.
Centrifugacién con gradiente de densidad: Técnica para separar macromoléculas u
organelos celulares que se sedimentan por la diferencia de concentracion (peso) debido a
la fuerza gravitacional.

Cigoto: Célula diploide (2n) resultante de la union de dos gametos haploides (n), 6vulo
fecundado como resultado de la fertilizacion.

Citoplasma: Parte del protoplasma que, en una célula eucariota, se encuentra entre el
nucleo celular y la membrana plasmatica. Consiste en una emulsion coloidal muy fina de
aspecto granuloso, el citosol o hialoplasma, y en una diversidad de orgénulos celulares que
desempenian diferentes funciones.

Codominante: Los marcadores son codominantes si cada individuo heterocigoto tiene
otro alelo situado en otra posicion del gel, correspondiente a un fragmento de ADN con un
nimero de bases distinto. Los marcadores muestran caracteristicas hetericigoticas u
homocigoticas.

Cofactor: Uno o varios componentes no proteicos requeridos por los enzimas para
funcionar; muchos cofactores son iones metalicos, mientras que otros reciben el nombre

de coenzimas.
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Cotiledon: La primera hoja (monocotiledoneas) o par de hojas (dicotiledones) producidas
por el embrion. Puede desempenar funciones de almacenaje, absorcion de nutrientes del
endospermo o fotosintesis en la plantula.

CTBA (bromuro de hezadeciltrimetilamonio): Detergente catidnico que precipita el
ADN vy lo separa de proteinas y polisacdridos neutrales.

Cubierta seminal: Conjunto de testa y tegmen, estructuras protectoras provenientes de los
tegumentos externo e interno. Es un término 1til cuando se desconoce el origen de las
capas protectoras. Sirve como Organo protector, fuente de ciertos compuestos implicados
en el metabolismo seminal y barrera que controla el paso de gases y agua segun el estado
germinativo en que se encuentre la semilla.

Cultivar: Variedad de planta que solo se encuentra en cultivo.

Cultivo in vitro: Conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos u organos utilizados
para multiplicar plantas asexualmente en un recipiente con soluciones nutritivas
artificiales y hormonas vegetales; la propagacion se realiza en condiciones o en un medio
estéril (libre de microorganismos). Cada porcién de tejido u érgano generalmente origina
una planta idéntica a la planta de donde se tom¢ el explante.

Deleccion: Pérdida de un fragmento de ADN.

Dendrograma: es un tipo de representacion grafica o diagrama de datos en forma de arbol
(Dendro=arbol) que organiza los datos en subcategorias que se van dividiendo en otros
hasta llegar al nivel de detalle deseado (asemejandose a las ramas de un arbol que se van
dividiendo en otras).

Desnaturalizacion (PCR del ADN): Primer paso de la reaccion PCR, en el que la
molécula de doble hélice de ADN se separa en cadenas sencillas por temperatura (90 o 95
°C), que serviran como molde para la sintesis de los fragmentos respectivos.

Diploide: Organismo con dos juegos de cromosomas (2n).

dNTP: Abreviatura de cualquiera de los 2-desoxinucledsido-5-trifosfato formado con las
bases nitrogenadas: adenina, citosina, guanina, tiamina o uracilo.

Doble fecundacion: Fecundacion del ovonucleo y una célula espermatica (cigoto, 2n)
simultanea a la fusion del segundo gameto masculino con el nticleo polar (endosperma,

3n); caracteristica Unica de todas las angiospermas.
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Dominancia: Cuando s6lo un miembro del par de alelos se manifiesta al ser heterocigotos
(ej. Aa). Si el par de alelos son homocigotos dominantes, se expresa el caracter dominante
(ej. AA).

Dominante: Los marcadores son dominantes si s6lo hay dos genotipos, el que presenta
una banda y el que no la tiene; la presencia de banda es dominante sobre su ausencia.
EDTA (acido etilen-diamino-tetracético): Remueve cationes que promueven la
actividad de la ADNasa (enzima que desintegra al ADN).

Eje embrionario: comprende al epicoétilo, hipocétilo y radicula.

Electroforesis en gel: Método para separar moléculas cargadas en un soporte o gel, dentro
del campo eléctrico exponiendo diferencias en la carga eléctrica de moléculas con distinto
tamafo y cantidad. El soporte generalmente se hace de agar, agarosa, poliacrilamida o
almidon.

‘Embriocito’: Grupo de células iniciales de los embriones adventicios (Sanchez et al.,
2006).

Embrion adventicio: Embrion desarrollado de células del nucelo o integumento del
ovulo.

Embrién somatico: Embrién formado a partir de tejidos somaticos. Desde el punto de
vista ontogénico, el embrion somatico sigue todas las fases del embridn cigotico, aunque
sin fecundacion.

Endocarpo: Capa mas interna de la pared del ovario maduro, o pericarpo (o pared del
fruto).

Endospermo: Tejido triploide (3n) que se desarrolla por medio de la mitosis a partir de la
fusién de los nucleos polares y uno de los nucleos espermaticos. El endospermo puede
deshacerse antes de la maduracion de la semilla o durante la germinacion.

Enzima. Proteina capaz de acelerar reacciones quimicas especificas disminuyendo la
energia de activacion requerida, pero que permanece inalterada durante el proceso; es un
catalizador biolédgico.

Enzimas de restriccion: Enzimas que cortan el ADN en sitios bien definidos, llamadas

también "tijeras nucleares".
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Epicoétilo o epicdtilo: Primer entrenudo arriba de los cotiledones. Parte de un embrion o
plantula que se encuentra por encima de los cotiledones, y por debajo de la siguiente hoja
u hojas.

Epistatico (Epistasis): Sucede cuando la accion de un gen se ve modificada por la accion
de uno o varios genes. Al gen cuyo fenotipo se esta expresando se le llama epistatico,
mientras que al fenotipo alterado o suprimido se le llama hipostatico.

Epigenético: Cambio en el fenotipo de un individuo sin alteraciones del genotipo.
Factores no genéticos que intervienen en la determinacion de la ontogenia.

Escalera (Ladder): Cualquier molécula de ADN, ARN o proteina de tamafio o peso
molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la separacion muestras de ADN,
ARN o proteinas mediante electroforesis o cromatografia.

Esclerénquima: Tejido de sostén de algunas plantas formado por células muertas (sin
protoplastos) a la madurez, cuyas paredes secundarias estan engrosadas por lo que son
muy gruesas y duras (lignificadas). Su nombre proviene del griego escleros, "duro" y
enchyma, "sustancia".

Especificidad: Exclusividad, como las proteinas de determinados organismos o las
enzimas de reacciones particulares.

Espectrofotometro: Instrumento usado en la fisica Optica que sirve para medir, en
funcion de la longitud de onda, la relacion entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a dos haces de radiaciones.

Etanol (alcohol etilico): Usando alcohol (ej. etanol, isopropanol, butanol, octanol) y altas
concentraciones de sales (ej. 0.2-0.6 M de NaCl) se aglomeran y precipitan los acidos
nucléicos, separandolos de compuestos de bajo peso molecular que se mantienen solubles
(impurezas).

Exocarpo: Capa mas externa del fruto; ej. la cascara del fruto.

Exones: Region del ADN que contiene informacion para codificar una proteina; son las
regiones de un gen que no son separadas durante el proceso de ‘splicing’ y, por tanto, se
mantienen en el ARN mensajero maduro.

Extension (PCR del ADN): Paso final de la reaccion de la PCR, posterior a la alineacion

del iniciador a la cadena de ADN, en el que la ADN polimerasa reconoce el iniciador y
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adiciona dNTPs para alargar la nueva cadena formada (la temperatura generalmente esta
entre 70 a 75 °C).

F1, F2...Fn: Generaciones filiales. Es el hibrido (F2) resultante de cruzas experimentales
entre progenitores (F1).

Fecundacién: Fusion de los nicleos de dos gametos para formar un cigoto diploide.
Fenoles: Compuestos organicos en cuya estructura constan al menos de un grupo fenol, un
anillo aromatico unido por lo menos a un grupo funciona hidroxilo, sintetizados
predominantemente a partir de productos de la via del 4cido siquimico. Juegan diversos
papeles en las plantas, son metabolitos secundarios de defensa ante herbivoros y
patogenos, pueden proveen soporte mecanico a la planta, atraer polinizadores, ser
dispersores de frutos, absorber radiacion ultravioleta, o actuar como agentes alelopaticos
(ej. reducen el crecimiento de plantas competidoras que estén cerca).

Fenotipo: Apariencia fisica de un organismo; el fenotipo es el resultado de la interaccion
entre la constitucion genética (genotipo) del organismo y de su entorno.

Fotoperiodo: Duracion respectiva del dia (horas luz) y la noche (horas oscuridad).

Fruto: En las angiospermas, ovario (o grupo de ovarios) que ha alcanzado la madurez y
que contiene las semillas, ademas de cualquier parte adyacente que puede fusionarse con
¢l durante su desarrollo.

Funiculo: Filamento o cordén de tejido que conecta el 6vulo con la placenta. Muchas
semillas carecen de funiculo.

Gameto: Célula reproductiva haploide, los gametos se fusionan por parejas formando
cigotos, los cuales son diploides.

Gel: Mezcla de sustancias que presenta una constitucion sélida o semisolida.

Gen: Unidad de herencia; secuencia de nucleotidos del ADN que codifica una molécula
de proteina, ARNt o ARNTr, o bien regula la trascripcion de dicha secuencia.

Genotipo: Constitucion genética, latente o expresada, de un organismo, a diferencia del
fenotipo; suma total de todos los genes presentes en un individuo. Conjunto de los genes
de un individuo incluida su composicion alélica.

Germinacion: Es la emergencia de la raiz o brote de la semilla. Inicio o reactivacion del

crecimiento de una espora, semilla, yema u otra estructura similar.
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Germoplasma: Conjunto de genes que se transmite en la reproduccion a la descendencia
por medio de gametos o células reproductoras.

Haploide: Organismo que contiene un juego de cromosoma (n), €j. los gametos.
Heterocigoto: Organismo que tiene diferentes alelos correspondientes a un loci en los
cromosomas homologos (ej. Aa, un alelo dominante y uno recesivo). Resulta en la
expresion del caracter dominante.

Hibridacion: Formacion de descendencia a partir de progenitores diferentes.

Hibrido: Descendencia de dos progenitores que difiere en una o varias caracteristicas
heredables; descendencia de dos variedades diferentes o de dos especies diferentes.
Hidroféfico: Sustancias que son repelidas por el agua o que no se pueden mezclar con
ella.

Hipocétilo: Tramo del eje embrionario o plantula que se encuentra entre el nudo
cotiledonar y el cuello (limite superior de la radicula).

Hipocétilo: Tramo del eje embrionario o plantula que se encuentra entre el nudo
cotiledonal y el limite superior de la radicula.

Homocigoto: Organismo que tiene los mismos alelos correspondientes a un loci en los
cromosomas homologos (ej. AA dos alelos dominantes; aa, dos alelos recesivos).
Homogeneizar: Término que connota un proceso por el que se combinan dos sustancias,
que resultan en una mezcla que presenta las mismas propiedades, sin que se distingan las
fases o sustancias iniciales.

Hormona. Sustancia quimica producida normalmente en pequefias cantidades en una
parte del organismo, desde donde es transportada a otra parte del organismo en la que
produce un efecto especifico.

In vitro: Técnica para realizar un determinado experimento en un recipiente (vidrio u otro
material), generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

Iniciador, molécula iniciadora (Primer): Oligonucledtido que complementa a regiones
cortas o largas de la molécula de ADN o ARN (alineacion); proveen el extremo 3’-OH
como sustrato al que cualquier enzima ADN polimerasa puede adicionar nucleétidos en
direccion 3°-5’ (extension o alargamiento).

Integumentos: Capas que rodena el évulo.

Intrones: Regiones del ADN que no codifican para una determinada proteina.
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ISTR: Los ISTR (Inverse Sequence-Tagged Repeat) son marcadores basados en
secuencias de retrotransposones y estos son elementos genéticos que se mueven dentro del
genoma de un organismo via ARN, existen en la mayoria de las plantas y son secuencias
que se autoreplican y reinsertan en diferentes partes del genoma.

Liofilizar: Proceso utilizado para la eliminacion del agua mediante desecacion al vacio y a
muy bajas temperaturas.

Loci: Plural de locus.

Loculo: Cavidad dentro del ovario que contiene dévulos.

Locus: Posicioén de un gen o un biomarcador (marcador genético) en el cromosoma.
Longitud de onda: Distancia que recorre la onda en el intervalo de tiempo transcurrido
entre dos maximos consecutivos de una de sus propiedades (crestas).

Madurez fisiolégica: Parte del periodo de maduraciéon de las frutas en el cual son
susceptibles, en condiciones apropiadas, de tener cambios bioquimicos y alcanzar la
madurez de consumo. En este periodo las frutas pueden ser cosechadas, pero si el corte es
prematuro la maduracion seré irregular.

Mapa genético: Es una representacion de la situacion de los genes en un cromosoma,
cromosomas o de un fragmento cromosomico determinado.

Marcadores genéticos: Alelo usado para identificar un gen o un cromosoma o un
segmento del cromosoma.

Meiosis: Proceso que ocurre para la formacion de los gametos con constitucion haploide
(n). La primera division es reduccional, y la segunda para generar copias.

Membrana celular: También conocida como Membrana plasmatica. Estd formada por
una doble capa lipidica. Es una estructura que delimita las células. Ella establece el limite
entre el medio intracelular componente (el citoplasma) y el medio extracelular
(intersticio).

Meristemo: Tejido vegetal indiferenciado a partir del cual se forman nuevas células.
Tejido que produce células, de cuya diferenciacion posterior se forman otros tejidos
adultos.

Mesocarpo: Capa media de la cubierta del fruto. En muchas frutas es la parte comestible.
Metabolismo: Conjunto de reacciones bioquimicas y procesos fisico-quimicos que

ocurren en una cé¢lula y en el organismo.
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Micrépilo: Orificio en la terminacion de los tegumentos, por donde penetrard
comunmente el tubo polinico a la nucela. Es dificil o imposible de detectar en muchas
semillas maduras.

Microsatélite: Serie de secuencias cortas repetidas (2 a 10 pares de bases) del ADN
altamente variables, dispersas a través de los genomas de eucariotes.

Mitosis: Proceso durante el cual los cromosomas duplicados se dividen longitudinalmente
y los cromosomas hijos se separan para formar dos nicleos hijos genéticamente idénticos;
en general va acompafnada de una citocinesis (Division del citoplasma celular para formar
dos células hijas. También denominado citoquinesis).

Morfologia: Estudio de la forma y de su desarrollo.

Mutacion: Cambio hereditario de un gen de una forma alélica a otra.

Necrosis: Muerte del tejido; causada usualmente por enfermedad, ataque de insectos o
deficiencia de nutrientes.

Nucela: El megasporangio. Es el érgano que contiene al saco embrionario y esta rodeado
por lo tegumentos.

Oligonucledtido: Molécula pequefia de acido nucleico de mas de 100 nucleétidos de
longitud (oligémero), que consiste de desoxirribonucledtidos o ribonucleotidos.

Ovario: Organo formado por uno o varios carpelos con o sin asociacién de tejido
extracarpelar, contiene los dvulos.

Ovulo: Estructura de las plantas con semillas que contiene el gametéfito femenino con la
ovocélula, toda ella estd rodeada por una nucela y uno o dos tegumentos; cuando madura,
el 6vulo da lugar a la semilla.

Oxidacion: Pérdida de un electron por un atomo o molécula. En las plantas, la oxidacion
causa dafio o muerte del tejido, observandose cambio de color, incluso de sabor.
Parénquima: Tejido compuesto por células parenquimaticas. Las células del parénquima
pueden ser considerados como meristemas potenciales, aunque han perdido su capacidad
de division, pueden en determinadas condiciones, desdiferenciarse y retomar su actividad
meristematica, o bien rediferenciarse en otros tipos celulares.

Partenocarpia: Desarrollo del fruto sin fecundacion; los frutos partenocarpicos

habitualmente carecen de semillas. Si precisa un estimulo exdgeno, se denomina
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partenocarpia estimulada; si el desarrollo del ovario tiene lugar sin ningun estimulo
externo, recibe el nombre de partenocarpia autobnoma.

Pastilla o ‘pellet’: Material genético (ADN o ARN) concentrado en la base del tubo
después de la precipitacion por sustancias, €j, etanol, y de la centrifugacion.

Patréon de fragmentos: Huella caracteristica de cada organismo, formado por la bandas
de ADN o ARN en un gel después de la electroforesis.

pb (par de bases): Pares de bases complementarias (A = C, G = T) unidas por puentes
hidrégeno en las cadenas complementarias del ADN.

PCR o reaccion de polimerizacion en cadena (Polymerase Chain Reaction):
Procedimiento de sintesis y duplicacion mediante el cual fragmentos de ADN mayores de
15 kb de longitud pueden amplificarse hasta 10° veces. Consta de tres pasos principales:
desnaturalizacion, amplificacion y extension (ver definiciones).

Pedrigree: Registro de los ancestros de un individuo o cultivar.

Pedunculo. Eje que sostiene la inflorescencia o una flor.

Peine: Estructura de plastico que se usa para formar pozos u orificios en los geles para
electroforesis. Las muestras de ADN, ARN o proteinas se colocan en estos pozos antes de
la electroforesis.

Pelos radicales o radiculares: Apéndices de células epidérmicas de la raiz; absorbe
soluciones del suelo.

Pericarpo: En sentido estricto es la pared del ovario maduro, incluye al tejido
extracarpelar que interviene en la formacion del fruto. Se forma de capas mas o menos
diferenciadas, si se llegan a distinguir se llaman: exocarpo (epicarpo), mesocarpo y
endocarpo.

Placenta: Region de incubacion de los 6vulos en el carpelo.

Plantula. Joven esporofito que se desarrolla a partir de la semilla en germinacion.
Plasmodesmo: Son cada una de las unidades continuas de citoplasma que pueden
atravesar las paredes celulares, manteniendo interconectadas las células continuas en
organismos pluricelulares en los que existe pared celular, como las plantas o los hongos.
Pleiotropico: Gen que afecta varios rasgos a la vez, es responsable de efectos fenotipicos

o caracteres distintos y no relacionados.
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Plimula. Primera yema de un embrion; porcion del vastago embrionario situada sobre los
cotiledones. Yema apical del embrion.

Polaridad: Control por estimulos internos o externos de la orientacion de las células en el
tejido u 6rganos en el individuo.

Poliembrionia: Presencia de mas de un embrion en la semilla en desarrollo.

Polimerasa Taq: ver ADN polimerasa de Thermus aquaticus.

Polimerasa: Enzima que cataliza el ensamble de ribonucledtidos al ARN (ARN
polimerasa) y desoxirribonucledtidos al ADN (ADN polimerasa).

Polimorfismo: Cambio localizado en una secuencia especifica de ADN dentro del
genoma que ocurre generalmente por delecciones, inversiones, inserciones o rearreglos. Se
presenta en el ADN por mutaciones o hibridacion (combinacién de gametos), lo que
permite la existencia de diferentes alelos para un locus especifico.

Polinizacion abierta: Polinizacion natural, sin manipulacion humana.

Polinizacion cruzada. Transferencia de polen de una antera de una planta al estigma de
una flor de otra planta.

Polinizacion. Transferencia de polen desde una antera a un estigma. Poner factores que la
afectan

Polisacaridos: Biomoléculas formadas por la unién de una gran cantidad de
monosacaridos. Se encuadran entre los glicidos, y cumplen funciones diversas, sobre todo
de reservas energéticas (ej. Almidon y glucogeno) y estructurales (ej. Quitina y celulosa).
Polygonium: Desarrollo del saco embrionario, en el que inicialmente hay cuatro
megasporas en posicion lineal, degenerando tres de ellas, y la megaspora calazal es la que
origina el saco embrionario.

Portainjerto o patron: Es una planta, incluso a veces solo las raices y parte del tronco,
que tiene desarrollado un sistema radicular adecuado, y que se usa para injertar sobre ¢l
una yema de otra planta. La finalidad es que después de injertado se forme una planta
completa que esté compuesta de dos individuos para obtener las ventajas de ambas plantas
(generalmente son genéticamente diferentes).

Proteinas: Biomoléculas formadas por cadenas lineales de aminoéacidos. Realizan una

enorme cantidad de funciones diferentes: estructural (colageno y queratina), reguladora
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(insulina 'y hormona del crecimiento), transportadora (hemoglobina), defensiva
(anticuerpos), enzimatica (sacarasa y pepsina), contractil (actina y miosina).

Protoplasto: Contenido de la célula vegetal, sin incluir la pared celular.

Radicula: Raiz principal del embrion. Desarrolla en la raiz primaria de la plantula.

Rafe: Region del 6vulo o la semilla que se ubica en el plano mediano, en la periferia, del
lado que no incluye al micropilo, entre la calaza y el funiculo. El 6vulo ortotropo y
algunos campil6étropos carecen de rafe.

Raiz. Habitualmente, el eje descendente de una planta, normalmente bajo tierra, que sirve
para fijar a la planta y absorber y conducir el agua y minerales hacia su interior.

RAPD (Amplificacién aleatoria del ADN polimorfico): Cualquier fragmento de ADN
que se amplifica con la técnica PCR, utilizando un oligodesoxirribonucleo6tido o iniciador
de secuencia aleatoria, también llamado amplimero (ej. iniciadores de las series
OPERON). Los fragmentos amplificados se separan en gel de agarosa y se visualizan por
tincion con bromuro de etidio; si los RAPD de dos organismos se comparan, pueden
exhibir polimorfismo en sus longitudes. Son marcadores genéticos.

Recesivo: Caracter que se expresa cuando el par de alelos es homocigoto recesivo (ej. aa),
y no hay un alelo dominante (ej. Aa).

Saco embrionario: Segin la etapa de desarrollo donde se ubique, puede ser: la
megaspora, el megagametofito, o el endospermo con el embrion. El saco embrionario a
menudo se limita de los tejidos circundantes (nucela) por una pared gruesa.

Semilla: Se conforma de tegumentos, rafe, calaza, nucela y saco embrionario con su
contenido. Puede incluir apéndices, como: pelos, alas, arilo, etc. El 6vulo se convertird en
una semilla, si hubo fecundacion u otro proceso, como partenocarpia.

Sobrenadante: Fase superior o ‘flotante’ de una solucidon heterogénea.

Suspensor: Estructura de la base del embrion de muchas plantas vasculares que empuja la
parte terminal del embrion hacia el endosperma.

Tallo. Parte del eje de las plantas vasculares situada sobre el suelo, con porciones
anatOmicamente similares bajo el suelo, como los rizomas y los cormos.

Tampoén o amortiguador o buffer: Son las disoluciones que al agregar cantidades
moderadas de &cidos o bases fuertes, mantienen constante el pH

Tegmen: Cubierta de la semilla, corresponde al tegumento interno que cubre al 6vulo.
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Tegumentos: Hojas modificadas o vainas de dos o mas estratos que envuelven la nucela.
Sus terminaciones delimitan al micropilo. Si el 6vulo tiene dos tegumentos, interno y
externo, se llama bitegumentado.

Tejido lefioso: Nombre comun que se utiliza para designar el lefio de las dicotiledoneas.
Xilema secundario.

Tejido vascular: Presente en las plantas superiores. Estd formado por el xilema y el
floema. El xilema es una estructura que transporta a través de la planta agua y sales
minerales disueltas. El floema transporta nutrientes ya elaborados por las células y por
fotosintesis. El xilema y el floema son parte de los tejidos de conduccion; forma de tejidos
adultos encargados de conducir agua, sales y nutrientes.

Termociclador: Instrumento que permite de manera programada el rapido calentamiento
y enfriamiento de la mezcla de reaccion para PCR (ADN, iniciador, enzima, y otros
reactivos).

Testa: Cubierta de la semilla, corresponde al tegumento externo que cubre al 6vulo.
Transluminador: Fuente de luz ultravioleta (UV) que sirve para la emision de luz
fluorescentes a partir de colorante intercalado entre las dos cadenas de ADN o en las
cadenas de ARN (ej. bromuro de etidio), permitiendo observar las bandas formadas en el

gel.
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