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POLIEMBRIONIA EN MANGO MANILA Y ATAULFO: ANALISIS MOLECULAR Y
DESARRROLLO DE EMBRIONES CIGOTICOS Y NUCELARES

NELY ARELLANO DURAN, Dra.
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2017

RESUMEN

La poliembrionia es una caracteristica importante ya que en una semilla se pueden
tener embriones de origen sexual y asexual lo cual da como resultado plantas
producto de recombinacion genética y clones a la progenitora femenina. En citricos
se ha reportado que plantilas vigorosas son clones de la madre, lo que se ha
generalizado para mango, sin embargo no necesariamente sucede asi, por lo cual,
se planted definir el tamafio de muestra 6ptimo para el estudio de poliembrionia en
mango cvs. Manila y Ataulfo, describir caracteristicas morfolégicas de frutos que
puedan ser correlacionadas con aspectos de poliembrionia y estimar el porcentaje de
plantas idénticas a la progenitora femenina obtenidas del embriébn de mayor tamafio
por medio de SSRs. Durante 2013 y 2014 se colectaron frutos procedentes de
Chiapas, Guerrero y Nayarit. En Chiapas solo se colect6 el cv. Ataulfo en 2014. En
cada estado se seleccionaron dos huertas y cosecharon frutos de tres arboles por
huerta. De acuerdo al método de curvatura maxima, el punto de inflexién en las
variables: peso de fruto, semilla, embriones, peso de embrion de mayor tamario, y
namero de embriones se determin6 como tamafio de muestra éptimo, seis frutos
para ambos cultivares y lugares de procedencia. El peso de la semilla fue una
caracteristica que sirve en la inferencia del tamafio de los embriones, al igual que del
tamafio del embriébn mas grande. El cv. Manila presenté hasta siete embriones por
semilla, y Ataulfo ocho, sin embargo en ambos cultivares fue frecuente encontrar en
promedio tres embriones. El color de la radicula es un rasgo distintivo, en el cv.
Ataulfo fue de rosado a rojo y en Manila crema. El porcentaje de poliembrionia difiere
segun el cultivar, localidad y afio de evaluacién, en el cv. Ataulfo fue superior a 90 %
mientras que en Manila fue de 80 %. Los marcadores que mostraron polimorfismos
en el cv. Ataulfo fueron: MIAC-5, MIAC-4, mMiCIR003, en el cv. Manila MiISHRS-1+y
en ambos cultivares LMMA1l, LMMA9, y mMICIR030. De acuerdo con dos
parametros de evaluacion utilizados, en los cvs Ataulfo y Manila hasta el 10 % de las
plantas originadas del embrion de mayor tamafio son diferentes a la progenitora
femenina.

Palabras clave: Mangifera indica L., reproduccién apomictica, tamafio Optimo de
muestra, método de curvatura maxima, SSR.
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POLYEMBRIONY IN MANGO MANILA AND ATAULFO: MOLECULAR ANALYSIS
AND DEVELOPMENT OF CIGOTIC AND NUCLEARS EMBRYOS

NELY ARELLANO DURAN, Dra.
COLEGIO DE POSTGRADUADOQS, 2017

ABSTRACT

Polyembryony is an important characteristic because in a seed can be had embryos
of sexual and asexual origin which results in plants product of genetic recombination
and clones to the female progenitor. In citrus fruits it has been reported that vigorous
plants are clones of the mother, which has been generalized for mango, however it
does not necessarily happen that way, therefore, it was proposed to define the
optimal sample size for the study of polyembryony in Mango cvs Manila and Ataulfo,
to describe morphological characteristics of fruits that can be correlated with aspects
of polyembryony and to estimate the percentage of plants identical to the female
progenitor obtained from the larger embryo by means of SSRs. During 2013 and
2014 fruits were collected from Chiapas, Guerrero and Nayarit. In Chiapas, only cv
Ataulfo was collected in 2014. In each state, two orchards were harvested and
harvested from three trees per orchard. According to the maximum curvature method,
the inflection point in the variables: fruit weight, seed, embryos, embryo weight, and
number of embryos were determined as optimal sample size, six fruits for both
cultivars and places of origin. The weight of the seed was a characteristic that serves
in the inference of the size of the embryos, as well as the size of the largest embryo.
Manila presented up to seven embryos per seed, and Ataulfo eight, however in both
cultivars it was common to find on average three embryos. The color of the radicle is
a distinctive feature, in the cultivar Ataulfo was from pink to red and in Manila cream.
The percentage of polyembryony differs according to the cultivar, locality and year of
evaluation, in cv Ataulfo was higher than 90% while in Manila it was 80%. The
markers that showed polymorphisms in cv Ataulfo were: MIAC-5, MIAC-4,
mMICIR003, in the cv Manila MiSHRS-1 + and in both cultivars LMMA1, LMMAD9,
and mMIiCIR030. According to two evaluation parameters used, in the cvs Ataulfo and
Manila up to 10% of the plants originated from the larger embryo are different from
the female progenitor.

Key words: Mangifera indica, apomictic reproduction, optimum sample size, maximum
curvature method, SSR.



AGRADECIMIENTOS

A DIOS que con su gracia he logrado realizar una mas de mis metas.

A CONACYT por el apoyo econdmico para poder realizar la presente investigacion.

Al Colegio de Postgraduados en especial al Programa de Recursos Genéticos y

Productividad- Genética por la oportunidad brindada para realizar mis estudios.

Al Dr. Angel Villegas Monter por su invaluable apoyo, paciencia y direccion de esta

investigacion.

Al mi consejo Particular, Dr. Serafin Cruz Izquierdo, Dr. Nicacio Cruz Huerta, Dr. Abel
Mufioz Orozco y a la Dra. Amparo Borja de la Rosa por su apoyo y acertadas

observaciones en la escritura de la tesis.

A la Sra. Angeles y al Sr. Mario por todo su apoyo en la fase de laboratorio. En
especial a mi padre el Sr. Guillermo Arellano, por su apoyo constante durante los

viajes, experimento, laboratorio etc.
A todos los compafieros con quien tuve la oportunidad de coincidir durante esta

etapa, gracias por su amistad, compafiia y buenos momentos que compartimos a lo

largo de este proceso.

vi



DEDICATORIA

A MIS PADRES

LUCIA DURAN RAMIREZ Y GUILLERMO ARELLANO HERNANDEZ

Quienes siempre me han guiado por el camino de la bondad, inculcAndome aquellos
valores que hacen superarme como persona dia a dia, les agradezco su apoyo
incondicional en todo momento.

A RAFAEL

Con guien he compartido muchas emociones y quien me ha brindado la confianza y
todo el apoyo que necesito para imponerme nuevas metas.

A RAFITAYY MATEO

Mis grandes tesoros...

A CESAR, ALETHIA'Y DIEGO

Mi hermano y su familia, por su tiempo y su carifio.

A Ml FAMILIA

L 2
g(@ L%;//cmo QZ/{/{J/(

vii



CONTENIDO

RESUMEN ... e e e e e e et e e et e e et e e e e e ean e eeaas )Y
N 131 ¥ O PP v
CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL.......cocoviiieiieeieeieeeeeeeeee e e e sae e 1
L1 LITERATURA CITADA ..ot e e e e et e e e e e e eaaa s 5
CAPITULO IIl. DETERMINACION DEL TAMANO DE MUESTRA OPTIMO EN

MANGO PARA ESTUDIO DE POLIEMBRIONIA ......uutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeneaeennennees 8
RESUMEN ... e e e e e e et e e et e e et e e e e e ean e eeaas 8
Y = 1S Y 2 ¥ X O PP 9
2.1 INTRODUGCCION .....ooviiiiiiecieeteete e ettt ettt eae et steeteetesaeeae e eae e 10
2.2 MATERIALES Y METODOS ...ttt 13
2.3 RESULTADOS Y DISCUSION ......ocoiiiiiiiiieieecieceeete e ee et eie et ete et see e 14
2.4 CONCLUSIONES. ... .o 20
2.5 LITERATURA CITADA ... ettt e e e e e e eaaa s 21
CAPITULO lIl. DESCRIPCION MORFOLOGICA DE FRUTOS, SEMILLAS Y

EMBRIONES DE MANGO CV. MANILAY ATAULFO ... 24
ST 1Y | P 24
F = 1S Y 2 ¥ X O PP 25
3.1. INTRODUCCION ....oooviiiiieieicieeeecte ettt ete ettt ettt steeaeete e e eae e eae e 26
3.2. MATERIALES Y METODOS ..ottt 29
3.3. RESULTADOS Y DISCUSION......cciiuiiieiieeiecieceeee e ee e 32
3.3.1. Tamafio de frULO ....cceeeeeeeeeeeee e 32
3.3.2. TamMafio de SEMIIIAS .........iiiiieeeieeeee e e e s 32
3.3.3. Peso de embriones y peso de embrién de mayor tamafio ................cccevvvennnnn. 33
3.3.4. Forma, arreglo, y facilidad de separacién de embriones.............c.cccceevvvvvnnnnnn. 39
3.3.5. Colorde radiCula..........ccooeeeeiie i 40
3.3.6. Porcentaje de poliembrionia.............cccoooiiieiiiiiiiiic e 40
3.3.7. NUMEro de €mDbBIIONES .....ccooe i 41
3.4, CONCLUSIONES. ... .o 43
3.5. LITERATURA CITADA ... 44

CAPITULO IV. LDENTIFICACION DEL ORIGEN GENETICO DE EMBRIONES DE
MAYOR TAMANO DE MANGO CVS MANILA'Y ATAULFO MEDIANTE

MARCADORES SSR S ..ottt e e e e e e e e e e 47
RESUMEN ..ottt e e e e e et et e e ra e n e e e e e e e eennnes 47
AB ST RACT e e 48



4.1 INTRODUCCION ..ottt 49

4.2. MATERIALES Y METODOS .....oooiiieieieeeeeeeeeee ettt ea e sae e 52
4.2.1. Material Vegetal ..........coiiiiiiiieece et 52
4.2.2. Diseccion de semillas para evaluacion de poliembrionia ...........cccccceevviiinnnnee. 53
4.2.3. Colecta de material vegetal para extraccion de acidos nucleicos ................... 54
4.2.4. Extraccion de ADN NUCIEAT ..........oooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 54
4.2.5. Marcadores MICroSateliteS.........covvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 55
4.2.6. ANAIISIS €StAdiSTICO .......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiee 56
4.3 RESULTADOS Y DISCUSION .....coiiieieieieieeieeeeeee ettt saesaenes 58
4.3.1 Porcentaje de semillas poliembrioniCas ...........cccuuveeiiiiiiiiiiiiiee e 58
4.3.2. Alelos y marcadores polimOrfiCOS.........coovvviiiiiiiiii e 59
4.3.3. Contenido de informacién de polimorfismo (PIC) ...........ccceiiiiiiieiiieiiee e, 61
4.3.4. indice de similaridad Genética (ISG) ........c.ccevveeveveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
4.3.5. Probabilidad de parenteSCO (W) .....coeeeeeiiieeieiie e 68
4.4, CONCLUSIONES. ..ottt 76
A5 LITERATURA CITADA ... et e e e e e e e e s 77
CAPITULO V. DISCUSION GENERAL ......ooveitiieeeeiceececeeee e e ee et 81
ANEXOS ..ottt —— it ettt ittt ettt ittt et ettt aa et araaaaaaaes 84
Anexo 1:Contenido de informacion polimérfica (PIC) de 16 marcadores SSRs del afio
20 L3 84
Anexo 2. Contenido de informacién polimorfica (PIC) de 16 marcadores SSRs del

= 1 0 12 0 1 PSR 86

ix



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Porcentaje de poliembrionia evaluado a partir de tamafio de muestra de
20 frutos de mango cv. Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit. ..............cceevvvvvvnnnnnn. 18

Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas de semillas de mango cv. Manila y Ataulfo
evaluados con tamafio de muestra de 20 frutoS............cceeviieeiiiiieeiiiiii e, 18

Cuadro 3. Relacion de huertos, localidades, estados, ubicacion geografica y clave de
los cultivares de mango Manila y Ataulfo caracterizados morfolégicamente............. 30

Cuadro 4. Valores promedio por huerto, minimos, maximos, varianza, desviacion
estandar y coeficiente de variacion para fruto, semilla y embriones de mango cv.
Ataulfo de Chipas, GUEITero Y NAYAIT. ........coueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 36

Cuadro 5. Valores promedio por huerto, minimos, maximos, varianza desviacion
estandar y coeficiente de variacion para fruto, semilla y embriones de mango cv.
Manila de GUEITEro Y NAYAIL. .......uuuuiiiieeeieeieiies e e e e e e e e e e e eenanes 38

Cuadro 6. Relacion largo/ancho de frutos y semillas de mango cvs. Manila y Ataulfo
de Chiapas, GUEITero Y NAYAL. .........cooviiiiiiiiii e e e e 39

Cuadro 7. Correlacion entre peso de fruto (PF), peso de semilla (PS), peso de
embriones (PE), peso del embrién de mayor tamafio (PEM) y nimero de embriones
(NE) en los cvs. Manila y Ataulfo de Chiapas Guerrero y Nayarit. 2013 y 2014........ 39

Cuadro 8. Porcentaje de poliembrionia de mango cvs. Manila y Ataulfo de Chiapas,
Guerrero y Nayarit, durante 2013 Y 2014 ......iiiieiieeeeeee e e e 41

Cuadro 9. Relacién de cultivares poliembridnicos evaluados, Ataulfo y Manila, afio
de colecta, clave, localizacion y ubicacion geografica............cccuvveeeeeeeeiniiiiiiiiieeeenn. 52

Cuadro 10. Iniciadores microsatélites para mango (Mangifera indica L.), lugar de
ubicacion, secuencia, tamafio de alelo (pb) y temperatura de alineacién (Ta). ......... 57

Cuadro 11. Porcentaje de semillas poliembridnicas en mango cvs. Manila y Ataulfo
procedentes de Chiapas, Guerrero y Nayarit durante 2013y 2014. ...........ccovvvvvnnnnn. 59

Cuadro 12. Numero de alelos detectados a partir de 16 iniciadores SSRs en mango
CV. Manila y ATAUITO ......cooeeeeeeeeeee e 61

Cuadro 13. Genotipos de mango cv. Manila y Ataulfo detectados con diferencias a la
planta madre € INICIAdOreS SSRS .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 65



Cuadro 14. Porcentaje de plantulas de mango cvs. Manila y Ataulfo, con
polimorfismo con 1, 2 y 3 marcadores SSRs procendentes de Chiapas Guerrero y
Nayarit durante 2013 Y 2014 .....oooiiiiiiiie et e e e aaaaee 66

Cuadro 15 indice de Similaridad Genética (ISG) en mango cv. Manila y Ataulfo de
Guerrero y Nayarit del afio 2013 de evaluacion con 16 iniciadores SSRs. ............... 69

Cuadro 16. indice de Similaridad Genética (ISG) en mango cv. Manila y Ataulfo de
Chiapas, Guerrero y Nayarit del 2014 de evaluacién con 16 iniciadores SSRs. ....... 70

Cuadro 17. Probabilidad de parentesco (W) en mango cv. Manila y Ataulfo de
Guerrero y Nayarit del afio 2013 de evaluacion con 16 iniciadores SSRs. ............... 71

Cuadro 18. Probabilidad de parentesco (W) en mango cv. Manila y Ataulfo de
Chiapas Guerrero y Nayarit del afio 2014 de evaluacién con 16 iniciadores SSRs. 72

xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Coeficiente de variacion en relacion al nimero de frutos (tamafio de
muestra) para la variable Peso de Fruto en mango Manila y Ataulfo de Guerrero y
NP2 Y | SRR 14

Figura 2. Coeficiente de variacion en relacion al numero de frutos (tamafio de
muestra) para la variable Peso de Semilla en mango Manila y Ataulfo de Guerrero y
N2 Y= L1 SRR 15

Figura 3. Coeficiente de variacion en relacion al nimero de frutos (tamafio de
muestra) para la variable Peso de Embriones en mango Manila y Ataulfo de Guerrero
121N = 12 L4 1 SRR 15

Figura 4. Coeficiente de variacion en relacion al numero de frutos (tamafio de
muestra) para la variable Niumero de Embriones en mango Manila y Ataulfo de
GUEITEIO Y NAYAIT. .o 16

Figura 5. Coeficiente de variacion en relacién al nimero de frutos (tamafio de
muestra) para la variable Peso de embrion de mayor tamafio en mango Manila y
Ataulfo de GUEITEro Y NAYAIIL. ........uvuiiii i e e e e e e e eeanes 17

Figura 6. Frutos de mango cultivar a) Ataulfo y b) Manila. ..............ccccccciiiiiiiiinnnnnee 29

Figura 7. Semilla de mango poliembriénico Ataulfo, a)endocarpo, b)cubierta
papiracea c) testa, d) conjunto de embBIiON .............euuuiuuiiiiiiiiii . 31

Figura 8.Diseccion de semillas y separacion de embriones...........cccccccveeeeeieeeeennnnnns 31

Figura 9 a) Embridon de mayor tamafio cv. Ataulfo b) se aprecia la radicula de
embrién de mayor tamafio y radiculas de los embriones. .........ccccccceeeieeiieiiiieiiiiinn. 39

Figura 10. Color de radicula de embriones de mango cvs. a) Manila y b) Ataulfo.... 40

Figura 11. Frecuencia absoluta en el nUumero de embriones por semilla de los cvs.
Manila y Ataulfo procedentes de Guerrero y Nayarit durante 2013................euvvunnnee 42

Figura 12. Frecuencia absoluta en el nUumero de embriones por semilla de los cvs.
Manila y Ataulfo procedentes de Chiapas, Guerrero y Nayarit durante 2014............ 42

xii



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Mango (Mangifera indica L.) es una especie perteneciente a la familia de las
Anacardiaceas, mejor conocida como el “rey de los frutos”, por su sabor, color,
variedad y diversas formas de consumo final (Khan et al., 2015; Singh et al., 2016).
Se ubica entre los seis frutales de mayor importancia en el mundo junto con
platanos, banano, naranjas, uvas y manzanas. Los principales paises productores de
mango son India, China, Tailandia, Indonesia, México y Pakistan, representando el
82% de la produccion mundial. México es el quinto pais con 1,724,609 TM durante
2014 (FAO-STAT, 2014).

Los historiadores y horticultores consensan que es originario de la India, sin
embargo, otros investigadores mencionan que es del sureste asiatico (Myanmar)
debido al nivel de diversidad genético observado (Parrota, 2000; Singh et al., 2016).
Aunque, la comparacién anatdbmica y morfologia de varias especies aunado a
muestras fosiles del género Mangifera refuerza la opinion de que el Noreste de India
es el centro de origen del género del mango, desde donde se extendi6 a la zonas del
Sureste de Asia y se diversificd hacia las selvas tropicales de Malasia y Sumatra
(Singh et al., 2016).

La planta de mango es diploide (2n=2x=40), el tamafio del genoma reportado es de
439 Mpb a 880 Mpb (Parrota, 2000; Viruel et al., 2005; Singh et al., 2016). Entre los
genomas publicados el de mango mostré6 mayor similitud con el de naranja dulce
(Citrus sinensis L.) (Singh et al., 2016). Una caracteristica de importancia en estas
especies es la poliembrionia, que implica el desarrollo de mas de un embrion por
semilla. En mango, los cultivares se pueden agrupar por el tipo de semilla, los
cultivares de Filipinas e Indochina, son poliembriénicos, mientras que los de India

son monoembridnicos (Mukherjee y Litz, 1997; Parrota, 2000).

La poliembrionia tiene su origen en un proceso apomictico, el cual hace referencia a

la formacién asexual de embriones a partir de tejidos maternos del évulo, sin que

1



ocurra fecundacion, por lo cual las plantas obtenidas se consideran idénticas a la

progenitora femenina (Nakano et al., 2013; Hand y Koltunow, 2014).

Se reportan dos tipos de apomixis: gametofitica y esporofitica la primera tiene su
origen en la generacion de embriones a partir de células gaméticas (sinergidas,
antipodas, 6vulos y sacos embrionarios adicionales), mientras que en mango es del
tipo esporofitica, especificamente adventicia, la cual se produce a partir de las
células somaticas de los tejidos maternos (nucela y tegumentos) manteniendo el
genotipo de la planta madre (Batygina y Vinogradova, 2007). Por lo cual dentro de
las ventajas que presenta la poliembrionia en Mangifera es que puede ser usado
como método de propagacion clonal, ademas de que el embridon nucelar permite

también la obtencion de plantas libres de virus (Batygina y Vinogradova, 2007).

Sin embargo, la identificacién temprana de las plantulas nucelares y cigéticas es
dificil si se utilizan métodos practicos. Se ha realizado con técnicas morfoldgicas,
citologicas, bioquimicas y recientemente moleculares (Degani et al., 1993; Schnell et
al., 1994; Cordeiro et al., 2006; Martinez-Ochoa et al., 2012; Kishore, 2014). Las mas
usadas en la actualidad son las técnicas moleculares porque no son influenciadas
por el ambiente y se pueden realizar a partir de cualquier parte de la planta en las
primeras etapas de desarrollo (Masuelli, 1999; Azofeifa, 2006; Agarwal et al., 2008).

Distintos trabajos en mango y citricos se tienen reportados en la deteccién del origen
genético de los embriones mediante las técnicas de RAPDs, o combinadas RAPDs y
EST-SSR, AFLPs y SSRs (Bastianel et al.,1998; Viruel et al., 2005; Cordeiro et al.,
2006; Rao et al., 2008; Martinez - Ochoa et al., 2012; Yildiz et al., 2013). Donde han
logrado identificar algunos marcadores que aportan informacién relevante y
especifica para cultivares o cruzas, sin embargo, se requieren estudios porque hasta
el momento no se tiene suficiente informacion para evaluar distintos cultivares, asi

como lugares de procedencia del material vegetal (Andrade et al., 2004).



Los marcadores moleculares que han sido util para discriminar entre especies y
variedades muy relacionadas son los Microsatélites (SSR) (Valadez y Kahl, 2000) los
cuales son secuencias de ADN compuestos de unidades de mono-di-tri, tetra o penta
nucledtidos organizados en tdndem, se distribuyen tanto en regiones codificantes
como no codificantes y son altamente polimérficos (Powell et al., 1996 (a)). Se basan
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tienen la ventaja de ser
especificos en comparacion con otros marcadores de ADN, ademas son altamente
reproducibles, de naturaleza multi-alélica, herencia codominante (que permite
diferenciar entre homocigotos y heterocigotos), abundantes y de amplia cobertura en

el genoma (Duval, et al., 2005; Varshney et al., 2005).

En la actualidad se han desarrollado microsatélites especificos para mango, que se
han utilizado en la evaluacién de la diversidad genética de materiales de diferente
origen geografico (Florida, México, Filipinas, Hawai, Israel, California, India)
incluyendo variedades y materiales usados como portainjertos, asi como genotipos
con semillas monoembrionicas y poliembriénicas (Duval et al., 2005; Hosho et al.,
2005; Schnell et al., 2005; Viruel et al., 2005). El tener informacion de SSR para esta
especie hace mas facil aplicar esta tecnologia en la identificacién del origen genético

de embriones de mango.

En base a lo anterior se plante6 como objetivo general: Ampliar el conocimiento de

la poliembrionia en mango cvs. Manila y Ataulfo.

Objetivos particulares.

1. Definir el tamafio de muestra 6ptimo en mango cvs. Manila y Ataulfo para estudios
de poliembrionia.

2. Describir y relacionar las caracteristicas morfoloégicas de los frutos con la
poliembrionia en los cvs. Manila y Ataulfo.

3. ldentificar los marcadores microsatélites capaces de distinguir entre embriones

cigoticos y nucelares de mango cvs. Manila y Ataulfo.



4. Determinar si el embridon de mayor tamafio en mango de los cvs. Ataulfo y Manila

es nucelar.

Las hipotesis fueron:

1. El tamafio de muestra Optimo para evaluar poliembrionia en mango no difiere
entre los cvs. Manila y Ataulfo.

2. Las caracteristicas morfoldgicas de frutos y semillas aportan informacion del nivel
de poliembrionia en mango cvs. Manila y Ataulfo.

3. Los marcadores microsatélites seran capaces de distinguir plantulas de origen
nucelar y cigético en ambos cvs. Manila y Ataulfo.

4. Para definir el origen genético de los embriones existen marcadores microsatélites

especificos para el cv. Manila y Ataulfo.
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CAPITULO II. DETERMINACION DEL TAMANO DE MUESTRA OPTIMO EN
MANGO PARA ESTUDIO DE POLIEMBRIONIA

RESUMEN

Determinar el tamafio de muestra Optimo en una investigacion cientifica es
importante ya que da confiabilidad en los resultados aunado a la eficiencia en el uso
de los recursos y optimizacién de tiempo. La poliembrionia permite obtener plantas
clonales y cigoticas de la misma semilla. Las semillas de mango presentan dicha
caracteristica, sin embargo, no existe informacion que mencione cual es el tamafio
de muestra para evaluarla. El objetivo del presente trabajo fue determinar mediante
el método de curvatura maxima el tamafio de muestra Optimo para caracteristicas de
la semilla relacionadas con poliembrionia. Se colectaron mangos de los cvs. Manila y
Ataulfo de los estados de Guerrero y Nayarit, México. En cada estado se eligieron
dos huertas de cada cultivar, en cada una se seleccionaron tres arboles. En el
laboratorio de Biotecnologia de Frutales, Campus Montecillo del Colegio de
Postgraduados, se evaluaron cinco variables: peso de fruto, semillas, embriones,
peso del embribn mas grande y niumero de embriones. En todas las variables el
punto de inflexién de la curva fue en seis frutos para ambos cultivares y lugares de
procedencia. Por otra parte, los cvs. Manila y Ataulfo de Guerrero tuvieron los
coeficientes de variacion (CV) mas bajos en peso de semilla y peso del embrion de
mayor tamafio, mientras que Manila de Nayarit presento los CV mas altos en todas
las variables estudiadas. Se concluye que para los cvs. Manila y Ataulfo seis frutos
es el tamafio de muestra 6ptimo para evaluar: nUmero de embriones, y peso de fruto,

semilla, embriones, embrién de mayor tamafo.

Palabras clave: Mangifera indica, método de curvatura maxima, coeficiente de

variacion



DETERMINATION OF OPTIMAL SAMPLE SIZE IN MANGO FOR
POLYEMBRYONY STUDY

ABSTRACT

Determining the optimal sample size in a scientific research is important as it gives
reliability in the results together with the efficiency in the use of the resources and
optimization of time. Polyembryony allows clonal and zygotic plants to be obtained
from the same seed. Mango seeds have this characteristic, however, there is no
information that mentions the size of the sample to evaluate it. The objective of the
present work was to determine by the maximum curvature method the optimal
sample size for seed characteristics related to polyembryony. Mangoes were
collected from the cvs. Manila and Ataulfo from the states of Guerrero and Nayarit,
Mexico. In each state, two orchards were chosen from each cultivar, in each one
three trees were selected. Five variables were evaluated: fruit weight, seeds,
embryos, weight of the largest embryo and number of embryos in the laboratory of
Fruit Biotechnology, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. In all variables,
the inflection point of the curve was in six fruits for both cultivars and places of origin.
On the other hand, cvs. Manila and Ataulfo de Guerrero had the lowest coefficients of
variation (CV) in seed weight and weight of the largest embryo, while Manila of
Nayarit presented the highest CVs in all variables studied. It is concluded that for the
cvs. Manila and Ataulfo six fruits is the optimal sample size to evaluate: number of

embryos, and fruit weight, seed, embryos, embryo of larger size.

Keywords: Mangifera indica L., maximum curvature method, coefficient of variation



2.1 INTRODUCCION

El cultivo de mango es importante en México y el mundo tanto por sus cualidades
nutricionales como por sus caracteristicas organolépticas (Galan, 2009, SIAP, 2016).
En 2016 la produccion fue de 1.9 ton., destacando Guerrero, Sinaloa, Nayarit y
Chiapas (SIAP, 2016). Los frutos de mango se pueden clasificar de acuerdo al tipo
de semillas en monoembridénicos, donde la semilla tiene un embrion y
poliembridnicos, donde las semillas presentan dos o mas embriones. La
poliembrionia es un tipo de apomixis (apo=sin mixis= mezcla) (Quero-Carrillo et al.,
2010) facultativa en la que se desarrollan de manera simultanea varios embriones de
origen nucelar y un embrion sexual por semilla (Koltunow, 1993; Kundan et al.,
2012). Su importancia radica en que puede ser considerada como una forma de
propagacion clonal (Koltunow, 1993; Agusti, 2003). Plantas obtenidas de semillas
poliembrionicas suelen usarse en plantaciones comerciales como portainjertos para
garantizar la uniformidad de las huertas (Cordeiro et al., 2006). Asi mismo es
importante porque al germinar el embribn sexual se genera diversidad genética
(Gélvez-Lopez et al., 2010).

Los estudios de poliembrionia se han realizado principalmente en gramineas
forrajeras tropicales y citricos (Santos et al.,, 2015; Quero Carrillo et al., 2010;
Villegas y Andrade, 2008), pero solo se cuenta con una investigacion de tamafo de
muestra para estudiar poliembrionia en citricos, sin embargo, es necesario definir el
tamafio de muestra Optimo para mango con la finalidad de tener resultados
confiables.

Bussab y Morettin (2011) citado por Bandeira et al. (2016) mencionan que el tamafio
de muestra es proporcional a la variabilidad de los datos y a la fiabilidad deseada,
siendo inversamente proporcional al error a priori permitido por el investigador. Asi
mismo un tamafio 6éptimo de parcela depende de la naturaleza del material
experimental, disefio del experimento, numero de repeticiones y los recursos

disponibles (Vallejo y Mendoza 1992). Por otra parte, el mayor problema cuando se
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trabaja con frutales es obtener muestras verdaderamente aleatorias cuando se

colectan frutos (Miranda et al., 2007).

Al definir el tamafio de muestra éptimo es posible reducir los costos tanto en
recursos humanos como financieros, aunado a la optimizacion del tiempo (Lorentz,
2004; Santos et al., 2015), asi mismo se vuelve imprescindible hacer buen uso del
espacio disponible, en muchas ocasiones suele ser reducido (Vallejo y Mendoza,
1992). Otra cuestion importante es optimizar el material vegetal valioso porque
generalmente es poco ya que un mal uso provocaria pérdidas irreparables (Santos et
al., 2015).

Varios trabajos se han enfocado en obtener el tamafio de muestra 6ptimo en
distintas especies para evaluar aspectos de tipo fisiolégicos, anatémicos,

agronoémicos entre otros a continuacion se mencionan algunos de ellos.

En maiz, especie de amplio uso en Meéxico, Marquez-Sanchez et al. (1970)
observaron la influencia del tamafio de muestra en la estimacion de la varianza
genética en variedades sintéticas. El objetivo de dicho trabajo fue terminar si un
tamafio de muestra limitado afectaba en la frecuencia de estimadores negativos de la
varianza de dominancia, el tamafio de muestra de 6 plantas fue suficiente para

determinar los parametros de interés.

En papayo y camote el mejor tamafio de muestra para establecer parcelas en
condiciones de invernadero fue de 8 y 6 plantas con 4 repeticiones respectivamente
(Lima et al., 2007; Vallejo y Mendoza, 1992).

En pasiflora silvestre (Pasiflora caeruelea), para estudios de caracterizaciéon de
frutos, determinaron que el tamafio de muestra era diferente dependiendo de la
caracteristica evaluada desde 12 frutos para luminosidad, color de piel y pulpa hasta

319 frutos para peso de fruto (Bandeira et al., 2016).
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En maracuya y melocoton evaluaron caracteristicas postcosecha: en maracuya 20
frutos fueron suficientes para representar caracteristicas de contenido de sélidos
solubles totales, vitamina C, pH, acidez titulable y azlicares solubles totales; mientras
que, para rendimiento de jugo y grosor de cascara necesitaron tamafos de muestra
mayores (Coelho et al., 2011). En melocotoén, el tamafio de muestra 6ptimo también
vario dependiendo de la caracteristica, desde 11 frutos para contenido de jugo, 34

para peso y acidez y 169 para firmeza de pulpa (Toebe et al., 2012).

En manzana evaluaron tamafio y coloracion de fruta de 5 a 30 muestras por arbol, en
estos arboles el muestreo se basé en los modelos de distribucion espacial de ramas
y brotes dentro del arbol; sin embargo, en la practica las fuentes de variacién de
peso, coloracion de frutos, la interaccion con los demas éarboles y la edad de la
madera o0 posicion de la fruta deberia considerarse y no ha sido integrada con éxito

en los métodos de muestreo (Miranda et al., 2007).

De manera similar en aguacate determinaron el tamafio de muestra con el propésito
de evaluar caracteristicas del xilema, directamente relacionadas con la eficiencia en
el transporte del agua, flujo de savia y conductividad hidraulica con el propdsito
especifico de seleccionar aquellos genotipos mas eficientes (Meza-Castillo et al.,
2010).

En citricos se definié el tamafio de muestra éptimo para 15 portainjertos incluyendo
mandarinas limones e hibridos, se observé que de acuerdo al portainjerto varié el
namero optimo de 9 para frutos y de 10 a 23 semillas para poliembrionia (Santo et
al., 2015).

Existen diversos procedimientos para definir el tamafio de muestra, donde se puede
citar el Método de Curvatura Maxima (Mufioz, 1973 citado por Sanchez et al., 2006;
Vargas y Navarro, 2014) el cual consiste en definir un tamafio de parcela basica,
sumando de 2 en 2, 3 en 3, etc., e ir formando varias agrupaciones para incrementar

progresivamente el tamafio de muestra. El comportamiento asintético del coeficiente
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de variacion (CV) indica la estabilizacion del tamafio de muestra y el éptimo se
considera el punto de inflexion de la curva, sin embargo; la mayoria de los
investigadores han optado por elegir un tamafio donde empieza a manifestarse una

tendencia asintética para tener mayor confiabilidad.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar mediante el
método de curvatura méaxima el tamafio de muestra Optimo para caracteristicas de la

semilla relacionadas con poliembrionia.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Se colectaron frutos de mango de los cvs. Manila y Ataulfo en dos huertas de
Guerrero y dos de Nayarit, México. De cada huerta se eligieron 3 arboles de cada
cultivar y de cada arbol se cosecharon 35 frutos. Los frutos fueron llevados al
laboratorio de Biotecnologia de Frutales, Campus Montecillo, Colegio de
Postgraduados, Texcoco, Edo de México, México, donde se realiz6 la toma de datos
de cinco variables: peso de fruto, peso de semillas, peso de embriones, peso del

embrién de mayor tamafio y numero de embriones.

Para determinar el tamafio de muestra éptimo de cada variable se tomé como
muestra unitaria un fruto (unidad basica), luego se formaron tamafios de muestra 2,
sumando de 2 en 2 los datos de los frutos, de igual manera para 4 (sumando datos
de frutos de 4 en 4), y asi para 6, 8, 10 y 20 frutos. A cada serie de datos de tamafio
de muestra se le determiné el Coeficiente de Variacion (CV= o/u x 100). Los datos
se graficaron colocando en el eje de las abscisas (X) el tamafio de muestra en
namero de unidades basicas consideradas y en el eje de las ordenadas (Y) el CV
dado en porcentaje. Visualmente se determiné el punto de inflexion de la curva para
cada variable y se definio el tamafio de muestra 6ptimo (Vargas y Navarro, 2014;
Sanchez et al., 2006).

Se evalud el porcentaje de poliembrionia para cada cultivar y lugar de procedencia

para lo cual se usé el maximo de 20 frutos con la finalidad de aprovechar toda la
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informacion obtenida en un inicio. Asi mismo, se realizo analisis de varianza con el
paquete estadistico SAS 9.3 (SAS Institute, 2003) y la prueba de comparacion de
medias de Tukey (P < 0.05) para las caracteristicas: peso de fruto, semilla,

embriones, embrion de mayor tamafio y nimero de embriones de cada cultivar.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Peso de fruto fue la variable que mostré los menores CV respecto a las demas
variables. La tendencia fue similar en los cvs. Manila de ambas zonas y Ataulfo de
Guerrero, mientras que Ataulfo de Nayarit, presentd los CV mas bajos, sin embargo,
todos presentaron el punto de inflexion en seis frutos con CV de 14.2 a 19.1 %
(Figura 1).
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—@— Ataulfo Guerrero ——#— Manila Guerrero = & = Ataulfo Nayarit = & = Manila Nayarit

Figura 1. Coeficiente de variacién en relacién al nimero de frutos (tamafio de muestra) para
la variable Peso de Fruto en mango Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit.

En peso de la semilla se observa que los cultivares Manila y Ataulfo de Nayarit
tuvieron valores parecidos con CV mayores en comparacion a los de Guerrero los
cuales mostraron los menores CV a partir de un tamafo de muestra de dos frutos

(Figura 2). Asi mismo, en los cultivares de Guerrero y Nayarit el punto de inflexion de

14



la curva se presentd en seis frutos con CV de 19 a 21 % y 12.7 a 19.3 %,

respectivamente.
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Figura 2. Coeficiente de variacién en relacién al numero de frutos (tamafio de muestra) para
la variable Peso de Semilla en mango Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit.

En la variable peso de embriones, Manila de Guerrero presentd los valores mas
bajos de CV y Ataulfo del mismo lugar los valores mayores. El punto de inflexion de
la curva de ambos cultivares y procedencia fue en seis frutos, volviéndose asintotica
en ocho frutos con CV de 12.3 a 17.1 % (Figura 3).
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Figura 3. Coeficiente de variacion en relacién al nimero de frutos (tamafio de muestra) para
la variable Peso de Embriones en mango Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit.
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Para la caracteristica numero de embriones el punto de inflexion de la curva se
observa en seis frutos. El cv. Manila de Nayarit presento los mayores coeficientes de
variacion, los cultivares de Guerrero y Ataulfo de Nayarit tuvieron valores muy
cercanos de CV en todos los tamafios de muestra al observarse las curvas casi
empalmadas. De acuerdo a los valores donde la curva se vuelve asintotica podemos
definir el mejor tamafio de muestra en seis frutos con CV de 10.9 a 24.2 % (Figura
4).
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Figura 4. Coeficiente de variacion en relaciéon al nimero de frutos (tamafio de muestra) para
la variable Numero de Embriones en mango Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit.

En la variable peso del embrién de mayor tamafio el punto de inflexiébn se encuentra
en tamafo de muestra seis, diferente al resto de variables evaluadas, y se vuelve
asintdtica en ocho frutos. Los cultivares de Guerrero (Manila y Ataulfo) presentaron
CV menores en todos los tamafios de muestra en comparaciéon a los cultivares de

Nayarit. (Figura 5).
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Figura 5. Coeficiente de variacion en relacién al numero de frutos (tamafio de muestra) para
la variable Peso de embrion de mayor tamafio en mango Manila y Ataulfo de
Guerrero y Nayarit.

Se puede resumir que en las variables evaluadas el punto de inflexion de la curva es
consistente en seis frutos, y después la curva se vuelve asintdtica en ocho frutos en

ambos cultivares y procedencias.

De acuerdo a los resultados de porcentaje de poliembrionia, Ataulfo presento
mayores valores en comparacion con Manila, asi mismo fue mayor en Nayarit,
mientras que en el caso de Manila no hubo variacion entre lugares (Cuadro 1). Esto
difiere de lo encontrado por Martinez-Ochoa et al. (2012) quienes reportan
porcentaje de poliembrionia de 97 % para Manila y 95 % para Ataulfo, esto puede
deberse a la zona de recolecta la cual fue diferente, es decir que las condiciones del
ambiente, asi como factores nutricionales y genéticos pueden estar influyendo
directamente en la tasa de poliembrionia (Andrade-Rodriguez et al., 2005; Bastianel
et al., 1998).
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Cuadro 1. Porcentaje de poliembrionia evaluado a partir de tamafio de muestra de 20 frutos
de mango cv. Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarrit.

% de Poliembrionia

Ataulfo Manila

Guerrero Nayarit Guerrero Nayarit
91.6 98.3 83.3 83.9

En las caracteristicas peso de fruto, de embriones, de embrion de mayor tamafio y
namero de embriones hay diferencias significativas entre cultivares, solamente peso
de semilla mostré ser igual (Cuadro 2). Ataulfo presenté frutos de mayor tamafio y
mayor numero de embriones por semilla, Manila presentdé mayor peso de embriones
asi como peso de embrion de mayor tamafio. En este caso el nUmero promedio de
embriones encontrados en esta investigacion es similar de los reportados por

Martinez-Ochoa et al. (2012) donde Manila presenta en promedio 3.4 y Ataulfo 3.2.

Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas de semillas de mango cv. Manila y Ataulfo evaluados
con tamafio de muestra de 20 frutos.

_ Peso de Peso de Peso de Peso de embrion No. de
Cultivar fruto semilla embriones de mayor tamafio embriones
Ataulfo 246.6 a* 16.23 a 9.1b 6.1b 3.1la
Manila 229.1b 16.21 a 99a 6.7 a 26Db

“Medias con la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente Tukey (P <0.05)

En general se observé que peso de fruto y semilla al tener los CV menores son
caracteristicas menos variables en comparacion con peso y numero de embriones

asi como peso del embrién de mayor tamafio.

El nimero de embriones tuvo los coeficientes de variacion mas altos, lo cual tiene
sentido ya que el numero de embriones entre cultivares es diferente (Manila y
Ataulfo) y dentro de los mismos frutos lo cual puede ser atribuible al estado
nutricional de la planta asi como a las condiciones edafo-climaticas (Andrade-

Rodriguez et al., 2005). Por otra parte las aquellas variables de conteo no se ajustan
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del todo a la normal por lo tanto suelen presentar CV elevados. Toebe et al. (2012)
consideran que valores de CV entre 10 y 15 % son considerados intermedios o

aceptables para fines de experimentacion agricola.

En lo que respecta al comportamiento de cada cultivar y lugar de procedencia Manila
de Nayarit para todos los casos fue el material con los mas altos CV es decir
presentd mayor variabilidad, mientras que Manila de Guerrero solo presento altos CV
en peso de fruto, en el resto de las variables se mantuvo con CV bajos similares a el
resto de los materiales evaluados. En el caso del cultivar Ataulfo de Nayarit tuvo los
CV menores en las variables peso de fruto y niumero de embriones, y Ataulfo de

Guerrero los menores CV para peso del embrién de mayor tamafio.

En trabajos similares para determinar tamafio de muestra se reportan CV de 22.3 a
32 % en el caso de melocotén para firmeza de pulpa, lo que califican como alta
variabilidad y de 12.16 a 14.71 % para la caracteristica acidez considerada
intermedia (Toebe et al., 2012). Los valores obtenidos en mango con seis muestras
son similares a los reportados en otros trabajos. Asi mismo, en relacion a los CVs
mayores se puede argumentar que para caso de mango Si se incrementara
demasiado la muestra puede propiciar la aparicién de frutos atipicos que podrian
reflejarse también en mayores CVs. Se debe considerar al momento de realizar la

evaluacion que la muestra sea aleatoria y representativa del cultivar en estudio.

Trabajos previos enfocados a poliembrionia principalmente en frutales (citricos y
mango) han utilizado distinto tamafio de muestra para su estudio. En citricos,
especificamente Citrus resnhi usaron 25 semillas para evaluar poliembrionia
mediante marcadores moleculares RAPDS (Andrade-Rodriguez et al., 2005a) caso
similar en C. volkameriana con el mismo nimero de semillas (Andrade-Rodriguez et
al., 2004). Martinez-Ochoa et al. (2012) evaluaron 100 frutos de Manila y 100 de
Ataulfo para obtener la tasa de poliembrionia y 20 semillas para detectar si en un
esquema de cultivo in vitro los embriones de las plantulas obtenidas eran de origen

cigotico o nacelar. Mientras que Cordeiro et al. (2006) usaron 9 semillas del cultivar
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Rosinha y 36 plantulas obtenidas de estas para analisis molecular mediante el uso

de RAPDS en la deteccion de procedencia cigética o nucelar.

Por otra parte, algo similar a nuestros resultados se ha reportado en cultivos basicos,
tal es el caso de maiz que a pesar de ser uno de lo cultivos que muestra mayor
variacion genotipica e interaccion genotipo ambiente han determinado que con un
tamafo de muestra de 6 plantas es suficiente (Marquez-Sanchez et al.,1970); al igual
gue en papayo y camote con un tamafio de muestra de seis y ocho plantas por
parcela con cuatro repeticiones para estudios en condiciones de invernadero (Lima
et al., 2007; Vallejo y Mendoza, 1992).

2.4 CONCLUSIONES
1. Para las caracteristicas numero de embriones, peso de fruto, peso de semillas,
peso de embriones y peso de embridon mas grande, el tamafio de muestra 6ptimo de

muestra fue seis frutos.

2. El mango Ataulfo presenté mayor porcentaje de poliembrionia que Manila, en

ambos estados.
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CAPITULO IIl. DESCRIPCION MORFOLOGICA DE FRUTOS, SEMILLAS Y
EMBRIONES DE MANGO CV. MANILA Y ATAULFO

RESUMEN

La poliembrionia es una caracteristica importante debido a que el embrién sexual da
origen a una planta producto de recombinacion genética, al mismo tiempo se pueden
tener plantas de origen nucelar. Con la finalidad de observar algunas caracteristicas
morfolégicas de frutos que puedan ser correlacionadas con aspectos de
poliembrionia se realizd6 la caracterizacion morfolégica en frutos, semillas y
embriones de mango cvs. Manila y Ataulfo. Se colectaron frutos de dos localidades
de Chiapas, Guerrero y Nayarit en 2013 y 2014. Se evaluaron de cada localidad,
peso, largo y ancho de 20 frutos y semillas. Asi mismo se obtuvo el peso de los
embriones y del embrion de mayor tamafio. Se observo la forma, arreglo y facilidad
de separacion de los embriones de cada cultivar y color de la radicula. También se
determind el porcentaje de poliembrionia y el nimero de embriones por semilla. El
peso de la semilla es una caracteristica que sirve para inferir del tamafio de los
embriones, y el tamafio del embridn mas grande. El cv. Manila present6 hasta siete
embriones por semilla, mientras que Ataulfo ocho, sin embargo en ambos cultivares
fue frecuente encontrar tres embriones. Ambos cultivares presentaron semillas
monoembriénicas el cv. Manila presentd 20 % y el cv. Ataulfo 10 %. El color de la
radicula fue un rasgo distintivo entre cultivares, en el cv. Ataulfo es de rosa a rojo y
en el cv. Manila crema. Otra caracteristica importante es que el cv. Ataulfo present6

mayor facilidad de separacién de embriones.

Palabras clave: Mangifera indica L., semillas poliembriénicas, nUumero de embriones
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MORPHOLOGICAL DESCRIPTION OF MANGO FRUIT, SEEDS AND EMBRYOS
CV. MANILA AND ATAULFO

ABSTRACT

Polyembryony is an important characteristic because the sexual embryo gives rise to
a plant product of genetic recombination, at the same time can have plants of nucelar
origin. In order to observe some morphological characteristics of fruits that can be
correlated with aspects of polyembryony, the morphological characterization in fruits,
seeds and embryos of Mango cvs Manila and Ataulfo was performed. Fruits from two
localities of Chiapas, Guerrero and Nayarit were collected in 2013 and 2014. Twenty
fruits and seeds were evaluated from each locality, weight, length and width. Also the
weight of the embryos and of the embryo of greater size was obtained. The shape,
arrangement and ease of separation of the embryos of each cultivar and color of the
radicle were observed. The percentage of polyembryony and the number of embryos
per seed were also determined. The weight of the seed is a feature that is inferred
from the size of the embryos, and the size of the largest embryo. Manila cv presented
up to seven embryos per seed, while Ataulfo eight, however in both cultivars it was
common to find three embryos. Both cultivars presented seeds monoembryonic cv
Manila presented 20% and cv Ataulfo 10%. The color of the radicle was a distinctive
feature among cultivars, in the cv Ataulfo is from pink to red and in the cv Manila
cream. Another important characteristic is that the cv Ataulfo presented greater ease
of separation of embryos.

Key words: Mangifera indica L., polyembryonic seeds, number of embryos
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3.1. INTRODUCCION

El género Mangifera consta aproximadamente de 72 especies, las cuales son nativas
de la peninsula de Malaya y Sumatra y otras regiones del sudeste de Asia (Parrota,
2000; Singh et al., 2016). Mangifera indica L. (mango), es sin duda la especie de
mayor importancia de la familia de las Anacardiaceas, tanto por su distribucion
mundial como por su importancia econémica (Galan, 2009). México es el quinto pais
de mayor produccion de mango con 1,724,609 t durante el 2014 (FAO-STAT, 2014).

Los mangos se pueden clasificar en cultivares monoembrionicos y poliembriénicos
ya que las semillas presentan la caracteristicas de poliembrionia (Mukherjee y Litz,
1997; Quero-Carrillo et al., 2010; Khan et al., 2015). Entre los monoembridnicos se
encuentran los cultivares de origen de la India y entre los poliembriénicos estan los

de Filipinas e Indochina (Parrota, 2000).

En mango se reporta polinizacion cruzada, la cual se lleva a cabo por viento y
polinizadores, principalmente murciélagos (Morton, 1987). Sin embargo, otros
autores mencionan que la polinizacion ocurre naturalmente por insectos de los
ordenes Diptera, Coledptera, Lepidéptera e HimenoOptera (Sousa et al.,, 2010;
Corredor y Garcia, 2011). Se considera que las abejas, los abejorros y la mosca

doméstica son los principales polinizadores (Bhatia et al., 1995).

Los frutos de mango son una drupa grande, sencilla, carnosa y resinosa. El fruto
tiene una sola semilla, que puede contener uno 0 mas embriones. Se presentan en
solitario o en racimos (Coello et al., 1997; Khan et al., 2015). El tamafo del fruto
varia, dependiendo del cultivar, pudiendo tener hasta 30 cm. de longitud. Asi mismo,
su forma es generalmente de rifidn, redondo u ovado y el peso de la fruta varia de
200 hasta 2 000 g, el sabor depende el cultivar (Khan et al., 2015).

El fruto estd conformado por epicarpio, mesocarpio y endocarpo, y la semilla por

tegumentos cotiledon y radicula. El epicarpio tiene células isodiamétricas con
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paredes duras y canales oleoresinosos en la parte inferior que le confieren el tipico
sabor y olor a trementina (Sergent, 1999). Asi mismo puede ser coriaceo 0 ceroso,
liso y en ocasiones aspero. El color cuando el fruto esta maduro puede ser verde
palido, amarillo con diferentes tonalidades, o amarillo con rubor rojo o purpura, lo

cual también depende del genotipo (Khan et al., 2015).

El mesocarpio es un tejido de parénquima suave, con abundantes cromatoforos o
plastidios que contienen los pigmentos que le dan el color a la pulpa. La pulpa es rica
en solidos solubles totales, lo que le confiere un sabor dulce, y ademas contiene
proteina, y vitaminas B, C y A. En menor cantidad contiene taninos y grasas. Su
sabor se asocia al contenido de azucares, acidos y sustancias aromaticas (Sergent,
1999). Puede, incluso tener un sabor a trementina (Khan et al., 2015). El endocarpo
es duro y por la parte externa presenta fibras que penetran al mesocarpio, lo cual

varia de acuerdo al cultivar (Sergent, 1999).

La semilla de mango es conocida técnicamente como “piedra” (Khan et al., 2015). Es
oblonga, ovoide, alargada y delgada (aplastada) (Parrota, 2000). El endocarpio es
una cubierta dura, gruesa y coriacea que tiene la funcion de proteger la semilla
(embriones). La semilla presenta una testa y tegumento fino similar a un papel
(Mukherjee y Litz, 1997; Khan et al., 2015).

La poliembrionia se da por un proceso llamado apomixis, en este caso de tipo
facultativo. En este proceso se lleva a cabo el desarrollo de varios embriones de
origen nucelar asi como el embrién sexual de manera simultanea en una sola semilla
(Kishore et al., 2012; Koltunow, 1993). Algunos autores mencionan que el caracter
de poliembrionia es un rasgo poligénico, mientras que otros dicen que es una

caracteristica regida por un gen dominante (Arén et al., 1998).

En mango esta caracteristica es importante debido a que en los programas de
mejoramiento el embrion sexual da origen a una planta producto de recombinacién

genética. A la vez, de la semilla se desarrollan plantulas nucelares que son clones de
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la planta madre, las cuales tienen el beneficio de promover uniformidad en los
huertos si son utilizadas como portainjertos, ademas de poder presentar resistencia a

ciertas enfermedades etc. (Cordeiro et al., 2006).

Entre los cultivares poliembriénicos encontramos Ataulfo y Manila. El cultivar Ataulfo
es originario de Tapachula, Chiapas, México. Es un arbol vigoroso, con capacidad de
produccién de hasta 20 t/ha. Se menciona que es moderadamente resistente a
antracnosis. Los frutos pesan de 200 a 300 g, son elongados, amarillos, dulces con
ligera acidez, firmes y de buena calidad postcosecha (Kinght et al., 2009).

El cultivar Manila es de origen mexicano. El &arbol es grande, vigoroso, de copa
abierta. Los frutos son color amarillo brillante, en ocasiones presentan cierto rubor
rosa claro y algunos puntos rojizos, largos y esbeltos con base redondeada, apice sin
punta en ocasiones con pico pequefio. La longitud de 12.5a 14 cmy 5.5 a 6 cm de
ancho, y grosor de 5 a 5.5 cm. El peso varia de 180 — 260 g. La piel es delgada de
facil separacion. El mesocarpio es de consistencia media a jugosa, con poca fibra,
color amarillo intenso, sabor dulce, aroma intenso de buena calidad. Presenta
semillas poliembriénicas. Durante mucho tiempo ha sido considerado el mango mas
popular de México y tiene aceptacion en el mercado nacional, pero es susceptible a
antracnosis (Kinght et al., 2009).

La evaluacion y descripcion morfolégica de frutos es importante ya que se pueden
determinar caracteristicas para inferir parametros relacionados con la poliembrionia
(% de poliembrionia, nUmero de embriones por semilla, peso de embrion de mayor
tamafo), por lo cual en el presente estudio se plante6 como objetivo realizar la
caracterizacion morfolégica de frutos, semillas y embriones de mango cvs. Manila y

Ataulfo, procedentes de Chiapas, Guerrero y Nayarit, durante dos ciclos.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron frutos de los cvs. Manila y Ataulfo procedentes de Chiapas, Guerrero y
Nayarit, México durante dos afios 2013 y 2014. En Chiapas solo se recolecto el cv.
Ataulfo en 2014. En cada estado se seleccionaron dos huertas y se cosecharon

todos los frutos de 3 arboles por huerta (Cuadro 3).

Los frutos fueron cosechados en madurez fisiologica y llevados al laboratorio de
Cultivo In vitro y Biotecnologia de Frutales, Campus Montecillo, Colegio de
Postgraduados, donde se lavaron y marcaron de acuerdo a su procedencia y cultivar,

para después continuar con la evaluacion.

Se seleccionaron 20 frutos de cada genotipo y semillas de cada material se
registraron los datos de las variables, peso (g), largo y ancho (cm) (Figura 6), asi
como peso y numero de embriones por semilla ademas de peso del embrion de
mayor tamafio y se determino la relacion largo/ancho (RLA) de frutos y semillas.

Figura 6. Frutos de mango cultivar a) Ataulfo y b) Manila.

De los frutos previamente seleccionados se extrajeron las semillas del fruto y fueron
lavadas hasta eliminar por completo la pulpa (mesocarpio). Después se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 24 h y transcurrido el tiempo, con tijera de
podar se cortd el endocarpo por la base, teniendo cuidado de no dafar los

embriones.
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Cuadro 3. Relacién de huertos, localidades, estados, ubicacion geografica y clave de los cultivares de mango Manila y Ataulfo
caracterizados morfolégicamente.

Cultivar Estado Localidad Huerta Clave Ubicacion Geografica
Latitud Longitud

Chiapas Tonala “La Libertad” Al1Chl 16°08°14.6” 93952722.0”

Chiapas Tonala “La Libertad” A2Chl 16°08716.2” 93052724.2”

Chiapas Tonala “La Libertad” A3Chl 16°08718.2" 93052°56.2”

Chiapas Tonala “Jaqueline” A1Ch2 16°02°35.9” 93046°56.1"

Chiapas Tonala “Jaqueline” A2Ch2 16°02°26.9” 93046°55.1”

Chiapas Tonala “Jaqueline” A3Ch2 16°02°33.9” 93046°52.3”
Guerrero Cuajuinicuilapa “La Balsa” Al1G1 16°27°35.7” 98°34'51.9”

o Guerrero Cuajuinicuilapa “La Balsa” A2G1 16°27°35.7 98°34°'55.1”"
S Guerrero Cuajuinicuilapa “La Balsa” A3G1 16°27°36.9” 98°34°'55.1”"
s Guerrero Tecpan “Huerta A” A1G2 17°16°12.4” 100° 3324
< Guerrero Tecpan “Huerta A” A2G2 17°16°36.1 1000 33"12’
Guerrero Tecpan “Huerta A” A3G2 17°16°25.1” 100° 33'56™

Nayarit Tepic “5 de Mayo” AIN1 21°41°11.9” 105°05°3.84""

Nayarit Tepic “5 de Mayo” A2N1 21°41°11.2” 105°05°2.51""

Nayarit Tepic “5 de Mayo” A3N1 21°40°50.1” 105°05°5.87”

Nayarit Tepic “Atonalisco” AIN2 21°39°40.1” 104°50728.8”

Nayarit Tepic “Atonalisco” A2N2 21°39°38.7” 104°50729.6”

Nayarit Tepic “Atonalisco” A3N2 21°39°39.5” 104°50°27.5”

Guerrero Cuajuinicuilapa “La Balsa” M1G1 16°27°35.3” 98°34°'56.7""
Guerrero Cuajuinicuilapa “La Balsa” M2G1 16°27°34.8” 98°34°'55.1”"
Guerrero Cuajuinicuilapa “La Balsa” M3G1 16°27°34.1” 98°34°'52.7""
Guerrero Tecpan “Huerta M” M1G2 17°18°43.2” 100° 34°43°

®© Guerrero Tecpan “Huerta M” M2G2 17°18°34.1” 100° 34°56°
= Guerrero Tecpan “Huerta M” M3G2 17°18°27.8” 100° 34'51°
‘2‘5 Nayarit Tepic “La Libertad” M1N1 21°30°34.2” 104°56°16.7"
Nayarit Tepic “La Libertad” M2N1 21°30733.9” 104°56°15.1"

Nayarit Tepic “La Libertad” M3N1 21°30°35.1” 104°56°16.9”

Nayarit Tepic “Las Palmas” M1N2 21°30°28” 104°52°2.78”

Nayarit Tepic “Las Palmas” M2N2 21°30729.6” 104°52°4.7”

Nayarit Tepic “Las Palmas” M3N2 21°30729.1” 104°52°2.6”
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Posteriormente se extrajo el conjunto de embriones envueltos en una cubierta
papiracea, la cual se retiré y dejo solamente con la testa. Nuevamente se dejaron
secar durante 24 h, a temperatura ambiente con la finalidad de poder retirar la testa y
separar los embriones. En las figuras 7 (a, b, c, y d) y 8, se muestran las etapas

descritas.

Figura 7. Semilla de mango poliembridnico Ataulfo, a)endocarpo, b)cubierta papiracea c)
testa, d) conjunto de embrién

Figura 8.Diseccion de semillas y separacién de embriones

Una vez que se retir0 la testa, se procedid a observar el acomodo de los embriones
para hacer la separacién de los mismos teniendo cuidado de no dafar la radicula.
Durante esta fase se observaron caracteristicas cualitativas como: color, forma,
acomodo Yy dificultad en la separacion. En cada semilla se registré longitud, ancho,
peso, niumero de embriones, peso de embridon de mayor tamafio y relacidén largo
ancho (RLA). En las variables cuantitativas se calculd la media, minimo, maximo,

varianza, desviacién estandar y coeficiente de variacion.

Asi mismo se obtuvo el porcentaje de poliembrionia y la frecuencia del nimero de
embriones por semilla. Con la finalidad de conocer las relaciones entre
caracteristicas de fruto y semilla para inferir relaciones con poliembrionia, se

realizaron correlaciones entre peso de fruto, y semilla con peso de los embriones,
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peso del embrion de mayor tamafio y nimero de embriones, para lo cual se uso el
paquete estadistico SAS (version 9.3) (SAS, 2003).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Tamafio de fruto

Los frutos del cv. Ataulfo pesaron en promedio de 235.7 a 284 g, siendo los de
Chiapas los de menor tamafio en comparacion con los de Nayarit y Guerrero, que
pesaron en promedio mas de 280 g (Cuadro 4). Con respecto a la longitud, todos los
frutos presentaron media de 11 cm, y de ancho entre 6 y 7cm a excepcion de los

frutos de Nayarit de la Huerta de Atonalisco que midieron 7.5 cm.

El peso de los frutos del cv. Manila oscil6 entre 230 y 264.6 g., la longitud fue de 11.5
a 12.2 cm y el ancho de 6.4 a 6.9 cm (Cuadro 5). En general los mangos de la
Huerta las Palmas, en Nayarit fueron los mas grandes por peso y longitud. Entre
cultivares, los frutos de Ataulfo tuvieron mayor peso, pero los de Manila mayor
relacion largo ancho (RLA), lo cual indica que los frutos de Manila son mas alargados
(Cuadro 6). Los coeficientes de variacibn son mayores en peso de frutos en

comparacion con largo y ancho en ambos cultivares (Cuadros 4 y 5).

La variacidon existente en el tamafio de los frutos en los diferentes lugares de colecta
podria deberse a la respuesta producto del efecto del ambiente o interaccion
genotipo ambiente (Andrade-Rodriguez et al., 2005); por otra Galvez-Lopez et al.
(2010) menciona que existe amplia diversidad morfolégica y genética en frutos de

mango debido a la recombinacién sexual libre.

3.3.2. Tamafo de semillas

El peso de la semilla de Ataulfo vari6 de 13.3 a 18.6 g, siendo los materiales de
Chiapas los que tuvieron semillas de mayor peso, estos pueden ser utilizados en
produccion de planta para portainjertos, al igual que los de Atonalisco, Nay.,

tomando en cuenta que a mayor tamafio del semilla y embrion, mayor vigor de
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planta, tal como ha sido observado en citricos (Andrade-Rodriguez et al., 2004) sin
embargo, el tamafio de semilla no es una caracteristica deseable si requerimos

frutos para exportacion porque tienen menos pulpa.

En el caso de Manila, el peso de las semillas oscilé entre 14.9 y 18 g, siendo los
frutos con mayor tamafo de semilla los de Tecpan, Gro. lo cual fue similar a Ataulfo.

El largo vario de 9 a 10 cm, mientras que el ancho, alrededor de 3cm.

La importancia en la evaluacion de caracteristicas como peso de la semilla, radica en
gue puede ser un indicativo de poliembrionia en este caso para determinar la
cantidad de embriones por semilla. Andrade-Rodriguez et al. (2004) mencionan que
un mayor numero de embriones en la semilla aumenta la competitividad y por tanto

la posibilidad de que el embrion de origen sexual se degenere.

La RLA de la semillas tuvo un comportamiento similar al de frutos en ambos
cultivares, siendo mayor en Manila. De manera similar que en peso del fruto, el peso

de la semilla tuvo mayor variacion que el largo y el ancho.

3.3.3. Peso de embriones y peso de embrién de mayor tamafio

El peso del conjunto de embriones de Ataulfo varié en funcion de lugar de colecta.
Los materiales de Chiapas y Nayarit tuvieron embriones con peso promedio de 8y 9
g., respectivamente; mientras que los de Nayarit fueron los de mayor fluctuacion
entre 6.8 y 12.5 g. En Manila no hubo diferencia en cuanto al lugar de procedencia,
tanto los de Guerrero como de Nayarit fluctuaron de 8.7 a 11.3 g.

El peso de los embriones fue muy variable como lo indican los altos coeficientes de

variacion en ambos cultivares. La mayor variacion se encontro en el cv. Ataulfo
proveniente de Chiapas (41.39 - 49.8 %).
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De manera similar a peso de los embriones por semilla, se observo que el peso del
embridon de mayor tamafio fue muy variable, siendo la caracteristica que presento los

mayores CV.

El peso del embrion de mayor tamafio en el cultivar Ataulfo fluctu6é de 5.52 a 8.59 g
en promedio, siendo los de Tecpan, Gro. los de mayor peso. Mientras que en Manila,
fluctud entre 5.12 y 7.24 g y los materiales de Cuajinicuilapa, Gro., fueron los més
grandes.

A pesar que en todos los materiales hubo alta variabilidad en el tamafio de embrion
mas grande, los de Ataulfo, de la Huerta Jaqueline, Tonal4, Chiapas, fueron los de
mayor fluctuacién, asi como de los cvs. Manila de Cuajuinicuilapa, Gro., con CV de

58.74 y 51.98 %, respectivamente.

Cabe sefalar que con anterioridad solo se ha encontrado un trabajo donde evaltan
los embriones por separado a pesar de su importancia que principalmente radica en
su capacidad germinativa. Andrade-Rodriguez et al. (2005) menciona que el tamafo
del embrion es una caracteristica importante ya que los mas pequefios carecen de
suficientes reservas o se deshidratan por lo que son los menos viables. Por otra
parte se cree que los embriones mas grandes son los que dan origen a plantas
idénticas a la planta madre y al germinar las semillas completas, se asume que el
embrion de mayor tamafio es el que emerge (Cordeiro et al., 2006) y por tanto se

obtendran plantas idénticas a la progenitora femenina.

Martinez-Ochoa et al. (2012), evaluaron peso y tamafio de embriones de mango
encontrando que aquellos que se etiquetaron como 3 y 4, segun su acomodo en la
semilla, pesaron mas y fueron mas largos, mientras que los embriones 1y 2 fueron
los mas pequefios. A la vez reportan que solo el peso, la longitud y el tamafio del
embrién 3 fue afectado significativamente por el nimero de embriones en la semilla,
diferente a lo que sucede en citricos, donde a mayor nimero de embriones por

semilla menor tamafio de todos los embriones (Andrade-Rodriguez et al., 2004).
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De acuerdo a las correlaciones realizadas para estimar variables de poliembrionia,
se observo que la correlacién del peso de fruto es significativa con peso de los
embriones, peso de embrion de mayor tamafio y nimero de embriones en algunos
materiales solamente, lo cual demuestra la variabilidad entre los materiales, por lo
gue no se pude definir como una variable asociada al tamafio de embriones. Sin
embargo, el peso de la semilla presenta correlaciones significativas, tanto en 2013
como 2014 con las variables peso de embriones y peso de embribn de mayor
tamafo, en todos los materiales evaluados, solo para numero de embriones no hubo
significancia (Cuadro 7). Lo anterior difiere con lo reportado por Martinez-Ochoa et
al. (2012), quienes encontraron correlacion positiva entre el peso de la semilla con el
namero de los embriones por semilla; quienes reportaron que en el cv. Manila
cuando el peso de la semilla era entre 13 y 18 g tenian mayor nimero de embriones,
y en el cv. Ataulfo cuando pesaban mas de 19 g. Cabe indicar que Andrade -
Rodriguez et al. (2004), al correlacionar caracteristicas en frutos de citricos (peso,
diametro ecuatorial, y nUmero de carpelos) con el nimero de embriones y la longitud
de estos, no encontraron correlacion significativa, por lo que este aspecto se tiene

gue estudiar en todas las especies.

35



Cuadro 4. Valores promedio por huerto, minimos, maximos, varianza, desviacion estandar y coeficiente de variacion para fruto,
semilla y embriones de mango cv. Ataulfo de Chipas, Guerrero y Nayarit.

FRUTO SEMILLA EMBRIONES
Clave Estadisticos de dispersion Peso Largo Ancho Peso Largo Ancho Peso Peso embrion Numero
(PF) (LF) (AF) (PS) (LS) (AS) (PE) mayor (PEM) (NE)
g cm cm g cm cm g g
AChl Media 247 10.6 6.8 17.6 8.4 3.5 8.1 6.8 2.3
Chipas1 Min 173 8.9 6.0 7.8 7 3 1.3 1.0 1
Max 338 12.4 7.9 28.1 10.6 4 185 154 5
Varianza 1117.2 0.47 0.13 14.2 0.5 0.09 11.4 104 0.7
Desviacion estandar 334 0.69 0.36 3.7 0.7 0.29 3.3 3.2 0.8
Coeficiente de Variacién 13.5 6.4 5.2 21.4 8.9 8.2 41.3 47.4 36.4
ACh2 Media 263 11.1 6.9 18.6 9.1 3.7 8.8 6.5 2.8
Chiapas 2 Min 146 9.6 5.9 7.3 8 3.2 14 0.7 1
Max 405 13.1 7.9 29.7 11 4.7 18.7 18.0 5
Varianza 2743.6 0.66 0.16 23.2 0.5 0.1 16 14.8 0.9
Desviacion estandar 52.3 0.81 0.40 4.8 0.7 0.3 4 3.8 0.9
Coeficiente de Variacion 19.8 7.3 5.6 25.8 7.9 8.4 455 58.7 334
AG1 Media 257 11.2 6.9 13.3 9.1 35 6.8 55 2.3
Gro.1 Min 155 9.9 5.8 7.3 8.1 3.1 2.3 1.2 1
Max 445 12.9 8.1 28.8 10.8 4.1 18.8 16.9 4
Varianza 3726 0.4 0.25 17.5 0.4 0.05 115 9.3 0.6
Desviacion estandar 61 0.6 0.50 4.1 0.6 0.2 3.4 3.1 0.79
Coeficiente de Variacion 23.7 6.1 7.13 31.3 6.8 6.3 49.8 57.3 34.2
AG2 Media 280 11.3 6.8 16.2 8.4 3.8 125 8.5 3.4
Gro.2 Min 210 10.1 6.1 5.4 1 3 6.8 4.1 2
Max 392 13 7.5 33.3 11.4 4.7 20.9 18.1 8
Varianza 1668.6 0.3 0.11 44.9 1.6 0.12 10.8 11.2 1.3
Desviacion estandar 40.8 0.6 0.33 6.7 1.2 0.3 3.2 3.3 1.1
Coeficiente de Variacién 14.5 54 4.82 41.1 15.1 8.8 26.2 39.0 33.7
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AN1
Nay. 1

AN2
Nay. 2

Media

Min

Max

Varianza

Desviacion estandar
Coeficiente de Variacién
Media

Min

Max

Varianza

Desviacion estandar
Coeficiente de Variacion

235
165
467
2868
53.5
22.7
283
199
386
1820
42.6
15

11.
9.3
13.5
0.85
0.92
8.3
111
9.8
12.8
0.54
0.73
6.60

6.8
5.5
9.1
0.41
0.64
9.3
7.5
6.4
9.5
0.21
0.46
6.07

14.86
8.19
20.91
7.20
2.68
18
18.53
7.38
31.05
20.27
4.50
24.29

9.22
7.8
11
0.69
0.83
8.9
9.10
7.7
10.6
0.49
0.70
7.70

3.37
2.9
4.1

0.07

0.27
8.1

3.65
3.2
8.7

0.49

0.70

19.13

9.2
3.2
14.4
5.9
2.4
26.4
9.5
0.8
21.9
15.9
4.0
41.7

6.7
2.7
12.6
6.5
2.5
37.8
7.0
0.6
18.2
11.6
3.4
48.2

3.09

1.08
1.04
33.7
2.89

0.9
0.9
33.4

n=20 frutos por arbol
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Cuadro 5. Valores promedio por huerto, minimos, méaximos, varianza desviacion estandar y coeficiente de variacion para fruto,
semilla y embriones de mango cv. Manila de Guerrero y Nayarit.

FRUTO SEMILLA EMBRIONES
Clave Estadisticos de dispersion Peso Largo Ancho Peso Largo Ancho Peso Peso embrion Numero
(PF) (LF) (AF) (PS) (LS) (AS) (PE) mayor(PEM) (NE)
g cm cm g cm cm g g
MG1 Media 250.6 11.8 6.9 14.9 9.5 3.5 8.9 7.2 1.6
Gro.1 Min 173.4 9.6 6.0 8.0 7.5 3.1 3.2 3 1
Max 402.7 14.3 9.6 28 11 5.1 18.1 18 5
Varianza 2145.2 0.7 0.4 18.7 0.6 0.1 13.6 13.1 0.9
Desviacion estandar 46.3 0.8 0.6 4.3 0.8 0.3 3.6 3.7 1
Coeficiente de Variacién 18.4 7.3 9.6 28.9 8.4 8.9 41.2 51.9 63
MG2 Media 229.9 12.0 6.7 18 95 3.7 10.1 6.8 2.1
Gro.2 Min 25.9 10.6 6.2 10.7 8.2 33 4.8 35 1
Max 416.2 14.4 7.6 27.2 11 4.3 18.4 14.7 5
Varianza 3022 0.6 0.02 18.2 0.8 0.1 10.1 8.8 1
Desviacion estandar 55 0.7 0.2 4.2 0.9 0.3 3.1 2.9 1
Coeficiente de Variacién 23.9 6.5 4.3 23.7 9.8 9.8 31.2 43.4 46.5
MN1 Media 230.1 11.5 6.3 15 9.5 3.3 8.6 5.1 2.8
Nay.l1 Min 158.6 9.5 55 8.4 8.2 3.1 4.6 2.6 2
Max 344.1 14.1 9.4 29.5 11.7 4.1 14.7 10.6 5
Varianza 2021.1 0.9 0.4 10.9 0.6 0.05 5.3 34 0.5
Desviacion estandar 45 0.9 0.6 3.3 0.7 0.2 2.5 1.8 0.7
Coeficiente de Variacién 19.5 8.3 10.8 22 8.2 6.7 29.9 36.3 26.6
MN2 Media 264.5 12.2 6.4 17.4 10.2 35 11.3 6.2 2.7
Nay.2 Min 209.3 10.6 5.8 12.9 8.5 3 7.5 2.8 1
Max 379.9 13.8 7.3 22.3 11.9 4.1 15.2 11.6 6
Varianza 11185 0.5 0.1 5.7 0.5 0.04 3.9 5 1
Desviacion estandar 334 0.7 0.3 2.4 0.7 0.2 2.4 2.2 1
Coeficiente de Variacién 12.6 5.8 5. 13.7 7.2 5.6 21.9 35.6 37.7

n= 20 frutos por arbol
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Cuadro 6. Relacion largo/ancho de frutos y semillas de mango cvs. Manila y Ataulfo de Chiapas,
Guerrero y Nayarit.

_ RLA

Estado Cultivar Clave Fruto Semilla
Chiapas AChl 1.6 2.4
ACh2 1.6 2.4
Guerrero AG1 1.6 2.6
Ataulfo 55 1.6 2.2
Nayarit AN1 1.6 2.7
AN2 1.5 2.5
Guerrero MG1 1.7 2.7
_ MG2 1.8 2.9
Nayarit Manila MN1 1.8 2.8
MN2 1.9 2.9

Cuadro 7. Correlacion entre peso de fruto (PF), peso de semilla (PS), peso de embriones (PE),
peso del embrién de mayor tamafio (PEM) y nimero de embriones (NE) en los cvs. Manila 'y
Ataulfo de Chiapas Guerrero y Nayarit. 2013 y 2014..

Estado Cultivar Clave Afo Correlaciones
PS-PE PS-PEM PS-NE
Chiapas ACH1 2013 - - -
2014 0.95* 0.83** -0.19"
ACH2 2013 - - -
2014 0.92** 0.77** 0.21"
Guerrero o AG1 2013 0.91* 0.78** 0.09"
= 2014 0.94* 0.91** 0.36**
2(*9 AG2 2013 0.72**  0.65* 0.37"s
2014 0.48** 0.42** 0.13"
Nayarit AN1 2013 0.95* 0.90** -0.09"s
2014 0.91* 0.75** 0.04"
AN2 2013 0.82** 0.37** 0.36**
2014 0.96** 0.85** 0.42**
Guerrero MG1 2013 0.78* 0.54** 0.12"
2014 0.96* 0.83** -0.12"
< MG2 2013 0.90** 0.66** -0.04"s
= 2014 0.85* 0.71** 0.01"
Nayarit ‘25 MN1 2013 0.95* 0.52** 0.23™
2014 0.78* 0.50** 0.13"
MN2 2013 0.90** 0.62** -0.13"s
2014 0.83* 0.39** -0.06"s

n= 20 frutos por arbol; " No significativo, *Significativo (P<0.05), **Significativo(P<0.01)
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3.3.4. Forma, arreglo, y facilidad de separacion de embriones

La forma y arreglo de los embriones, fue muy variable entre cultivares y dentro de
ellos. Sin embargo; en Ataulfo el embrion de mayor tamafio estuvo ubicado de la
base hacia la mitad del otro extremo y ahi podiamos encontrar la radicula en
conjunto con las radiculas de los demas embriones (Figura 9), aunque como se
menciono existieron diferentes formas de acomodo. En Manila, no existié un patrén

predominante, fueron multiples formas de acomodo y forma de embriones.

L

Figura 9. a) Embrién de mayor tamafio cv. Ataulfo b) se aprecia la radicula de embrion de
mayor tamafio y radiculas de los embriones.

También, la facilidad de separacion de los embriones fue distinta entre cultivares. El
cv. Manila presenta embriones fuertemente unidos, los cuales deben ser separados
de forma lenta y cuidadosa para no romper los cotiledones ya que son mas rigidos y
estan fuertemente unidos. Mientras que en Ataulfo son mas flexibles y se despegan
un poco mas facil, ademas de tener la ventaja de identificarse claramente la radicula

por el color y reconocer los cotiledones de cada uno.

Algo similar reportan Martinez-Ochoa et al. (2012) quienes mencionan que a
diferencia de los embriones de semillas maduras de citricos, que son de muy facil
separacion, en mango no pueden ser separados sin causar lesiones. Lo cual
también evidencia que puede ser distinto proceso de formacion de embriones para
citricos y mango. Por otra parte con los resultados observados podemos
complementar que también existen diferencias para la facilidad de separacion de los

embriones entre cultivares de mango.
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3.3.5. Color de radicula

Otra caracteristica que se observo durante la evaluacion de embriones fue el color
de la radicula. En el cv. Manila fue color crema, del mismo tono que los cotiledones;
mientras que en el cv. Ataulfo era color de rosado a rojo (Figura 10), lo que permitia
facilmente identificar los embriones para su separacion. Esto es interesante ya que
no habia sido documentado, y con fines de descripcion de embriones es una

caracteristica sobresaliente y distintiva para ambos cultivares.

Figura 10. Color de radicula de embriones de mango cvs. a) Manila y b) Ataulfo

3.3.6. Porcentaje de poliembrionia

Ataulfo presentdé mayor porcentaje de semillas poliembridnicas en los dos afios de
evaluacion. Existen fluctuaciones entre afios, tal es el caso de los materiales de
Tecpan, Guerrero que durante 2013 presentaron 80 % de semillas poliembridnicas y
en 2014 el 100 % (Cuadro 8), caso contrario a lo que sucedio en los frutos de Ataulfo
de Atonalisco, Nayarit, que durante 2013, presentaron 98.3 % y en 2014, 96.6 %.
Cabe indicar que los cultivares de mango presentaron diferentes porcentajes de

poliembrionia, en distintas localidades.

En el cv. Manila, los porcentajes de semillas poliembriénicas fueron menores en
ambos afios, en comparacion con Ataulfo. En los frutos del cv. Manila de
Cuajuinicuilapa, Guerrero, los porcentajes de semillas poliembriénicas disminuyeron
de 80 % en 2013 a 63.3 % en 2014. Mientras que en los huertos MG2, MN1 y MN2 el
porcentaje de semillas poliembridénicas aument6 del 2013 al 2014 (Cuadro 8). Las
diferencias observadas entre afios y localidades demuestra que la poliembrionia es
afectada por el ambiente, tal como ha sido observado por Martinez-Ochoa et al.
(2012) quienes reportaron 97 % de poliembrionia en el cv. Manila, y 95 % en
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Ataulfo, lo que puede deberse a que fueron materiales de otra localidad (Ixcuincla,
Nayarit). También se observo que entre localidades existieron diferencias (Cuadro 8).
Para citricos cuando la poliembrionia es mayor a 80 % la posibilidad de encontrar
plantas de origen nucelar es mayor (Soares Filho et al., 2000, 2003; Santos et al.,
2010), lo cual tiene relacion con el hecho de que el embrion cigético es de menor
tamafio o puede degenerarse en el transcurso del proceso de su formacion,

quedando solo embriones nucelares idénticos a la planta madre.

Cuadro 8. Porcentaje de poliembrionia de mango cvs. Manila y Ataulfo de Chiapas,
Guerrero y Nayarit, durante 2013 y 2014.

Poliembrionia (%)

Estado  Cultivar Clave Afo
Huerto 2013 2014
Chiapas AChl - 93.3
o ACh2 - 96.6
Guerrero "c—_:,5 AG1 93.3 93.3
i AG2 80.0 100
. < AN1 983 100

Nayarit

AN2 98.3 96.6
MG1 80.0 63.3
MG2 68.3 85.0
MN1 86.7 100
MN2 71.6 98.3

Guerrero

Manila

Nayarit

3.3.7. Niamero de embriones

El nimero de embriones por semilla, fue variable con relacion al cultivar,la localidad
y afio de evaluacién. Tanto el cv. Ataulfo como Manila de Nayarit presentaron mayor
namero de embriones por semilla (ocho y siete, respectivamente) durante 2013
(Figura 11). Algo similar se reporta en semillas del cv. Rosinha con siete embriones

por semilla (Cordeiro et al., 2006).
En el afio 2013 y 2014 también se observaron diferencias en el nimero de

embriones. A pesar que se encontraron semillas con hasta ocho embriones en

ambos afios, en 2014 el niumero maximo de embriones fue cinco (Figura 11y 12).
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Sin embargo, durante los dos afios evaluados en todos los materiales la mayoria de

semillas presentaron en promedio tres embriones (36.67 a 43.33 % y 37.82 a 48.74

%, afio 2013 y 2014, respectivamente). Esto es similar a lo encontrado por Martinez-

Ochoa et al. (2012) en los mismos cultivares con promedios de 3.4 embriones en

Manila y 3.2 en Ataulfo. Sin embargo, contrario a lo que se observo en este trabajo

ellos reportan hasta siete embriones en el cv. Manila y en Ataulfo cinco. Cabe

mencionar que el cv. Manila present6 los mayores porcentajes de semillas

monoembriénicas en ambos afos.
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Numero de embriones

® Ataulfo Gro. ® Ataulfo Nay. Manila Gro. = Manila Nay.

Figura 11. Frecuencia absoluta en el nimero de embriones por semilla de los cvs. Manila 'y
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3.4. CONCLUSIONES
1. El porcentaje de poliembrionia en semillas varia en funcion del cultivar,
localidad y afio de evaluacion.
2. El peso de semilla puede ser utilizado para inferir el tamafio de los embriones,
y el tamafio del embribn mas grande.
3. El color de la radicula permite diferenciar al cv. Ataulfo (rosado a rojo) del cv
Manila (color crema).

4. El nimero de embriones vari6 entre cultivares y ciclos de evaluacion.
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CAPITULO IV. IDEN:I'IFICACION DEL ORIGEN GENETICO DE EMBRIONES DE
MAYOR TAMANO DE MANGO CVS MANILA' Y ATAULFO MEDIANTE
MARCADORES SSR’s

RESUMEN

Mango (Mangifera indica L.) presenta poliembrionia al igual que citricos y el modelo
utilizado para explicarla se gener6 en Citrus, donde se determind que el embrién de
mayor tamafo es de origen asexual por lo cual el objetivo del presente trabajo fue
determinar si el embriébn de mayor tamafio en los cvs Manila y Ataulfo de mango son
de origen nucelar, mediante el uso de marcadores microsatélites (SSRs). Durante
2013 y 2014 se colectaron frutos de Chiapas, Guerrero y Nayarit. Se separaron los
embriones de mayor tamafio de 10 semillas por arbol de cada huerto estableciendo
un total 30 embriones por lacalidad y 60 por estado para cada cultivar. De las plantas
obtenidas se colectaron hojas jovenes para extraccion de ADN. Los SSRs fueron
desarrollados a partir de 35 iniciadores especificos para mango de los cuales sélo
ampificaron 16. Se logré definir marcadores SSRs que mostraron polimorfismos
especificos en cv Ataulfo (MIAC-5, MIAC-4, mMICIR003), cv Manila (MiSHRS-1+)
para ambos cultivares (LMMA1, LMMA9, y mMICIR030). Se utilizaron de tres
parametros para definir el origen genético de las plantas otenidas del embrién de
mayor tamafio. Primero cuando al menos tres iniciadores mostraron polimorfismos
para la misma planta se considero diferente de la progenitora femenina, segundo
indice de similaridad genética (ISG) y tercero indice de parentesco (W) ambos con
95% de similitud. Con el primero y el segundo parametro se determind que al menos
10% de las plantas originadas del embrion de mayor tamafio en los cvs Manila y
Ataulfo son diferentes a la planta madre mientras que el indice de parentesco (W) no
las detectd. El porcentaje de semillas monoembridnicas fue 20 % en el cv Manila y
10% en el cv Ataulfo, porcentajes que en campo incrementan el nimero de plantas
diferentes a la madre debido a que no siembran embriones separados.

Palabras clave: Mangifera indica L., poliembrionia, marcadores moleculares,
contenido de informacién de polimorfismo (PIC), indice se similitud genética (ISG),
probabilidad de parentesco (W).
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IDENTIFICATION OF THE GENETIC ORIGIN OF MANGO LARGEST EMBRYO
CVS. MANILA AND ATAULFO USING SSR MARKERS

ABSTRACT
Mango (Mangifera indica L.) presents polyembryony as well as citrus and the model

used to explain it was generated in Citrus, where it was determined that the largest
embryo is of asexual origin, so the objective of the present study was to determine if
the embryo larger in mango Manila and Ataulfo are of nucelar origin, by using
microsatellite markers (SSRs). During 2013 and 2014 fruits were collected from
Chiapas, Guerrero and Nayarit. The largest embryos were separated from 10 seeds
per tree of each orchard, establishing a total of 30 embryos per location and 60 per
state for each cultivar. From the plants obtained young leaves were collected for DNA
extraction. The SSRs were developed from 35 specific mango primers from which
only amplified 16. SSRs that showed specific polymorphisms in Ataulfo (MIAC-5,
MIAC-4, mMICIR003), cv Manila (MiSHRS-1+) for both cultivars (LMMA1, LMMAY9,
and mMICIR030). Three parameters were used to define the genetic origin of otenid
plants of the larger embryo. First, when at least three primers showed polymorphisms
for the same plant, it was considered different from the female parent, second genetic
similarity index (ISG) and third relationships index (W), both with 95% similarity. With
the first and second parameters, it was determined that at least 10% of the plants
originated from the larger embryo in the cvs Manila and Ataulfo are different from the
mother plant whereas the relationships index (W) did not detect them. The
percentage of monoembryonic seeds was 20% in Manila and 10% in Ataulfo,
percentages that in the field increase the number of different plants to the mother

because they do not sow separate embryos.

Key words: Mangifera indica L., polyembryony, molecular markers, polymorphic

information content (PIC), genetic similarity index (ISG), probability of relationship (W)
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4.1 INTRODUCCION

En las plantas con flor, se lleva a cabo de manera natural la reproduccién sexual
donde el desarrollo del gameto femenino ocurre en dos pasos: la megasporogenesis,
donde a partir de la célula arquesporial diploide (2n) se realiza la meiosis, que tiene
como resultado la formacion de la célula madre de la megaspora o también conocida
como célula huevo haploide, es decir con n cromosomas. Después la
megagametogénesis que da origen al saco embrionario (con dos sinérgidas y la
ovocélula, dos nucleos polares y tres antipodas), donde se lleva a cabo la doble
fecundacion dando origen al embrion diploide y al endospermo triploide. Sin embargo
existen otras formas de reproduccién por semilla (Batygina y Vinogradova, 2007,
Quero-Carrillo et al., 2010).

Apomixis es una forma de reproduccién asexual a traves de semillas, que significa
apo=sin y mixis=mezcla (Quero-Carrillo et al., 2010). La apomixis se ha observado
en 300 especies de plantas de 35 familias siendo las mas comunes: gramineas,
rosdceas y rutdceas. En cultivos agricolas se presentan en citricos, manzana y
mango (Koltunow, 1993; Aron et al., 1998).

La apomixis puede llevarse a cabo por varios mecanismos que tienen en comun tres
componentes: 1) falta de meiosos durante la formacién del saco embrionario, lo cual
es llamado apomeiosis, 2) el desarrollo de un embrién independiente de la
fertilizacion, conocida como partenogénesis y 3) la formacion de endospermos
viables a traves de medios independientes a la fertilizacion o después de la
fertilizacion con una célula espermética (Hand y Koltunow, 2014).

Los mecanismos de apomixis se clasifican en gametofiticos y esporofiticos,
dependiendo donde se origine el embridn. Si el embridon se desarrolla a través de un
saco embrionario es gametofitico y si se desarrolla a partir de células somaticas

diploides dentro del 6évulo es esporofitico (Hand y Koltunow, 2014).
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Arboles frutales como el mango tienen genotipos poliembrionicos, de los cuales uno
es sexual y el resto son de origen nucelar. Estas plantas son clones de la planta

madre y se utilizan como portainjerto (Aron et al., 1998; Cordeiro et al., 2006).

La apomixis es importante como estrategia en la clonacién de plantas, su resultado
son plantas idénticas a la progenitora femenina (Quero-Carrillo et al., 2010). La
poliembrionia es un tipo de apomixis facultativa, donde una semilla desarrolla de
manera simultanea embriones de origen nucelar y solo un embrion sexual (Kishore et
al., 2012).

En citricos se han realizado numerosos estudios de poliembrionia, utilizando
metodologias como: analisis por cromatografia de gases, patrones de isoenzimas
etc.; sin embargo, los resultados pueden ser afectados por el ambiente, optando
ahora por herramientas moleculares mediante el uso de ADN nuclear (Bastianel et
al., 1998; Cordeiro et al., 2006; Rao et al., 2008; Kishore et al., 2012).

Andrade-Rodriguez et al. (2004) evaluaron poliembrionia en Citrus volkameriana de
tres aflos de produccion, mediante el uso de marcadores moleculares RAPDs, con la
finalidad de identificar plantulas cigéticas y nucelares. En mejoramiento genético se
han utilizado marcadores RAPDs, EST-SSR, y SSRs para identificar individuos
cigéticos productos de la F1 en cruzas de mandarinas de Montenegro (Citrus
deliciosa Tenore) con King (C. nobilis Loureiro.); mandarina (Citrus reticulata Blanco)
con pomelo (C. maxima Merr.) asi como mandarinas Robinson y Fremont, utilizados
como progenitores femeninos y las variedades Midknight Valencia, Rhode Red
Valencia, Valencia Late y Rio Red como progenitores masculinos, (Bastianel et
al.,1998; Rao et al., 2008; Yildiz et al., 2013).

En mango para estudios de poliembrionia se ha intentado usar marcadores
morfologicos, siendo poco confiables porque pueden ser afectados por condiciones
ambientales (Khan et al., 2015), también se han utilizado isoenzimas; pero estas

pueden ser afectadas por la etapa de desarrollo y el tejido utilizado para la extraccion
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de ADN (Degani et al., 1992; Aron et al., 1998). Asi mismo, se ha hecho uso de
marcadores RAPD y SSR en la identificacion del origen genético en embriones de
mangos principalmente de los cvs. Manila, Ataulfo y Roshinia (Viruel et al., 2005;
Cordeiro et al., 2006; Martinez - Ochoa et al., 2012).

Los marcadores de ADN se agrupan en los que no utilizan la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) por ejemplo los Polimorfismos de la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) que se sustentan en el corte con enzimas de restriccion y la
visualizacion de los fragmentos generados y los basados en PCR donde se sitian
los que utilizan iniciadores arbitrarios o semi-arbitrarios (RAPD) y aquellos que tienen
iniciadores para sitios especificos. En estos dltimos se encuentran los Microsatélites
0 simples secuencias especificas (SSR) (Azofeifa, 2006).

Los microsatélites son secuencias de ADN que consisten en unidades de mono-di-tri,
tetra 0 penta nucledétidos que se organizan en tdndem y localizan en la mayoria de
las especies eucariotas (Powell et al., 1996), se distribuyen tanto en regiones
codificantes como no codificantes y son altamente polimérficos por lo que son
eficientes para determinar diferencias entre especies o variedades muy relacionadas
(Valadez y Kahl, 2000).

Los SSR tienen ventajas, en comparacion a otros marcadores de ADN, por ser
especificos, altamente reproducibles, de naturaleza multi-alélica, herencia co-
dominante, abundantes y de amplia cobertura en el genoma (Duval et al., 2005;
Varshney et al., 2005), por lo que son adecuados para estudios de diversidad o bien

relaciones intraespecificas (Duval et al., 2005).

La tecnologia de SSR suele ser relativamente facil y barata si es una especie
conocida, con ayuda de algunos programas computacionales se descarga
informacion del GenBank para realizar el disefio de cebadores especificos del locus
que flanquean (bordes de los microsatélites) (Powell et al., 1996; Varshney et al.,
2005).
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En mango se han disefiado microsatelites especificos usados en la evaluacion de
diversidad genética, donde incluyeron cultivares de diferente origen geografico y tipo
de semilla (poliembrionicos y monoembriénicos) (Duval et al., 2005; Hosho et al.,
2005; Schnell et al., 2005; Viruel et al., 2005).

El objetivo del presente trabajo fue determinar si las plantas obtenidas del embrion
de mayor tamafio en mango, cvs. Manila y Ataulfo, es de origen nucelar, mediante el

uso de marcadores microsatelites (SSRs).

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Material Vegetal

Durante 2013 y 2014 se recolectaron mangos de los cvs. Ataulfo y Manila en tres
zonas productoras: Chiapas (so6lo cv. Ataulfo cosecha 2014) Guerrero y Nayarit
(Cuadro 9). Dichas zonas fueron elegidas para tener como referencia la zona sur,
centro y norte de la produccion de mango en México. La recolecta se hizo de
acuerdo a la epoca de produccion; primero en Chiapas (Febrero-Marzo) seguido de

Guerrero (Mayo) y finalmente Nayarit (Junio).

Cuadro 9. Relacién de cultivares poliembriénicos evaluados, Ataulfo y Manila, afio de
colecta, clave, localizacion y ubicacion geogréfica

Colecta Clave Cultivar . Ubicacion
5013 2014 Huerta Localidad Estado geogréfica
v Al1Chl 1Ataulfo “La Libertad” Tonala, Chiapas LN 16°08°14.6™
LW 93052722
v A2Ch1l 2Ataulfo “La Libertad” Tonala, Chiapas LN 16°08°16.2""
LW 93052724.2”
v A3Chl 3Ataulfo “La Libertad” Tonala, Chiapas LN 16°08°8.2”"
LW 93°52°56.2"
v A1Ch2 4Ataulfo Huerta Jaqueline Tonala, Chiapas LN 16°02°35.9”
LW 93°46°56.1"
v A2Ch2 5Ataulfo Huerta Jaqueline Tonala, Chiapas LN 16°02°26.9”
LW 93°46°55.1”
v A3Ch2 6Ataulfo Huerta Jaqueline Tonalda, Chiapas LN 16°02°33.9”
LW 93°46°52.3”
v v Al1G 13Ataulfo “La Balsa” Cuajuinicuilapa, Guerrero LN 16°27°35.7"
LW 98°34'51.9”
v v A2G 14Ataulfo “La Balsa” Cuajuinicuilapa, Guerrero LN 16°27°35.7”

LW 98°34'55.1
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v v A3G 15Ataulfo “La Balsa” Cuajuinicuilapa, Guerrero LN 16°27°36.9”
LW 98°34'55.1”"
v v AlG 7Ataulfo Tecpan, Guerrero LN 17°16712.4”
LW 100° 33724
v v A2G 8Ataulfo Tecpan, Guerrero LN 17°16°36.1"
LW 100° 33712’
v v A3G 9Ataulfo Tecpan, Guerrero LN 17°16°25.1”
LW 100° 33'56™
v v A1N 19Ataulfo Huerta 5 de Mayo Tepic, Nayarit LN 21°41°11.9”
LW105°05°3.84”
v v A2N 20Ataulfo Huerta 5 de Mayo Tepic, Nayarit LN 21°41711.2”
LW105°05"2.51""
v v A3N 21Ataulfo Huerta 5 de Mayo Tepic, Nayarit LN 21°40°50.1”
LW105°05'5.87""
v v A1N 22Ataulfo Atonalisco Tepic, Nayarit LN 21°39°40.1”
LW104°50°28.8""
v v A2N 23Ataulfo Atonalisco Tepic, Nayarit LN 21°39°38.7”
LW104°50729.6”
v v A3N 24Ataulfo Atonalisco Tepic, Nayarit LN 21°39739.5”
LW104°5027.5”
v v M1G 16Manila “La Balsa” Cuajuinicuilapan, Guerrero LN 16°27°35.3”
LW 98°34'56.7"
v v M2G 17Manila “La Balsa” Cuajuinicuilapan, Guerrero LN 16°27°34.8”
LW 98°34'55.1”"
v v M3G 18Manila “La Balsa” Cuajuinicuilapan, Guerrero LN 16°27°34.1”
LW 98°34'52.7""
v v M1G 10Manila Tecpan, Guerrero LN 17°18°43.2”
LW 100° 3443
v v M2G 11Manila Tecpan, Guerrero LN 17°18°34.1”
LW 100° 34'56°
v v M3G 12Manila Tecpan, Guerrero LN 17°18°27.8”
LW 100° 34'51"
v v M1N 25Manila “La Libertad” Tepic, Nayarit LN 21°30°34.2”
LW104°56°16.7"
v v M2N 26Manila “La Libertad” Tepic, Nayarit LN 21°30°33.9”
LW104°56°15.1”"
v v M3N 27Manila “La Libertad” Tepic, Nayarit LN 21°30°35.1"
LW104°56°16.9”
v v M1N 28Manila “Las Palmas” Tepic, Nayarit LN 21°30728”
LW 104°52°2.78"
v v M2N 29Manila “Las Palmas” Tepic, Nayarit LN 21°30729.6”
LW 104°52°4.7”
v v M3N 30Manila “Las Palmas” Tepic, Nayarit LN 21°30729.1”

LW 104°52°2.6”

4.2.2. Diseccidon de semillas para evaluacion de poliembrionia

Con el proposito de corroborar si las plantas del embribn mas grande es nucelar,
como se menciona para citricos, (Passos et al., 2006 ). Se separaron los embriones
de mayor tamafio de 10 semillas por arbol de cada huerto estableciendo un total 30

embriones por lacalidad y 60 por estado para cada cultivar.
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Una vez extraidas las semillas se dejaron secar durante 24 h, despues se abrieron
con tijera para podar, haciendo un corte cuidadoso en la orilla de la base para
eliminar el endocarpo y la cubierta “papiracea” color crema. Posteriormente se
dejaron “orear” por 24 h mas para poder retirar con facilidad la cubierta seminal con
un bisturi, teniendo cuidado de no dafar los embriones cuando la cubierta estaba
muy adherida. Despues se procedi6 a separar los embriones de forma manual
identificando previamente la zona de radicula para no dafiarla durante la
manipulacion. En el caso de Ataulfo se distingui6 facilmente por presentar tonalidad

de rosa a rojo.

4.2.3. Colecta de material vegetal para extracciéon de acidos nucleicos

Con la finalidad de obtener material vegetativo de las plantas del embrion de mayor
tamano, se trasladaron al “Vivero Cazones” localizado en Cazones, Veracruz, México
(LN 20°42’; LW 97°18’; altitud 23 m), se sembraron en sustrato compuesto por
vermiculita, tepojal y lombricomposta (1:1:1 v/v/v). Cada planta fue identificada, para
seguimiento de la procedencia, tanto de las plantas madre como de su progenie (10
plantas hijas por genotipo). Para la extraccion de ADN se recolectaron hojas jovenes
(color rojizo-violaceo) de las plantas hijas, colocandolas en bolsas de glassine con
perforaciones y transportadas en frio al laboratorio de Biotecnologia de &arboles
frutales, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados, Montecillo, Texcoco, Edo de
Méx. Las hojas se congelaron a -80 °C, para después liofilizarlas por un periodo de
24 a 48 h (Liofilizador LABCONCO, Freezone®), finalmente se molieron, en triturador
Tissuelyzer (Retcsh MM400, Alemania) a 35 hertz por 3 min y se almacenaron a -
20°C.

4.2.4. Extraccion de ADN nuclear

Para la extraccion de ADN se usaron como referencia los métodos de Saghai-Maroof
et al. (1984) para especies con alto contenido de metabolitos secundarios y Doyle y
Doyle (1987) basado en el uso de CTAB.
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El protocolo consistiéo en pesar 15 mg de tejido liofilizado en tubos de 1.6 mL, tipo
eppendorf, se agregaron 600uL de buffer salino (1M Tris-HCL, 0.5 EDTA pH 8, 2M
NaCl y albumina sérica 0.05%), se agité en vortex, y dejo reposar durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Después se centrifug6é a 5000 crf por 4 minutos se decanto
el sobrenadante, enseguida se agregaron 600 pL de buffer CETAB 2 % y 3 uL de -
mercaptoethanol agitando en vortex hasta homogeneizar completamente, se incubo
a 55° C durante 1 h. Se agregaron 400 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) se
di6 vortex, se centrifugd a 12000 crf por 10 minutos. La fase acuosa se transfirié a un
tubo nuevo y se agrego 600 pL de isopropanol (frio), se homogeneizo por inversion y
dej6é reposar durante 20 minutos a -20 °C. Posteriormente se centrifugé a 5000 crf
por 4 minutos y se desecho el sobrenadante. A la pastilla formada se le agreg6 600
uL de etanol al 75 % (frio), se centrifugd a 5000 crf por 4 minutos. Se decanto el
sobrenadante y se dejé el tubo a temperatura ambiente hasta que se evaporo el
etanol en su totalidad. Finalmente se resuspendi6é la pastilla en 100 pL de agua
destilada estéril y se agreg6 5 uL de RNAsa (10 mM/mL) se dejo incubar a 35 °C por
30 minutos y después a 65 °C por 5 minutos para inactivar la RNAsa.

Para observar la integridad del ADN se corrié un gel de agarosa al 1 % (p/v) a 100 V
durante 90 minutos, se tifi6 con bromuro de etidio (10 mg-mL) por 5 minutos, las
bandas se observaron con luz UV; asi mismo se evalué calidad en el NanoDrop
1000c (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) en un rango de
absorbancia de 260/280.

4.2.5. Marcadores Microsatélites

A partir de 35 iniciadores SSRs especificos para mango disefiados para evaluar
diversidad genética por Duval et al. (2005), Hoscho et al. (2005), Schnell et al. (2005)
y Viruel et al. (2005) se seleccionaron 16, ya que los demas no amplificaron ain con
las temperaturas de alineamiento recomendadas (Cuadro 10.). La mezcla de PCR
consistié en 50 ng de ADN, amortiguador de PCR con Mg 1x (ROCHE®), 2.5 mM de
DNTPs (ROCHE®), 0.5 U de ADN polimerasa (Tag DNA Polimerasa Invitrogen®) y

0.2 uM de cada iniciador para un volumen final de 20 pL.
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El programa de PCR fue: 94 °C por 4 minutos para desnaturalizacion inicial, seguido
de 30 ciclos de 94 °C por 45 s, temperatura de alineacion definida para cada
iniciador por 1 min (Cuadro 10), de acuerdo al rango mencionado en los articulos de
donde se obtuvieron dichos iniciadores, 72 °C por 1 min y finalmente un ciclo de 72

°C durante 8 min.

Al producto de PCR se le agrego 5 pL de amortiguador de carga (50 mM Tris, 5 mM
EDTA pH 8, 25 % de sacarosa y 0.2 % p/v de azul de bromofenol) y se cargd en un
gel de poliacrilamida de dos fases: “running acrilamide” y “staking acrilamide”, el
amortiguador de corrida fue TG 1X usando un sistema de electroforesis vertical
MGV-216-33 Dual Triple Wide Minivertical Electrophoresis System (C.B.S. Scientific,
USA). La tincion se realiz6 con el protocolo utilizado en STS y SSR con AgNO3 (0.2
%) (CIMMYT, 2006).

4.2.6. Analisis estadistico

Con la finalidad de determinar la capacidad de cada marcador para diferenciar el
origen de las plantas (nucelar o cigético) se calcul6 el contenido de informacion de
polimorfismo (PIC) para cada iniciador de acuerdo a Novelli et al. (2006). Asi mismo
se calculo el indice que similitud genética de acuerdo a Mannen et al. (1993) para
detectar diferencias entre individuos de la misma poblacion. En este caso de las

plantas hijas con el progenitor femenino. La féormula utilizada fue:

ISG=23P+
2N

donde p es el nimero de alelos iguales entre dos genotipos, q es el niumero de
alelos diferentes entre dos individuos (heterocigotos) y N es el nUmero total de alelos

analizados.
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Cuadro 10. Iniciadores microsatélites para mango (Mangifera indica L.), lugar de ubicacion,
secuencia, tamafio de alelo (pb) y temperatura de alineacion (Ta).

Locus Secuencia de iniciadores (5= 3’) Tamafio de alelo Ta (°C)
(pb)

MiSHRS-4+2 F: CCACGAATATCAACTGCTGCC 121-131 56.6
R: TCTGACACTGCTCTTCCACC

MiSHRS-1*a F: TAACAGCTTTGCTTGCCTCC 191-207 56.6
R: TCCGCCGATAAACATCAGAC

MIAC-5P F: AATTATCCTATCCCTCGTATC 139 57.8
R: AGAAACATGATGTGAACC

MIAC-4b F: CGTCATCCTTTACAGCGAACT 101 57.8
R: CATCTTTGATCATCCGAAAC

LMMAZ1¢ F:ATGGAGACTAGAATGTACAGAG 202 51
R:ATTAAATCTCGTCCACAAGT

LMMAZ11b¢ F:ATTATTTACCCTACAGAGTGC 244 51
R:GTATTATCGGTAATGTCTTCAT

LMMAQ¢ F: TTGCAACTGATAACAAATATAG 185 51
R:TTCACATGACAGATATACACTT

LMMA15¢ F:AACTACTGTGGCTGACATAT 215 51
R:CTGATTAACATAATGACCATCT

mMiCIR022¢ F- TGTCTACCATCAAGTTCG 168 51
R:GCTGTTGTTGCTTTACTG

mMiCIR032¢ F:TCATTGCTGTCCCTTTTC 189 51
R:ATCGCTCAAACAATCC

mMIiCIR030¢ F:GCTCTTTCCTTGACCTT 193 51
R:TCAAAATCGTGTCATTTC

mMIiCIR0044 F:CTTGAAAGAGATTGAGATTG 210 51
R:AGAAGGCAGAAGGTTTAG

mMIiCIR010d F- TAGGGATATAGCTGGAGG 284 51
R:ACGCAGTAGAACCTGTG

mMiCIR0364 F:ACCACGAAAAGACAACTC 264 51
R:TCATCTTTGTTAAATAGGTTAAT

mMiCIR0014 F:-TGAGTTGTTGTCCTGCT 191 51
R:GGTGCTTGTTTCTCGT

mMIiCIR003¢ F:GATGAAACCAAAGAAGTCA 319 51

R:CCAATAAGAACTCCAACC

aSchnell et al. (2005); »Honsho et al. (2005); “Viruel et al. (2005) y %Duval et al.

(2005).

Complementariamente al ISG se incluyé el indice de paternidad (IP), para el cual se

calcularon previamente las frecuencias de los alelos con el paquete estadistico
NTSYS version 2.2 (Rohlf, 2000). La férmula utilizada para dicho indice fue:
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IP=X/Y

siendo X la probabilidad de que el progenitor femenino supuesto sea el progenitor e
Y la probabilidad de que otro individoo de la poblacion sea el progenitor. Iguamente

se calcul6 el indice de parentesco combinado (IPn) con la formula:

IPn =TTV, IP;

donde < = 1,...,N indice de parentesco de los sistema genéticos individuales
(Gjertson et al., 2007). En base a lo anterior se calcul6 la probabilidad de parentesco

W con la férmula:

P (1/70)
T [ 141P(1/m0)]

donde: (w1 /mo) representa la probabilidad de que el progenitor femenino sea el

progenitor de las plantas hijas (Gjertson et al., 2007).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Porcentaje de semillas poliembrionicas

El porcentaje de semillas poliembridnicas fue mayor en el cultivar Ataulfo (> 91 %) y
varié entre afios y lugares, so6lo en el estado de Nayarit fue constante. Mientras que
el cv Manila presentd menor porcentaje de poliembrionia (73.95 %), al igual que
Ataulfo, esta fue variable entre afios y localidades, observandose mayor nimero de
semillas monoembriénicas en Guerrero durante el segundo afio de evaluacion
(Cuadro 11). Los resultados obtenidos, son inferiores a los encontrados por
Martinez-Ochoa et al. (2012) en Manila y Ataulfo (97 y 95% respectivamente) de la
localidad de Ixcuintla, Nayartit. Con esto se corrobora que la procedencia y el afio de
cosecha afecta el nimero de embriones. Dicho resultado ha sido observado por
otros autores en citricos (Andrade-Rodriguez et al., 2004) donde mencionan que las
condiciones ambientales por ejemplo temperatura y humedad afecta dichas variables
(Andrade-Rodriguez et al., 2005).
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Cuando el porcentaje de la poliembrionia es mayor a 80 %, la probabilidad de
encontrar plantas de origen nucelar en citricos es mayor (Soares Filho et al., 2003;
Santos et al., 2010), quiza esto tenga que ver con lo que reporta Martinez-Ochoa et
al. (2012) quienes determinaron que los embriones de origen cigético son los mas
pequefios ubicados en el funiculo, debido a que existe poca probabilidad de que
estos germinen por su tamafo solo desarrollan los mas grandes, de origen nucelar.
Contrario a esto, Cordeiro et al (2006) mencionan que plantulas vigorosas en mango
cv Roshinia podrian ser cigéticas, al encontrar un patron de bandas diferente al del
progenitor femenino mediante la técnica de RAPD, y dicho vigor tendria su

explicacion en el efecto heterocigotico de la cruza.

De esta manera si las semillas monoembrionicas pueden tener embriones de origen
sexual implica que en el cv. Manila quién presentd 20 % de semillas

monoembridnicas tendriamos alto porcentaje de plantas con variacién genética.

Cuadro 11. Porcentaje de semillas poliembribnicas en mango cvs. Manila y Ataulfo
procedentes de Chiapas, Guerrero y Nayarit durante 2013 y 2014.

% de Poliembrionia

Lugar de Ataulfo Manila
Procedencia 2013 2014 2013 2014
Chiapas - 95.00 - -
Guerrero 91.67 96.67 83.33 73.95
Nayarit 98.33 98.33 83.90 99.16

4.3.2. Alelos y marcadores polimarficos

El nimero de alelos encontrados con 16 inicadores varid de dos a cuatro y el tamafio
de 125 a 300 pb, cabe mencionar que la temperatura de alineamiento de todos fue
diferente a la reportada en la literatura (Cuadro 12). Lo anterior, permite sugerir que
se deben estandarizar los protocolos ya que a pesar de utilizar los mismos reactivos

la marca puede ser diferente al igual que la termociclador.
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El tamafio de los alelos encontrados fue consistente con lo reportado en la literatura
al utilizar estos SSRs en distintos cultivares de mango tanto monoembriénicos como
poliembridnicos de distina procedencia (Florida, Tailandia, Australia, y Taiwéan)
(Duval et al., 2005; Honscho et al., 2005; Scnhell et al., 2005; Viruel et al., 2005). Sin
embargo, el numero de alelos fue diferente, esto se puede explicar a que solamente
se evaluaron dos cultivares, mientras en otras investigaciones existe mayor

variabilidad de material genético.

Tanto el cv. Manila como Ataulfo mostraron cercania genética al encontrar la mayoria
de los alelos en ambos cultivares. Esto es consistente con lo que reportan Martinez-
Ochoa et al. (2012) al agrupar dichos materiales de acuerdo a la distancia genética y
el agrupamiento de ligamiento promedio UPGMA, en dos grupos pincipales en el
dendrograma donde uno abarca las plantulas de Manila y otro las de Ataulfo, lo cual
dej6 de manifiesto sus diferencias como cultivares, pero que al mismo tiempo se
pudo ver estan estrechamente relacionados, al igual que reportan Galvez-Lopez et
al. (2010).
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Cuadro 12. Numero de alelos detectados a partir de 16 iniciadores SSRs en mango cv.
Manila y Ataulfo

Iniciador No. de Tamarfo de alelo Ta (°C)
(SSR) alelos (pb)
encontrados

MiSHRS-4+2 2 125-130 56.6
MiSHRS-1*2 4 185-210 56.6
MIAC-5P 3 135-145 57.8
MIAC-4° 3 100-110 57.8
LMMAL1°C 4 195-210 51
LMMA11P¢ 3 230-250 51
LMMA9C 4 190-205 51
LMMA15¢ 2 220-230 51
mMiCIR022¢ 2 150-160 51
mMiCIR032¢ 2 200-210 51
mMiCIR030¢ 4 180-210 51
mMiCIR0044 2 205-210 51
mMiCIR010¢ 2 250-270 51
mMiCIR036¢ 2 240-250 51
mMiCIR0019 2 170-180 51
mMiCIR003¢ 3 280-300 51

Ta. Temperatura de alineamiento

4.3.3. Contenido de informacién de polimorfismo (PIC)

De los 16 iniciadores utilizados sélo siete (MIAC-5, MIAC-4, LMMA1, LMMADY9,
mMICIR003, MiSHRS-1+, mMIiCIR030) tuvieron un Contenido de Informacion de
Polimorfismo (PIC) mayor a 0.51 (Anexo 1y 2 ). Esto fue confirmado para 2013 y

2014 ya que ambos mostraron valores superiores.

En cada cultivar se identificd el iniciador de mayor PIC; en el caso de Ataulfo los
SSRs muestran alta informacion polimorfica son MIAC-5, MIAC-4, y mMiCIR003,

mientras que en Manila fue:; MiSHRS-1+, para ambos cultivares los iniciadores
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LMMAL, LMMA9 y mMiCIR030. De acuerdo a lo anterior, en futuras investigaciones
se podran utilizar sélo los SSRs que mostraron tener PIC superiores, para dectectar

diferencias tanto en mango Manila como Ataulfo y su descendecia.

El iniciador MIAC-5 también ha sido eficiente para identificar cultivares de Tailandia,
Australia, EE.UU. y Taiwan (Honscho et al. 2005). Asi mismo, Schnell et al. (2005)
reportaron un PIC de 0.598 para MiSHRS-1+ y la eficiencia de este en la
diferenciacion de cultivares de Florida. Mientras que Viruel et al. (2005) mencionan
que con tres SSRs donde se incluye LMMA1 puedieron agrupar cultivares de
diferente origen geografico y tipo de semilla (monoembridnicos y poliembridnicos).
Con esto se confirma la capacidad de dichos SSRs en la identificacion,
diferenciacion de genotipos y su progenie. Por lo cual pueden ser utilizados en

estudios posteriores.

Por otra parte, ningun iniciador sélo fue capaz de detectar diferencias de la planta
hija con respecto a la madre. Las plantas que mostraron diferencias fueron
detectadas por diversos grupo de iniciadores. En los materiales de Ataulfo,
procedentes de Guerrero se observaron variantes en cuatro SSRs (MIAC-5, MIAC-4,
LMMA1, LMMA9) al igual que en Manila de Nayarit (LMMA1, LMMA9, MiSHRS-1+,
mMICIR030). Esto es similar a lo reportado por Bastianel et al. (1998) y Andrade-
Rodriguez et al. (2004) en Citrus con marcadores RAPDs, lo mismo mencionan
Martinez-Ochoa et al. (2012) en mango donde ningun cebador Unico fue capaz de
identificar todas las plantas cig6ticas, tanto en embriones de Manila como de Ataulfo,
sélo un grupo de ocho cebadores aportaron dicha informacién. Lo anterior se puede
asociar a que al utilizar un numero amplio de primers (iniciadores) ayuda en la
diferencacion de individuos segun su origen (sexual o clonal) ya que es posible estar

explorando diferentes regiones del genoma.

Hasta el momento no se tiene definido cuantos iniciadores deben ser polimorficos
para determinar si un individuo es diferente a la planta madre, sin embargo, Cordeiro

et. al. (2006) mencionaron gque con tres cebadores que muestren diferente patron de
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bandeo es suficiente para determinar si un individuo es diferente a la planta madre.
Por otra parte Viruel et al. (2005) mencionan que en mango con tres microsatélites
fueron capaces de hacer la discriminacion e identificacion inequivoca de materiales

de distinto origen geografico asi como tipo de semilla.

En los resultados obtenidos, el nUmero de iniciadores que detectaron diferencias en
las plantas hijas fue de uno a tres. Los genotipos que mostraron progenie diferente
con tres SSRs fueron A2G2, A1G1 y M1G2, solo fueron tres plantas como méaximo
de 10 de la progenie. Por otra parte, en los dos afios de evaluacion las plantas que
mostraron ser diferentes con al menos dos inicicadores evaluados no fueron

consistentes, sélo para el genotipo A1G1.

Lo anterior puede estar relacionado a que al ser plantas provenientes de semilla, no
en todos los casos son nucelares y confirma el efecto de que las condiciones
ambientales efecta el porcentaje de poliembrionia tal como fue observado en este
trabajo y por otros autores (Andrade et al., 2004; Bastianel et al., 1998). También en
los materiales colectados en 2013 se detectaron polimorfismos con hasta tres
iniciadores mientras que en 2014 el maximo fue con dos (Cuadro 13). Similar a lo
reportado por Cordeiro et al. (2006) en mango al encontrar el 50 % de polimorfismo
durante el primer afio de evaluacion y 70 % en el segundo usando 5 cebadores
RAPDS, lo cual puede deberse a variaciones por la sustituciéon de nucleotidos, lo
cual da origen a mutaciones génicas, que especificamente son inserciones o

deleciones de uno o méas nucleotidos (Cardone et al., 2010).

Cabe mencionar que asi como se identificaron materiales diferentes con al menos un
iniciador también se identificaron genotipos, principalmente del cv. Ataulfo, (A3G1,
M1IN1, M1IN2, A1Chl, A3Chl, A1Ch2, A1N2, A2N2 y A3N2) que mostraron
uniformidad en toda su progenie al mostrar patrones de bandeo iguales a la planta

madre con los 16 iniciadores.
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El porcentaje de plantas que demostraron polimorfismos con respecto a la planta
madre vari0 durante el 2013 y 2014, sin embargo; en ambos fue consistente
encontrar diferencias en la mayoria de los genotipos con un iniciador. Se resalta el
caso de A1G2 y A2G2 con alto porcentaje (50 %) durante 2013 asi como M3G1,
M2G2 y M2N2 con 80 %, 50 % y 50 % respectivamente durante el 2014, cabe
sefalar que un iniciador no es suficiente para decir que son diferentes (Bastianel et
al., 1998; Andrade et al., 2004). En cambio 30 % de las plantas del genotipo A2G2
mostraron diferencias con 3 iniciadores durante el afio 1 y ninguno durante el afio 2,

s6lo en A1G2, el 40 % de plantas fueron diferentes con dos iniciadores (Cuadro 14).
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Cuadro 13. Genotipos de mango cv. Manila y Ataulfo detectados con diferencias a la planta madre e iniciadores SSRs

2013 2014
Clave Plantulas Iniciadores que Iniciador Clave Plantulas Iniciadores que Iniciador
diferentes muestran tamafio de alelo (pb) diferentes muestran tamafio de alelo (pb)
diferencias diferencias
Al1G1 1 3 MiSHRS-4+ (125-130) A3CH2 2 2 LMMA9 8190-205)
MiSHRS-1+ (185-210)
LMMA9 (190-205) 2 LMMA9 (190-205);
A2G1 1 2 MIAC-5 (135-145) mMIiCIR032 (200-210)
LMMA9 (190-205) AlG1l 1 2 LMMAL (195-210)
A2G2 4 2 MiSHRS-1+(185-210) LMMA15(220-230)
MIAC-4 (100-110) Al1G2 4 2 MiSHRS-4+ (125-130)
3 MiSHRS-1+(185-210) mMIiCIR003 (280-300)
MIAC-5(135-145 2 LMMA11b (230-250)
LMMA1 (195-210) mMIiCIR030 (180-210)
3 MIAC-5 (135-145) 2 MiSHRS-4+ (125-130)
MIAC-4 (100-110) mMIiCIR003 (280-300)
LMMA1 (195-210) 2 LMMA11b (230-250)
3 MIAC-5 (135-145) mMIiCIR030 (180-210)
MIAC-4 (100-110) M3G1 3 2 MIAC-4 (100-105)
LMMA1 (195-210) mMIiCIR003 (280-300)
M1G2 1 3 MiSHRS-4+ (125-130) 2 MIAC-5 (135-145)
MiSHRS-1+(185-210) mMIiCIR003 (280-300)
MIAC-4(100-110) 2 MIAC-4 (100-105)
M2G2 1 2 LMMA9 (190-205) mMIiCIR003 (280-300)
mMIiCIR036 (240-250) M1G2 2 2 mMIiCIR010 (250-270)
M2N2 3 2 LMMA11b (230-250) mMIiCIR036 (240-250)
LMMA15 (220-230) 2 mMIiCIR010 (250-270)
2 MiSHRS-1+(185-210) mMIiCIR036 (240-250)
LMMA11b (230-250)
2 LMMA1 (195-210)

LMMA15(220-230)
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Cuadro 14. Porcentaje de plantulas de mango cvs. Manila y Ataulfo, con polimorfismo con 1,
2 y 3 marcadores SSRs procendentes de Chiapas Guerrero y Nayarit durante 2013 y
2014

Plantas polimoérficas (%)
Clave 2013 2014
No. de SSRs No. de SSRs

1 2 3 1 2 3
M1G1 10 0 0 20 0 0
M2G1 10 0 0 20 0 0
M3G1 50 0 0 80 20 0
M1G2 40 0 10 40 20 0
M2G2 20 10 0 60 0 0
M3G2 20 0 0 0 0 0
M1N1 0 0 0 20 0 0
M2N1 20 0 0 20 0 0
M3N1 50 0 0 20 0 0
M1N2 0 0 0 0 0 0
M2N2 40 30 0 60 0 0
M3N2 30 0 0 20 0 0
M1G1 10 0 0 20 0 0
M2G1 10 0 0 20 0 0
M3G1 50 0 0 80 20 0
M1G2 40 0 10 40 20 0
A2Z2N2 40 0 0 0 0 0
A3N2 40 0 0 0 0 0
M1G1 10 0 0 20 0 0
M2G1 10 0 0 20 0 0
M3G1 50 0 0 80 20 0
M1G2 40 0 10 40 20 0
M2G2 20 10 0 60 0 0
M3G2 20 0 0 0 0 0
M1N1 0 0 0 20 0 0
M2N1 20 0 0 20 0 0
M3N1 50 0 0 20 0 0
M1N2 0 0 0 0 0 0
M2N2 40 30 0 60 0 0
M3N2 30 0 0 20 0 0
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4.3.4. Indice de similaridad Genética (ISG)

Otro parametro considerado para definir si las plantas obtenidas de los embriones
mas grandes eran clonales, fue el indice de similaridad genética (ISG) de esta
manera la desicion fue si los valores eran superiores a 95% las plantas se

considerarian idénticas a la planta madre.

Durante la evaluacion de 2013, s6lo los genotipos M2N2 y A2G2 mostraron 6 y 8
plantas de 10 idénticas a la madre, fueron los materiales que presentaron mayor
variacion en comparacion con el resto que tuvieron de 9 a 10 plantas consideradas
idénticas de ambos cultivares y procedencias (Cuadro 15). En 2014, s6lo A1G1 dos
plantas fueron diferentes a la madre, en el resto de los individuos evaluados, toda la
progenie fue clonal (Cuadro 16).

Se observdé que entre afios de colecta, si hubo diferencias en 2013 en ocho
genotipos (A1G1l, A2G1, AIN1, A2N2, M3G1,M1G2, M2G2, M3N2) al menos una
planta fue diferente, en 2014 fue la excepcién A1G1 con dos plantas, los demas

genotipos mostraron tener toda la progenie idéntica a la planta madre (Cuadro 16).

De manera general se observo que la mayoria de los genotipos tanto del cv. Manila
como Ataulfo mostraron alto porcentaje de plantas nucelares de acuerdo al I1SG.
Diferente a lo reportado por Martinez-Ochoa (2016) al evaluar también solo el
embrién de mayor tamafio en seis genotipos de citricos; menciona que de acuerdo al
ISG Tangelo minneola tiene 55% de plantas nucelares, mientras que Naranja Parson
Brow el 100% de la progenie fue idéntica a la planta madre. Esto evidencia las
diferencias entre variedades. Con lo cual se corrobora la importancia de realizar

estudios para cada especie y variedades.

Por otra parte Rao et al. (2008) con la finalidad de detectar plantas nucelares y
cigdticas en cruzas de mandarina (Citrus reticulata Blanco) y pomelo (C. maxima
Merr) usaron la técnica de RAPD y EST-SSR con ambas técnicas determinaron que

entre el 73 % y 77.8 % de la progenie era nucelar respaldado con el ISG (valores
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superiores a 0.97). Lo anterior, permite sefialar que no se puede genralizar el modelo
establecido para citricos que sefiala que el elmbrion de mayor tamafio es nucelar,

dado que esto depende de la especie y genotipo que se estudie.

4.3.5. Probabilidad de parentesco (W)

Un tercer parametro que se evaluado para identificar si las plantas hijas eran
idénticas a la planta madre fue la probabilidad de parentesco (W) (Gjertson et al.,
2007). Al igual que en el ISG, valores superiores 0 iguales a 0.95 fueron
consideradas como plantas nucelares (Cuadro 17). Con este método se compara la

frecuencia alélica del individuo con la frecuencia de dicho alelo en toda la poblacién.

De acuerdo a esta prueba se obtuvo que la progenie de todos los genotipos son de
origen nucelar ya que sus valores oscilaron de 0.96 a 1 (Cuadro 17 y 18). Solamente
sobresale el caso de A1N2 que presento los valores mas bajos de W (0.96 a 0.98) en
toda su progenie durante 2013, no por eso presento plantas diferentes de acuerdo a

este esquema de analisis.

Al comparar los valores de W que presentan los genotipos (A1G1l, A2G1, A2G2,
A1IN1, A2N2, M3G1, M1G2, M2G2, M2N2 y M3N2) que tuvieron de 1 a 4 plantas
diferente de acuerdo al ISG, se observa que son consistentes con valores de 0.96 y
0.98, con lo se puede decir que una prueba mas rigurosa seria la probabilidad de
parentesco (W). Sin embargo, si existe complementariedad y se recomienda usar

ambas.

Por otra parte, al igual que con el ISG en el afio 2014 pareciera que hubo mayor
uniformidad en la probabilidad de parentesco ya que los valores obtenidos mostraron

ser superiores a 0.98 en todos los genotipos.

Otro aspecto a considerar en este indice (W) es que sélo se tuvo la informacién de
la progenitora femenina, lo cual limita los resultados obtenidos, para tener mayor

exactitud seria conveniente tener la informacion del arbol padre.
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Cuadro 15 indice de Similaridad Genética (ISG) en mango cv. Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit del afio 2013 de evaluacion
con 16 iniciadores SSRs.

Clave
Individuo  “A7G1 A2G1  A3GL  A1G2  A2G2  A3G2  AIN1  A2N1  A3N1  AIN2  A2N2  A3N2

1 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 0.91 0.98

2 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

3 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00

4 0.93 1.00 1.00 1.00 0.91 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

5 1.00 1.00 1.00 0.98 0.97 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

6 1.00 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 0.94 1.00 1.00 0.98 1.00 0.98

7 1.00 1.00 1.00 1.00 0.90 1.00 1.00 0.98 1.00 0.97 1.00 0.98

8 0.98 0.97 1.00 0.97 1.00 0.98 0.97 1.00 1.00 1.00 0.97 1.00

9 0.97 0.93 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 0.98 1.00 0.98 0.98

10 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 0.97 0.98

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (ISG 2 0.95)
% 90 90 100 100 80 100 90 100 100 100 90 100
Individuo Clave
M1G1 M2G1 M3G1 M1G2 M2G2 M3G2 M1IN1 M2N1 M3N1 M1N2 M2N2 M3N2

1 1.00 1.00 0.98 0.98 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.94 1.00

2 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 0.97 1.00

3 0.98 0.97 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 0.93 0.97

4 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 0.98 1.00

5 1.00 0.97 1.00 1.00 0.98 0.98 1.00 1.00 0.98 1.00 0.95 0.98

6 1.00 1.00 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00

7 0.97 1.00 0.98 0.93 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 0.98 1.00

8 0.97 1.00 0.98 0.98 1.00 1.00 1.00 1.00 0.98 1.00 0.92 1.00

9 1.00 1.00 0.94 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.94 1.00

10 1.00 1.00 1.00 1.00 0.94 1.00 1.00 0.97 0.98 1.00 1.00 0.94

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (ISG 2 0.95)
% 100 100 90 90 90 100 100 100 100 100 60 90
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Cuadro 16. indice de Similaridad Genética (ISG) en mango cv. Manila y Ataulfo de Chiapas, Guerrero y Nayarit del 2014 de
evaluacion con 16 iniciadores SSRs.

Clave
Individuo A1 A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
Chl Chl cChl Ch2 Ch2 Ch2 G1 G1 Gl G2 G2 G2 N1 N1 N1 N2 N2 N2

1 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 094 100 100 098 100 098 100 100 100 1.00 1.00 1.00

2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 100 098 100 095 100 100 098 100 100 1.00 1.00 1.00

3 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 098 098 100 100 100 100 100 1.00 1.00 100 1.00 1.00 1.00

4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 100 1.00 1.00 100 098 100 1.00 098 098 1.00 1.00 1.00

5 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 095 100 100 098 095 100 100 098 100 0.98 1.00 1.00 1.00

6 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 094 100 100 098 100 098 100 1.00 100 1.00 1.00 1.00

7 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 100 098 100 095 100 1.00 098 100 100 1.00 1.00 1.00

8 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00 098 098 100 100 100 100 100 1.00 1.00 100 1.00 1.00 1.00

9 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 100 100 1.00 100 098 1.00 1.00 098 098 1.00 1.00 1.00
10 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 095 100 100 098 095 100 100 098 100 0.98 1.00 1.00 1.00

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (ISG 2 0.95)
% 100 100 100 100 100 100 80 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Genotipo
Individuo M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3N
G1 G1 Gl G2 G2 G2 N1 N1 N1 N2 N2 2
1 1.00 098 095 100 098 100 1.00 098 100 0.98 0.98 1.00
2 098 1.00 098 098 098 100 098 1.00 1.00 100 0.98 0.98
3 1.00 100 098 095 098 100 1.00 1.00 100 1.00 0.98 1.00
4 1.00 100 095 100 100 100 1.00 100 0.98 1.00 1.00 1.00
5 1.00 100 098 098 100 100 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
6 1.00 098 095 100 098 1.00 1.00 098 100 0.98 0.98 1.00
7 098 100 098 098 098 100 098 100 1.00 100 0.98 0.98
8 1.00 100 098 095 098 100 1.00 100 100 1.00 0.98 1.00
9 1.00 100 095 100 100 100 1.00 1.00 0.98 1.00 1.00 1.00
10 1.00 100 098 098 100 100 1.00 100 100 1.00 1.00 1.00
Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (ISG 2 0.95)
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Cuadro 17. Probabilidad de parentesco (W) en mango cv. Manila y Ataulfo de Guerrero y Nayarit del afio 2013 de evaluacién con 16
iniciadores SSRs.

Genotipo
Individuo A1G1 A2G1 A3Gl A1G2 A2G2 A3G2 AIN1 A2N1 A3N1 AIN2 A2N2 A3N2

1 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98 0.97 0.98
2 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99
3 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99
4 0.98 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99
5 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99
6 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.96 0.99 0.98
7 0.99 0.99 0.99 0.99 0.96 0.99 0.99 0.98 0.99 0.96 0.99 0.98
8 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99
9 0.99 0.97 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98
10 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (W 2 0.95)
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Genotipo
Individuo M1G1 M2G1 M3Gl1 M1G2 M2G2 M3G2 MIN1 M2N1 M3N1 MIN2 M2N2 M3N2

1 0.99 0.99 0.99 0.98 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99
2 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99
3 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.98
4 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99
5 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
6 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 1.00 0.99
7 0.98 0.99 0.99 0.97 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99
8 0.98 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.98 0.99
9 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99
10 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 1.00 0.98

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (W 2 0.95)
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

=S
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Cuadro 18. Probabilidad de parentesco (W) en mango cv. Manila y Ataulfo de Chiapas Guerrero y Nayarit del afio 2014 de
evaluacion con 16 iniciadores SSRs.

Genotipo
Individuo A1 A2 A3 A1 A2 A3 AIGl A2G1 A3Gl1 Al1G2 A2G2 A3G2 AIN1 A2N1 A3N1 AIN2 N2A2 A3N2
Ch Chl Chl Ch2 ch2 cCh2
1

1 09 09 099 099 0.99 099 0.99 099 099 099 099 098 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
9 9

2 09 09 099 099 099 099 099 098 099 098 099 099 099 099 099 0.99 099 0.99
9 9

3 09 09 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 0.99 099 0.99
9 9

4 09 09 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 098 099 099 0.99
9 9

5 09 09 099 099 099 099 099 099 098 098 099 099 099 099 098 099 099 0.99
9 9

6 09 09 099 099 099 099 099 099 099 099 099 098 099 099 099 099 099 0.99
9 9

7 09 09 099 099 099 099 099 098 099 098 099 099 099 099 099 099 099 0.99
9 9

8 09 09 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 0.99
9 9

9 09 09 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 098 099 099 0.99
9 9

10 09 09 099 099 099 099 099 099 099 098 099 099 099 099 098 099 099 0.99
9 9

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (W 2 0.95)
% 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0
Genotipo
Individuo M1G1 M2G1 M3G1 MI1G2 M2G2 M3G2 MIN1 M2N1 M3N1 MIN2 M2N2 M3N
2

1 099 099 099 099 099 099 099 099 099 0.99 0.99 0.99

2 098 0.99 099 099 099 099 099 099 099 099 099 0.99

3 099 099 099 098 099 099 099 099 099 099 0.99 0.99

4 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 099 0.99

5 099 099 099 099 099 099 099 099 099 0.99 0.99 0.99
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6 0.99 0.99
7 0.98 0.99
8 0.99 0.99
9 0.99 0.99
10 0.99 0.99

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

0.99
0.99
0.98
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

Porcentaje de plantas idénticas a la planta madre (W 2 0.95)

% 10 100 100 100 100 100 100 100
0

100

100

100

100

100

100

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

100

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

100

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

100

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

100
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En general podemos decir que las plantas del cv. Ataulfo (A1G1 y A2G2) mostraron
progenie diferente a la planta madre (3 de 10) de acuerdo a dos de los criterios
establecidos: polimorfismos detectados con mas de tres SSRs, e indice de
similaridad genética (ISG). Sin embargo con el indice de parentesco fueron iguales,
por lo que no podemos concluir que todas las plantas obtenidas del embrién de

mayor tamafo sean no son de origen nucelar.

Estos resultados tienen relevancia ya que difieren de lo reportado para mango, en el
caso del cv. Rosinha donde el 90% de las plantulas evaluadas fueron de origen
cigotico y el 10 % se consideraron ambiguas, lo cual sustentaron con 5 cebadores
RAPDS, dicho estudio se repiti6 por dos afios y en ambos encontraron alto
polimorfismo (50 % y 70 %) con dichos iniciadores (Cordeiro et al., 2006), es
importante mencionar que en este caso germinaron todos los embriones de la
semilla y sélo escogieron las plantulas mas vigorosas para el analisis molecular, por
lo cual encontrar alto nivel de polimorfismo en aquellas plantas hace suponer que
embriones cigoticos podrian ser también vigorosos lo que le atribuyen al efecto de
heterosis, resultado de la cruza de la planta madre con otro mango en este no

identificado (por el tipo de polinizacién cruzada).

Por otra parte, lo obtenido en este estudio es consistente con lo mencionado por
Martinez-Ochoa et al. (2012) quienes encontraron que en Manila y Ataulfo se
producen con mayor frecuencia plantas nucelares debido a que los embriones mas
pequefios suelen ser cigoéticos y es dificil su germinacion en vivero o de manera

natural. Mientras que los embriones grandes daran origen a plantas nucelares.

Otra caracteristica a considerar para definir el origen de los embriones es la posiciéon
de estos en la semilla, Cordeiro et al. (2006) refieren al embrion cigético
comunmente situado en la parte basal del lado del pedunculo, esta posicion
favorece la fecundacion en el saco embrionario, sin embargo; también se puede
encontrar en la posicién que definen como segunda, tercera y cuarta (partiendo que

la uno es la mas cercana a la base, de ahi se enumera segun su alejamiento a la
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zona del peddnculo). Pero como se puede ver no es un parametro certero que
permita la clara identificacién en etapas tempranas del desarrollo. Martinez-Ochoa et
al. (2012) mencionan que los embriones situados cerca del funiculo son cigéticos, y
comunmente son los mas pequefos (tienen pocas reservas) de ahi que sea dificil su
germinacion. En el caso de citricos se consideraba que los embriones sexuales
también estaban situados preferentemente del lado del micrépilo sin embargo, se

observé que podian localizarse alejados de este (Andrade-Rodriguez et al., 2004).

El modelo donde se menciona que el embribn de mayor tamafio es nucelar y dara
origen a una planta clonal surgié a partir del genero Citrus, sin embargo, justamente
en este género no se cumple, ya que es donde se ha observado existe mayor
fluctuacion segun la variedad o la cruza en estudio. Como lo reporta Andrade-
Rodriguez et al. (2004) en Citrus volkameriana con el uso de marcadores RAPDS,
donde el 44% de las plantulas obtenidas de semillas poliembrionicas fueron de

origen cigotico, provenientes de embriones grandes.

Bastianel et al. (1998) por ejemplo mencionan que en la cruza de mandarinas
Montenegro (Citrus deliciosa Tenore) y King (C. nobilis Loureiro), donde King
funcion6 como donador de polen, obtuvieron 54 hibridos a partir de 202 plantas es
decir apenas 26.7 %, en este caso hubo mayor frecuencia de plantas nucelares, las
cuales fueron detectadas con marcadores RAPDS. Los autores mencionan que esto
puede atribuirse tanto al polinizador como a la progenitora madre ya que en otros
estudios donde se ha utilizado polen de Poncirus trifoliata en mandarina King y
Willowleaf han obtenido frecuencia de cigotos de 78.7 % y 14.02 % respectivamente,
de manera similar cuando cruzaron King con polen de tangerina Parson Special
obtuvieron 85 % de cigdticos lo que evidencia claramente el papel de los
progenitores. Sin embrago, esto también puede deberse a factores como:
temperatura y humedad del ambiente, velocidad del aire (Andrade-Rodriguez et al.,
2005) tipo de polinizador, cantidad de polen (Solares-Filho et al., 2003), asi como a
factores genéticos y nutricionales, e inclusive a la respuesta de los arboles, los afios

y los lugares de evaluacion (Rao et al., 2008).
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Con esto se puede sintetizar la existencia de diferencias entre especies, variedades
y cruzas, por lo anterior es importante se evalué también la poliembrionia en otros

cultivares de mango para no dar por hecho los prototipos establecidos.

4.4. CONCLUSIONES

1. Se detectaron marcadores SSRs especificos para evaluar poliembrionia en Ataulfo
(MIAC-5, MIAC-4, mMICIR003), Manila (MiSHRS-1+) y para ambos cultivares
(LMMA1, LMMA9, y mMIiCIR030).

2. El indice de similaridad genética (ISG) y el esquema propuestos por Cordeiro et al.
(2006) y Martinez-Ochoa et al. (2012), que sefiala que cuando mas de tres
marcadores discriminan una planta ésta es considera genéticamente diferente a la
planta madre, determinaron que existen plantas diferentes a la progenitora femenina
en los cvs. Manila y Ataulfo.

3. Manila tuvo mayor porcentaje de semillas monoembridnicas.

4. El porcentaje de semillas monoembriénicas puede modificar el porcentaje de

plantas diferentes a la progenitora femenina.
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CAPITULO V. DISCUSION GENERAL

El método de curvatura maxima permitié definir el tamafio de muestra Optimo, a
pesar de que en algunos casos los CV fueron muy diferentes tanto para los cultivares
como para las localidades, lo cual puede deberse a la interaccién genotipo ambiente
que hace que el comportamiento del mismo cultivar pueda ser diferente en dos
regiones productoras. Sin embargo, se pudo definir que el tamafio de muestra 6ptimo
fue 6 frutos para realizar las evaluaciones de caracteristicas relacionadas con la
poliembrionia. Lo cual difirid con lo reportado tanto en citricos como en mango donde
se usaron hasta 100 semillas (Andrade-Rodriguez, et al., 2005 ;Martinez-Ochoa et
al., 2012)

Respecto a las caracteristicas que pueden correlacionarse con poliembrionia, el
peso de semilla mostr6 ser determinante en el nUmero y tamafio de los embriones, lo
cual coincide con lo reportado por Martinez-Ochoa et al., (2012), por lo cual puede

ser un indicador practico en campo para la seleccion de semillas.

Un aspecto que se evalla constantemente es el porcentaje de poliembrionia, el cual
se ha relacionado con la cantidad de plantas clonales obtenidas. Varios autores
mencionan que cuando la poliembrionia es mayor a 80% (Soares—Filho et al., 2000,
2003; Santos et al., 2010) la cantidad de plantas nucelares es alta por lo cual la
propagacion es vegetativa por semilla, en este caso se tuvieron porcentajes
superiores a 80% tanto para Manila como para Ataulfo y la mayoria de las plantas
obtenidas del embrion de mayor tamafio mostro alto grado de similitud a la planta

madre, con lo cual se cumple lo establecido.

Por otra parte se corrobor6 que el grado de dureza con que estan unidos los
embriones difiere entre cultivares de mango, aun cuando tengan similaridad
genética, lo cual difiere con lo observado en citricos (Andrade-Rodriguez et al., 2004,

2005), esto indica que posiblemente también el proceso de formacion sea diferente.
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A pesar de que el uso de marcadores moleculares son utiles por la informacion que
aportan, es necesario utilizar mas de un indice para determinar si existen diferencias
obtenidas en embriones de semillas poliembridénicas tal como se observo en este
estudio para determinar si las plantas obtenidas del embrién de mayor tamafio eran

de origen asexual.

El indice de Similaridad Genética (ISG) y el esquema propuestos por Cordeiro et al.
(2006) y Martinez-Ochoa et al. (2012), quienes sefialan que cuando mas de tres
marcadores discriminan una planta ésta es considera genéticamente diferente a la
planta madre mostraron que existen plantas diferentes a la progenitora femenina
mientras que con el indice de parentesco (W) no se encontraron diferencias, por lo
que es importante utilizar mas de un pardmetro para determinar tener mayor certeza
con los analisis realizados cabe aclarar que en la mayoria de los estudios solo
utilizan un método (Cordeiro et al., 2006; Rao et al., 2008) lo que podria llevar a

conclusiones erréneas.

No obstante quedaron bien definidos aquellos SSRs utiles en la deteccion de
polimorfismos para este estudio especificos para mango Manila como para Ataulfo,

y para ambos.

Queda claro que a pesar de hablar de una misma especie pero diferente cultivar los
resultados tanto a nivel de morfologia como porcentajes de poliembrionia y numero
de embriones difiere por lo cual es necesario realizar estudios especificos a nivel
genero especie y cultivar, al igual que evaluaciones de distintas zonas de produccion
ya que el ambiente tiene una fuerte interaccion con los materiales y los resultados

varian.

Finalmente algo importante que debemos destacar es que en el estudio realizado
por (Cordeiro et al., 2006) germinaron semilla completa y posteriormente
seleccionaron las plantas de mayor tamafo sin embargo, no se puede tener la

certeza de que provenga del embrion de mayor tamafio porque no se separo
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previamente tal como se hizo en este estudio y al no tomar en cuenta el porcentaje
de semillas monoembrionicas el nimero de plantas diferentes a la progenitora

femenina puede ser mayor.
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ANEXOS

Anexo 1:Contenido de informaciéon polimorfica (PIC) de 16 marcadores SSRs del afio 2013.

Genotipo

Iniciador Al1G1 A2G1 A3G1 Al1G2 A2G2 A3G2 A1N1 A2N1 A3N1 A1N2 A2N2 A3N2

MiSHRS-4+ 0.087 0 0 0.087 0 0 0 0 0 0 0 0
MiSHRS-1+ 0.5 0.5 0.5 0.483 0.496 0.496 0.5 0.5 0.483 0.5 0.5 0.5
MIAC-5 0.5 0.533 0.5 0.5 0.515 0.541 0.5 0.5 0.5 0.541 0.5 0.5
MIAC-4 0.5 0.496 0.5 0.5 0.522 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
LMMA1 0.579 0 0 0 0.541 0 0.5 0 0 0 0.297 0
LMMA9 0.496 0.541 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.541 0.5
LMMA15 0.087 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0
mMIiCIR022 0.5 0.5 0.5 0.5 0.044 0.165 0.5 0.5 0.5 0.095 0.5 0.5
mMIiCIR032 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
mMIiCIR030 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.351
mMIiCIR004 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.496 0.165 0 0.5 0.5 0.5
mMIiCIR010 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.087 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0
mMIiCIR036 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0.5 0.5 0.5
mMIiCIR001 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
mMiCIR003 0.5 0 0.5 0.574 0.5 0.5 0.574 0 0.5 0.5 0.5 0.5

Genotipo

Iniciador M1G1l M2G1 M3G1 M1G2 M2G2 M3G2 M1IN1 M2N1 M3N1 M1N2 M2N2 M3N2

MiSHRS-4+ 0 0 0 0.236 0 0 0 0 0 0 0 0
MiSHRS-1+ 0.165 0.087 0.5 0.087 0 0.18 0.5 0.541 0.5 0.5 0.541 0.5
MIAC-5 0.5 0.5 0.5 0.496 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5
MIAC-4 0.496 0 0.483 0.496 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
LMMA1 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0 0.574 0.5
LMMA9 0.5 0.5 0.5 0.496 0.574 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.599 0.5
LMMA15 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0.5 0.5 0.496 0 0.351 0.5
mMIiCIR022 0.5 0.5 0.165 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.087 0 0.5 0
mMIiCIR032 0.5 0.5 0 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5
mMIiCIR030 0.5 0.5 0.541 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.574
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mMiCIR004
mMiCIR010
mMiCIR036
mMIiCIR001
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0.5
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0.5
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0.5
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0.5
0.5
0.5
0.5
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0.5
0.5

0.5
0.5

0.5
0.5
0.483
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5

0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
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Anexo 2. Contenido de informacion polimérfica (PIC) de 16 marcadores SSRs del afio 2014

Iniciador

MiSHRS-4+
MiSHRS-1+
MIAC-5
MIAC-4
LMMA1
LMMA11b
LMMA9
LMMA15
mMiCIR022
mMIiCIR032
mMiCIR030
mMiCIR004
mMiCIR010
mMiCIR036
mMiCIR001
mMiCIR003

Iniciador

MiSHRS-4+
MiSHRS-1+
MIAC-5
MIAC-4
LMMA1
LMMA11b
LMMA9
LMMA15
mMiCIR022
mMiCIR032
mMiCIR030
mMiCIR004

Genotipo

Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3 Al N2 A3

Chl Chl Chl Ch2 Ch2 Ch2 G1 Gl Gl G2 G2 G2 N1 N1 N1 N2 A2 N2
0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0 0 0 0.16 0 0 0 0 0 0 1 0
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 057 0.5 0.5 05 057 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
05 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 057 0.5 0.5 0.5 05 048 0.5 0.5 0.5 0.5
0 0 0 0 0 0 0.63 0 0 0 0.5 0 0.5 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.16 0 0 0 0 0.29 0.5 0 0
0.5 0.5 0.5 05 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0 0.5 0 0.5 0.5 05 0.16 0 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0 0 0 0 0 0 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5
0.5 0.5 0.5 0.5 05 048 0.5 0.5 05 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0.75 075 075 075 0.75 1 075 075 075 083 083 075 065 075 075 075 0.75 0
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0 0.5 0.5 0.5
0.5 0.5 0.5 0.5 05 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0
0 0 0 0 0 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0.5 0.5 0.5
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 05 0.57 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5

Genotipo

M1 M2 M3 M1 M2 M3 N1 N1 M3 M1 N2 M3

Gl Gl Gl G2 G2 G2 M1 M2 N1 N2 M2 N2
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0.16 0 0.5 0 0 0 05 048 05 048 057 0
0.5 05 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 048
0.5 0 048 048 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0 057 0.5
0 0 0 0 0.5 0 048 0 0 0 0.5 0
0.5 0.5 0.5 05 057 0.5 0.5 0.5 0.5 05 057 0.5
0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
0.5 0.5 0 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0 0 0.5 0
0.5 0.5 0 0 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5
075 075 083 075 075 075 075 075 075 075 075 0.75
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
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mMIiCIR036
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mMIiCIR003
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0.5

0.5
0.5
0.48
0.5

0.43
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0.16
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0.5

0.43
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
0.5

0.5

0.5
0.5

0.5
0.5
0.5
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0.5

0.5
0.5

0.5
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